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Исследование глиальных клеток периферической нервной системы (ПНС) является 
актуальной проблемой современной нейробиологии. Целью настоящей работы яви-
лось обобщение собственных и литературных данных о распределении глиального 
фибриллярного кислого белка (GFAP) в клетках глии ПНС. Рассматривались особен-
ности экспрессии GFAP в глии энтеральной нервной системы, спинномозгового ган-
глия и периферических нервных проводников. Сравнительное исследование разных 
популяций глиоцитов ПНС позволило заключить, что белок промежуточных фила-
ментов GFAP распределяется в них по-разному. Анализ литературы показал, что 
несмотря на то, что данный белок широко применяется в качестве молекулярного 
маркера глиальной активации, до сих пор отсутствует понимание точных механиз-
мов участия GFAP в глиальном реактивном ответе. Описанные особенности GFAP-
содержащих глиоцитов различных отделов ПНС демонстрируют функциональный 
полиморфизм этого белка. Его свойство экспрессироваться в периферической глии 
в ответ на повреждение нуждается в дальнейших исследованиях.

Ключевые слова: глиальный фибриллярный кислый белок, периферическая нервная 
система, спинномозговой ганглий, нерв, ганглиозные сплетения стенки кишки, реге-
нерация, иммуногистохимия

DOI: 10.31857/S0869813924090015, EDN: AKRXIX

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы большое число нейробиологических исследований касается кле-
ток глии. Особое внимание уделяется метаболическим взаимодействиям между гли-
альными клетками (астроцитами, олигодендроцитами и микроглией) и нейронами, 
особенно в процессе старения и развития нейродегенеративных заболеваний. Большое 
значение для ЦНС имеют нейрон-астроцитарные взаимодействия. Известно, что ас-
троцитарная глия обеспечивает нормальное функционирование нейронов, их защиту 
от токсичности, регулирует синаптическую активность, составляет основу барьерной 
системы мозга, обеспечивает метаболизм [1–3].

Общеизвестно свойство астроцитов экспрессировать белок промежуточных фила-
ментов – глиальный кислый фибриллярный белок (GFAP), который в течение многих 
десятилетий применяется как маркер астроцитарной глии. Одной из основных его 
функций считается поддержание структурной целостности глиальных клеток ЦНС, 
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что обеспечивается связыванием промежуточных филаментов с другими компонен-
тами цитоскелета – микротрубочками и микрофиламентами, а также плазматической 
и ядерной мембранами. Кроме этого, промежуточные филаменты играют важную роль 
во внутриклеточном распределении органелл цитоплазмы. Использование нокаутных 
по GFAP животных позволило выявить участие этого белка в формировании гемато-
энцефалического барьера, в процессах миелинизации и синаптогенеза, в регуляции 
нейрон-глиальных взаимоотношений [4, 5]. Меньшее внимание уделяется исследова-
ниям нейрон-глиальных взаимодействий в органах периферической нервной системы 
(ПНС).

В ряде обзорных статей авторы сравнивают глиоциты ПНС с астроглией. Цель та-
ких работ заключается в использовании обширных знаний об астроцитах для изучения 
новых аспектов клеток периферической глии [6]. Авторы рассматривают особенно-
сти химических мессенджеров тех и других глиоцитов, отмечают использование ими 
кальциевых волн для межклеточной сигнализации, описывают изменения при патоло-
гических состояниях [3, 6]. Эти сравнения проводятся на примере клеток-сателлитов 
чувствительных ганглиев и астроцитов и не касаются других популяций перифериче-
ской глии. Тем не менее актуальность изучения молекулярно-клеточных механизмов 
регуляции функций ПНС, в частности, нейрон-глиальных взаимодействий весьма вы-
сока, поскольку касается таких важных аспектов, как проблема боли, восстановление 
периферических нервных проводников, вопросов влияния вегетативных ганглиев на 
развитие патологических процессов в разных органах (например, при сердечной недо-
статочности, циррозе печени, патологии кишечника и др.). Для решения этих проблем 
необходимо углубленное изучение морфофункциональных особенностей глиальных 
клеток ПНС, их функциональных белков и участия последних в нейрон-глиальных 
взаимодействиях. Одним из таких белков является GFAP. Целью настоящего обзо-
ра явилось обобщение собственных и литературных данных о распределении GFAP 
в глиальных клетках ПНС.

Краткая характеристика глиального фибриллярного кислого белка
GFAP является основным компонентом промежуточных филаментов цитоскелета 

астроцитов и считается классическим маркером астроглии. Данные о структурной ор-
ганизации его молекул, изоформах, свойствах и функциях, полученные за последние 
полвека, обобщены в большом числе отечественных и зарубежных обзоров [2, 7–10]. 
Показано, что в клетках, находящихся на разных стадиях развития, и при нейродегене-
ративных заболеваниях GFAP присутствует в разных изоформах. Известно десять изо-
форм этого белка: GFAP-α, -β, -δ(–ε), -κ и др. Они имеют определенные отличительные 
особенности в строении молекул, различаются внутриклеточной локализацией, свой-
ствами сборки, особенностями молекулярных взаимодействий [10]. GFAP-α – наиболее 
распространенная изоформа ЦНС, состоит из 342 аминокислотных остатков. GFAP-
δ-(–ε)  – изоформа, характерная для клеток опухолей астроцитарного происхождения 
и глиоцитов мозга при болезни Альцгеймера [2, 8, 11–13]. Изоформа GFAP-δ свойст-
венна также нейральным стволовым клеткам и радиальной глии [11]. Экспрессия GFAP 
строго регулируется во время развития мозга и при неврологических заболеваниях.

По данным современной литературы, основными функциями GFAP являются 
поддержание специфической морфологии астроцитов и стабильности их отростков, 
участие в их миграции. Следует отметить, что GFAP не только служит важным струк-
турным компонентом цитоскелета астроцитов, но также участвует в транспортировке 
различных белков к цитоплазматической мембране глиоцитов и их закреплению в ней 
(например, GLAST и GLT‑1 [7, 14]), то есть участвует в процессах клеточной передачи 
сигналов и модуляции нейрон-глиальных взаимодействий.

В литературе имеется множество доказательств повышения экспрессии GFAP в ас-
троцитах при моделировании различных заболеваний ЦНС. Наблюдаемая активация 
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синтеза GFAP может играть ключевую роль в развитии астроглиоза [15, 16]. Так, уве-
личение синтеза GFAP критически важно для формирования утолщенных астроци-
тарных отростков при реактивном глиозе. Несмотря на разнообразие предполагаемых 
функций белка, показано, что нокаутные по GFAP мыши развиваются без патологий 
ЦНС, и реакция астроцитов на повреждение ЦНС практически не изменяется в от-
сутствие GFAP [16, 17]. Таким образом, роль GFAP в функционировании глиоцитов 
нервной системы остается неясной.

В связи со значительным увеличением экспрессии GFAP при различных патологиче-
ских состояниях, включая нейродегенерацию и травмы, этот белок широко используется 
в качестве маркера активации астроглии [5, 18]. Повышенное содержание GFAP является 
ранним ответом на нарушение гомеостаза нервной системы и позволяет выявлять нали-
чие повреждения даже при отсутствии явной гибели нейронов [19]. Предполагается, что 
посттравматическая индукция GFAP и связанный с ней реактивный глиоз могут фак-
тически способствовать нейрорегенерации [20]. Однако важно учитывать, что степень 
активации синтеза GFAP в реактивных астроцитах не во всех случаях пропорциональна 
тяжести повреждения. Считается, что увеличение содержания GFAP является убеди-
тельным признаком реактивного ремоделирования астроцитов, но не является абсолют-
ным маркером реактивности, не коррелирует с ее степенью и не указывает на измене-
ние функций реактивных астроцитов [19]. Показано, что и в нормальном мозге уровни 
экспрессии GFAP непостоянны и значительно варьируют в различных клетках [21]. Не 
установлена и связь экспрессии GFAP с изменением клеточной пролиферации [21].

Несмотря на то, что GFAP считается специфичным белком для цитоскелета ас-
троцитов, он встречается и в неглиальных клетках. В частности, в хондроцитах [22] 
и в клетках Ито в печени [23]. Кроме того, он экспрессируется и в клетках перифе-
рической глии. Впервые это было отмечено в конце прошлого века для глиоцитов эн-
теральной нервной системы (ЭНС) [24, 25]. Дальнейшие исследования показали, что 
и другие типы глии ПНС могут экспрессировать GFAP. В настоящем обзоре основное 
внимание уделяется GFAP-содержащим глиальным клеткам ганглиев ЭНС, клеткам-
сателлитам спинномозговых узлов (root ganglion, DRG) и шванновским клеткам пери-
ферических нервных проводников (табл. 1).

Таблица 1. Глиальные клетки периферической нервной системы

Глиальные клетки
Экспрессия GFAP

СсылкиБазальный уровень 
(в интактных клетках)

Индуцированный уровень 
(после повреждений)

Миелинизирующие 
шванновские клетки - + (репаративные SCs) [26], [27], [28]

Немиелинизирующие 
шванновские клетки + + (репаративные SCs) [26], [27], [28]

Сателлитная глия 
сенсорных ганглиев + 

++ (для определенных 
видов млекопитающих 

и при определенных 
повреждениях)

[29], [30], [31]

Терминальные 
шванновские клетки 
в нервно-мышечном 

соединении

++ [32], [33]

Энтеральная глия + + + [20], [34], [35]
Шванновские клетки 

кожи - - [36]
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GFAP-содержащие клетки энтеральной глии
Клетки ганглиозных сплетений стенки кишки млекопитающих и человека иссле-

дуются в течение нескольких десятилетий [37]. Большинство исследований, прове-
денных в прошлом столетии с применением электронной микроскопии, были посвя-
щены, главным образом, нервным клеткам ганглиев сплетений Ауэрбаха и Мейснера. 
Меньше внимания уделялось их глиальным элементам. В настоящее время показано, 
что клетки энтеральной глии (enteric glial cells, EGCs) представляют собой большую 
популяцию периферической нейроглии, связанной с телами и отростками нейронов 
ганглиозных сплетений в стенках органов всего желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) 
[38]. По данным последних лет, EGCs играют важную роль в нормальном функциони-
ровании кишечника. Они регулируют барьерную функцию эпителия кишечника, через 
белки-транспортеры модулируют нейротрансмиттеры, участвуют в функциональных 
реакциях ЖКТ и имеют тесную связь с микробиотой [38].

Некоторые исследователи выделяют четыре подтипа глиоцитов в ЭНС [35, 39], 
классифицируя их, главным образом, по локализации в стенке ЖКТ. Первый подтип – 
это астроцитоподобные глиальные клетки, расположенные в ганглиях ауэрбахова спле-
тения и сходные с астроцитами ЦНС. Второй подтип – глиоциты, сопровождающие 
нервные волокна, третий – глиоциты слизистой оболочки, четвертый – сопровожда-
ющие нервные волокна в мышечном слое. Другие исследователи делят энтеральную 
глию на два подтипа – астроцитоподобные клетки и нейролеммоциты [40, 41]. Неко-
торые авторы классифицируют EGCs по экспрессии ряда маркеров [42]. Анализ экс-
прессии маркеров показал, что большинство клеток глии в межмышечном сплетении 
коэкспрессируют GFAP, S100β и Sox10. При этом значительная часть (до 80 %) глио-
цитов за пределами ганглиев не экспрессирует эти белки. Авторы предполагают, что 
комбинации маркеров отражают динамическую регуляцию генов в клетке и не явля-
ются свойством определенного типа глии. Таким образом, с точки зрения фенотипиче-
ских особенностей отмечается гетерогенность и пластичность EGCs, подчеркивается 
необходимость дальнейших исследований, направленных на определение их участия 
в функциях ЖКТ в норме и при патологии [42, 43].

Астроцитоподобные глиальные клетки межмышечного ганглиозного сплетения 
располагаются вокруг нейронов, плотно прилегая к их телам и отросткам (рис. 1). 
GFAP+ глиоциты имеют отростчатую форму, их отростки проникают между всеми 
нейронами и располагаются на границе ганглиев с окружающими тканями, формируя 
структуры, сходные с ножками астроцитов. В связи с такими особенностями морфо-
логии и локализации эти клетки и получили свое название «астроцитоподобные» [35, 
40]. Глиальные клетки стенки кишечника отличаются от сателлитов нейронов интра-
муральных ганглиев парасимпатической и симпатической нервной системы, а также 
от клеток-сателлитов сенсорных ганглиев [44]. Это связано с особенностями строе-
ния ганглиев ЭНС, которые состоят только из нервных и глиальных клеток. Ганглии 
окружены базальной мембраной, отделяющей их от окружающих тканей, кровеносные 
сосуды и элементы рыхлой соединительной ткани располагаются за базальной мем-
браной [37, 41].

Относительно функций GFAP в EGCs ганглиев межмышечного сплетения кишки 
имеются только предположения. По аналогии с астроглией ЦНС можно считать, что 
основными функциями GFAP являются обеспечение специфических структурных осо-
бенностей глиоцитов ЭНС и поддержание стабильности их отростков. Глиальные клет-
ки, экспрессирующие GFAP, непосредственно связаны с нейронами и их отростками, 
простирающимися в подслизистый и мышечный слои кишечника. Предположительно 
их функции включают в себя нейромодуляцию (например, путем активного поглоще-
ния внеклеточных нейротрансмиттеров глиальными клетками), участие в транспорте 
нейромедиаторов к клеточной поверхности и последующей деградации [20].
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При патологии отмечена не только нейромодуляторная роль EGCs, но и иммуно-
модуляторная [45]. Показано, что двунаправленная связь между EGCs и иммунными 
клетками способствует иммунному гомеостазу желудочно-кишечного тракта, а пере-
крестные взаимодействия между EGCs и раковыми стволовыми клетками регулируют 
опухолеобразование [45].

Следует отметить, что при кишечной патологии отмечается увеличение экспрессии 
GFAP в EGCs. Так, вестерн-блот-анализ демонстрирует, что уровень экспрессии GFAP 
повышается в глиоцитах сплетений слизистой оболочки толстой кишки пациентов 
с воспалительными заболеваниями кишечника [20, 34]. То есть активация экспрессии 
GFAP кишечной глией может быть реакцией на провоспалительные цитокины, анало-
гичной реакции астроцитов в ЦНС. Предполагается, что увеличение экспрессии GFAP 
кишечными глиоцитами может поддерживать целостность тканевых барьеров воспа-
ленного кишечника, вырабатывая защитные факторы [34]. При развитии опухолей так-
же обнаружено усиление экспрессии GFAP [35].

Несмотря на то, что молекулярные механизмы нейроглиальных взаимодействий 
в ЭНС активно исследуются [40], по-прежнему недостаточно данных, которые бы сви-
детельствовали об участии GFAP в процессах клеточной передачи сигналов или в ме-
ханизмах регуляции молекулярных взаимодействий между нейронами и глией.

Современные исследования, выполненные с применением ПЦР в реальном време-
ни и вестерн-блоттинга, показали, что GFAP в EGCs встречается в разных изоформах: 
GFAP-κ [46] и GFAP-j [8]. В отличие от этого типа периферической глии основным 
транскриптом мРНК GFAP в глии сенсорных ганглиев и нервов считается GFAP-β [9].

LC
AG

N

MM

I

N
N

(a) (b)

Рис. 1. Астроцитоподобные глиальные клетки в ганглиях межмышечного сплетения. N – нейроны; I – меж-
ганглионарный тяж; М – мышцы; LC – лимфатический капилляр; AG – аганглионарный участок. Иммуноги-
стохимическая реакция на GFAP, ×400 (рисунок из статьи Чумасова с соавт., 2023 [41]).

Глиальные клетки спинномозговых узлов и GFAP
Глия спинномозговых узлов имеет ряд фенотипических и морфологических осо-

бенностей, которые отличают ее от других типов глиальных клеток. Это связано с осо-
бой структурой спинномозгового узла (DRG). В состав DRG входят первичные сен-
сорные нейроны, их отростки, глиальные клетки, фибробласты, отдельные макрофаги, 
кровеносные сосуды, поверхность ганглия покрыта соединительнотканной капсулой 
[47]. Сенсорные нейроны имеют округлую или овальную форму, их отростки локали-
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зуются в центре узла. Глиальные клетки-сателлиты (satellite glial cells, SGCs) имеют 
характерную форму полулуния или кольца и располагаются вокруг чувствительного 
нейрона. В научной литературе порой называют такой нейро-глиальный комплекс 
«нейро-глиальной единицей» [3, 47], а множество SGCs – «глиальной оболочкой» сен-
сорного нейрона. Такое уникальное расположение SGCs позволяет им осуществлять 
строго регулируемый контроль над микроокружением чувcтвительных нейронов [48].

Описанные особенности локализации SGCs и их морфологии отличают их от дру-
гих типов глиальных клеток, однако считается, что клетки-сателлиты сенсорных ган-
глиев имеют много общих свойств с астроцитами [44]. Во-первых, они выполняют 
сходные с астроцитами функции: контролируют микроокружение нервных клеток 
и, следовательно, могут модулировать их активность [49, 50]. Во-вторых, они экспрес-
сируют свойственные астроцитам белки – глутаминсинтетазу и различные переносчи-
ки нейромедиаторов. В-третьих, показано, что аналогично астроцитам они реагиру-
ют на воспаление и повреждение нервов, становясь более реактивными, этот процесс 
носит название реактивный глиоз [3]. Как и астроциты, SGCs способны участвовать 
в фагоцитозе, вырабатывать нейрорегулятоные факторы, в условиях in vitro использу-
ют кальциевую сигнализацию [6]. Кроме того, SGCs могут распространять активацию 
на другие SGCs посредством увеличения количества щелевых контактов и передачи 
кальциевых сигналов [48, 51]. Однако механизмы регулирования этих изменений и их 
влияние на передачу сигналов в сенсорных ганглиях до сих пор остаются неисследо-
ванными [51].

При активации глиоцитов происходит продуцирование бóльшего количества GFAP. 
Следует отметить, что в литературе отсутствует информация о базальных и индуци-
рованных уровнях экспрессии GFAP в клетках-сателлитах чувствительных ганглиев 
человека, высказываются лишь предположения о его наличии [52]. Установлено, что 
классический астроцитарный маркер GFAP практически не синтезируется в SGCs у мо-
лодых интактных животных. Применение иммуногистохимической реакции на GFAP 
показало, что у молодых половозрелых крыс число GFAP+ клеток DRG невелико [30]. 
Какова функция этих отдельных GFAP+ клеток-сателлитов, неизвестно. По данным на-
ших предыдущих исследований [30], число таких клеток возрастает при изменении 
состояния внутренней среды (рис. 2). Показано, что в условиях экспериментального 
системного воспаления [30], при старении [30], при экспериментальном диабете [53], 
а также после перерезки нерва [31] бóльшая часть SGCs соответствующих сенсорных 
ганглиев начинает экспрессировать GFAP. Почему отдельные клетки-сателлиты экс-
прессируют GFAP и в норме, неясно. Можно было бы предположить, что нейроны, 
окруженные GFAP+ SGCs, начинают дегенерировать. Но этому предположению проти-
воречат данные, полученные в экспериментах с травмой нерва. Показано, что нейроны 
в ганглиях после травмы нерва не подвергаются полной дегенерации, а число GFAP+ 
SGCs при этом возрастает [54]. Отдельные современные исследования демонстриру-
ют, что при травме периферических нервных проводников не происходит потери сен-
сорных нейронов, что указывает на наличие неизвестных механизмов компенсации на-
рушений, возникающих при повреждении аксонов [54–56]. Можно предположить, что 
именно такие репаративные процессы поддерживаются GFAP+ SGCs. Таким образом, 
биохимические особенности SGCs в норме, а также при повреждении органов нервной 
системы охарактеризованы недостаточно.

Установлено, что при повреждениях ПНС в клетках-сателлитах наблюдаются зна-
чительные биохимические перестройки: изменяются их электрические взаимодейст-
вия с нейронами, претерпевают изменения процессы функционирования К+-каналов 
глиоцитов, возрастает количество щелевых контактов, объединяющих сателлитные 
оболочки соседних нейронов [31, 57]. Кроме того, как отмечалось ранее, при пато-
логических процессах наблюдается рост экспрессии GFAP клетками чувствительного 
ганглия. Несмотря на отсутствие понимания точных механизмов участия GFAP в гли-
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альном реактивном ответе, во многих исследованиях данный белок служит молекуляр-
ным маркером глиальной активации в DRG. Некоторые исследователи называют белок 
GFAP маркером патологии, другие – маркером активации [31].

Вопрос о причинах увеличения в сенсорных ганглиях GFAP+ клеток после повре-
ждения носит дискуссионный характер. Есть данные о том, что SGCs чувствительных 
ганглиев в ответ на повреждение соответствующего нерва при воспалительных про-
цессах и других патологиях могут пролиферировать, а затем дифференцироваться не 
только в глиоциты, но и нейроны [58–60]. Это указывает на возможную связь между 
изменением экспрессии GFAP сателлитами и увеличением скорости их пролиферации. 
Однако другими исследователями этот факт не подтверждается: установлено отсутст-
вие глиоза в ганглии после травмы нерва [54, 61], при старении и системном воспале-
нии [30]. Высказывается предположение, что выявленные после повреждения проли-
ферирующие клетки в DRG являются не глиоцитами, а макрофагами [62].

Точные молекулярные механизмы и функциональное значение увеличения экспрес-
сии GFAP клетками-сателлитами спинномозгового узла при патологии до настояще-
го момента неизвестны. В исследованиях демонстрируется повышение экспрессии 
GFAP в SGCs в течение 30 мин – 48 ч после травмы [63], однако механизмы передачи 
сигнала, ведущего к активации сателлитов, не установлены. Основываясь на иссле-
дованиях функций GFAP в астроцитах [64], можно предположить, что белок играет 
важную роль во взаимодействии глиальных клеток и сенсорных нейронов. Вероятно, 
увеличение экспрессии GFAP сателлитной глией связано с глутамин-глутаматным 
взаимодействием между нейронами и глиоцитами. Известно, что клетки-сателлиты 
поддерживают концентрацию глутамата – основного нейротрансмиттера сенсорных 
нейронов – на уровне ниже нейротоксического содержания. При различных поврежда-
ющих воздействиях избыточное количество медиатора, выделяемого сенсорными ней-
ронами в перинейрональное пространство, утилизируется глиоцитами, экспрессирую-
щими на своей поверхности транспортеры глутамата GLAST и GLT‑1 [47]. Возможно, 
увеличение внеклеточного содержания глутамата, вызванное нарушением гомеостаза 
нервной системы, приводит к активации синтеза GFAP, необходимого для поддержки 
функционирования белка-транспортера GLAST и играющего важную роль в процессе 
прикрепления этого транспортера к плазматической мембране глиоцитов [30].

Несмотря на то, что роль GFAP в клетках ганглия не совсем ясна, данный маркер 
широко используется для оценки реактивно измененных глиоцитов DRG у грызунов 
[65, 66]. Важно отметить, что результаты нескольких исследований демонстрируют 
отсутствие GFAP в клетках-сателлитах у мышей, причем это касается клеток как ин-
тактных животных, так и животных с травмой нерва [62, 67, 68]. На основании этих 
данных можно предположить существование видовых различий в экспрессии широко 
используемого глиального маркера GFAP. Однако такое заключение не находит под-
тверждения в результатах исследований, выполненных с использованием других экс-
периментальных моделей. Так, при системном воспалении в SGCs как у крыс [30], так 
и у мышей [29] наблюдается увеличение иммунореактивности к GFAP. При использо-
вании модели нейропатической боли или индуцированной диабетической нейропатии 
[53] как у мышей, так и у крыс наблюдается увеличение количества GFAP+ клеток-са-
теллитов. По-видимому, изменения в экспрессии GFAP являются не следствием реак-
тивного ответа глиоцитов на патологические стимулы, а отражают физиологическую 
адаптивную пластичность клеток. Можно предположить, что различие в результатах 
исследований вызвано процессами альтернативного сплайсинга и невозможностью 
определения различных изоформ белка.

Особый интерес представляют данные, согласно которым при нарушении гомеоста-
за нервной системы в DRG могут присутствовать не только экспрессирующие GFAP 
клетки-сателлиты, но и другие типы глиоцитов, начинающие синтезировать данный 
белок после повреждения. Это могут быть как репаративные шванновские клетки, так 
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и иная субпопуляция глиоцитов [31]. Таким образом, использование GFAP в качестве 
универсального маркера реактивности SGCs не вполне оправдано. Необходимы даль-
нейшие исследования для оценки функционального значения данного белка в различ-
ных типах глиоцитов чувствительного ганглия. Все изложенные факты не позволяют 
сделать однозначного заключения о функциях GFAP в глии DRG.

Доказано, что SGCs спинномозгового узла имеют общего предшественника со 
шванновскими клетками (SCs) [48]. Они экспрессируют ряд маркеров, предшествен-
ников SCs, в частности, кадгерин‑19 (CDH19) даже у взрослых животных. Показано, 
что SGCs транскрипционно и морфологически сходны со SCs, в условиях in vitro они 
даже способны миелинизировать аксоны при совместном культивировании с нейро-
нальными клетками. Следует отметить, что SCs в определенных условиях также спо-
собны экспрессировать GFAP. Этому вопросу посвящен следующий раздел обзора.

(а) (b)

Рис. 2. Увеличение GFAP-иммунопозитивных клеток-сателлитов в DRG при старении. (a) – трехмесячная 
крыса; (b) – крыса в возрасте 18 месяцев. Иммуногистохимическая реакция на GFAP, ×400. Собственные 
данные.

ОСОБЕННОСТИ ШВАННОВСКИХ КЛЕТОК, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ GFAP

Еще одна популяция глиальных клеток ПНС, рассматриваемых в данном обзоре, – 
шванновские клетки (SCs). SCs в онтогенезе происходят из клеток нервного гребня, 
регулируют структурные и функциональные свойства нейронов ПНС, вырабатывают 
ростовые факторы и цитокины, образуют миелиновые оболочки аксонов, участвуют 
в реакции на повреждение ПНС путем фагоцитирования фрагментов аксона и мие-
линовой оболочки, подвергаются быстрой пролиферации, обеспечивая регенерацию 
аксонов [37, 69].

Исследования показали, что GFAP начинает экспрессироваться в незрелых SCs на 
поздних сроках эмбриогенеза, и его синтез подавляется во взрослых миелинизирую-
щих шванновских клетках, оставаясь при этом в немиелинизирующих и репаративных 
SCs [26]. Немиелинизирующие шванновские клетки являются одним из основных ти-
пов периферической глии. Они сопровождают практически все безмиелиновые нерв-
ные волокна. Они имеют одно происхождение с глией DRG, формируются из клеток 
нервного гребня [70]. Их отличительной особенностью является тот факт, что для их 
развития необходим фактор роста нейрегулин. Их морфология также отличается от 
других клеток глии ПНС: они имеют вытянутую форму, располагаются вблизи аксонов 
и тесно связаны с ними. В отличие от миелинизирующих SCs они образуют связи не 
с одним, а с несколькими аксонами [71].

После повреждения нервного ствола SCs в его дистальном сегменте достаточно бы-
стро претерпевают значительные фенотипические изменения, в частности, начинают 
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синтезировать GFAP (рис. 3) [27, 28, 72, 73]. Такие SCs нового фенотипа, специализи-
рующиеся на восстановлении нерва, принято называть «репаративные SCs» («repair 
Schwann cell»). Репаративные SCs выполняют ряд важных функций, вырабатывая ро-
стовые факторы и цитокины, а также формируя бюнгнеровские ленты, по которым 
осуществляется рост новых регенерирующих аксонов из проксимального в дисталь-
ный конец. Во время регенерации периферических нервов у мышей, лишенных GFAP, 
наблюдается замедление роста аксонов и нарушение пролиферации SCs, а также сни-
жение способности этих клеток направлять и поддерживать регенерирующие аксоны. 
Полное функциональное восстановление нерва при этом достигается, однако с незна-
чительной задержкой [74, 75].

Известно, что в отличие от SCs миелиновых волокон, репаративные SCs, как и SCs 
немиелиновых волокон, вступают во взаимодействие не с одним нервным волокном, 
а с несколькими, которые располагаются в цитоплазматических впадинах SCs. Функ-
ция GFAP в репаративных SCs связана, очевидно, с их структурными особенностями. 
Они отличаются большой протяженностью и превосходят по длине SCs и миелиновых, 
и безмиелиновых волокон [72]. Здесь проявляется роль GFAP как структурного бел-
ка. Очевидна необходимость в синтезе большого количества GFAP для поддержания 
структурной целостности такой клетки.

Исследования, проведенные на нокаутных мышах, показали, что развитие ПНС 
в отсутствие GFAP происходит без изменений, и периферические нервные проводники 
проявляют сходные свойства регенерации по сравнению с контрольной группой дико-
го типа [75]. Предполагается, что отсутствие GFAP ведет к незначительной задержке 
регенерации нервов после повреждения из-за изменения процессов пролиферации SCs 
[74]. Вопрос участия GFAP SCs в транспортировке различных белков к цитоплазмати-
ческой мембране, аналогично астроцитам и SGCs, еще предстоит изучить.

Кроме миелинизирующих, немиелинизирующих и репаративных SCs выделяют 
терминальные (перисинаптические) SCs, связанные с нервными окончаниями в нерв-
но-мышечном соединении. Такие глиоциты окружают синапс, тесно контактируя с его 
пре- и постсинаптическими компонентами [76]. Терминальные SCs представляют 
собой немиелинизирующие SCs, происходящие из клеток нервного гребня, которые 
мигрируют вместе с растущим аксоном. Они помогают поддерживать целостность 
синаптического соединения, имеют рецепторы нейротрансмиттеров, выделяют ней-
роактивные вещества [77]. В период формирования нервной системы и по мере ее 
созревания терминальные SCs играют значимую роль в процессах элиминации и ре-
моделирования синапсов, а также регуляции синаптической активности [78]. При ре-
генерации терминальные SCs формируют большое количество отростков, направляют 
растущие аксоны и способствуют реиннервации мышц [79].

Вопрос об экспрессии GFAP терминальными SCs дискуссионен. Показано, что пе-
рисимпатические SCs в скелетных мышцах экспрессируют маркер астроцитов и неми-
елинизирующих SCs GFAP, а также маркер миелинизирующих SCs – белок S100β [80]. 
Есть данные о том, что экспрессия GFAP наблюдается в терминальных SCs в норме [80, 
81] и увеличивается при патологии [33]. Другие авторы в работе, посвященной иссле-
дованию иммуногистохимических маркеров клеток тимуса, высказывают мнение о том, 
что терминальные SCs не содержат GFAP в условиях контакта с интактным аксоном 
(то есть в норме), а начинают экспрессировать его после повреждения [82]. Учитывая 
противоположные мнения по данному вопросу, нельзя исключать, что в зависимости от 
микроокружения (от иннервируемых тканей) терминальные SCs имеют разные феноти-
пические особенности и, возможно, представляют собой разные популяции.

В некоторых работах отмечена связь между ацетилхолином и GFAP терминальных 
SCs. Установлено, что терминальные глиоциты экспрессируют мускариновые ацетил-
холиновые рецепторы (mAChR), и их активация необходима для поддержания низкой 
экспрессии GFAP [32, 33]. Считается, что высвобождение ацетилхолина из нервных 
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Рис. 3. Шванновские клетки (repair Schwann cells) в дистальном сегменте поврежденного нерва крысы через 
7 суток после операции (лигатура, 40 с). (a) – общий вид дистального сегмента нерва, продольный срез, 
(b) – фрагмент эндоневрия со шванновскими клетками, (c) – митотически делящаяся (m) шванновская клет-
ка. En – эндоневрий седалищного нерва крысы. Иммуногистохимическая реакция на GFAP. Визуализация 
с помощью флуорохрома TRITC (красный), подкрашивание ядер DAPI (синий), ×100 (a), ×400 (b), ×600 (c) 
(рисунок из статьи Петровой Е.С., Колос Е.А. [73]).
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окончаний является сигналом, поддерживающим низкий уровень GFAP в перисинап-
тических SCs [33]. Другие нейротрансмиттеры не влияют на изменение его экспрессии.

Помимо перечисленных популяций SCs, к глии ПНС относятся также SCs кожи. 
Они являются производными клеток пограничной шапочки (boundary cap cells) ко-
решков спинного мозга и входят в состав сенсорных телец кожи. Клетки пограничной 
шапочки, локализующиеся в зоне входа корешков эмбрионального спинного мозга на 
границе ЦНС и ПНС, представляют собой субпопуляцию мультипотентных клеток, 
происходящих из клеток нервного гребня [83]. Считается, что SCs кожи представляют 
собой основную популяцию стволовых клеток дермы [84]. В литературе представле-
но мало информации об экспрессии этими клетками GFAP. Единичные исследования 
демонстрируют отсутствие иммунореактивности к GFAP в сенсорных тельцах кожи 
человека [36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящий обзор посвящен обобщению данных об экспрессии белка промежуточ-
ных филаментов GFAP глиоцитами ЦНС и ПНС. Несмотря на то, что глия ЦНС и ПНС 
имеет разное происхождение (астроциты являются производными нервной трубки, 
а ЕGCs, SGCs и SCs – производными клеток нервного гребня), некоторые фенотипиче-
ские особенности этих клеток могут быть сходны, поскольку основное назначение пе-
речисленных клеточных популяций одинаково – обеспечение условий для нормального 
функционирования нейронов. В настоящей работе рассматривается экспрессия глиоци-
тами белка промежуточных филаментов GFAP, который является селективным иммуно-
гистохимическим маркером астроцитов и в той или иной степени синтезируется глией 
ПНС. Отличие настоящего обзора от других обобщений, посвященных GFAP, в том, что 
изложенные данные позволяют провести сравнение не только глиоцитов ПНС с астроци-
тами мозга, но и различных популяций периферической глии (ЕGCs, SGCs и SCs) между 
собой на предмет возможности экспрессии ими этого важного структурно-функциональ-
ного белка. Известно, что GFAP способствует реализации таких функций астроцитарной 
глии, как структурная, метаболическая, защитная, барьерная и др. Можно заключить, 
что в ПНС GFAP участвует в поддержании структурной стабильности глиальных клеток 
аналогично его роли в ЦНС. Так, SCs после повреждения нервных проводников дедиф-
ференцируются, образуя новую фенотипическую популяцию SCs, высокий уровень экс-
прессии GFAP в этих клетках связан с их структурными особенностями, формировани-
ем бюнгнеровских лент, необходимостью поддерживать регенерирующие аксоны. GFAP 
также необходим клеткам-сателлитам спинальных ганглиев для поддержки чувствитель-
ных нейронов при патологии. Нередко GFAP используют в качестве иммуногистохими-
ческого маркера для ЕGCs, SGCs и SCs. В одних случаях (для SGCs и EGCs) он рассма-
тривается как маркер патологии, в других случаях (для SCs) – как маркер регенерации. 
Несмотря на то, что порой корреляция между уровнем GFAP и тяжестью повреждений 
отсутствует, увеличение экспрессии GFAP в глиальных клетках ПНС может служить 
ранним индикатором патологических процессов, выступать маркером реактивного глио-
за. Показано, что GFAP участвует в различных физиологических и патологических про-
цессах в ПНС, однако точные механизмы его действия остаются неясными. Описанные 
особенности GFAP+ глиоцитов разных отделов ПНС демонстрируют функциональный 
полиморфизм этого белка. Его свойство экспрессироваться в периферической глии в от-
вет на повреждение нуждается в дальнейших исследованиях. Недостаточно данных, ко-
торые бы свидетельствовали об участии GFAP в процессах клеточной передачи сигналов 
или в механизмах регуляции молекулярных взаимодействий между нейронами и глией. 
Дальнейшие исследования необходимы для лучшего понимания роли GFAP в регуляции 
нейрон-глиальных взаимодействий и разработке терапевтических стратегий для лечения 
нейропатий и боли.
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Astrocyte Marker GFAP in Gliocytes of the Peripheral Nervous System

E. S. Petrovaa, and E. A. Kolosa
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The study of peripheral nervous system glial cells is an actual problem of modern 
neurobiology. The purpose of this work was to summarize our own and published data 
on the distribution of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in peripheral nervous system 
(PNS) glial cells. The features of GFAP expression in glial cells of the enteric nervous 
system, dorsal root ganglion and peripheral nerve were examined. A comparative study of 
different populations of PNS gliocytes led to the conclusion that the intermediate filament 
protein GFAP is distributed differently in them. Analysis of the literature showed that 
despite the fact that this protein is widely used as a molecular marker of glial activation, 
there is still no understanding of the exact mechanisms of GFAP participation in the glial 
reactive response. The described features of GFAP+gliocytes from different parts of the 
PNS demonstrate the functional polymorphism of this protein. Its ability to be expressed in 
peripheral nervous system gliocytes in response to injury requires further research.

Keywords: glial fibrillary acidic protein, peripheral nervous system, dorsal root ganglion, 
nerve, ganglionic plexuses of the colon wall, regeneration, immunohistochemistry
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Серотонинергическая система играет важную роль в модуляции активности спин-
номозговых сетей, участвующих в контроле двигательных, сенсорных и висцераль-
ных функций. Повреждение проводящих путей при травме спинного мозга (ТСМ) 
может вызвать состояние чрезмерного возбуждения, что способствует развитию 
боли, спастичности и дисрегуляции вегетативных функций. При этом известно, что 
аксоны серотонинергических нейронов быстрее других адаптируются к патофизи-
ологическим изменениям и оставляют способность к прорастанию и регенерации 
даже после травмы. Ряд экспериментальных исследований на животных, а также 
некоторые клинические наблюдения дают основания полагать, что серотонинер-
гическая система является ключевым эндогенным ресурсом посттравматического 
восстановления. Специфическая терапия может включать использование серотони-
нергических препаратов и интраспинальную трансплантацию серотонинергических 
нейронов. Настоящий обзор посвящен обсуждению роли серотонинергической сис-
темы в функциональном восстановлении после ТСМ и перспективам использования 
серотонинергических препаратов при нейрореабилитации.

Ключевые слова: травма спинного мозга, серотонин, нейрорегенерация, функцио-
нальное восстановление, двигательные нарушения, висцеральная дисфункция, ней-
рогенез, TPH2-KO
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ВВЕДЕНИЕ

Травма спинного мозга (ТСМ) является важной медико-социальной проблемой 
и одной из главных причин инвалидизации, о которой ежегодно сообщается от 250 000 
до 500 000 случаев во всем мире, при этом возрастная группа с самым высоким ри-
ском возникновения травмы приходится на молодой трудоспособный возраст от 15 
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до 25 лет [1]. ТСМ возникают в результате удара или разрыва тканей, которые приво-
дят к нарушениям двигательной, сенсорной и вегетативной функций спинного мозга 
[2]. Известно, что первоначальная механическая травма инициирует каскад вторичных 
повреждений, который приводит к прогрессирующей гибели клеток и последующему 
повреждению спинного мозга в течение длительного периода [3]. Со временем данное 
поражение ремоделируется, образовываются кистозные полости и формируется гли-
альный рубец [4]. Это сильно ограничивает регенерацию тканей в месте повреждения, 
приводя к возникновению двигательных нарушений и многочисленных осложнений, 
таких как дисфункция моторики кишечника и мочевого пузыря [5], развитие вторич-
ных инфекций [6] и ортостатических гипотензий [7], появление легочных [8] и сердеч-
но-сосудистых заболеваний [9]. Кроме того, у многих пациентов ТСМ сопровождается 
расстройствами эмоционально-поведенческого характера, что, безусловно, негативно 
сказывается на эффективности нейрореабилитационных процедур [10]. В итоге более 
50 % пациентов не могут полностью вернуться к нормальной повседневной жизни 
после ТСМ [11]. И хотя существующие в настоящий момент стратегии лечения по-
следствий травмы могут значительно улучшить качество жизни пациентов, ни один 
из подходов не гарантирует полного восстановления утраченных функций и обеспе-
чивает только поддерживающую помощь пациентам с пожизненной инвалидностью. 
Кроме того, на сегодняшний день ограничено понимание молекулярных и клеточных 
событий, которые могут лежать в основе повреждающих процессов после возникно-
вения травмы.

Для повышения эффективности терапии необходимо глубокое понимание роли 
различных нейротрансмиттерных систем в реализации нейрореабилитационных меха-
низмов. Имеющиеся в литературе данные позволяют предположить, что одну из клю-
чевых ролей в восстановлении двигательных функций конечностей при ТСМ играет 
серотонинергическая система, а различные способы повышения ее активности в ЦНС 
позволяют стимулировать нейрогенез в областях повреждения как головного, так 
и спинного мозга [12–14]. Известно, что аксоны серотонинергических нейронов (5-HT 
нейронов) более устойчивы к повреждающему молекулярно-клеточному окружению 
в месте гибели тканей и подвергаются активному прорастанию и регенерации после 
травмы [15]. Таким образом, цель данного обзора – обобщение существующих данных 
экспериментальных и клинических исследований, подчеркивающих значимость 5-HT 
механизмов в контексте устранения последствий ТСМ.

ПАТОГЕНЕЗ ТСМ

ТСМ – это повреждение тканей спинного мозга, которое приводит к временным или 
постоянным нарушениям двигательной, сенсорной или вегетативной функции мозга 
[2]. Клинические проявления ТСМ во многом зависят от тяжести и локализации пора-
жения и могут включать частичную или полную потерю сенсорной и/или двигательной 
функций ниже уровня полученной травмы [16]. Независимо от локализации и степени 
полученной травмы патофизиология ТСМ включает в себя последовательный порядок 
событий, который можно разделить на две фазы [17].

Первичное повреждение при ТСМ возникает после механического воздействия на 
позвоночник, которое приводит к перелому или вывиху части позвонков, что, в свою 
очередь, травмирует или полностью разрывает ткани спинного мозга [1]. Основными 
механизмами первичного повреждения, воздействующего на позвоночник, являются 
компрессии, дистракции и смещения позвонков [18]. После получение травмы про-
исходит прерывание как восходящих, так и нисходящих путей спинного мозга, раз-
рушение кровеносных сосудов и клеточных мембран, что, в свою очередь, вызывает 
первичный спинальный шок, системную гипотензию и ишемию в месте повреждения 
[3]. В первую очередь в области травмы наблюдается повышенное кровотечение, ко-
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торое далее вызывает локальное прекращение кровоснабжения, что приводит к ги-
поксии и ишемическим нарушениям. После полученной травмы происходит развитие 
спинального шока, который проявляется в виде потери функций спинного мозга кау-
дально от места травмы, что может привести к параличу, прекращению контроля над 
кишечником и мочевым пузырем [19].

Патофизиологические механизмы второй фазы повреждения наблюдаются уже 
спустя несколько минут после первичного повреждения и могут продолжаться в тече-
ние дней, недель и даже месяцев, приводя к прогрессирующим повреждениям спин-
ного мозга [20]. Вторичные повреждения по времени принято разделять на острую, 
подострую и хроническую фазы [21]. Острая фаза возникает сразу после полученного 
повреждения и включает в себя такие процессы как возникновение ионного дисбалан-
са, накопление нейротрансмиттеров, вызывающие эксайтотоксичность и образование 
свободных радикалов (окислительный стресс) [22, 23]. Сразу после первичного меха-
нического повреждения в ответ на быстрое повышение уровня внутриклеточного Са2+ 
начинается каскад посттравматических реакций селективного окисления при участии 
радикальных форм кислорода, приводящих к накоплению супероксидов, которые по-
тенциально могут реагировать с другими молекулами с образованием более опасных 
радикалов (например, при реакции с NO образуется пероксинитрит (ONOO–)) [24, 25].

Все эти процессы формируют локальное воспаление, после чего происходит ак-
тивация резидентных астроцитов и микроглиоцитов и последующая инфильтрация 
иммунных клеток крови, вызывая системный нейровоспалительный ответ [26] (рис. 
1). Воспаление после ТСМ управляется многими типами клеток и многочисленными 
воспалительными цитокинами [27]. По мере прогрессирования повреждения начина-
ется подострая фаза, которая включает апоптоз нейронов, демиелинизацию части вы-
живших аксонов и изменение состава общего матрикса [28]. Через 7–10 дней в острой 
и подострой фазах ТСМ астроциты и перициты, которые в норме находятся в парен-
химе спинного мозга, активно пролиферируют и мигрируют к месту повреждения, где 
участвуют в формировании глиального рубца [29]. Дальнейшие патологические изме-
нения происходят уже в хронической фазе и включают образование кистозной поло-
сти, прогрессирующее отмирание аксонов и созревание образовавшегося рубца. Часто 
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Рис. 1. Патогенетическая картина области повреждения спинного мозга.
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в центре места повреждения могут образовываться заполненные жидкостью кисты, 
которые постепенно увеличиваются в размерах и вносят дополнительный вклад в ги-
бель клеток за счет механического сдавливания и повреждения нервных волокон [30].

Процессы вторичного повреждения спинного мозга находятся под контролем слож-
ных, комбинаторных и тесно взаимосвязанных молекулярных путей, которые вызы-
вают множественные необратимые изменения как на клеточном, так и молекулярном 
уровнях. Эти изменения в целом в большей степени приводят к ухудшению функци-
онального исхода после ТСМ, в основном из-за развития рубцовой ткани, индукции 
некроза и апоптоза нейронов.

ПСИХИЧЕСКИЕ И ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ РАССТРОЙСТВА ПОСЛЕ ТСМ

Эмоциональные, когнитивные и социальные последствия после ТСМ сильно ин-
дивидуализированы и варьируются в зависимости от периода после травмы и условий 
реабилитации каждого отдельного пациента [39]. Тем не менее по общим статисти-
ческим данным распространенность клинической депрессии среди пациентов с ТСМ 
оценивается в 22–28 %; уровень клинической тревоги составляет около 20 %; а пока-
затели посттравматического стрессового расстройства (ПТСР) составляют около 12 %, 
тогда как среди взрослого населения в целом частота клинической депрессии, тревоги 
и ПТСР составляет примерно 7, 3 и 3.5 % соответственно [31]. Также было показано, 
что существует повышенный риск суицида среди людей с ТСМ по сравнению с общей 
популяцией, по оценкам 4–11 % смертей после ТСМ связаны с самоубийством [32]. 
Особенно важно отметить, что наличие тревожно-депрессивных расстройств может 
сказываться на эффективности проводимых реабилитационных процедур у пациентов 
с ТСМ. Мотивация пациента по отношению к реабилитации является решающим фак-
тором в адаптации к инвалидности, а хроническая боль, нерегулярный сон, употребле-
ние психоактивных веществ могут негативно повлиять на участие пациента в реабили-
тации, что в итоге может увеличить риск психологического стресса и снизить качество 
жизни после ТСМ.

СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ К ЛЕЧЕНИЮ ТСМ

Терапия острой фазы повреждения спинного мозга направлена на минимизацию 
прогрессирования первичного повреждения и предотвращение вторичных осложне-
ний и включает в себя в первую очередь обеспечение работы дыхательной и кровенос-
ной системы, а также стабилизацию позвоночника, позволяющую исключить последу-
ющую деформацию. Хирургическая помощь в основном ограничивается проведением 
хирургической декомпрессии [33]. На этом этапе терапия преимущественно направле-
на ​​на лечение респираторных проблем и профилактику вторичных осложнений. Для 
дальнейшего ведения пациентов как в острый, так и в хронический период после ТСМ 
большое значение имеет реабилитация, направленная на улучшение двигательной 
функции и минимизацию вторичных повреждений [11]. Наиболее перспективными 
нейрореабилитационными подходами являются фармакотерапия, физические упраж-
нения и использование эпидуральной электростимуляции.

Фармакологические подходы включают нейропротекцию с помощью препаратов, 
которые могут быть разделены на различные подгруппы в зависимости от механизма 
действия [41]. Подгруппы включают агонисты и антагонисты рецепторов нейротран-
смиттеров, блокаторы ионных каналов, антиоксидантные и антиапоптотические сред-
ства [3].

Продемонстрирована эффективность реабилитационных физических упражнений 
как на животных моделях, так и в клинической практике. Было показано, что у мы-
шей после латеральной гемисекции спинного мозга число аксонов в пределах 100 
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мкм от поражения было больше у тренированных на беговой дорожке животных [34]. 
У крыс с перерезанным спинным мозгом тренировки на беговой дорожке с нагрузкой 
на задние конечности и оптимизированным уровнем поддержки массы тела приводили 
к улучшениям локомоторной активности [35]. В клинической практике показано, что 
тренировка на беговой дорожке с поддержкой веса тела улучшает пространственно-
временные параметры ходьбы у пациентов с неполным повреждением спинного мозга 
[52, 53]. Также у пациентов с неполной травмой спинного мозга высокоинтенсивные 
тренировки на беговой дорожке вызывают повышенную мышечную активность, улуч-
шение кинематических показателей локомоции, а также увеличивают максимальную 
скорость ходьбы [54].

Также перспективно использование электрической стимуляции, которая, как было 
показано в многочисленных современных исследованиях, обеспечивает функциональ-
ное восстановление и даже предотвращает многие осложнения после ТСМ [13, 36–39]. 
Электрическая стимуляция поясничного отдела позвоночника может восстановить 
двигательную активность у крыс с ТСМ [40], а также у приматов [41]. В клиниче-
ском исследовании на пациентах с хронической ТСМ шейного отдела использование 
чрескожной электрической стимуляции спинного мозга привело к быстрому и устой-
чивому восстановлению функциональности конечностей даже после полного парали-
ча, кроме этого, наблюдалось уменьшение спастичности и улучшение вегетативных 
функций, включая нормализацию работы мочевого пузыря. При этом данные эффекты 
сохранялись в течение как минимум трех – шести месяцев после курса стимуляции, что 
указывает на функциональное восстановление, опосредованное долгосрочной нейро-
пластичностью [42]. Известно, что нисходящие сигналы от головного мозга достига-
ют корково-спинномозгового синапса передних рогов одновременно с проходящими 
вверх сигналами от электрической стимуляции, приводя к укреплению синаптической 
связи [43].

СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКАЯ СИСТЕМА

5-HT является важным моноаминовым нейротрансмиттером, который модулирует 
нейронную активность и широкий спектр нейропсихологических процессов, а препа-
раты, воздействующие на серотониновые рецепторы, широко используются в психиа-
трии и неврологии [44].

На первом этапе синтеза 5-HT аминокислота триптофан путем гидроксилирования 
с помощью ТPH (Триптофангидроксилаза) в 5-гидрокситриптофан (5-НТР). Затем дан-
ный промежуточный продукт (5-НТР) в процессе органического декарбоксилирования 
превращается в 5-НТ с помощью лимитирующего фермента декарбоксилазы арома-
тических L-аминокислот (Aromatic L-amino acid decarboxylase, ААDC) [45]. Известно 
о существовании двух изоформ TPH (1-го и 2-го типа), при этом TPH2 (Триптофанги-
дроксилаза 2-го типа) присутствует именно в центральной нервной системе, тогда как 
TPH1 в основном экспрессируется в шишковидной железе и на периферии [46].

Основным регулятором уровня 5-HT в мозге является серотониновый транспор-
тер (SERT), который путем повторного поглощения внеклеточного 5-HT обратно 
в пресинаптический нейрон регулирует серотонинергическую нейротрансмиссию. 
Следовательно, SERT является основной мишенью для таких препаратов, как се-
лективные ингибиторы обратного захвата 5-HT, которые могут увеличить доступ-
ность 5-HT в мозге и являются препаратами для лечения депрессии. Ферментатив-
ное расщепление 5-HT в мозге и периферических тканях в основном обеспечивается 
посредством его окислительного дезаминирования митохондриально-связанным 
ферментом моноаминоксидазой. Ингибиторы моноаминоксидазы ответственны за 
блокирование данного фермента, тем самым их прием приводит к повышению уров-
ня моноаминов [47].
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5-НТ ИННЕРВАЦИЯ СПИННОГО МОЗГА

После открытия анатомической локализации путей 5-HT в мозге крыс [48] было 
обнаружено, что 5-HT нейроны сконцентрированы в ядрах шва (raphe nuclei) продол-
говатого мозга (рис. 2). Ядра шва представляют собой скопления нейронов с плохо 
выраженными цитоархитектоническими границами, которые располагаются по бокам 
срединной линии вдоль рострокаудального продолжения ствола мозга [68]. Кластеры 
5-HT нейронов можно разделить, исходя из их распределения и основных проекций, 
на две группы: ростральную группу с основными проекциями в передний мозг и кау-
дальную группу с основными проекциями в ствол мозга и тремя параллельными про-
екциями на дорсальный, промежуточный и вентральный столбы спинного мозга [49]. 
Каудальная группа включает в себя три ядра [50] (nucleus raphe obscurus – темное ядро 
шва, nucleus raphes magnus – большое ядро шва, nucleus raphes pallidus – бледное ядро 
шва), а также одну популяцию нейронов в латеральной ретикулярной формации. 5-HT 
отростки, иннервирующие задние рога, преимущественно исходят через дорсолате-
ральный канатик, который также имеет редкие отростки в вентральных рогах. Нейро-
ны бледного и темного ядра шва проецируются в вентролатеральное белое вещество, 
а также оканчиваются на мотонейронах в вентральных рогах и в промежуточном сером 
веществе через вентральные и вентролатеральные канатики соответственно. 5-HT ак-
соны разветвляются на больших участках, при этом вентральные и промежуточные 
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Рис. 2. Нисходящие серотонинергические проекции, иннервирующие спинальные нейронные сети.
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проекции образуют синапсы с мотонейронами, а дорсальные проекции опосредуют 
иннервацию путем паракринной или объемной передачи сигнала [51]. 5-HT аксоны 
проецируются во все области серого вещества спинного мозга, но особенно плотно 
распределены в поверхностных дорсальных рогах, области спаек и вентральных рогах. 
Нейротрансмиссия 5-HT в спинном мозге модулирует сенсорные, моторные и вегета-
тивные функции, при этом коллатерали аксонов от одного нейрона способны иннерви-
ровать как сенсорные, так и моторные ядра вегетативной системы на разных уровнях 
спинного мозга [52].

РОЛЬ СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ В КОНТРОЛЕ ДВИГАТЕЛЬНЫХ 
ФУНКЦИЙ

Высвобождение 5-HT в вентральных рогах спинного мозга играет важную роль 
в реализации двигательной функции. 5-HT может как стимулировать, так и ингиби-
ровать двигательную функцию [53, 54]. Множественные рецепторы 5-HT экспресси-
руются мотонейронами в спинном мозге, и в целом 5-НТ повышает их возбудимость 
непосредственно за счет активации рецепторов и последующей модуляции ионных ка-
налов [55, 56]. 5-HT активирует каналы K+ и Na+, которые деполяризуют мотонейроны 
до порога активации, ингибирует проводимость активированного Ca2+ и K+, тем самым 
увеличивая частоту возбуждения мотонейронов; и индуцирует постоянный внутрен-
ний ток, опосредованный потенциалзависимыми Ca2+- и Na+-каналами, что приводит 
к постоянной деполяризации мотонейронов и усилению синаптического входа [56]. 
Кроме того, 5-HT модулирует возбудимость мотонейронов через влияние на интер-
нейроны спинного мозга [57]. Серотонинергическая система также воздействует на 
регуляцию ритма и координацию движений, так как является нейромодулятором ак-
тивности спинального центра генерации паттернов [58].

5-НТ РЕГУЛЯЦИЯ ФУНКЦИИ МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ

Регуляция функции мочевого пузыря опосредована вегетативной (симпатической 
и парасимпатической) и соматической нервной системами. Симпатический путь ин-
гибирует сокращение детрузора мочевого пузыря, способствуя удержанию мочи. При 
увеличении объема мочи и, следовательно, повышении внутрипузырного давления па-
расимпатический путь запускает сокращение детрузора мочевого пузыря, тем самым 
обеспечивая опорожнение пузыря. [59]. Параллельно существует также скоординиро-
ванное взаимодействие между вегетативным мочевым пузырем и активностью сомати-
ческих мышц сфинктера, регулируемое на корковом и подкорковом уровнях [60]. Пер-
воначальные анатомические исследования в 1964 г. идентифицировали плотные 5-HT 
аксоны, иннервирующие симпатические и парасимпатические ядра по всему спинно-
му мозгу, что свидетельствует о 5-HT-опосредованной модуляции вегетативной нерв-
ной системы [61]. Более поздние исследования подтвердили, что каудальные проекции 
5-HT, особенно из большого ядра шва, участвуют в регуляции активности мочевого 
пузыря [62]. 5-HT контролирует функцию мочевого пузыря на нескольких уровнях, 
включая парасимпатический вход и соматическую иннервацию наружного уретраль-
ного сфинктера [44]. Электрическая стимуляция большого ядра шва (B3) подавляет 
мочеиспускание, блокируя ритмичные сокращения мочевого пузыря [63]. Более све-
жие данные свидетельствуют о том, что опосредованный 5-НТ эффект на функцию 
мочевого пузыря зависит от активации отдельных рецепторов [64]. Кроме того, есть 
сообщения о различиях в воздействии 5-НТ на мочеиспускание в зависимости от вида. 
Например, активация рецепторов 5-HT1A, 5-HT2A/2C, 5-HT4 и 5-HT7 у крыс способ-
ствует мочеиспусканию [65, 66]. Точно так же активация рецепторов 5-HT1 и 5-HT2 
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облегчает мочеиспускание у кроликов [67]. Однако активация рецептора 5-HT1A по-
давляет мочеиспускание у кошек [68].

ВЛИЯНИЕ ТСМ НА НЕЙРОТРАНСМИССИЮ 5-HT

Известно, что 5-HT нейроны обладают повышенной способностью к регенерации 
или прорастанию после повреждений в ЦНС, в том числе и после ТСМ. Через 3 месяца 
после ТСМ происходит значительное снижение числа аксонов 5-HT нейронов каудаль-
но от тяжелой контузии и больше сохранных нейронов каудально от средней тяжести 
контузии, при этом окрашивание на 5-HT переносчик (SERT) показало, что травма вы-
зывала даже большую пропорциональную потерю SERT, чем самих 5-HT аксональ-
ных отростков [69]. Эти данные могут отражать энергетический выбор 5-HT нейро-
нов производить меньше транспортеров в выживших аксонах. На модели гемисекции 
в грудном отделе у крыс было обнаружено, что плотность 5-HT нервных волокон как 
в промежуточной зоне, так и в области мотонейронов вентральных рогов была резко 
уменьшена на стороне повреждения спустя 60 дней после повреждения. После кон-
тузии и дорсальной гемисекции дорсальные 5-HT проекции подвергаются серьезной 
дегенерации, в то время как вентральные проекции сохраняются [69, 70]. Это указыва-
ет на пластические изменения, которые могут происходить в спинном мозге с частич-
ным повреждением, что может иметь как благоприятное, так негативное воздействие 
на двигательную функцию после ТСМ. Хотя пластические изменения могут привести 
к адаптивной компенсации утраченных трансмиттеров и таким образом способство-
вать восстановлению двигательных функций, они также могут привести к множеству 
неадаптивных последствий, таких как спастичность.

Важный вопрос касается внутреннего механизма, который позволяет именно 5-HT 
аксонам не только выживать в ингибирующей среде, но также активно прорастать и ре-
генерировать после поражений ЦНС. Один из самых повреждающих компонентов вне-
клеточного матрикса после травмы спинного мозга – хондроитинсульфатпротеогликан 
(CSPG). Было показано, что 5-HT аксоны демонстрируют сниженное ингибирование 
в присутствии CSPG [71]. По литературным данным, эта повышенная способность 5-HT 
нейронов к устойчивому росту при высоких количествах CSPG может быть частично 
связана со значительно более высоким по сравнению с кортикальными нейронами содер-
жанием ассоциированного с ростом белка GAP‑43 и/или интегрина β1. Авторы другого 
исследования предполагают, что 5-HT аксоны экспрессируют высокие уровни протеаз, 
которые разрушают CSPG, что может способствовать их выживанию и прорастанию 
в условиях повреждения [72, 73]. На разрастание аксонов 5-НТ после ТСМ может влиять 
присутствие миелиновых ингибиторов, в том числе: Nogo, олигодендроцит-миелиновый 
гликопротеин (OMgp) и миелин-ассоциированный гликопротеин (MAG) [74–76]. Все три 
эти антирегенеративные белки связываются с рецептором Nogo‑66, который экспресси-
руется среди прочего 5-НТ-нейронами и может предотвращать их прорастание и воз-
можную регенерацию после ТСМ [77]. Другие исследовательские группы делали акцент 
на продуцировании 5-HT клетками AADC (названы из-за повышенной в них экспрессии 
декарбоксилазы ароматических L-аминокислот (AADC)), находящимися в спинном моз-
ге, демонстрируя, что после полного разреза спинного мозга клетки AADC повышают 
свою эффективность в катализе 5-HTP [78, 79]. После полного пересечения спинного 
мозга крысы клетки AADC, расположенные дистальнее очага поражения, приобретают 
способность продуцировать 5-НТ из 5-гидрокситриптофана [78]. Кроме того, публику-
ются данные, свидетельствующие о том, что другая возможность, которая может лежать 
в основе прорастания и регенерации аксонов 5-НТ после повреждения ЦНС, заключает-
ся в отсутствии у них классических синаптических контактов. Нейротрансмиссия 5-HT 
преимущественно происходит посредством объемной передачи, которая включает диф-
фузию через внеклеточное пространство [80].
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ПОТЕНЦИАЛ СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ В ФУНКЦИОНАЛЬНОМ 
ВОССТАНОВЛЕНИИ ПОСЛЕ ТСМ

Существует несколько стратегий, используемых для повышения нейротрансмис-
сии 5-HT в ЦНС. Самым простым немедикаментозным подходом является увеличение 
потребления предшественника 5-HT – 5-гидрокситриптофана (5-HTP), который может 
выступать как лекарственным средством, так и естественным компонентом некоторых 
пищевых добавок. Блокирование обратного захвата 5-HT также увеличивает нейро-
трансмиссию 5-HT и обычно используется в качестве антидепрессивного препарата. 
Помимо модуляции серотонинергической нейротрансмиссии и воздействия на реге-
нерирующие аксоны, лечение СИОЗС также продемонстрировало способность под-
держивать важный механизм регенерации нейронов – увеличение образования новых 
нейронов. Также еще одной стратегией воздействия на серотонинергическую систему 
является использование агонистов 5-HT рецепторов, с помощью которых можно изби-
рательно активировать различные подтипы рецепторов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ НА ЖИВОТНЫХ 5-HT

Острое интратекальное введение непосредственно самого 5-HT крысам спустя ме-
сяц после латеральной гемисекции спинного мозга снижало проявление механической 
аллодинии и температурной гиперальгезии [81]. Хроническое (1–3 недели) интрате-
кальное введение 5-HT вместе с механической стимуляцией хвоста у крыс с перерезкой 
спинного мозга в грудной области увеличивало длительность локомоторных эпизодов, 
способствовало нормализации функции поддержки веса тела, улучшило внутриконеч-
ностную координацию и увеличивало амплитуду электромиографической активности 
мышц задних конечностей [82].

5-гидрокситриптофан
Введение прекурсора 5-HT оказывало положительное влияние на функциональное 

состояние животных после ТСМ. Например, у крыс однократное введение 5-гидрокси-
триптофана в физиологических дозах вызывало электрическую активность в мышцах 
задних конечностей на 20-й день после перерезки спинного мозга в грудном отделе 
и тоническую активность диафрагмальных мотонейронов при перерезке на уровне 
шейного отдела [83]. В другом исследовании введение 5-гидрокситриптофана приво-
дило к облегчению сгибательного рефлекса в задних конечностях крыс спустя 2 месяца 
после перерезки [84]. Аналогично у кошек с перерезкой спинного мозга в грудном 
отделе инъекция 5-гидрокситриптофана незадолго до локомоторного тестирования 
способствовала увеличению длины шага, а также амплитуды мышечной активности 
мышц-сгибателей и разгибателей задних конечностей [85]. При введении 5-гидрокси-
триптофана в комбинации с карбидопой (вещества, увеличивающего доставку 5-ги-
дрокситриптофана в ЦНС) крысам с контузионным повреждением спинного мозга 
было отмечено значимое улучшение двигательной функции задних конечностей даже 
при тяжелом поражении [69].

Селективные ингибиторы обратного захвата 5-HT
Селективные ингибиторы обратного захвата серотонина (СИОЗС) действуют, бло-

кируя переносчик 5-HT (SERT), ингибируя обратный захват 5-НТ и, следовательно, 
повышая внеклеточные уровни 5-HT и серотонинергическую нейротрансмиссию.

Было показано, что флуоксетин улучшил функцию мочеиспускания у мышей 
с умеренными ушибами позвоночника, однако лечение не оказало никакого влияния 
на функцию мочеиспускания у мышей с тяжелой контузией позвоночника, это может 
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указывать на то, что все нисходящие 5-HT аксоны могут быть разорваны [86]. Раннее 
введение эсциталопрама помогало предотвратить возникновение спастичности у крыс 
посредством регуляции 5-HT системы после контузионного повреждения спинного 
мозга [87]. Однако в другом исследовании как краткосрочное, так и долговременное 
лечение циталопрамом на модели крыс с контузионным повреждением спинного мозга 
не показало общего положительного влияния на двигательную активность или распро-
странение поражения [88].

Агонисты 5-HT-рецепторов
На животных моделях неоднократно было показано, что после перерезки спинного 

мозга двигательная активность может быть восстановлена при введении препаратов, 
активирующих рецепторы 5-HT. Введение антагонистов рецептора 5-HT7 приводило 
к снижению продолжительности шагового цикла, что согласуется с действием на ней-
роны, участвующими в функции генерации ритма центрального генератора паттернов, 
а введение антагонистов 5-НТ2-рецепторов снижало амплитуду активности вентраль-
ных корешков, оказывая лишь небольшое влияние на продолжительность шагового 
цикла, указывая на непосредственное действие на мотонейроны и премоторные клет-
ки. Количественный анализ движений в сочетании с фармакологическими тестами 
с использованием селективных антагонистов к рецепторам 5-HT2A, 5-HT2B или 5-HT2C 
перед лечением показал, что рецептор 5-HT2A имеет ключевое значение для активации 
локомоторной сети, поскольку локомоция не индуцировалась квипазином (преимуще-
ственно агонист рецепторов 5-HT2A) у животных, предварительно получавших антаго-
нист 5-HT2A -рецепторов.

В других работах было показано успешное использование агонистов 5-HT в комби-
нации с ЭЭС (эпидуральная электростимуляция) [89, 90]. В первом исследовании после 
полной перерезки спинного мозга были удалены все супраспинальные входы и в качест-
ве терапевтического лечения использовались комбинации 5-HT агонистов и эпидураль-
ной электростимуляции. В результате в ходе восстановления уже через одну неделю 
после травмы была зафиксирована реорганизация спинальных сетей из нефункцио-
нальных в высокофункциональные и адаптивные состояния. В данном эксперименте 
вводили препарат квипазин (преимущественно агонист 5-HT2A) и 8-OHDPAT (агонист 
5-HT1A и 5-HT7), при этом оба агониста способствовали улучшению передвижения 
животных с травмой на беговой дорожке после нескольких недель восстановления. 
В другом исследовании [89] эксперименты проводили на взрослых крысах, которым 
была проведена полная среднегрудная перерезка спинного мозга. Исследование пока-
зало, что стимуляция рецепторов 5-HT1A, 5-HT2A/2C, 5-HT3 и 5-HT7 опосредовала значи-
тельные и специфические изменения в локомоторных паттернах в сочетании с ЭЭС. 
Введение агониста 5-HT1A/7-рецепторов заметно модулировало паттерны, кроме того, 
наблюдалось улучшение межконечностной координации, снижение кинематической из-
менчивости, повышение грузоподъемности, а также общее облегчение движений и сги-
баний. Активация рецепторов 5-HT2A/C приводила к явному облегчению интегрального 
показателя (компоненты), связанного с удержанием веса и растягиванием конечностей. 
При использовании агониста 5-HT3-рецепторов было зафиксировано значительное сни-
жение изменчивости времени походки и волочения лапы.

Клеточная терапия
В исследовании на животных 5-HT клеточные линии [58, 81, 91] и 5-HT-трансплан-

таты ядер шва [92, 93] использовались для улучшения функциональных нарушений, 
связанных с травмой. Было показано, что клеточная терапия после ТСМ способствует 
созданию среды, которая может уменьшить локальное повреждение и способствовать 
регенерации во многих популяциях аксонов, включая нисходящие спинальные 5-HT 
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волокна [94]. Кроме того, клеточная терапия может обратить вспять 5-HT передачу 
после повреждения спинного мозга и ослабить возникшую нейропатическую боль за 
счет снижения повышенной возбудимости в задних рогах [95]. Трансплантация эм-
бриональных нейронов ствола мозга в спинной мозг с травмой в грудном сегменте 
показала, что эти нейроны способны обеспечивать 5-HT иннервацию поясничного от-
дела спинного мозга [96]. Интраспинальные трансплантаты клеточной линии hNT2.19 
(активно секретируют 5-HT) использовались для повышения уровня 5-HT вблизи по-
ясничных двигательных путей и для улучшения двигательной функции у крыс после 
тяжелой контузионной ТСМ [97]. Тактильная аллодиния задней лапы и термическая 
гипералгезия, вызванные тяжелой контузионной травмой спинного мозга, были пол-
ностью купированы поясничной субарахноидальной трансплантацией дифференциро-
ванных клеток. Важно отметить, что такая клеточная терапия проходит без осложнений 
после трансплантации и, следовательно, может служить как полезной дополнительной 
адъювантной терапией, так и в перспективе стать заменой существующим фармаколо-
гическим методам лечения ТСМ.

КЛИНИЧЕСКАЯ ПРАКТИКА

В клинических случаях прием СИОЗС при реабилитации после ТСМ назначается 
при наличии у пациентов хронического болевого синдрома и/или депрессивных эпизо-
дов, при этом подобное медикаментозное лечение подбирается индивидуально, учиты-
вая конкретный препарат и его дозировку, так как они имеют определенные противопо-
казания и могут вызывать ряд побочных эффектов [88, 89]. Проведенный метаанализ 
клинических случаев показал, что прием антидепрессантов из группы СИОЗС эффекти-
вен для снижения нейропатической боли при спинномозговой травме, однако стоит учи-
тывать, что эффекты терапии могли усиливаться сопутствующим лечением и данные не-
однородны из-за различных дозировок у каждого пациента [98]. В другом клиническом 
исследовании изучали рефлекторную реакцию вибрации сухожилий у здоровых людей 
под влиянием селективного ингибитора обратного захвата 5-HT эсциталопрама, при 
этом препарат назначался пациентам единоразово во время исследования [99]. Вибрация 
сухожилий в первую очередь активирует афференты мышечных веретен, которые моно-
синаптически проецируются на спинальные мотонейроны и таким образом представля-
ют собой спинально-опосредованный ответ. Было обнаружено, что скорость развития 
силы, вызванная постоянными вибрационными стимулами, была значительно выше при 
приеме эсциталопрама, чем без него. Thompson & Hornby исследовали влияние 5-HT 
препаратов на двигательную функцию у людей с хронической ТСМ [100]. Оценивали 
клинические показатели силы, наличие спастичности и паттерны ходьбы у группы па-
циентов из 12 человек с хронической неполной ТСМ после однократного введения либо 
8 мг ципрогептадина (антагониста 5-НТ), либо 10 мг эсциталопрама (селективного ин-
гибитора обратного захвата 5-НТ). Результаты показали, что препараты влияют на ходь-
бу: антагонисты 5-НТ снижали клинические показатели силы и спастичности, тогда как 
СИОЗС увеличивали как силу, так и спастичность. Эти изменения согласуются с нару-
шением регуляции чувствительных к 5-НТ нейронов спинного мозга после ТСМ. Стоит 
уточнить, что подобные исследования с однократным приемом препаратов в безопасных 
дозировках не вполне отражают влияния медикаментозных агентов при длительном при-
еме и опосредованном накопительном эффекте.

ВЛИЯНИЕ 5-HT НА ПСИХОЭМОЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ПРИ ТСМ

Антидепрессанты, такие как СИОЗС, специфически повышают уровень 5-НТ 
в синаптической щели и широко используются для лечения аффективных и тревож-
ных расстройств. Результаты исследований с использованием нокаутных животных 
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демонстрируют важную роль серотонинергической системы в развитии тревожного 
поведения [101–104]. Интересной особенностью 5-HT препаратов является то, что они 
способны изменять уровень 5-НТ в ЦНС в течение нескольких часов после введения, 
однако свой клинический эффект они развивают в течение как минимум 2 недель. Это 
несоответствие, а также тот факт, что антидепрессанты способны индуцировать в те-
чение 2–4 недель образование новых синаптических связей, привели к возникнове-
нию гипотезы о том, что эти препараты реализуют свои поведенческие эффекты за 
счет усиления нейрогенеза. Многочисленные исследования показывают, что передача 
сигналов рецепторов 5-HT1A и 5-HT4 в зубчатой извилине гиппокампа способству-
ет опосредованному СИОЗС стимулированию нейрогенеза и увеличению экспрессии 
нейротрофических факторов. Например, у мышей дикого типа хроническое (но не 
острое) введение флуоксетина стимулировало нейрогенез в зубчатой извилине и вызы-
вало снижение тревожности в тесте на гипонеофагию [104]. У мышей, нокаутных по 
гену 5HT1A-серотониновых рецепторов, ни нейрогенеза, ни анксиолитического дейст-
вия при введении флуоксетина обнаружено не было. Таким образом, в настоящее время 
5-HT система и, в частности, 5HT1A-серотониновые рецепторы рассматриваются как 
одни из главных мишеней действия антидепрессантов и противотревожных средств. 
Данные экспериментальных и клинических исследований свидетельствуют о том, что 
реализация эффектов этих препаратов связана с их способностью стимулировать ней-
рогенез. В то время как способность к делению нервных клеток в нейрогенных зонах 
головного мозга известна уже не один десяток лет, возможность нейрогенного потен-
циала эпендимальных клеток центрального канала спинного мозга является темой ак-
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Рис. 3. Связь выраженности психоэмоциональных расстройств и эффективности нейрореабилитационных 
процедур.
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тивных дискуссий [105–107]. При ТСМ эти клетки начинают активно подвергаться 
процессам пролиферации и дифференцировки, образуя в большей степени астроциты 
и частично олигодендроциты, но не нейроны [106]. Тем не менее в экспериментах на 
грызунах показано, что эта система не является стационарной и некоторые факторы 
могут способствовать образованию нейронов из эпендимальных клеток. Таким факто-
ром может быть фармакологическое воздействие, например, показано, что добавление 
вальпроевой кислоты к эмбриональным стволовым клеткам головного мозга, транс-
плантированным в спинной мозг, привело к продукции не только новых астроцитов, 
но и нейронов. Эти дифференцированные нейроны смогли подключиться к существу-
ющим спинальным нейрональным сетям и образовать синаптические связи с эндоген-
ными нейронами, что привело к функциональному улучшению у мышей после ТСМ 
[108]. Также известно, что ТСМ сопровождается вторичным повреждением, которое 
приводит к подавлению регенерации аксонов и отрицательно влияет на дифференци-
ровку активированных эпендимальных клеток в нейроны [109]. В связи с этим воз-
никает логичное предположение, что эмоционально-поведенческие расстройства при 
ТСМ могут влиять и на нейрогенез непосредственно в спинном мозге, действуя на 
баланс образования нейронов и глиальных клеток за счет активации гипоталамо-ги-
пофизарно-надпочечниковой системы (рис. 3). В таком случае изучение роли системы 
5-HT в механизмах регуляции нейрогенеза в спинном мозге становится особенно акту-
альной темой исследования.

УНИКАЛЬНОСТЬ КРЫС TPH2 KO КАК МОДЕЛИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ 
НЕЙРОРЕАБИЛИТАЦИОННЫХ МЕХАНИЗМОВ

Известно, что около 99 % всего 5-HT в организме млекопитающих находится на 
периферии (в особенности, в кишечнике и коже) и только 1 % – в головном и спинном 
мозге. TPH2 – уникальный фермент, участвующий в образовании 5-HT из его пред-
шественника, триптофана, в пределах ЦНС. До недавнего времени в распоряжении 
научных лабораторий были только мыши с нокаутом гена TPH2, используемые для 
изучения в большей степени поведенческих изменений, возникающих при дефиците 
5-HT в ЦНС [110, 111]. Несмотря на большую привлекательность таких животных для 
изучения механизмов и особенностей восстановления двигательных и висцеральных 
функций при поражении ЦНС, на сегодняшний день не было опубликовано таких ра-
бот. Возможно, это может быть связано с тем, что мыши являются не очень удобным 
модельным объектом для изучения двигательного поведения из-за малого размера, 
а также высокой подвижности. Ввиду этого в таких исследованиях отдается пред-
почтение более крупным лабораторным животным, таким как крысы. Стоит отме-
тить, что большинство известных в настоящее время патогенетических механизмов, 
сопровождающих ТСМ, а также терапевтических подходов к лечению двигательных 
и висцеральных расстройств у пациентов было изучено именно в экспериментах на 
крысах [112]. Например, на крысах было изучено влияние кальпаин-индуцирован-
ного повреждения липидов и белков на протекание травмы, вклад нейровоспаления 
в протекание вторичного повреждения, а также процессы демиелинизации и дегене-
рации олигодендроцитов [113] и общие механизмы патофизиологии компрессионных 
и контузионных ТСМ [114]. Также крысы используются в качестве животных моделей 
в фармакологических разработках, нацеленных на нейропротекцию и аксональную 
регенерацию [114].

Крысы TPH2-KO (нокаутные по TPH2) были получены с использованием метода 
«цинковых пальцев» из линии крыс Dark agouti [115]. При количественном анализе 
содержания моноаминов в ЦНС методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии было установлено, что у TPH2-KO крыс полностью отсутствуют 5-HT, а также 
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5-гидроксииндолуксусная кислота (метаболит 5-HT) в переднем мозге, гипоталаму-
се, промежуточном мозге, варолиевом мосту, продолговатом мозге и шейном отделе 
спинного мозга. В то же время у таких животных количество других моноаминов, 
норадреналина и дофамина было аналогично таковому у животных дикого типа. 
Эти данные подтверждают эффективность и избирательность блокады синтеза 5-HT 
в ЦНС предложенным генетическим методом. Появление TPH2-KO крыс в арсена-
ле исследователей в области биомедицины позволяет получать большое количество 
данных благодаря множеству существующих сенсомоторных и поведенческих тестов. 
Кроме того, крысы являются более сложным и совершенным модельным объектом по 
сравнению с мышами, что значительно повышает трансляционный потенциал про-
водимых на них исследований. Таким образом, крысы TPH2-KO являются привлека-
тельным модельным объектом для изучения механизмов восстановления двигатель-
ных и висцеральных функций при ТСМ. Учитывая, что влияние отсутствия синтеза 
5-HT в ЦНС на нейрогенез в зубчатой извилине гиппокампа – установленный факт 
[116], существует значительная вероятность влияния 5-HT на нейрогенез и в спин-
ном мозге, и изучение того, как эти изменения влияют на восстановление и регене-
рацию нейронов после ТСМ, может помочь углубить представления о механизмах 
восстановления. Учитывая роль 5-HT в вегетативной регуляции, крысы TPH2-KO 
могут быть полезны для изучения восстановления висцеральных функций, таких как 
контроль мочевого пузыря и моторика желудочно-кишечного тракта, страдающих при 
ТСМ. Помимо непосредственного влияния отсутствия 5-HT на восстановительные 
процессы и, таким образом, установления роли 5-HT в этих процессах, есть веро-
ятность обнаружить компенсаторные механизмы, возникающие в отсутствие 5-HT, 
тем самым выявляя альтернативные сигнальные пути или системы нейромедиаторов, 
которые могут способствовать функциональному восстановлению. Более того, у крыс 
TPH2-KO наблюдаются значительные поведенческие отличия от дикого типа, вклю-
чающие повышенную агрессию и сниженную тревожность [117], и изучение влияния 
этих поведенческих отличий на функциональное восстановление после ТСМ могло 
бы выявить потенциальное взаимодействие между 5-HT регуляцией, поведением 
и восстановительными процессами. Также крыс TPH2-KO можно использовать в фар-
макологических исследованиях для проверки эффективности и безопасности терапий 
на основе 5-HT.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ТСМ является важной медико-социальной проблемой, затрагивающей тысячи лю-
дей ежегодно вне зависимости от их возраста, пола, социальной или этнической груп-
пы. Последствия ТСМ тяжело поддаются лечению из-за сложных и малоизученных па-
тофизиологических механизмов, лежащих в основе как первичного, так и вторичного 
повреждения, поэтому на данный момент еще не разработали протокол лечения, кото-
рый был бы эффективным и универсальным для лечения пациентов с ТСМ. Ряд экспе-
риментальных исследований на животных, а также некоторые клинические исследова-
ния дают основания полагать, что серотонинергическая система в пределах головного 
и спинного мозга является важным эндогенным ресурсом, активирующим процессы 
нейропластичности и нейрореабилитации при поражении ЦНС, в том числе и при 
ТСМ. Повышение нейротрансмиссии 5-HT путем фармакотерапии или клеточной те-
рапии является многообещающим подходом коррекции двигательной, висцеральной 
и психоэмоциональной дисфункции после ТСМ, но требуется больше трансляцион-
ных и клинических исследований для понимания опосредованных серотонинергиче-
ской системой механизмов лечения, для более осознанного подбора терапии при ТСМ, 
и использование крыс TPH2-KO в качестве модельного организма может стать важным 
шагом в продвижении этих исследований.
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ВКЛАДЫ АВТОРОВ
Идея работы (П. Е. М., Ю. И. С.), сбор и анализ литературных данных, написание рукописи, 

подготовка иллюстраций (С. П. К., А. В., К. А. А., Ю. И. С.), обсуждение и одобрение финальной 
версии (П. Е. М., Ю. И. С.).
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The serotoninergic system plays an essential role in the modulation of the spinal networks 
activity involved in the control of motor, sensory, and visceral functions. Spinal cord 
injury (SCI) can induce a state of overexcitation that contributes to pain, spasticity, and 
dysregulation of autonomic functions. At the same time, 5-NT axons are known to adapt 
faster than others to pathophysiologic changes and leave the ability to sprout and regenerate 
after injury. A number of experimental animal studies as well as some clinical observations 
suggest that the serotoninergic system is a key endogenous resource for posttraumatic 
recovery after SCI. Specific therapy may include administration of serotoninergic drugs 
and intraspinal transplantation of 5-NT neurons. This review discusses the role of the 
serotoninergic system in functional recovery after SCI and the prospects for the use of 
serotoninergic drugs in neurorehabilitation.

Keywords: spinal cord injury, serotonin, neuroregeneration, functional recovery, motor 
disorders, visceral dysfunction, neurogenesis, TPH2-KO
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Префронтальная кора (PFC) играет ключевую роль в когнитивной пластичности 
и участвует в различных процессах высшей нервной деятельности. В то же время 
изучение процессов, лежащих в основе разных форм поведения, в которых принима-
ют участие нейроны PFC, является нетривиальной задачей. Ассоциативные функции 
PFC связывают с характером коннективности этой структуры с другими областями 
головного мозга, которая по последним данным оказывается гораздо сложнее, чем 
это считалось ранее. Так, становится ясно, что аксоны проекционных нейронов PFC 
имеют множество коллатералей, проецирующихся на большое число разнообразных 
мишеней в головном мозге. В данном обзоре мы осветили последние результаты 
изучения коннективности нейронов PFC с использованием новейших методов ана-
лиза проекций и транскриптомов единичных клеток. Нейротрофический фактор 
мозга (BDNF) играет важную роль в функционировании этих нейронов и их проек-
ционных мишеней, но особенно важным может быть транспорт этого нейротрофина 
проекционными нейронами PFC в те структуры, где не происходит его местной экс-
прессии. Мы рассмотрели последние результаты по картированию таких нейронов 
в PFC, осветили экспрессию Bdnf и его потенциальную роль в патогенезе психиче-
ских заболеваний.

Ключевые слова: префронтальная кора, проекционные нейроны, коннективность, 
нейротрофический фактор мозга
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ВВЕДЕНИЕ

Префронтальная кора (PFC) участвует в большом разнообразии процессов выс-
шей нервной деятельности, например, в условно-рефлекторном обучении [1], фор-
мировании, консолидации и воспроизведении памяти [2], социальном поведении [3], 
принятии решений [4]. В обработке информации, обуславливающей эти процессы, 
принимают участие миллионы нейронов по всему мозгу, однако широко призна-
но, что именно PFC является критическим центром, обладающим ассоциативными 
функциями. Именно с этой структурой головного мозга связаны высшие исполни-
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тельные функции, т. е. функции, позволяющие совершать и планировать высокоуров-
невые задачи и процессы, достигшие беспрецедентной сложности у людей. Многие 
нейропсихологи указывают на связь функций PFC с личностью человека, его жела-
нием жить. Нарушения в работе нейронов PFC чаще всего связывают с такими пси-
хическими заболеваниями как депрессия, тревожность и шизофрения [5–8]. Также 
они могут участвовать в патогенезе детских нейропатологий, например, расстрой-
ства аутистического спектра (РАС) [9, 10] и синдрома дефицита внимания и гипер-
активности (СДВГ) [11]. Однако даже после десятилетий исследований механизмы 
патогенеза этих заболеваний все еще не вполне ясны. Также остается загадкой, каким 
образом высшие когнитивные способности возникают в результате активности ней-
ронов PFC. Одной из ключевых сложностей на пути к пониманию этих процессов 
является невозможность исследовать нейронные сети головного мозга человека на 
таком же уровне, как у животных ввиду этических и технических ограничений. В то 
же время эволюционно возникшие различия в размере и строении головного моз-
га между разными видами млекопитающих особенно заметны в PFC: у людей эта 
структура самая большая, она составляет треть всей коры больших полушарий и со-
держит почти в 2 раза больше нейронов, чем у макак [12]. Это подчеркивает слож-
ность задачи экстраполяции результатов, полученных на животных моделях. Тем не 
менее в последнее время появляется все больше данных, позволяющих установить 
функциональную гомологию областей и кластеров нейронов PFC у модельных видов 
животных и у человека.

Даже если не учитывать проблематику межвидовых различий, исследование меха-
низмов, посредством которых PFC осуществляет ассоциативные функции, затруднено 
ввиду особенностей функциональной организации этой структуры. Большая часть на-
ших текущих знаний о роли PFC в когнитивном контроле получена из модульной пара-
дигмы, согласно которой определенные функции приписывались отдельным областям 
PFC с исходным предположением, что они действуют как независимые процессоры 
для конкретных когнитивных функций [13]. Однако сейчас эта парадигма трансфор-
мируется в представление о том, что функции PFC следует рассматривать в контексте 
взаимосвязи разнообразных нейронов, распределенных в PFC, между собой и другими 
областями мозга, и именно этим нужно руководствоваться при исследовании роли PFC 
в когнитивном контроле. Для осуществления обработки информации в PFC безусловно 
важны все участники процесса: локальные интернейроны, составляющие около 17 % 
от числа всех нейронов в PFC у мышей, и пирамидные клетки, имеющие проекции 
как в пределах одной области, так и в других областях коры и в подкорковых струк-
турах (примерно 82 %) [14]. Однако среди них именно аксоны проекционных нейро-
нов могут рассматриваться как анатомическая связь между PFC и другими областями 
мозга, обуславливающая ассоциативные функции. Впрочем, вопрос о коннективности 
отдельных нейронов PFC остается не до конца изученным. До последнего времени 
теории, объясняющие функции PFC исходя из ее коннективности с другими областя-
ми мозга, постулировали, что каждый отдельно взятый нейрон PFC преимущественно 
проецируется на одну мишень [15]. В недавних исследованиях по анализу ветвления 
аксонов единичных нейронов PFC было показано, что они, напротив, могут иметь мно-
жество коллатералей, причем с проекциями в разные отделы головного мозга [16]. Та-
ким образом, можно утверждать, что ассоциативная роль PFC в многочисленных ког-
нитивных процессах обеспечивается как ее анатомическим и цитоархитектоническим 
строением, так и характером образуемых ее отростками связей с другими областями 
мозга. Понимание организации этих связей необходимо для дальнейшего изучения 
функций PFC и разработки возможных методов коррекции состояний, вызванных их 
нарушением.

Немаловажную роль в развитии и функционировании проекционных нейронов PFC 
для принимает нейротрофический фактор мозга – BDNF. Этот нейротрофин широко 
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экспрессируется в ЦНС и других тканях [17], но особенно интересен тот факт, что 
в коре больших полушарий BDNF экспрессируется только в возбуждающих глутама-
тергических нейронах [18]. При этом трансинаптическая передача BDNF необходима 
для правильного развития и функционирования дофаминергических, ГАМКергиче-
ских, холинергических и серотонинергических нейронов, являющихся проекциями 
экспрессирующих BDNF нейронов [19]. Снижение экспрессии BDNF в PFC наблю-
дается при депрессии [20], и многие антидепрессанты, включая не только действую-
щие на моноаминергические системы [21], но также и антагонисты NMDA-рецепторов 
[22], и соли лития [23, 24] восстанавливают экспрессию BDNF в PFC. Эти данные 
указывают на то, что BDNF играет важную роль в процессах, осуществляемых нейрон-
ными сетями, образуемыми при участии проекционных нейронов PFC.

В этом обзоре мы рассмотрели последние достижения в области изучения коннек-
тивности проекционных нейронов PFC и, в частности, BDNF экспрессирующих ней-
ронов. Учитывая важность роли BDNF в развитии и функционировании нейронов и их 
проекционных мишеней, мы также обсудили регуляцию экспрессии BDNF и возмож-
ности его использования в терапии заболеваний нервной системы.

ПРЕФРОНТАЛЬНАЯ КОРА И ЕЕ ПРОЕКЦИОННЫЕ НЕЙРОНЫ

PFC представляет собой весьма гетерогенную структуру мозга, состоящую из ана-
томических единиц, каждая из которых обладает собственными цитоархитектониче-
скими, нейрохимическими и микроструктурными свойствами [25]. У приматов PFC 
можно условно разделить на области, включающие дорсолатеральную PFC (dlPFC), 
вентролатеральную PFC (vlPFC), ростральные части орбитофронтальной коры (OFC) 
и лобный полюс или поле 10 (FP) (рис. 1). Кроме того, в PFC часто включают также ка-
удальную OFC и переднюю поясную извилину (ACA), несмотря на то, что по цитоар-
хитектоническим критериям (наличие четкого зернистого слоя) их технически нельзя 
отнести к PFC. Каждая область PFC по своей архитектонике делится на определенные 
поля коры по Бродману: dlPFC – поля 9, 46 и 9/46; vlPFC – поля 44, 45 и 47/12; ACA – 
поля 24, 25 и 32 и OFC – поля 11, 13 и 14 [26]. В свою очередь, у грызунов PFC делится 
на латеральную область, орбитофронтальную кору (OFC) и медиальную область, на-
зываемую медиальной префронтальной корой (mPFC). mPFC можно подразделить на 
ACA, прелимбическую кору (PL), инфралимбическую кору (IL) и медиальную OFC 
[27]. Также в последние годы некоторые исследователи стали включать в PFC вторич-
ную моторную область (M2) [28] (рис. 1a – c). В то же время эти области коры у грызу-
нов являются агранулярными (то есть не содержат ярко выраженного 4-го слоя), из-за 
чего установить их гомологию с областями приматов затруднительно. Сопоставление 
проекций, образуемых PFC к другим областям мозга, является одним из подходов 
к определению гомологичных областей у разных видов млекопитающих. Функция 
конкретной области PFC зависит как от ее внутренних свойств, так и от внешних свя-
зей. Каждая область PFC имеет уникальные корково-корковые и кортико-подкорковые 
связи, которые отличают ее от других областей [29]. Несмотря на то, что вопрос еще 
изучен не в полной мере, представляется, что PFC грызунов содержит области-го-
мологи агранулярной медиальной лобной (области 24, 32 и 25) и агранулярной OFC 
приматов, но не имеет гомологов зернистой коры, которая составляет большую часть 
PFC у большинства видов приматов [30]. Тем не менее грызуны являются важными 
биомедицинскими модельными объектами, а области PFC, общие для грызунов и при-
матов, а именно лимбическая часть, в некоторых отношениях имеют даже большее 
клиническое значение, чем гранулярная PFC. Таким образом, интерес к подробному 
исследованию проекций нейронов PFC у грызунов оправдан также и возможностью 
сопоставления структурной основы для понимания разнообразных когнитивных функ-
ций PFC и экстраполяции результатов.
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Рис. 1. Анатомия префронтальной коры (PFC) приматов и грызунов. (a) – мозг человека, вид с медиальной 
плоскости, цветом отмечены поля Бродмана, входящие в PFC, линией отмечен примерный уровень среза на 
рис. 1b (препарат анатомического музея Факультета естественных наук Новосибирского государственного 
университета); (b) – фронтальный срез мозга человека (Allen Reference Atlas – Human Brain, atlas.brain-map.
org [96]) и анатомическая схема названия областей и полей Бродмана, входящих в PFC; (c) – коронарный срез 
мозга мыши: окраска по Нисслю и подразделение PFC на основные анатомические зоны (Allen Reference 
Atlas – Mouse Brain, atlas.brain-map.org [97]).

Учитывая, что PFC имеет проекции в нескольких областях головного мозга, прое-
цируется ли каждый отдельно взятый нейрон в одну область мозга или в несколько об-
ластей, является фундаментальным вопросом. Для решения этого вопроса технология 
ретроградной трассировки применялась во многих исследованиях. Одному животному 
в две мишени проекций PFC вводятся вирусные векторы, которые ретроградным ак-
сональным транспортом проникают в проецирующие нейроны и экспрессируют там 
флуоресцентные белки. Затем подсчитывается количество нейронов PFC, помеченных 
обоими трассерами, то есть проецирующихся в обе области. Исследования с исполь-
зованием этого подхода на крысах и мышах продемонстрировали, что количество от-
дельных нейронов PFC, проецирующихся в две области мозга, весьма невелико [3, 30–
33]. Хотя эти результаты, по-видимому, предоставляют веские доказательства того, что 
нейроны PFC преимущественно проецируются в одну из двух областей, куда вводили 
трассеры, в то же время множество других проекционных областей могут оставаться 
неучтенными. Действительно, анализ объемных аксональных проекций ретроградно 
маркированных нейронов показывает, что они также проецируются в области, отлич-
ные от тех, в которые вводится трассер [31].

Однако полная оценка всех проекций требует трассировки аксонов и аксональных 
коллатералей отдельных нейронов PFC. Хотя ранее это было трудоемкой задачей, до-
стижения в области визуализации и вычислительных методов теперь сделали решение 
данной проблемы осуществимым в больших масштабах. Так, технология light sheet 
[34] позволяет быстро получать конфокальные изображения целых органов, таких как 
мозг мыши с большим разрешением, до уровня отдельных отростков нейронов. Это 
позволило стартовать мега-проектам по изучению коннективности нейронов мозга 
в Allen Brain Institute [35] и Университете науки и технологий в Гуанчжоу [36]. В насто-
ящее время возможно анализировать связи единичных нейронов в отдельных структу-
рах. Так, в недавнем исследовании Le Gao с соавт. [16] с использованием метода флу-
оресцентной микро-оптической секционной томографии (fMOST, рис. 2) был создан 
атлас, в котором детально проанализированы и классифицированы проекции единич-
ных нейронов PFC мыши. Суть метода fMOST состоит в получении широкопольных 
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изображений мозга в нескольких каналах флуоресценции с разрешением на уровне 
клеток и аксонов и идентификацией анатомических реперных точек для наложения 
перекрывающихся изображений (рис. 2). Таким образом создается 3D изображение 
мозга, позволяющее разглядеть отдельные клетки и пути следования их отростков. По 
полученным изображениям при помощи специально разработанного математического 
аппарата строится 3D компьютерная модель ветвления флуоресцирующих отростков 
клеток, и для каждого единичного нейрона анализируется, куда направляются терми-
нали, порядок и степень их ветвления.

Server2D imagePMT

3D model

Рис. 2. Схема, отображающая получение трехмерной компьютерной модели ветвления единичных нейронов 
при помощи флуоресцентной микрооптической секционной томографии (fMOST). PMT – детектирующий 
фотоумножитель.

На основе этих данных было выделено 64 типа проекционных нейронов. В PFC, 
если рассмотреть терминали нейронов только по первому порядку ветвления, т. е. пер-
вому направлению аксона, все нейроны можно разделить на интрателенцефалические 
(IT, 1–44 типы), корково-таламические (CT, 45–52 типы) и нейроны, аксоны которых 
образуют пирамидный тракт (PT, 53–64 типы). Схематическое изображение располо-
жения разных типов проекционных нейронов в PFC представлено на рис. 3b.

При анализе изображений атласа можно заключить, что во всех областях PFC присутст-
вуют нейроны каждого из трех больших классов. Большинство (38 из 64) подтипов нейро-
нов являются специфичными для областей PFC или охватывают только 2–5 областей PFC. 
Но некоторые подтипы нейронов присутствуют почти во всей PFC. При этом IT-нейроны 
широко представлены от 2/3 до 6 слоев коры, PT – в 5-м слое, а CT – в 5-м и 6-м слоях. 
Интересно, что расположение тел нейронов топографически соответствует проекциям их 
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аксонов, однако является не единственным фактором, определяющим распределение их 
мишеней. Кроме того, подтипы проекционных нейронов различаются по длине и типу вет-
вления аксонов. Так, IT-нейроны иннервируют несколько областей коры коллатералями 
второго и третьего порядков, причем эти коллатерали могут иннервировать как области 
в том же полушарии, так и в противоположном, а также в совершенно другой области 
коры (рис. 3, 5). Например, основная проекция нейрона расположена в зрительной коре, 
но по пути аксон отдает коллатераль в слуховую кору на ипсилатеральную и контралате-
ральную стороны (рис. 3c, 5). У разных подтипов IT-нейронов проекции коллатералей зна-
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Рис. 3. Проекционные нейроны префронтальной коры. (a) – окраска по Нисслю и подразделение PFC на 
основные анатомические зоны (Allen Reference Atlas – Mouse Brain, atlas.brain-map.org [97]); (b) – располо-
жение проекционных нейронов PFC по данным Gao с соавт. [16] (https://mouse.braindatacenter.cn/). Размер 
кругов пропорционально соответствует числу нейронов каждого подтипа в пределах анатомической зоны; 
(c) – представлены некоторые типы проекционных нейронов. Видны коллатерали IT-нейронов 10-го типа 
(отмечены стрелками и цифрой 1), субкортикальная коллатераль IT-нейрона 16-го типа (отмечена стрелкой 
и цифрой 2) и кортикальная коллатераль PT-нейрона 64-го типа (отмечена стрелкой и цифрой 3). Отдельные 
нейроны обозначены разными цветами [16], (https://mouse.braindatacenter.cn/).
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чительно отличаются. Такое распределение коллатералей указывает на то, что один и тот 
же IT-нейрон может участвовать в функциональной координации нескольких областей 
коры. Примечательно, что IT-нейроны также отдают коллатерали субкортикально (рис. 5). 
Так, они обширно связаны с базолатеральной миндалиной (BLA) – структурой, связанной 
с реакцией страха [37], дорзальным стриатумом, связанным с оперантным ответом [38], 
вентральным стриатумом – с социальным [39] и вариативным поведением [40], клаустру-
мом – с контролем действий [41] и паллидумом – с положительным подкреплением [38].

Для подтипов PT-нейронов также характерно соответствие расположения тела в кон-
кретной области PFC и проекционной структуры. Например, среди четырех подтипов PT, 
преимущественно локализованных в передней поясной извилине (ACA), один подтип инне-
рвирует верхние бугры четверохолмия, которые связаны с моторикой (SCm), а другой – цен-
тральное серое вещество (PCG), причем тела этих двух подтипов нейронов расположены 
на задней и передней частях ACA соответственно. При этом коллатерали первого порядка 
аксонов PT-нейронов иннервируют ближайшую от места ветвления подкорковую мишень. 
Например, один и тот же кластер коллатералей проецируется на вентральную область по-
крышки (VTA) и компактную и ретикулярную части черной субстанции (SNc/SNr) по пути 
следования первичных аксонов PT-нейронов [16]. Это может быть структурной основой ре-
гуляции PFC дофаминергических нейронов в VTA и SNc при ассоциативном обучении [16].

Тела восьми подтипов CT-нейронов также пространственно разделены внутри PFC. 
Первичные аксоны CT тракта имеют медиолатеральный порядок, такой же, как распо-
ложение тел в PFC, который превращается в переднезадний порядок, когда аксональный 
тракт CT резко поворачивается перед достижением таламуса. Этот переднезадний порядок 
аксонов CT определяет порядок их терминального распределения в таламусе. Помимо та-
ламических ядер, некоторые CT-нейроны (например, подтипы 45 и 52) также проециру-
ются в другие подкорковые области, включая клауструм (CLA), наружный и внутренний 
сегменты бледного шара (GPe/GPi), безымянную субстанцию (SI), ядро ложа конечной по-
лоски (BST), неопределенную зону (ZI) и латеральную область гипоталамуса (LHA) [16].

Интересно, что PFC, в отличие от других областей коры, имеет сильные проекции на 
все основные группы мезопонтинных моноаминергических и холинергических клеток, 
а не только иннервируется ими, и значит имеет с ними реципрокные связи. Причем раз-
ные области PFC оказывают разный модулирующий эффект. Например, mPFC в основ-
ном возбуждает дофаминовые нейроны VTA, а OFC ингибирует их [42]. Более того, как 
выяснилось в ходе изящного электронно-микроскопического исследования, аксоны PFC 
преимущественно контактируют с дофаминовыми нейронами VTA, которые проеци-
руются обратно в mPFC [43]. Учитывая, что отдельные клетки mPFC могут отправлять 
коллатерали как в VTA, так и в дорсальное ядро шва (DRN) [44], это означает, что PFC 
способна не только регулировать дофаминовый сигналинг от VTA, но и одновременно 
влиять на другие модулирующие группы клеток среднего мозга [45]. Именно обширные 
коллатерали проекционных нейронов PFC позволяют ей выполнять ассоциативную функ-
цию, участвовать и координировать множество сложных когнитивных процессов.

ТРАНСКРИПТОМИКА ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК PFC

В молекулярной биологии также наблюдается прорыв с использованием технологии 
изучения транскриптомики единичных клеток (рис. 4).

Результаты исследования транскриптомов единичных клеток PFC [16, 46, 47] позво-
лили идентифицировать несколько основных генов маркеров проекционных нейронов, 
экспрессирующихся в PFC, но они присутствуют во всех трех типах IT-, CT-, PT-нейронов, 
в зависимости от области PFC (рис. 5a). Lypd1 и Penk являются маркерами IT-нейронов 
2–3-х слоев; Rorb, Deptor и Nnat – маркеры IT-нейронов 5–6-х слоев; Npnt и Lypd1 – PT-
нейронов, а Nnat и Tbpg – CT-нейронов. Примечательно, что наблюдается как распреде-
ление экспрессии этих маркеров по слоям коры (от верхних до нижних), например, во 
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вторичных моторных областях (МО), так и медиально-латерально по областям PFC от PL 
до ORB. Lypd1+ IT-нейроны 2/3-х слоев и Nnat+ IT-нейроны 5/6-х слоев чаще встреча-
ются в прелимбической (PL), орбитомедиальной (ORBm) областях, а Lypd1+ PT и Nnat+ 
CT-нейроны встречаются в вентролатеральной (ORBvl) и латеральной орбито-фронталь-
ной (ORBl) областях. IT-нейроны, проецирующие коллатерали в вентральный стриатум 
(тип 21 и 38), больше экспрессируют Nnat, в то время как проецирующие в дорзальный 
стриатум (тип 26) – Deptor (рис. 5b). CT-нейроны, проецирующиеся в субмедиальное ядро 
(SMT), экспрессируют Tbpg (тип 47 and 50), а PT-нейроны, проецирующие в область верх-
них бугров четверохолмия (тип 53 and 55) – Npnt (рис. 5b, табл. 1). У разных подтипов про-
екционных нейронов в области PL/ORB обнаруживается разный паттерн экспрессии этих 
генов, что может свидетельствовать о том, что различия в ветвлении аксонов могут иметь 
молекулярно-генетическую основу, вероятно, заложенную во время раннего развития.
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Рис. 4. Схема, отображающая принципы транкриптомики единичных клеток. Ткань разбивают на клетки, 
после чего в микрофлюидном чипе объединяют с баркодированными бусинами в несмешивающуюся эмуль-
сию. Обратную транскрипцию проводят по механизму переключения матрицы с целью включения заданных 
последовательностей по концам. После этого проводят массовое параллельное секвенирование NGS, ком-
пьютерную обработку и кластеризацию.

Таблица 1. Сравнение экспрессии выделенных маркерных генов по слоям PFC по данным Gao 
с соавт. [16]

Области PFC
Lypd1+ 
IT 2/3-х 
слоев

Penk+ 
IT 2/3-х 
слоев

Rorb+ 
IT 5/6-х 
слоев

Deptor+ 
IT 5/6-х 
слоев

Nnat+ 
IT 5/6-х 
слоев

Tpbg+ 
CT

Nnat+ 
CT

Npnt+ 
PT

Lypd1+ 
PT

PL–ILA-ORB + + +++ +++ +++ ++ ++ ++ +
ACC + + +++ +++ +++ ++ ++ + +

AI + + ++ ++ +++ ++ ++ + +
MOs + + +++ ++ ++ + + - -
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Рис. 5. Экспрессия основных генов маркеров. (a) – экспрессия основных маркерных генов в PFC по данным 
транскриптомики единичных клеток (данные in situ гибридизации взяты из Allen Mouse Brain Atlas, mouse.
brain-map.org [98]); (b) – приведены некоторые типы проекционных нейронов и маркеры, которые экспрессиру-
ются преимущественно в них. Отдельные нейроны обозначены разными цветами. По данным Gao с соавт. [16].

ПРОЕКЦИОННЫЕ НЕЙРОНЫ PFC, ЭКСПРЕССИРУЮЩИЕ 
НЕЙРОТРОФИЧЕСКИЙ ФАКТОР МОЗГА

BDNF участвует в широком спектре функций мозга, включая дифференцировку 
нейронов и рост нейритов во время развития, а также структуру и пластичность синап-
сов на протяжении развития и взрослой жизни [48, 49]. BDNF также имеет решающее 
значение для различных форм обучения и памяти [50, 51] и участвует в патогенезе ряда 
психических расстройств, включая депрессию, зависимость и обсессивно-компуль-
сивное расстройство [19], а также шизофрению [8]. BDNF экспрессируется довольно 
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широко в головном мозге: в VTA, миндалине, гиппокампе и PFC [52]. Примечательно, 
что в дорсальном стриатуме (DS) и прилежащем ядре (NAc) BDNF практически не экс-
прессируется, а преимущественно поставляется за счет антероградного аксонального 
транспорта от пирамидных нейронов PFC с незначительным вкладом от дофаминер-
гических нейронов VTA [53]. В недавнем исследовании Ehinger с соавт. [54] выяви-
ли источники BDNF экспрессирующих проекций в DS. В своих исследованиях они 
использовали трансгенных мышей, экспрессирующих Cre-рекомбиназу под промото-
ром Bdnf. Животным в различные части стриатума вводили ретроградные трассеры – 
частицы AAV, проникающие в нейроны ретроградно благодаря специально отобран-
ному капсиду. В вирусном генетическом материале была закодирована репортерная 
конструкция, запускающаяся только после рекомбинации (рис. 6b, c). Таким образом 
обнаружилось, что нейроны mPFC, экспрессирующие BDNF, в основном дают проек-
ции в дорсомедиальный стриатум (DMS), в то время как BDNF нейроны из первичной 
и вторичной моторной (М1 и М2) и агранулярной инсулярной коры (AI) проецируют-
ся в основном в дорсолатеральный стриатум (DLS) [54]. Важность BDNF-сигналинга 
в этих нейронных сетях уже была показана. Потребление алкоголя вызывает изменения 
в глутаматергических синапсах в проекциях из AI в DLS [55], причем BDNF нужен для 
этой синаптической адаптации [56], а в сети MO-DLS BDNF необходим для моторного 
обучения [57]. В то же время DMS играет важную роль в целенаправленном поведении 
[58], а BDNF в МО необходим для поддержания целенаправленного действия у мышей. 
В частности, Gourley с соавт. показали, что нокдаун BDNF в МО снижает поведен-
ческую чувствительность к девальвации подкрепления [59]. Таким образом, вполне 
вероятно, что BDNF, высвобождаемый МО-нейронами в DMS, регулирует контроль 
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Рис. 6. Проекционные нейроны PFC, экспрессирующие нейротрофический фактор мозга Bdnf. (a) – экспрессия 
Bdnf в PFC. Приведены данные in situ гибридизации из Allen Mouse Brain Atlas, mouse.brain-map.org [98]. (b) – ре-
портерная конструкция, которая вводилась Ehinger с соавт. Bdnfcre мыши в виде аденоассоциированных вирусов 
с капсидом, трансдуцирующим нейроны ретроградно (ретроградных трассеров) в разные области стриатума. 
(c) – экспрессирующие BDNF нейроны PFC, проецирующиеся в разные области стриатума, выявленные при 
помощи введения ретроградных трассеров в дорсомедиальный (DMS) и дорсолатеральный (DLS) стриатум [54].
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целенаправленного поведения. Другая возможная роль BDNF в этом кортикостриар-
ном контуре заключается в формировании и модуляции синапсов нейронов стриатума.

Проекции из PL в NAc имеют критическое значение для терапевтичесго эффекта 
BDNF при употреблении кокаина, что было показано при помощи хемогенетического 
подхода с Сre-зависимой ретроградной экспрессией [60]. Ранее эти же исследователи уже 
продемонстрировали, что введение BDNF в PL нормализует вызванное кокаином сниже-
ние внеклеточного глутамата в NAc [61]. При этом подавление активности проекций PL 
в паравентрикулярное ядро таламуса вызывает такой же эффект и в отсутствие BDNF. 
Это в очередной раз подчеркивает многогранность функций, которые выполняет PFC 
или отдельные ее области, что может быть связано как с характером распространения 
аксонов и их терминалей, так и молекулярными механизмами, которые могут отличаться 
в разных популяциях нейронов в пределах одной области. Представленные выше данные 
указывают на то, что в сетях, образуемых при участии проекционных нейронов PFC, 
BDNF играет важную роль, связанную, видимо, с его функцией регуляции нейропла-
стичности [62]. Тем не менее обширные коллатерали экспрессирующих BDNF нейронов 
PFC не были учтены в этих работах и могут быть предметом будущих исследований.

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ BDNF

Bdnf – ген с очень сложной транскрипционной и трансляционной регуляцией и по-
сттрансляционным процессингом [63–67]. Белок BDNF закодирован в последнем экзо-
не. Существует большое количество сплайс-вариантов мРНК Bdnf [68], но сплайсинг 
не затрагивает белок-кодирующую последовательность, присутствующую во всех 
транскриптах, за которой идет 3’UTR – либо длинная, либо короткая нетранслируемая 
область (рис. 7a, b) [69]. Предполагается, что большое число сплайс-форм нужно для 
тонкой регуляции локального синтеза белка в дендритах и шипиках [68]. Так, показано, 
что различные сплайс-варианты мРНК локализованы в различных компартментах ней-
ронов [68]. Регуляция транскрипции осуществляется как транскрипционными факто-
рами, чьи сайты связывания присутствуют в промоторе, реагирующими на разрядную 
активность нейронов, например CREB [68], так и антисмысловой (lnc)РНК Bdnf-as, 
закодированной в комплементарной цепи [64, 70]. Нужно отметить, что картированная 
Bdnf-as человека кодируется протяженной областью между Lin7c и частично перекры-
вается с Bdnf, длинный транскрипт сплайсируется (рис. 7а), в то время как у мыши 
промотор lncРНК находится в 10кб от стоп-кодона Bdnf. siRNA нокдаун lncРНК Bdnf-as 
приводил к 2–7-кратному увеличению мРНК Bdnf [64].

У нокаутных мышей с делецией промотора Bdnf-as уровень мРНК Bdnf и белка был 
повышен только на фоне повышения нейрональной активности после тестов, но не 
в покое [70]. Также эти мыши демонстрировали улучшение памяти в Y-образном ла-
биринте. Сайленсинг Bdnf-as осуществляется через связывание lncРНК c белком груп-
пы поликомб (polycomb), ремоделятором хроматина EZH2, который, в свою очередь, 
оставляет репрессивные триметилированные метки гистона Н3 (H3K27me3) в регуля-
торных районах (рис. 7c) [71]. Стоит отметить, что Bdnf является геном, работа которо-
го способна связать и объяснить программирующее действие стрессовых воздействий 
в ранний постнатальный период на последующее становление и развитие нервной сис-
темы. Так, показано postmortem, что в миндалине людей с ранним приобретением (< 21 
года) алкоголизма наблюдается повышенный уровень транскрипта Bdnf-as и снижено 
количество метилированного аденозина (N6-methyladenosine) в этом транскрипте, что 
может служить прогностическим маркером раннего алкоголизма [71]. Повышенное 
метилирование CpG в промоторе самого Bdnf, а именно в сайте связывания CREB, 
наблюдается на модели пренатальных токсических воздействий бисфенолом А [72]. 
Сообщалось, что стресс вызывает гиперметилирование [73], особенно в экзоне IV 
BDNF [74, 75]. В mPFC социальный стресс у подростков приводит к снижению общего 
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уровня BDNF и транскрипта с промотора IV, повышению уровня метилирования ги-
стона H3K9, следующего за промотором IV, и снижению ГАМКергической нейротран-
смиссии, что связывают с депрессивным фенотипом [76, 77]. Такие эпигенетические 
изменения BDNF в mPFC после социального стресса у подростков могут быть связаны 
с регуляцией когнитивной дисфункции во взрослом возрасте.

Помимо регуляции на уровне транскрипции, показано, что экспрессия Bdnf регули-
руется посттранскрипционно, т. е. на уровне трансляции. Так, в дорсальных ганглиях 
трансляция мРНК Bdnf зависит от фосфорилирования кэп-связывающего белка eIF4E 
[67]. У трансгенных мышей eIF4ES209A с заменой серина 209 (по которому проис-
ходит фосфорилирование) на аланин значительно снижена трансляция мРНК Bdnf, 
а проноцицептивные раздражители не повышают уровень белка BDNF, несмотря на 
повышенный уровень мРНК Bdnf [67]. Примечательно, что интратекальное введение 
белка BDNF таким мышам дает гипералгезирующий эффект [67]. В то же время пока-
зано, что трансляция, связанная с долговременной потенциацией, опосредованная сиг-
налингом BDNF-TRKB, имеет две фазы, в которых MAP-киназа-взаимодействующая 
киназа (MNK) играет двойственную роль (рис. 7d) [66]. В начальной фазе она фосфо-
рилирует eIF4E и запускает трансляцию BDNF, а в поздней фазе, наоборот, привлекает 
репрессор трансляции 4E-BP2 и снижает синтез белка [66]. После трансляции на ри-
босоме синтезируется пре-проформа BDNF, от которой вначале отщепляется сигналь-
ный пептид и образуется проформа proBDNF. Затем клеточные конвертазы отщепляют 
пропептид, образуя зрелую форму [78, 79].

proBDNF имеет свою физиологическую функцию, может также секретироваться 
и связываться со своим рецептором p75NTR, отличным от рецептора TrkB зрелой фор-
мы [80]. Зрелая форма оказывает свое действие через тирозинкиназный рецептор, чье 
действие критически важно для регуляции мощности синапсов и долговременной по-
тенциации, а вследствие этого памяти. Проформа же действует через p75NTR, активация 
которого может модулировать долговременную синаптическую депрессию, приводить 
к апоптозу, а также коллапсировать конус роста нейронов [81]. Появляется все больше 
свидетельств, что пропептид в отдельности имеет биологическое действие. Так, он об-
легчает долговременную синаптическую депрессию в гиппокампе мышей, требующую 
активации NMDA-рецепторов, содержащих субъединицу GluN2B, и p75NTR-рецептора 
[78]. В то же время в развивающемся мозге proBDNF является превалирующей формой 
белка в PFC [82]. Сейчас становится все более понятно, что множественность синапти-
ческих эффектов BDNF не может быть однозначно интерпретирована, не принимая во 
внимание возможность совместного действия BDNF с сопутствующими продуктами его 
созревания [65]. Примечательно, что пропептид Val66Met (с заменой валина на метионин 
в 66-м положении) у человека полностью ингибирует долговременную синаптическую 
депрессию [78] и ухудшает память [83]. Эта несинонимичная замена нарушает внутри-
клеточный трафик и секрецию BDNF в ответ на нейрональную активность [78]. Пока-
зано, что этот аллель связан с повышенной встречаемостью таких психопатологий, как 
депрессия и тревожность [84]. У трансгенных мышей Val68Met, моделирующих данный 
человеческий полиморфизм, прием алкоголя самками на 12–19-й день беременности 
и потомками на Р2–9 постнатальный день жизни приводил к сниженному объему гра-
нулярного слоя зубчатой извилины гиппокампа на 15-й день жизни только у BDNFmet/
met и сниженному нейрогенезу в гиппокампе на 90-й день [83]. Во взрослом возрасте 
эти потомки демонстрировали неспособность к обучению и сниженную тревожность. 
Однако исследования на человеке по связи этого полиморфизма с алкогольной зависи-
мостью дают противоречивые результаты [85]. Одни исследователи говорят об их связи 
[84], другие, наоборот, не подтверждают этого [85]. Возможно, это связано с тем, что 
исследования проводились на разных популяциях людей. Однако эти результаты в целом 
могут указывать на важную роль проформы BDNF в высших когнитивных функциях, 
которая должна быть предметом будущих исследований.
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Ввиду многочисленных свидетельств о том, что сигналинг BDNF нарушается при 
различных расстройствах нервной системы, много усилий прикладывается для разра-
ботки подходов к его терапевтическому использованию. К сожалению, остаются не-
которые существенные ограничения для такой терапии, а именно короткий период 
полураспада и побочные эффекты BDNF, а также, по мнению некоторых авторов, не-
обходимость пересечения гематоэнцефалического барьера [86]. Кроме введения экзо-
генного BDNF, исследовались агенты, которые усиливают транскрипцию, трансляцию 
и секрецию BDNF, включая генную терапию с использованием вирусных векторов ([87], 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05040217) и введение плазмидной ДНК, кодирую-
щей BDNF, в наночастицах [88, 89]. Биодоставка инкапсулированных генетически мо-
дифицированных человеческих клеток, предназначенных для высвобождения BDNF, 
рассматривалась как терапия эпилепсии [90]. Также существуют возможности фармако-
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[64]. (b) – существует большое количество сплайс вариантов мРНК Bdnf [68], которые могут располагаться 
в различных компартментах нейрона и обеспечивать различный локальный синтез белка. (c) – антисмы-
словая РНК (lnсРНК) Bdnf-as, связывается с поликомб белком EZH2 и вызывает метилирование гистонов 
и транскрипционную репрессию [71]. (d) – синтез белка BDNF происходит по-разному, в зависимости от 
фазы синаптической потенциации (LTP), что контролируется киназой MNK [66].



1329ПРОЕКЦИОННЫЕ НЕЙРОНЫ ПРЕФРОНТАЛЬНОЙ КОРЫ

логического воздействия на рецепторы, с которыми связываются BDNF и его проформы. 
Так, малая молекула миметика BDNF‑7,8-дигидроксифлавон – активирует TrkB [91]. Так-
же для усиление сигналинга BDNF использовались агонисты TrkB-FL (полноразмерная 
тропомиозин-родственная киназа B), трансактиваторы TrkB-Fl или медиаторы эффектов, 
опосредованных TrkB-FL, такие, как агонисты аденозинового рецептора A2A. Однако 
сила эффектов, опосредованных рецептором TrkB, ограничена ввиду явления эндоци-
тоза [92]. Антагонист рецептора p75NTR, с которым связывается proBDNF, – цикличе-
ский пептид CATDIKGAEC снижает нейровоспаление, вызванное бета-амилоидом [93]. 
Также идентифицировано несколько антагонистов малых молекул с многообещающим 
терапевтическим потенциалом [94, 95]. Впрочем, результаты тестирования этих агентов 
и их доставки остаются противоречивыми и зачастую не воспроизводятся, поэтому даже 
крупные метаанализы не могут предоставить достаточно информации для разработки 
надежных рандомизированных клинических испытаний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проекционные нейроны PFC имеют связи со множеством областей головного моз-
га, включая как близко и отдаленно расположенные области коры больших полушарий, 
так и подкорковые области. Такое распределение проекций PFC лежит в основе физио-
логических процессов и высшей нервной деятельности, в которых PFC играет ассоци-
ативную роль. Между тем лишь совсем недавно появились технические возможности 
и были разработаны методики для детального изучения связей конкретных нейронов 
PFC и определения пути следования их аксонов. Исходя из освещенных в статье по-
следних результатов, становится ясно, что организация коннектома PFC может быть 
сложнее, чем это представлялось ранее. Так, на смену представления о том, что каж-
дый отдельный нейрон PFC преимущественно проецируется на одну, максимум 2 
мишени, приходит понимание, что аксоны этих нейронов имеют множество коллате-
ралей, которые могут проецироваться в самые разнообразные структуры мозга. Эти 
данные подкрепляют убеждение об ассоциативных функциях PFC, поскольку однов-
ременная связь нейронов с разными областями мозга может позволять PFC координи-
ровать сложные процессы, которые, видимо, лежат в основе высших исполнительных 
функций, особенно развитых у людей.

Несмотря на то, что результаты, полученные на модельных животных, и в особен-
ности на грызунах, было сложно экстраполировать на людей ввиду отсутствия анато-
мически гомологичных областей или несоответствия цитоархитектонического стро-
ения, последние исследования предоставляют все больше данных для установления 
функциональной гомологии. Так, подробное изучение нейронных контуров, образо-
ванных при участи нейронов PFC, в будущем может позволить установить гомологию 
между нейронами PFC разных видов, исходя из того, с какими областями мозга эти 
нейроны имеют связи. Создание наиболее точной модели на животных необходимо 
как для прояснения деталей нормального функционирования PFC, так и для изучения 
механизмов психических расстройств, участие PFC в которых уже хорошо показано. 
В настоящее время для этого прилагается множество усилий, некоторые результаты 
которых освещены в статье.

Несмотря на то, что за последние годы появилось множество данных, свидетель-
ствующих о роли Bdnf, его полиморфизмов и его траскриптов как в физиологических 
процессах головного мозга, так и в патогенезе многих заболеваний, все конкретные 
нейронные контуры, в функционировании которых BDNF может иметь свои особен-
ности, еще предстоит изучить. В PFC BDNF экспрессируется в глутаматергических 
нейронах и транссинаптически оказывает влияние на проекционные области этих ней-
ронов. Этот транспорт BDNF может иметь особенную роль для тех структур головного 
мозга, где не происходит собственной экспрессии BDNF. Расположение проекционных 
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нейронов, которые поставляют BDNF в DS, лишь недавно было картировано в PFC. 
Другие подобные нейронные контуры еще предстоит картировать в PFC. Потенциаль-
но это позволит в будущем манипулировать процессами, происходящими в этих ней-
ронах или при их участии.

Таким образом, рассмотренные в статье результаты отражают интерес исследова-
телей всего мира к устройству коннектома PFC и функций, осуществляемых при ее 
участии. Несомненно, более глубокое понимание этой проблемы в будущем поможет 
разработке методов коррекции заболеваний головного мозга, в основе которых лежит 
нарушение в функционировании нейронных контуров, образованных при участии ней-
ронов PFC.
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Projection Neurons of the Prefrontal Cortex, their Participation in the Formation  
of Various Forms of Behavior and Expression in them of Brain-derived  
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The prefrontal cortex (PFC) plays a key role in cognitive plasticity and is involved in 
various processes of higher nervous activity. At the same time, studying the processes 
underlying various forms of behavior in which PFC neurons participate is a non-trivial task. 
The associative functions of the PFC are associated with the nature of the connectivity of 
this structure with other areas of the brain, which, according to recent data, is much more 
complex than previously thought. Thus, it becomes clear that the axons of PFC projection 
neurons have many collaterals projecting to many different targets in the brain. In this 
review, we highlight the latest results in studying the connectivity of PFC neurons using 
the latest methods for analyzing projections and single-cell transcriptomes. Brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) plays an important role in the functioning of these neurons and 
their projection targets, but the transport of this neurotrophin by PFC projection neurons to 
structures where it is not locally expressed may be especially important. We review recent 
results mapping such neurons in the PFC, highlighting Bdnf expression and potential role 
in the pathogenesis of mental disorders.

Keywords: prefrontal cortex, connectivity, projection neurons, brain-derived neurotrophic 
factor
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Общеизвестно, что электромиографическая активность камбаловидной мышцы 
отражает ее функциональную активность. Опорная разгрузка приводит к  момен-
тальному устранению электрической активности в камбаловидной мышце, которая 
возобновляется сразу после восстановления опорной нагрузки. Однако при длитель-
ной опорной разгрузке в камбаловидной мышце наблюдается возникновение спон-
танной электрической активности. В предыдущих работах нами была показана связь 
между этой активностью и содержанием калий-хлоридного котранспортера (KCC2) 
на мембранах мотонейронов спинного мозга, а также возможность устранения спон-
танной активности мышцы введением активатора KCC2 прохлорперазина. Целью 
данной работы было изучить влияние CLP290, альтернативного активатора KCC2, 
на спонтанную тоническую активность камбаловидной мышцы крысы. Обнаруже-
но, что ежедневное введение крысам CLP290 на фоне 14-суточного антиортоста-
тического вывешивания предотвращает снижение содержания KCC2 в мотонейро-
нах поясничного отдела спинного мозга и рост спонтанной тонической активности 
в камбаловидной мышце. При этом не обнаружено статистически значимых отличий 
площади поперечного сечения волокон медленного типа в группах антиортостатиче-
ского вывешивания с введением и без введения CLP290.

Ключевые слова: KCC2, прохлорперазин, CLP290, антиортостатическое вывешива-
ние, спонтанная мышечная активность

DOI: 10.31857/S0869813924080048, EDN: BDCUCD

ВВЕДЕНИЕ

В ряде работ было показано [1, 2], что в случае, когда разгрузка носит длительный 
(более 3 суток) характер, электрическая активность в m. soleus появляется и в отсут-
ствие опоры. Амплитуда этой активности после третьих суток разгрузки постепенно 
нарастает к 14-м суткам, достигая значений, характерных для контрольных животных. 
Это явление получило название спонтанной тонической активности. При этом вопрос 



1338 КАЛАШНИКОВ и др. 

о природе такой активности и лежащих в ее основе физиологических механизмах до 
некоторых пор оставался открытым.

Вместе с тем в последнее десятилетие в связи с изучением механизмов развития 
спастичности после спинальной травмы или инсульта активно исследуются механизмы 
изменения возбудимости мотонейронов в этих патологических состояниях. Показано, 
что снижение содержания в мотонейронах спинного мозга калий-хлоридного котран-
спортера (potassium chloride cotransporter 2, KCC2) приводит к  сдвигу мембранного 
потенциала покоя в положительную сторону (с –75 до –65 мВ), что, в свою очередь, 
заменяет тормозные эффекты глицина и ГАМК возбуждающими и вызывает повыше-
ние мышечной активности, а впоследствии приводит к мышечной спастичности [3, 4].

Ранее нами было обнаружено, что нарастание спонтанной тонической активно-
сти в камбаловидной мышце крысы на фоне 7-суточной функциональной разгрузки 
задних конечностей также сопровождается снижением содержания KCC2 в пояснич-
ном отделе спинного мозга [5]. Как и при спинальной травме, такое снижение должно 
приводить к сдвигу мембранного потенциала мотонейронов, повышать возбудимость 
мотонейронов и  соответственно порождать спонтанную электрическую активность 
мышцы. Мы показали, что введение активатора KCC2 прохлорперазина предотвраща-
ет как снижение содержания KCC2 в спинном мозге, так и нарастание интегральной 
электромиографической активности (ЭМГ-активность) камбаловидной мышцы, что 
позволило нам сделать выводы о ключевой роли KCC2 в механизме генерации спон-
танной тонической активности.

Несмотря на полученные результаты, в отношении некоторых параметров введе-
ние прохлорперазина показало неоднозначные эффекты, поднимающие вопрос о воз-
можном неспецифическом системном воздействии прохлорперазина непосредственно 
на камбаловидную мышцу, в обход КСС2-зависимого механизма [6]. Для выяснения 
того, в какой мере эффекты введения прохлорперазина обусловлены его влиянием на 
содержание КСС2 в мотонейронах спинного мозга, а не иными причинами, было ре-
шено использовать внутрибрюшинное введение другого активатора KCC2, CLP290. 
Названный препарат является высокоселективным активатором KCC2 [7], в отличие от 
менее селективного прохлорперазина. Сравнение действия CLP290 и прохлорперазина 
позволит выявить эффекты, связанные непосредственно с активацией KCC2 (эти эф-
фекты будут общими в группах с введением CLP290 и прохлорперазина, поскольку оба 
препарата активируют KCC2); эффекты, уникальные для той или иной группы с введе-
нием препарата будут вызваны побочными действиями препаратов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн эксперимента. В двух экспериментальных сериях самцы крыс Вистар в воз-
расте 1.5–2 месяцев и массой тела 180–200 г были распределены на следующие группы 
по 14 животных в каждой: C – группа контроля с ежедневным введением физиологи-
ческого раствора; СL – группа контроля с ежедневным введением CLP290; HS – группа 
антиортостатического вывешивания с ежедневным введением физиологического рас-
твора; HSL – группа вывешивания с ежедневным введением CLP290. CLP290 (Macklin, 
Китай) вводили внутрибрюшинно один раз в день в дозировке 100 мг/кг в 15%-ном 
растворе циклодекстрина. Раствор фильтровали через бактериальный фильтр с разме-
ром пор 0.22 мкм.

В  первой экспериментальной серии после эвтаназии животных камбаловидные 
мышцы и поясничный отдел спинного мозга извлекались и замораживались в жид-
ком азоте для проведения биохимического анализа. Во второй экспериментальной 
серии производилось вживление электродов в  камбаловидную мышцу с  последую-
щей записью электромиограммы. Температуру и  влажность в  помещении вивария 
поддерживали на уровне 24 °C и 50% соответственно при 12/12-часовом цикле свет/
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темнота. Все крысы имели доступ к стандартной диете и воде. Эвтаназия животных 
проводилась посредством внутрибрюшинного введения 10%-ного раствора авертина 
(10 мл/кг).

Имплантация электродов в камбаловидную мышцу. Электромиограмму m. soleus 
крысы записывали с использованием внутримышечных электродов. В качестве элек-
тродов использовались многожильные провода из нержавеющей стали с тефлоновым 
покрытием (A-M Systems, США). С проводов снималась изоляция на участке в 2 мм, 
после чего их имплантировали в камбаловидную мышцу правой задней конечности 
крысы и подкожно вели от мышцы к розетке, расположенной на спине крысы. В широ-
ких полях розетки имеются отверстия для пришивания ее к коже спины крысы. Опера-
цию по вживлению электродов в m. soleus крыс проводили под общим наркозом с со-
блюдением правил асептики и антисептики. Использовали Zoletil‑100 в дозе 28 мг/кг 
внутримышечно и ксилазина гидрохлорид (XylaVET 20 мг/мл) в дозе 0.28 мл/кг массы 
внутримышечно. Шерстный покров в местах доступа к мышцам удаляли ветеринар-
ным триммером Codos. Для доступа к m. soleus делали разрез около 1.5 см на боковой 
поверхности голени. Для установки розетки делали разрез около 1.5 см над пояснич-
ным отделом позвоночника. Кровотечение из сосудов кожи спины останавливали элек-
трокоагулятором. Провода фиксировали с помощью узлов из этилона (Ethilon 4–0, игла 
19 мм, 3/8, обратно-режущая игла, W1619T, Ethicon, США) выше и ниже места выхода 
из мышцы. Розетка с пришитым к ней овалом из тонкого силикона устанавливалась 
в рану на пояснице и пришивалась к коже этилоном. Мышцы и фасции на ноге уши-
вались викрилом (Vicril 5–0, игла 11 мм, 3/8, обратно-режущая игла, W9501T, Ethicon, 
США), а кожа – этилоном. После операции крысе подкожно вводили около 5 мл физ-
раствора и бициллин‑3 однократно в дозе 120 тыс. ед/кг. Далее животное восстанавли-
валось в течение 7 дней до проведения электрофизиологических исследований.

Обработка ЭМГ. Усиление электромиографического сигнала осуществлялось 
с помощью усилителя AM-Systems 1700 DIFFERENTIAL AC AMPLIFIER с частотой 
дискретизации в 5 кГц. Сырой сигнал фильтровался с помощью low cut-off (100 Гц) 
и high cut-off (5000 Гц) фильтров. В течение 1 суток проводилась запись контрольных 
значений ЭМГ, после чего животные вывешивались. Запись ЭМГ проводилась ежед-
невно по 45 мин. Обработка полученного сигнала проводилась с помощью АЦП мо-
дуля L–CARD E14–440D и  программного обеспечения LGRAPH2 и  Powergraph 3.3. 
Для оценки спектральной характеристики полученного сигнала использовалось быст-
рое преобразование Фурье (FFT), после чего применялись дополнительные цифровые 
bandpass фильтры. После этого строилась RMS-огибающая модуля значений получен-
ного сигнала и высчитывался интеграл этой огибающей.

Анализ содержания белков в нервной ткани поясничного отдела спинного мозга. За-
мороженные образцы поясничного отдела спинного мозга крыс гомогенизировали в бу-
фере RIPA (cat #sc‑24948; Santa Cruz Biotechnology, Даллас, Техас, США), после чего 
центрифугировали в течение 15 мин при 12000 об/мин при температуре 4 °C. Супер-
натант отделяли и измеряли концентрацию белка методом Брэдфорда. Электрофорез 
проводили в 10%-ном полиакриламидном геле с использованием мини-системы Bio-
Rad (Bio-Rad, Hercules, Калифорния, США) в течение 1 ч при токе 17 мА на гель. Пе-
ренос белков на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad, Hercules, Калифорния, США) 
осуществляли в мини-системе транс-блоттинга (Bio-Rad, Hercules, Калифорния, США) 
в течение 2 ч при температуре 4 °C и постоянном напряжении 100 В. Затем проводили 
инкубацию мембраны (15 ч, 4  °C) с первичными антителами против KCC2 (1:1000, 
кат. № 07–432; Merck, Берлингтон, Массачусетс, США), NKCC (1:1000, регистраци-
онный номер ab_528406; DSHB, Айова-Сити, IA, США) и  тубулина (cat #ab176560; 
Abcam, Бостон, Массачусетс, США). После этого мембраны промывали в PBST (3 раза 
по 5 мин) и инкубировали со вторичными антителами к иммуноглобулинам кролика 
(1:30 000, #111–035–003; Jackson ImmunoResearch, Уэст-Гроув, Пенсильвания, США). 
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Белковые бэнды на мембране визуализировались с  использованием Clarity Western 
ECL (№ 1705061; Bio-Rad, Hercules, Калифорния, США). Белковые полосы определя-
ли количественно с помощью блот-сканера C-DiGit (LI–COR Biotechnology, Линкольн, 
Северная Каролина, США) и программного обеспечения Image Studio Digits. Содер-
жание КСС2 и NKCC1 нормировалось на референсный белок, в качестве которого ис-
пользовался тубулин.

Морфометрический анализ. Анализ размеров мышечных волокон проводили на 
срезах, окрашенных с  помощью моноклональных антител против быстрых и  мед-
ленных изоформ тяжелых цепей миозина. C помощью криомикротома фирмы Leica 
изготавливали поперечные срезы замороженной мышцы толщиной 9 мкм. Срезы вы-
сушивали на воздухе и  хранили при –20  °C. Перед окрашиванием срезы оттаивали 
и регидратировали при комнатной температуре в фосфатно-буферном растворе (PBS) 
в течение 20 мин, а затем инкубировали с антителами против тяжелых цепей миозина 
быстрого или медленного типов (MHCI и MHCII, Sigma, США) 1: 400 в PBS во влаж-
ной камере при 37 °С в течение часа (или при 4 °С на ночь). Затем антитела отмывали 
в PBS 3 раза по 5 мин. Инкубацию со вторичными антителами, конъюгированными 
с AlexaFluor, 1:500 в  PBS проводили в  течение 40 мин при комнатной температуре. 
После отмывки вторичных антител срезы заключали в  среду (Fluoromount Aqueous 
Mounting Medium, Sigma Aldrich, США), стабилизирующую флуоресцентную метку. 
Срезы анализировали с использованием флуоресцентного микроскопа Leica Q500MC 
с  встроенной цифровой фотокамерой (TCM 300F, Leica, Германия), с  увеличением 
х200. Анализ изображений проводился с помощью программы ImageJ. Измеряли пло-
щадь поперечного сечения (ППС) по крайней мере 100 волокон, подсчитывали число 
волокон медленного и быстрого типов и их количественное соотношение.

Статистический анализ. Для сравнения групп друг с другом был использован не-
параметрический критерий Крускала – Уоллиса. Для статистического анализа исполь-
зовался программный пакет SigmaPlot 12.5. Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартной ошибки среднего значения (выраженной в процентах от среднего 
значения контрольной группы). Значение p < 0.05 считалось статистически значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние CLP290 на динамику электрической активности камбаловидной мышцы 
при антиортостатическом вывешивании. Интегральная ЭМГ-активность камбало-
видной мышцы в первые сутки антиортостатического вывешивания снизилась до 20% 
от контрольных значений. Начиная с третьих суток вывешивания, наблюдалось стати-
стически значимое отличие в уровне интегральной ЭМГ-активности между группами 
с введением и без введения CLP290. В группе «чистого» вывешивания интегральная 
ЭМГ-активность нарастала, к 12-м суткам достигая 90% от уровня контроля. В группе 
с  внутрибрюшинным введением CLP290 уровень интегральной ЭМГ-активности за 
все время антиортостатического вывешивания не превысил 30% от уровня контроля 
(рис. 1, 2). Анализ ЭМГ-сигнала камбаловидной мышцы также показал, что средние 
значения величины медианной частоты (рис.  3) существенно не отличались между 
группами с введением и без введения CLP290 в течение всего периода антиортостати-
ческого вывешивания.

Воздействие CLP290 на содержание KCC2 в мотонейронах спинного мозга. Содер-
жание хлоридного котранспортера KCC2 в поясничном отделе спинного мозга экспе-
риментальных животных статистически значимо снизилось после 7-суточного выве-
шивания в сравнении с группой контроля, при этом в группе вывешивания с введением 
CLP290 отличий от группы контроля не было (рис. 4).

Воздействие CLP290 на массу мышц и размеры мышечных волокон. После прове-
дения эксперимента с антиортостатическим 7-суточным вывешиванием крыс на фоне 
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Рис. 1. Динамика интегральной ЭМГ-активности камбаловидной мышцы на фоне 14-суточного антиорто-
статического вывешивания с введением и без введения CLP290. * статистически значимое между группами 
с введением и без введения препарата (p < 0.05).
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Рис. 2. Типичные паттерны ЭМГ-активности камбаловидной мышцы перед антиортостатическим вывеши-
ванием (С) и во время 14-дневного вывешивания (1–14HS) у крыс без введения и с введением CLP290.
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Рис. 4. Содержание KCC2 в спинном мозге экспериментальных животных. C – контроль; CL – контроль + вве-
дение CLP290 в течение 7 суток; HS – вывешивание в течение 7 суток; HSL – вывешивание в течение 7 суток 
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введения препарата CLP290 масса тела животных не имела статистически значимых 
отличий между экспериментальными группами (табл. 1). Масса m. soleus снижалась 
в группах с моделируемой гравитационной разгрузкой «HS» и «HSL» по сравнению 
с контрольными группами «C» и «CL» при отсутствии межгрупповых отличий у выве-
шенных животных. Параметр «масса мышцы / масса тела» традиционно применяется 
как достаточно простой критерий оценки развития атрофических процессов в мыш-
це. Через 7 суток вывешивания этот параметр был значимо снижен в группах «HS» 
и «HSL» по сравнению с контролем «С» и группой «CL» (табл. 1).

Таблица 1. Абсолютная масса m. soleus и масса m. soleus, нормированная на массу тела

C CL HS HSL
Масса тела крыс, г 225.43 ± 7.61 211.25 ± 7.69 212.25 ± 4.86 210.88 ± 6.75
Масса m. soleus, мг 104.29 ± 3.57 103.13 ± 5.31 66.13 ± 2.05* 72.13 ± 3.94*
Масса m. soleus/масса тела 
крысы, мг/г

0.46 ± 0.02 0.49 ± 0.02 0.31 ± 0.01* 0.34 ± 0.02*

ППС «быстрых» и «медленных» мышечных волокон была статистически значимо 
снижена в группе чистого вывешивания «НS» в сравнении с группами «С» и «СL». 
В группе «HSL» ППС волокон обоих типов была также статистически значимо сниже-
на в сравнении с группами «С» и «CL» (рис. 5). Между группами HS и HSL статисти-
чески значимых отличий по этим параметрам не было обнаружено.
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Рис. 5. Площадь поперечного сечения медленных (a) и быстрых (b) мышечных волокон в m. soleus крысы. 
C – контроль; CL ‒ вывешивание + введение CLP290 7 дней; HS ‒ вывешивание 7 дней; HSL – вывешива-
ние + введение CLP290 7 дней. * – отличие от контроля (p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что ЭМГ-активность камбаловидной мышцы в  большей степени, чем 
любой другой мышцы голени, коррелирует с опорной нагрузкой задней конечности [8]. 
При функциональной разгрузке конечности ЭМГ-активность m. soleus моментально 
угасает до нуля, возобновляясь сразу же после того, как конечность обретает опору [1, 
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2, 5, 9, 10]. Эта особенность камбаловидной мышцы объясняется спецификой выполня-
емой ею работы: одной из основных функций m. soleus является поддержание стабиль-
ности угла голеностопного сустава при статической позе животного и осуществление 
его тыльного разгибания при локомоции. Часто эта мышца полностью принимает на 
себя опорную нагрузку задней конечности, что предполагает ее длительную, почти 
непрерывную активность [11]. Фактически m. soleus активна не менее 11 ч в сутки, 
прерываясь только во время сна и  покоя животного [11]. Учитывая вышесказанное, 
вполне ожидаемо было бы наблюдать полное отсутствие ЭМГ-активности камбало-
видной мышцы при устранении опоры. Однако, как показали в 1987 г. Alford с соавт., 
ЭМГ-активность камбаловидной мышцы крысы отсутствует только в первые двое – 
трое суток антиортостатического вывешивания. Начиная с третьих суток вывешива-
ния, ЭМГ-активность появляется и  в  отсутствие опоры [1]. При этом интегральная 
ЭМГ-активность нарастает, достигая значений, характерных для нагруженной мыш-
цы к 14-м суткам вывешивания [1]. В дальнейшем этот эффект, получивший название 
спонтанной тонической активности, в том или ином виде воспроизводился в работах 
различных авторов [2, 5, 9, 10].

В  настоящем исследовании мы наблюдали аналогичный рост ЭМГ-активности 
камбаловидной мышцы на протяжении 14 суток антиортостатического вывешивания. 
К пятым суткам вывешивания электрическая активность мышцы возросла до 50% от 
контрольных значений; к двенадцатым суткам достигнув 90%. Важным, однако, являет-
ся вопрос о физиологической природе спонтанной тонической активности и лежащих 
в ее основе молекулярных механизмах. Схожесть сигнальных процессов, обуславлива-
ющих перестройку тонической мускулатуры при различных моделях функциональной 
разгрузки конечности, позволила нам обратить внимание на известный феномен воз-
никновения непроизвольных мышечных сокращений, приводящих к спастичности при 
спинальных травмах.

Как показали в 2010 г. на модели спинальной травматизации животных Boulenguez 
с соавт., причиной возникновения этой спастичности является снижение содержания 
в мотонейронах спинного мозга калий-хлоридного котранспортера КСС2 и его анта-
гониста NKCC1 [3]. Важной функцией КСС2, активно экспрессирующегося в зрелых 
мотонейронах, является установление необходимого для постсинаптического ингиби-
рования градиента хлорид-ионов посредством трансмембранного ионного транспорта 
[12]. Молекулы KCC2 и  NKCC1  транспортируют хлорид-ионы в  противоположных 
направлениях: KCC2 – из клетки, а NKCC1 – в клетку. Таким образом, баланс хлорид-
ионов на мембране нейрона находится в зависимости от относительных уровней экс-
прессии этих ионных котранспортеров. В неповрежденных зрелых мотонейронах экс-
прессия KCC2 выше экспрессии NKCC1, что приводит к повышению концентрации 
ионов Cl– с наружной стороны мембраны нейрона. Связывание ГАМК с рецепторами 
на поверхности мембраны открывает мембранные ионные каналы, в результате чего 
происходит приток ионов Cl– в  нейрон в  соответствии с  градиентом концентрации. 
Это вызывает гиперполяризацию мембраны, что и обуславливает тормозные эффекты 
ГАМК.

В поврежденных нейронах уровень экспрессии NKCC1 растет, а уровень экспрес-
сии KCC2 снижается. Более высокий уровень NKCC1 и более низкий уровень KCC2 
приводят к накоплению ионов Cl– с внутренней стороны мембраны. Открытие ионных 
каналов, вызванное связыванием ГАМК, таким образом, приводит к оттоку ионов Cl– 
из цитоплазмы (в соответствии с градиентом концентрации ионов Cl–) и деполяриза-
ции мембраны. В этом случае воздействие тормозных медиаторов на нейрон приводит 
не к торможению, а, напротив, к возникновению потенциала действия в мотонейро-
нах и последующему развитию мышечной спастичности. Такое снижение содержания 
KCC2 было обнаружено не только при повреждении спинного мозга выше поясничной 
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области [3], но и после аксотомии периферических нервов [13], то есть было связано 
с нарушением двигательной иннервации скелетных мышц.

Мы предположили, что аналогичный механизм лежит в основе феномена спонтанной 
тонической активности. Ранее нами было показано [5], что содержание КСС2 в мотоней-
ронах поясничного отдела спинного мозга на фоне развивающейся тонической актив-
ности камбаловидной мышцы снижается и что внутрибрюшинное введение активато-
ра КСС2 прохлорперазина приводит к устранению спонтанной тонической активности 
[3, 4, 14]. Полученные нами данные [5] полностью подтверждают вывод Akhter с соавт., 
что экспрессия KCC2 определяется нервно-мышечной активностью [13].

В  настоящем исследовании мы применили новый активатор KCC2 – CLP290, что 
позволило подтвердить связь спонтанной электрической активности камбаловидной 
мышцы при разгрузке со снижением экспрессии KCC2 в спинном мозге и исключить 
возможные артефакты. Мы обнаружили, что внутрибрюшинное введение альтернатив-
ного активатора КСС2 – CLP290 на фоне антиортостатического вывешивания, так же как 
и введение прохлорперазина, предотвращает снижение содержания KCC2 в поясничном 
отделе спинного мозга. В группе «чистого» 7-суточного вывешивания содержание КСС2 
в мотонейронах снизилось на 70% относительно контроля; при этом в группе, в которой 
вывешивание сочеталось с введением CLP290, содержание КСС2 за тот же период сни-
жалось до уровня 80% от контрольных значений (статистически незначимо). Спонтан-
ная электрическая активность камбаловидной мышцы при этом подавлялась введением 
CLP290, активирующего экспрессию KCC2. В группе «чистого» антиортостатического 
вывешивания интегральная ЭМГ-активность камбаловидной мышцы в течение 14 су-
ток возрастала до 90% от контрольной ЭМГ-активности, записанной до вывешивания; 
в  группе с введением CLP290 интегральная ЭМГ-активность за весь период вывеши-
вания не превышала 30% от контроля, статистически значимо отличаясь от «чистого» 
вывешивания, начиная с третьих суток, что соответствует аналогичному действию про-
хлорперазина [5]. Из этого следует, что ранее обнаруженное нами при действии про-
хлорперазина подавление спонтанной электрической активности мышцы обусловлено 
повышением содержания КСС2 в мотонейронах спинного мозга и не связано с прямым 
действием прохлорперазина на рецепторы камбаловидной мышцы.

Исходя из того, что наши данные были получены в модели разгрузки, характеризу-
ющейся глубоким снижением или полным устранением нервно-мышечной активности 
камбаловидной мышцы крысы на начальном этапе [1, 3, 9, 10], мы предполагаем, что 
экспрессия KCC2 поддерживается на определенном уровне до тех пор, пока мотоней-
роны получают сигналы из иннервируемой мышцы о нормальной активности. Ранее 
нами было показано, что внутрибрюшинное введение прохлорперазина статистически 
значимо предотвращало снижение ППС волокон «медленного» типа на фоне 7-суточ-
ного вывешивания. В настоящем эксперименте не обнаружено статистически значи-
мых отличий ППС волокон медленного типа в  группах антиортостатического выве-
шивания с введением и без введения CLP290. Из этого следует, что антиатрофический 
эффект внутрибрюшинного введения прохлорперазина, по-видимому, не имеет прямо-
го отношения к активации KCC2.

В  настоящем исследовании был получен ряд новых данных о  физиологических 
эффектах хронического введения CLP290, в частности, о влиянии препарата на спон-
танную тоническую активность и морфологические параметры камбаловидной мыш-
цы на фоне антиортостатического вывешивания. Полученные данные дополнили 
и уточнили представления о воздействии на камбаловидную мышцу сигнальных ме-
ханизмов, ассоциированных с балансом содержания ионных котранспортеров KCC2/
NKCC1 на мембранах мотонейронов. Сравнительный анализ новых и ранее получен-
ных данных позволил выявить изменения, связанные непосредственно с активацией 
KCC2, исключив эффекты, вызванные неспецифическим действием ранее использо-
вавшегося препарата. Главным образом было показано, что устранение спонтанной то-
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нической активности при введении прохлорперазина обусловлено именно изменением 
в KCC2-зависимом сигналинге и не связано с неспецифическим действием препарата; 
напротив, антиатрофическое действие прохлорперазина, по-видимому, вызвано пря-
мым действием препарата на мышцу.

Результаты настоящего исследования, таким образом, подтверждают наши пред-
ставления о влиянии КСС2 на спонтанную тоническую активность m. soleus при грави-
тационной разгрузке и позволяют высказать предположение о возможной зависимости 
экспрессии KCC2 в  мотонейронах поясничного отдела спинного мозга от функцио-
нальной активности камбаловидной мышцы.
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An Investigation of the Spontaneous Tonic Activity of the Rat Soleus Muscle Following  
Hindlimb Suspension, with a Focus on the Effects of Clp290, a Novel Activator  

of the Spinal Cord Potassium-Chloride Co-Transporter

V. E. Kalashnikova, *, K. V. Sergeevaa, O. V. Turtikovaa, S. A. Tyganova, T. M. Mirzoeva, 
and B. S. Shenkmana

aInstitute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: vitaliy.kalasxnikov@yandex.ru

The electromyographic activity of the soleus muscle is a reliable indicator of its functional 
status. Unloading of support causes an immediate cessation of electrical activity in the 
soleus muscle, which resumes upon restoration of the support load. Prolonged support 
unloading, however, results in the emergence of spontaneous electrical activity in the 
soleus muscle. Previous research has established a correlation between this activity and the 
presence of the potassium-chloride cotransporter (KCC2) on the membranes of spinal cord 
motor neurons. Additionally, it has been demonstrated that the introduction of the KCC2 
activator prochlorperazine can eliminate spontaneous muscle activity. This study aimed to 
investigate the impact of CLP290, an alternative KCC2 activator, on the spontaneous tonic 
activity of the rat soleus muscle. The results indicated that daily administration of CLP290 
to rats during a 14-day period of hindlimb suspension prevented the reduction in KCC2 
levels in the motor neurons of the lumbar spinal cord and the increase in spontaneous tonic 
activity in the soleus muscle. Notably, there were no significant differences in the cross-
sectional area of slow-type fibers between the antiorthostatic suspension groups with and 
without CLP290 administration.

Keywords: KCC2, prochlorperazine, CLP290, hindlimb suspension, spontaneous muscle 
activity
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Условия содержания и предшествующий жизненный опыт животных могут в раз-
личной степени влиять на области мозга, регулирующие важные нейронные и фи-
зиологические функции, такие как память, реакции на стресс и эмоциональное по-
ведение. Стрессоры низкой и средней интенсивности, возникающие в обогащенной 
окружающей среде и при проведении тренингов, способствуют развитию и поддер-
жанию когнитивных функций, в то время как воздействия чрезмерной силы и/или 
длительности приводят к дезадаптации и дистрессу, что негативно сказывается на 
функционировании нервной системы животных в целом и на когнитивных функциях 
в частности. Опираясь на эти факты, внешние физические воздействия «чрезмер-
ной интенсивности» можно использовать для формирования и изучения различных 
когнитивных нарушений. В  соответствии с  этим была выдвинута гипотеза о  вли-
янии схожего, но неизбегаемого воздействия аверсивных условий водной среды 
теста «форсированное плавание» на когнитивные способности животных в  тесте 
«избавление подныриванием». Впервые было оценено влияние стресса форсирован-
ного плавания (15 мин) на способность решения задачи теста «избавление подны-
риванием» и выработку навыка подныривания у крыс. Показано, что наличие опыта 
неизбегаемого плавания накануне теста «драматическим» образом сказывается на 
способности к решению задачи подныриванием, а негативные последствия сохраня-
ются даже по истечении 2 недель.
Использование процедуры форсированного плавания до выполнения теста «избав-
ление подныриванием» выглядит перспективным способом моделирования стресс-
индуцированных когнитивных нарушений. Стойкость эффекта неизбегаемого пла-
вания на скорость решения задачи «избавления подныриванием» (не менее 14 дней) 
открывает перспективу для оценки эффектов субхронического введения фармаколо-
гических средств с антидепрессивными и прокогнитивными свойствами.

Ключевые слова: когнитивные дисфункции, когнитивные способности, избавление 
подныриванием, экстраполяционное избавление, тест Порсолта, форсированное 
плавание, крыса
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ВВЕДЕНИЕ

Когнитивные способности и их адаптивные реакции в ответ на тот или иной стимул 
являют собой результат тесного взаимодействия внешних и внутренних факторов. По 
Крушинскому под когнитивными способностями принято понимать способность жи-
вотных улавливать закономерности явлений внешнего мира, связывающих предметы 
и  события окружающей среды, и  на основании этого выстраивать свое дальнейшее 
поведение [1]. На такие важные составляющие умственной деятельности у  живот-
ных, как обучение и запоминание, а также на эмоциональное и психическое состоя-
ние и благополучие влияет множество экзогенных и эндогенных факторов. Так, обога-
щение окружающей среды (предоставление «игрушек» – объектов для исследования, 
возможности социального взаимодействия и  добровольной физической активности) 
и наличие тренировок (выполнение новых задач и обучение) благотворно влияют на 
общее состояние животных и их когнитивные способности [2–4], вызывая каскад ней-
рохимических событий, приводящих к  пластическим изменениям в  головном мозге 
на анатомическом, биохимическом, электрофизиологическом и молекулярном уровнях 
[5]. На анатомическом и молекулярном уровнях при этом можно наблюдать такие ха-
рактерные структурные и функциональные изменения, как общее увеличение массы 
мозга [6–8], увеличение глубины коры больших полушарий (особенно затылочной ча-
сти) и количества глиальных клеток [9], увеличение размеров тел и ядер нейрональ-
ных клеток [10], размера синаптических контактных областей [11], увеличение числа 
дендритных шипиков на единицу длины базальных дендритов [12], увеличение на 25% 
и более протяженности и ветвления дендритов [12, 13] и увеличение количества си-
напсов на нейрон [14]. Эти эффекты предполагают существенное увеличение обра-
батывающей способности соответствующих областей коры больших полушарий [15]. 
Соответственно обедненная окружающая среда и низкий уровень внешних стимулов 
действуют противоположно на анатомию и биохимию мозга, поведенческие установки 
и когнитивные возможности индивидуумов [3, 6, 7, 9, 15–17]. Стресс же, в зависимости 
от его силы, продолжительности и контекста, способен оказывать различное влияние 
на когнитивные функции и формирование памяти. Краткосрочные эпизоды умеренной 
интенсивности способны вызывать острое симпатическое возбуждение, усиливающее 
утилизацию глюкозы в мозге и стимулирующее формирование памяти [18], в то вре-
мя как слишком сильные по степени воздействия либо чрезмерно продолжительные 
(хронически повторяющиеся) стимулы (стрессоры) могут привести к  дезадаптации 
организма и  дистрессу за счет высокого уровня циркулирующих в  крови глюкокор-
тикоидов, которые оказывают воздействие на структуру и функции префронтальной 
коры, миндалевидного тела [17] и гиппокампа [18] – то есть зоны, формирующие и мо-
дифицирующие процесс обучения и  запоминания. «Стрессовый» уровень кортизола 
(у людей) или кортикостерона (у крыс) снижает возбудимость гиппокампа, ингибирует 
поглощение им глюкозы, вызывает ретракцию дендритов в области CA3 (эффект, свя-
занный с  ухудшением эффективности процедуры пространственного обучения), что 
приводит к снижению эффективности работы данной структуры, изменяет плотность 
шипиков на апикальных дендритах в области CA1 гиппокампа в зависимости от пола. 
Слишком сильное и  продолжительное воздействие глюкокортикоидов на гиппокамп 
может иметь нейротоксические эффекты, в том числе необратимые [17, 18]. Также хро-
нический стресс вызывает ретракцию и  уменьшение объема префронтальной коры, 
нарушение синаптической пластичности в соединении гиппокамп – префронтальная 
кора [19], изменяет лобно-стриарные цепи, которые связаны со стратегиями принятия 
решений [20]. Эти изменения сопровождаются дефицитом рабочей памяти, поведенче-
ской гибкости и смещением установки внимания [19]. Однако стоит отметить и стиму-
лирующее влияние острого стресса на некоторые аспекты памяти, а именно усиление 
контекстуального обусловливания страха: улучшение способности животного запо-
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минать контекст, связанный со стрессовым стимулом, и стимулировать его научение 
в дальнейшем (также за счет вовлечения в процесс гиппокампа, миндалевидного тела 
и префронтальной коры) [17].

У людей наличие в анамнезе воздействия очень длительных, часто повторяющихся 
и/или слишком сильных стрессоров является провоцирующим фактором развития 
различных ментальных нарушений, таких как биполярное аффективное расстройство 
[24], посттравматическое стрессовое расстройство и депрессия [25], когнитивные де-
фициты пожилых [18]. У лабораторных животных воздействие как хронических, так 
и острых стрессоров также имеет тенденцию ухудшать воспроизведение пространст-
венных воспоминаний [21, 22].

Известным примером негативного воздействия стрессогенного фактора окружа-
ющей среды на организм, приводящим к развитию депрессивноподобного состояния 
у лабораторных животных, является так называемая модель «поведенческого отчая-
ния» – Behavioural despair test или forced swimming/swim test в модификации по Porsolt 
[27]. Это широко распространенный водный тест, разработанный еще в 1977 г., в ос-
нове которого лежит реакция грызуна на угрозу утопления. При стандартной схеме 
проведения он включает в себя 2 сессии: с экспозицией 15 мин в первый день и одну 
5-минутную во второй день. Как правило, на вторую сессию активность животных 
сильно снижается: они делают меньше попыток выбраться из цилиндра или исследо-
вать его, проводят большую часть времени в пассивном дрейфовании. Классической 
интерпретацией такого поведения является развитие депрессивноподобного состоя-
ния, что имеет свое фармакологическое подтверждение: крысы, получавшие антиде-
прессанты накануне теста, плавают активнее, чем контрольные животные, совершают 
больше попыток выбраться и активнее исследуют окружающую обстановку [28]. Дру-
гой распространенной интерпретацией снижения активности на вторую сессию явля-
ется формирование стратегии положительной поведенческой адаптации, позволяющей 
меньше утомляться и сохранить больше энергии и тепла: животное привыкает к вос-
производимым идентичным условиям теста и просто дожидается его окончания [29]. 
На сегодняшний день вопрос, является ли пассивная стратегия поведения крыс в тесте 
«Форсированное плавание» проявлением депрессивноподобного состояния, остается 
дискуссионным.

Другой, не столь известный, но также стрессогенный водный тест – тест «избавле-
ние подныриванием» (water escape test). Изначально его описал Henderson еще в 1970 г. 
[30] как один из методов оценки реакций страха и эмоционального статуса животных. 
В отличие от появившегося спустя 7 лет теста Порсолта, тест Хендерсона не получил 
широкого распространения, однако по прошествии времени этот метод в модифика-
ции Бондаренко [31] был признан отечественной экспериментальной фармакологией 
и внесен в «Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных 
средств» как тест «Экстраполяционное избавление» для выявления соединений с ней-
ролептической активностью [32] и изучения влияния фармакологического (антигипер-
тензивного) средства на психоэмоциональное состояние и когнитивную функцию [33]. 
В нашей работе мы будем использовать в качестве названия теста «избавление под-
ныриванием», поскольку придерживаемся мнения, что название не должно содержать 
элементы интерпретации результатов, а лишь кратко описывать объективно соверша-
емое действие.

Цель исследования – оценить значимость предшествующего негативного опыта 
неизбегаемого плавания на решение задачи теста «избавление подныриванием». Для 
достижения цели были поставлены следующие задачи: 1) сравнить поведение интакт-
ных крыс в тесте «избавление подныриванием» с поведением крыс, имеющих опыт 
форсированного плавания; 2) определить максимальную длительность интервала меж-
ду тестами, при которой сохраняется значимое влияние форсированного плавания на 
выполнение задачи теста «избавление подныриванием».
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на половозрелых (3–4 месяца) самцах крыс стока Wistar 
массой 345 ± 5  г (n  = 50) из локальной колонии отдела психофармакологии Инсти-
тута фармакологии им. А. В. Вальдмана, берущей свое начало от животных питомни-
ка «Рапполово» (Санкт-Петербург, Россия). Крыс содержали группами по 3–5 особей 
в прозрачных полисульфоновых клетках TIV (Tecniplast, Италия) со свободным досту-
пом к полнорационному комбикорму (OOO «Лабораторкорм», Россия) и фильтрован-
ной («Аквафор», Россия) водопроводной воде. В помещении для содержания живот-
ных поддерживали световой цикл (12 ч свет/12 ч темнота, включение света в 9:00 ч), 
температуру (20–24 °C) и относительную влажность воздуха (50 ± 20%). В качестве 
подстилочного материала использовали гранулы фракции 4–6 мм, изготовленные из 
стержневой части початков кукурузы (ООО «ЗКК « Золотой початок», Россия). Осно-
вания клеток, подстилочный материал и бутылочки с водой меняли 2 раза в неделю.

Для оценки влияния опыта форсированного плавания на выполнение теста «избав-
ление подныриванием» использовали 6 независимых групп крыс (табл. 1).

Таблица 1. Экспериментальные группы

Название группы Обозначение Интервал между 
процедурой и тестом (дни)

Количество 
животных (n)

Контрольная 
группа GС – 12

Группа 1 G1 1 7

Группа 3 G3 3 8

Группа 5 G5 5 8

Группа 7 G7 7 7

Группа 14 G14 14 8

Процедуру «Форсированное плавание» выполняли в течение 15 мин для получения 
крысами опыта неизбегаемого плавания. Использовали четыре цилиндра, изготовлен-
ных из органического стекла (d = 20 см; h = 45 см), заполненных водой (24.0 ± 0.5 °C) 
до глубины 30 см (рис. 1а) и отделенных друг от друга непрозрачными перегородками. 
После процедуры крыс аккуратно вынимали из цилиндра, вытирали индивидуальным 
полотенцем во избежание пагубного влияния гипотермии на состояние животных [40] 
и помещали в клетку с чистым подстилом и бумажными салфетками. После каждо-
го животного для устранения ольфакторных «сигналов тревоги» [34] мыли цилиндры 
и заполняли их свежей водой.

Тест «Избавление подныриванием» при повторных выполнениях позволяет про-
анализировать индивидуальные различия стиля решения задачи, скорость научения 
и оценить сохранность навыка у крыс. В работе использовали собственную модифи-
кацию экспериментальной установки, которая в отличие от коммерческого варианта 
(ООО «НПК Открытая наука»), существовавшего на момент выполнения исследова-
ния, была дополнена вертикальной лестницей, позволяющей крысе самостоятельно 
выбраться из «большого» бассейна на прозрачную крышку (табл. 2, рис. 1b), исключая 
таким образом не учитываемый в  эксперименте стресс от захвата животного в воде 
рукой экспериментатора.
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Таблица 2. Параметры установки для выполнения теста «Избавление подныриванием», 
созданной в отделе психофармакологии Института фармакологии им. А. В. Вальдмана

Емкость резервуара для воды H = 38.5 см; ∅ = 35 см​​

Заполнение водой H = 20 см; Т = 24.0 ± 0.5 °C

Размер центрального цилиндра  
и глубина его погружения 

Н = 22.5 см; ∅ = 10 см; 2.5 см 

Приспособление для выхода Металлическая лестница – 11.5 см х 38.5 см

Место выхода Отверстие в прозрачной крышке основного 
резервуара – ∅ = 7 см

Рис.  1. Схемы экспериментальных установок для выполнения процедуры «форсированное плавание» (a) 
и теста «избавление подныриванием» (b).

Крысу помещали в  центральную трубку установки ногами вниз, и  ее поведение 
записывали на видеокамеру в течение 3 мин или до появления животного на крышке 
установки. Поведение оценивали в 3 последовательных (с интервалом в 15 мин) экс-
периментальных сессиях, подсчитывая после каждой сессии количество оставленных 
животным фекальных болюсов. Замену воды производили после каждой крысы во из-
бежание воздействия ольфакторных сигналов тревоги, оставленных сородичами [34]. 
Далее по видеозаписям проводили регистрацию поведения с  помощью программы 
Ethograph (версия 2.07, РИТЕК, Санкт-Петербург, Россия) и в качестве основного по-
казателя вычисляли латентные периоды (ЛП) подныривания под стенку центрального 
цилиндра.
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Графическое представление данных и их статистический анализ выполнены с ис-
пользованием пакета программ SigmaPlot (версия 12.5, Systat Software Inc., США). 
Для сравнения ЛП наступления оцениваемой реакции (подныривания) использовали 
анализ выживаемости Каплана – Майера, позволяющий принимать во внимание цен-
зурированные данные [35], то есть учитывать показатели животных, поведенческая 
реакция которых не происходила до окончания теста. Данные по количеству фекаль-
ных болюсов, оставленных животными в экспериментальной установке, проверяли на 
нормальность распределения (тест Шапиро – Уилка) и равенство дисперсий. Далее их 
ранжировали и выполняли однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). Разли-
чия считали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Решение задачи теста «Избавление подныриванием»
Анализ выживаемости Каплана – Майера показал, что при первой посадке в уста-

новку (решение задачи избавления от аверсивных условий) распределение ЛП подны-
ривания у интактных животных (GC) значимо отличалось от такового во всех группах 
(Log-Rank test – 47.93; df = 5; p < 0.001). Все контрольные животные успешно решили 
задачу теста в течение первой минуты, тогда как 90% крыс, получивших накануне про-
цедуру форсированного плавания (G1), так и не смогли ее решить до окончания теста. 
Скорость решения в  остальных экспериментальных группах была несколько выше, 
чем в G1, однако сохранялись значимые отличия от аналогичного показателя контроль-
ной группы (рис. 2а). Выполненный на рангах однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) выявил значимое влияние фактора «группа животных» на количество остав-
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Рис. 2. Скорость решения задачи теста «избавление подныриванием» через разные временные интервалы после 
стрессирования форсированным плаванием (а) и количество оставленных животными фекальных болюсов (b).
(a) распределение длительности латентных периодов подныривания представлено в  виде кривых Каплана – 
Майера. Максимальная длительность теста – 3 мин. * p < 0.05 значимые отличия от контрольной группы по 
тесту Holm – Sidak.
(b) данные представлены в виде диаграмм размаха: нижняя и верхняя границы «ящиков» соответствуют 25-му 
и 75-му процентилю, пересекающие их линии отражают медиану (сплошная линия) и среднее значение (пун-
ктирная линия), а «усы» – 10-й и 90-й процентили. Результаты измерений, выделяющиеся из общей выборки 
(выбросы), изображены в виде точек за пределами «усов» диаграммы.
Экспериментальные группы: GC – контроль (интактные) и имеющие предшествующий тесту «избавление под-
ныриванием» опыт форсированного плавания за 1 сутки – G1; 3 суток – G3; 5 суток – G5; 7 суток – G7; 14 суток – 
G14. n = 7–12.
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ленных в экспериментальной установке фекальных болюсов (F(5,44) = 2.53; p = 0.042), 
однако межгрупповые различия не достигали уровня значимости (рис. 2b). Количество 
болюсов обычно считают показателем эмоционального состояния животных (тревож-
ности), однако в случае, когда время пребывания животных в установке различается, 
такое утверждение не представляется абсолютно корректным.

Формирование навыка подныривания
Формирование навыка подныривания оценивали по результатам 2-й и 3-й экспери-

ментальных сессий. У интактных крыс (GC) изменение длительности ЛП подныри-
вания от сессии к сессии не достигло уровня значимости (Log-Rank test – 5.19; df = 2; 
p = 0.075; рис. 3а). Однако в данной группе более половины животных (7 из 12) изна-
чально имели ЛП менее 15 с, при этом во вторую посадку 2 крысы из данной группы 
так и не поднырнули под стенку центрального цилиндра.

Рис. 3. Формирование навыка подныривания у интактных крыс (a) и имеющих опыт форсированного пла-
вания: за 1 (b), 3 (c), 5 (d), 7 (e) и 14 (f) суток до выполнения теста. Распределение длительности латентных 
периодов подныривания представлено в виде кривых Каплана – Майера. Максимальная длительность те-
ста – 3 мин. n = 7–12.
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Крысы, имеющие опыт 15-минутного форсированного плавания за 1–14 суток 
до теста «избавление подныриванием», имели значимо более длительный базовый 
(1  посадка) ЛП подныривания, чем контрольные животные, относительно которого 
сокращение показателя могло быть более выраженным. Однако значимость фактора 
«посадка» была выявлена лишь в G5 (рис. 3d; Log-Rank test – 6.08; df = 2; p < 0.05), 
при этом статистически значимых различий между посадками обнаружено не было. 
В остальных группах (рис. 3b – c, f) анализ выживаемости Каплана – Майера не пока-
зал различий ЛП подныривания при оценке формирования навыка (Log-Rank test для 
G1 – 3.487; df = 2; p = 0.18; для G3 – 4.24; df = 2; p = 0.12; для G7 – 2.61; df = 2; p = 0.27; 
для G14 – 2.83; df = 2; p = 0.24).

При сравнении ЛП подныривания при 3-й посадке животных в установку было вы-
явлено влияние фактора «группа» (Log-Rank test – 21.20; df = 5; p < 0.001), однако от 
показателей контроля значимо отличалась только G14.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Согласно данным литературы, получаемый от стандартной процедуры «форсиро-
ванного плавания» стресс не меняет поведение животных кардинальным образом: он 
недостаточно жесткий, чтобы повлиять на предпочтение крысами раствора сахарина 
(«экспериментальный» критерий ангедонии – одного из основных клинических сим-
птомов депрессии), не изменяет поведение гнездостроения и  не влияет на подвиж-
ность в  тесте «Открытое поле» [39]. Научная ассоциация лабораторных животных 
(Research UA), Физиологическое общество, Британская ассоциация психофармаколо-
гии (Psychopharmacology BAf) и ассоциация специалистов по лабораторным животным 
(LASA) классифицирует степень тяжести данного теста как «умеренную» [40]. Основ-
ным наблюдаемым негативным эффектом у животных является гипотермия, степень 
выраженности которой зависит от температуры воды [40]. Между тем известно, что 
через 20 мин после форсированного плавания (в зависимости от условий – температу-
ры воды, глубины заполнения, уровня освещенности, фазы светового цикла [41, 42]) 
в сыворотке крови крыс значительно (до 437% от базального показателя [42]) повыша-
ется уровень кортикостерона – основного гормона стресса, который в высоких концен-
трациях может негативно влиять на формирование долговременной памяти [18].

Результаты выполненного исследования свидетельствуют о том, что стрессирую-
щее воздействие форсированного плавания (15 мин) негативно сказывается на реше-
нии задачи теста «избавление подныриванием» и в меньшей степени на формировании 
у крыс навыка подныривания. Наличие аверсивного опыта принудительного плавания 
не только уменьшает склонность животных к проактивному стилю преодоления труд-
ностей [36], отражающегося увеличением иммобильности во второй и последующих 
посадках в аналогичных условиях [37], но и снижает когнитивную гибкость животных, 
зависящую от функционирования префронтальной коры мозга. У крыс уменьшается 
способность выстраивать эффективную стратегию поведения в конкретной ситуации 
(экстраполировать). При этом значимое влияние опыта форсированного плавания на 
способность крыс решать задачу теста «избавления подныриванием» сохраняется как 
минимум в течение 2 недель.

При оценке обучения у крыс опытных групп G1 – G14 не было обнаружено значи-
мых изменений ЛП подныривания от посадки к посадке за исключением группы G5. 
Формирование навыка, оцениваемого по сокращению ЛП подныривания, у животных 
контрольной группы также не было выявлено, что скорее всего связано с весьма ко-
ротким ЛП уже при первой посадке. Зафиксировать обучение животных, изначально 
решающих задачу теста практически на пределе физических возможностей, весьма 
проблематично. Отсутствие изменений скорости решения задачи в  эксперименталь-
ных группах (кроме группы G5) с очень длительным базовым ЛП подныривания, на 
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наш взгляд, свидетельствует о замедлении обучения животных, ранее прошедших про-
цедуру форсированного плавания. Стоит также отметить, что все интактные крысы вы-
полняли задачу теста при первой посадке, однако далее обучение навыку у 6 животных 
в группе GC пошло через «ухудшение», при этом 2 крысы так и не поднырнули в тече-
ние отведенных 3 мин. Такой стиль обучения описан для лабораторных грызунов [38]. 
Можно предположить, что животное, попадая в уже знакомую обстановку, испытает 
меньше страха, и у него появляется исследовательская активность, которая при третьей 
посадке уже угасает. Паттерн формирования навыка подныривания через «ухудшение» 
(с увеличением длительности ЛП подныривания во 2-ю посадку) упоминается также 
у Бондаренко, которая считает, что увеличение ЛП во вторую посадку происходит из-за 
формирования неспецифической сенситизации к аверсивным факторам среды: увели-
чение уровня возбуждения при повторной посадке (по закону Йеркса – Додсона) не-
гативно отражается на способности животного к решению поставленной задачи теста 
[38]. У животных из групп G1 – G14 не было обнаружено обучения через «ухудшение», 
что, возможно, связано с наличием у них опыта неизбегаемого пребывания в аналогич-
ных аверсивных условиях водной среды.

Негативное влияние на решение поставленной задачи, скорее всего, дополнитель-
но усиливается схожими контекстуальными условиями (водной средой, температурой 
воды и ограниченностью пространства), в результате чего повышается уровень эмо-
циональных переживаний, который отрицательно воздействует на решение задачи. 
Индексом эмоциональности традиционно считается количество оставленных живот-
ными при выполнении тестов фекальных болюсов. Выявленная значимость эффекта 
на данный показатель длительности интервала между форсированным плаванием и те-
стом «избавление подныриванием» может свидетельствовать о более высоком уровне 
тревожности у стрессированных самцов крыс, однако нельзя исключать факт влияния 
более длительного пребывания в водном резервуаре животных, не способных решить 
задачу теста.

Мы полагаем, что снижение способности к  решению задачи теста «избавление 
подныриванием» при сочетании его с процедурой «форсированного плавания» может 
являться маркером когнитивных нарушений и послужить основой для разработки но-
вых моделей стресс-индуцированных когнитивных дисфункций. Стойкость эффекта 
воздействия (не менее 14 дней) открывает перспективу для субхронического введения 
фармакологических средств с  антидепрессивными и  прокогнитивными свойствами. 
Стоит отметить, что в случае оценки эффектов соединений, влияющих на формиро-
вание памяти, могут быть получены ложнопозитивные результаты точно так же, как 
и при использовании 2-дневной парадигмы теста «форсированное плавание». С уче-
том технических характеристик обоих методов (относительная быстрота и простота 
исполнения) данное сочетание может стать экспресс-методом для продуктивного скри-
нинга лекарственных средств.
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Effect of Forced Swimming on the Performance of the "Water Escape Test”

M. A. Tura, *, and I. V. Belozertsevaa

aFirst St. Petersburg Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russia
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Housing conditions and prior life experiences can influence, to varying degrees, animal 
behavior, brain regions that regulate important neural and physiological functions such 
as memory, stress responses, and emotional behavior. Stressors of low to moderate 
intensity, occurring in enriched environments and training, promote the development 
and maintenance of cognitive functions, whereas exposures of excessive severity and/
or duration lead to maladaptation and distress, with negative effects on animal nervous 
system functioning in general and cognitive functions in particular. Based on these facts, 
external physical effects of “excessive intensity” can be used for the formation and 
study of various cognitive disorders. Accordingly, it was hypothesized that a similar but 
unavoidable exposure to the aversive conditions of the aquatic environment of the “forced 
swim” would affect the cognitive ability of animals in the “water escape” test. For the first 
time the effect of forced swimming stress (15 min) on the ability to solve the task of the 
“water escape” test and the development of the diving skill was evaluated. It was shown 
that the experience of forced swimming on the eve of the test has a “dramatic” effect on 
the ability to solve the task of diving, and the negative effects persist even after 2 weeks.
The use of the forced swim procedure before performing the “water escape” test looks 
like a promising way to model stress-induced cognitive dysfunctions. The persistence 
of the effect of forced swimming on the “water escape” test task completion (at  least 
14 days) opens the prospect for evaluating the effects of subchronic administration of 
pharmacological agents with antidepressant and procognitive properties.

Keywords: cognitive dysfunction, cognitive ability, water escape test, extrapolative escape, 
Porsolt test, forced swim test, rats
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В работе исследовали экспрессию маркеров апоптоза, аутофагии и некроптоза в клет-
ках гиппокампа крыс после длительного потребления избыточных доз F- на уровне 
транскрипции и трансляции. Самцы крыс Wistar были разделены на 4 группы, по-
лучавшие 0.4 (контроль), 5, 20 и 50 мг/л F- (в виде NaF) в течение 12 месяцев. Из-
менения содержания эффекторов митохондриального (Bcl‑2, Bax, каспазы‑9, каспа-
зы‑3) и рецепторного (каспазы‑8, Fas) путей апоптоза, посредников (Ulk‑1, Beclin‑1) 
и модуляторов (AMPK, Akt, mTOR) аутофагии, а также некроптоза (RIP и MLKL) 
в клетках оценивали методом иммуноблоттинга, экспрессию генов (Bcl2, Bax, Casp3, 
Ulk1, Beclin1, Prkaa1, Akt и mTor) – методом ПЦР в реальном времени. В гиппокам-
пе животных, подвергавшихся действию F-, снижалось соотношение экспрессии 
генов Bcl2/Bax и белков Bcl‑2/Bax, активировались каспаза‑9 и каспаза‑3, однако 
уровень каспазы‑8 и мембранного рецептора Fas оставался стабильным. Длительное 
потребление F- не оказало влияния на содержание инициаторного белка аутофагии 
Ulk‑1 и протеинкиназ AMPK, Akt и mTOR, но привело к ингибированию ключево-
го посредника аутофагии Beclin‑1. Уровни экспрессии эффекторов некроптоза RIP 
и MLKL также не изменялись в клетках гиппокампа крыс, получавших избыток F-. 
Таким образом, длительное воздействие F- сопровождалось активацией апоптоза, 
преимущественно по митохондриальному пути, на фоне подавления аутофагии.

Ключевые слова: крыса, гиппокамп, ионы фтора, апоптоз, аутофагия, некроптоз
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ВВЕДЕНИЕ

Соединения фтора (F) очень широко распространены в окружающей среде вслед-
ствие выброса в атмосферу и воду из природных и антропогенных источников [1, 2]. 
В регионах, где концентрация F- в воде, доступной для повседневного использования 
населением, превышает предельно допустимый уровень (1.5 мг/л), проживают около 
300 миллионов человек. Такие регионы есть и на территории России [3]. За исключе-
нием чая и морской рыбы, содержание F- в пищевых продуктах незначительно, поэто-
му основным путем его поступления в организм человека и животных является вода 
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[2, 4, 5]. В развитых странах большой вклад в потребление F- человеком вносит его 
намеренное добавление в питьевую воду, молоко, соль, а также стоматологическую 
продукцию и препараты для лечения остеопороза [1, 4, 6]. Случаи хронических или 
острых отравлений F- регистрируются на промышленных предприятиях по производ-
ству металлов, топлива и удобрений, на сельскохозяйственных предприятиях, интен-
сивно применяющих пестициды и фосфатные удобрения, при использовании угля для 
отопления и чистящих средств в быту. В результате поступление F- в организм может 
быть бесконтрольным и приводить к развитию флюороза – дегенеративного заболева-
ния зубной и костной тканей [4, 7].

Однако в последние десятилетия появилось достаточно много работ о негативном 
влиянии F- на другие системы организма, в том числе о патологических изменениях 
в ЦНС. Обладая способностью проникать через гематоэнцефалический барьер, F- на-
капливается в различных отделах мозга и провоцирует множество неврологических 
и когнитивных расстройств [8–10]. Клинические обследования населения, прожива-
ющего в районах эндемического флюороза, выявили изменения локомоторной актив-
ности, ухудшение памяти и интеллектуальных способностей у взрослых, нарушение 
формирования памяти, дефицит абстрактного мышления и снижение среднего уровня 
IQ у детей. В тканях мозга экспериментальных животных, подверженных воздейст-
вию F-, были описаны многочисленные патологические процессы, в частности, нару-
шение синаптической передачи вследствие изменения синтеза нейротрансмиттеров, 
активности синаптических белков и молекул внутриклеточных сигнальных каскадов, 
участвующих в процессах формирования памяти, экспрессии транскрипционных 
и нейротрофических факторов, необходимых для поддержания жизнеспособности 
и функционирования нейронов, и повреждения структурных компонентов цитоскеле-
та [8–10]. Все это ставит под сомнение необходимость широкого применения фтора 
для профилактики заболеваний зубов и показывает необходимость пересмотра его пре-
дельно допустимых доз.

В наших предыдущих работах в гиппокампе крыс, потреблявших избыточные дозы 
F- в течение длительного времени, были выявлены снижение когнитивных способно-
стей, активация Са2+-зависимых сигнальных молекул, патоморфологические измене-
ния и снижение численной плотности нейронов [11, 12]. Процессы гибели нейронов 
строго регулируются сложной сетью сигнальных путей, активирующихся в ответ на 
множество стрессовых стимулов и включающих изменения экспрессии генов и ак-
тивности цитоплазматических белков-посредников [13, 14]. Ранее было описано, что 
патологические изменения, наблюдающиеся в тканях мозга при различных нейроде-
генеративных заболеваниях, запускают несколько разных механизмов гибели клеток, 
включая апоптоз, аутофагию и некроптоз [14–17]. Какой путь гибели будет активиро-
ваться в данных конкретных условиях, зависит от типа и интенсивности стрессово-
го воздействия и соотношения активности внутриклеточных посредников различных 
сигнальных каскадов. Поэтому в данном исследовании были проанализированы из-
менения экспрессии инициаторов и эффекторов различных путей гибели клеток: ми-
тохондриального (Bax, Bcl‑2, каспазы‑9, каспазы‑3) и рецепторного (каспазы‑8, Fas) 
путей апоптоза, аутофагии (AMPK, Akt, mTOR, Ulk‑1, Beclin‑1) и некроптоза (MLKL, 
RIP) в клетках гиппокампа крыс после длительного потребления F-.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные. Для работы использовали 40 самцов крыс Wistar, 
полученных из вивария Института эволюционной физиологии и биохимии им. 
И.М. Сеченова РАН. Животные содержались в стандартных условиях с температурой 
воздуха 22–25 °C и циклом освещение/темнота 12 ч/12 ч, получая корм из натуральных 
ингредиентов с низким содержанием F- и воду ad libitum.
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В 6-недельном возрасте крысы были произвольно разделены на 4 группы по 10 осо-
бей в каждой. Животные из контрольной группы получали обычную воду с фоновым 
содержанием 0.2–0.4 мг F-/л. Крысам из других групп добавляли в воду 5 мг F-/л (11.05 
мг NaF/л воды), 20 мг F-/л (44.2 мг NaF/л) и 50 мг F-/л (110.5 мг NaF/л). Длительность 
эксперимента составила 12 месяцев. Дозы NaF, выбранные для работы, позволили по-
лучить такие уровни F- в плазме крови крыс [18], которые сопоставимы с концентраци-
ями F- в плазме крови людей, потребляющих воду с содержанием F- в диапазоне опти-
мальной и предельно допустимой концентраций (5 мг/л) или проживающих в регионах 
эндемического флюороза (20 и 50 мг/л) [19], учитывая более высокую (в среднем в 5 
раз) скорость выведения F- из организма крыс.

Крыс выводили из эксперимента рассечением брюшной аорты после внутрибрю-
шинной анестезии Золетилом‑100 (100 мг/кг массы тела). Мозг разрезали по продоль-
ной щели больших полушарий, из каждой части извлекали гиппокамп и сразу же за-
мораживали его на сухом льду. Правый гиппокамп использовали для ПЦР анализа, 
левый – для иммуноблоттинга. До анализа пробы хранили при –80 °С.

ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией. Для выделения суммарной 
РНК из гиппокампа 0.5 мг ткани гомогенизировали с 1 мл реагента ExtractRNA (Ев-
роген, Россия). Гомогенаты центрифугировали при 4 °C и 12000 g в течение 10 мин, 
супернатант смешивали с хлороформом (0.2 мл на 1 мл раствора ExtractRNA), смесь 
инкубировали в течение 5–6 мин при комнатной температуре и центрифугировали при 
4 °C и 12000 g в течение 15 мин. К водной фазе, содержащей РНК, добавляли изопро-
панол (0.5 мл на 1 мл раствора ExtractRNA), инкубировали 10 мин при комнатной тем-
пературе и центрифугировали при 4 °C и 12000 g в течение 10 мин. Осадок промывали 
75 %-ным этиловым спиртом, перерастворяли в dH2O и хранили при –80 °C. Общее 
содержание РНК в пробах (260 нм) и чистоту (260/280 нм) оценивали с помощью спек-
трофотометра NanoPhotometer–N50 (IMPLEN, Германия). Коэффициент поглощения 
при 260/280 нм превышал 1.8 во всех образцах, что указывало на их высокую чистоту.

Для синтеза кДНК путем обратной транскрипции 1 мкг РНК смешивали с 1 мкл 
смеси случайных декануклеотидных праймеров (Random(dN)10-primer), инкубирова-
ли 2 мин при 75 °C и останавливали реакцию на льду. К смеси добавляли 4 мкл Storage 
Buffer 5х (Евроген, Россия), 2 мкл смеси дезоксинуклеотидов (dNTP), 2 мкл дитиотре-
итола (DTT), 2 мкл деионизированной воды (dH2O) и 1 мкл MMLV ревертазы из набора 
MMLV RT (Евроген, Россия). Смесь инкубировали в течение 5 мин при 25 °C, 60 мин 
при 42 °C и 5 мин при 70 °C. Полученную кДНК разбавляли в 10 раз dH2O и хранили 
при –20 °C.

Реакции ПЦР проводили на термоциклере C1000 Touch с блоком обнаружения 
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, США). Реакционная смесь общим объемом 25 
мкл содержала 17 мкл dH2O, 5 мкл qPCRmix-HS SYBR Master Mix (Евроген, Россия), 
по 1 мкл прямого и обратного праймеров (10 нМ) и 1 мкл раствора исследуемого образ-
ца кДНК. Программа амплификации состояла из начальной денатурации при 95 °C (5 
мин) и 45 циклов амплификации, каждый из которых включал этап денатурации при 95 
°C (5 с), этап отжига при 57–63 °C (10–50 с) и этап элонгации при 72 °C (30 с).

Результаты ПЦР анализировали с помощью программного обеспечения CFX 
Manager. Специфичность амплификации определяли по количеству пиков кривых 
плавления. Для этого ампликоны подвергали термической денатурации, включающей 
инкубацию при 65 °C (5 с) и медленное нагревание до 95 °C, после чего измеряли флу-
оресценцию. Все реакции проводили в трех повторах. Все гены также анализировали 
без ДНК-матрицы.

Последовательности использованных праймеров (синтезированных компанией 
«Евроген», Россия) представлены в табл. 1. Для анализа были отобраны пары прай-
меров, имеющие эффективность амплификации, близкую к идеальному значению 2, 
и коэффициент корреляции 0.98 или выше. Температура плавления была оптимизи-
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рована с помощью программы Primer Blast tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/). Содержание GC составляло 40–60 %, размер продукта был ограничен 
70–250 парами оснований. Эффективность амплификации рассчитывали по формуле 
E = 10(1/ α), где α – угол наклона стандартной кривой.

Относительную экспрессию целевых генов оценивали методом 2-ΔΔCT. В качестве 
референсных генов были выбраны Ppia и Eef1a1, для валидации использовали про-
грамму RefFinder, как описано ранее [20].

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для ПЦР 
в реальном времени

Ген Номер NCBI Последовательность праймеров

Bcl2 NM_016993.2
Прямой: GGTGAACTGGGGGAGGATTG
Обратный: GCATGCTGGGGCCATATAGT

Bax NM_017059.2
Прямой: TCCACCAAGAAGCTGAGCGAG
Обратный: GTCCAGCCCATGATGGTTCT

Casp3 NM_012922.2
Прямой: AACGGACCTGTGGACCTGAA

Обратный: TCAATACCGCAGTCCAGCTCT

Becn1 NM_001034117.1
Прямой: AGCACGCCATGTATAGCAAAGA

Обратный: GGAAGAGGGAAAGGACAGCAT

Prkaa1 NM_019142.2
Прямой: AAACCCACAGAAATCCAAACAC
Обратный: CCTTCCATTCATAGTCCAACTG

Akt1 NM_033230.3
Прямой: CTCATTCCAGACCCACGAC
Обратный: ACAGCCCGAAGTCCGTTA

Mtor NM_019906.2
Прямой: AGAACCTGGCTCAAGTACGC

Обратный: AGGATGGTCAAGTTGCCGAG

Eef1a1 NM_175838.1
Прямой: CTCCACTTGGTCGTTTTGCTG

Обратный: GCAGACTTGGTGACTTTGCC

Ppia NM_017101.1
Прямой: AGGATTCATGTGCCAGGGTG

Обратный: CTCAGTCTTGGCAGTGCAGA 

Иммуноблоттинг
Гиппокампы гомогенизировали в буфере, содержащем 150 мМ NaCl, 50 мМ Tris/

HCl (pH 7.6), Triton X‑100 (0.1 %), ингибиторы протеаз (P8340, Sigma-Aldrich, США) 
и фосфатаз (1 мМ Na3VO4 2 H2O и 1 мМ Na2-EDTA). Гомогенаты центрифугировали 
при 1000 g в течение 15 мин для удаления неразрушенных клеток, аликвоты супер-
натантов отбирали для дальнейшей работы, а оставшуюся часть центрифугировали 
при 11000 g в течение 15 мин. Полученные супернатанты замораживали при –80 °С до 
анализа. Общее содержание белка в пробах оценивали методом Лоури.

Полученные пробы гомогенатов гиппокампа смешивали с буфером Лэммли и на-
гревали при 90 °С в течение 10 мин для денатурации белков. Методом SDS-PAGE элек-
трофореза белки в пробах разделяли по молекулярной массе, используя гели с 7.5, 10 % 
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или 12 % акриламида. После разделения белки переносили из гелей на нитроцеллю-
лозные мембраны (GE Health Care/Life Sciences, Великобритания), неспецифическое 
связывание которых в течение часа блокировали 5 %-ным раствором обезжиренного 
молока в буфере TТBS (150 мМ NaCl, 20 мМ Tris-HCl, 0.1 % Tween‑20). Затем мембра-
ны инкубировали в течение ночи с первичными антителами к тестируемым белкам. 
В работе использовали кроличьи антитела производства Cell Signaling (США) – Bcl‑2 
(D17C4) (1: 500, #3498), Bax (1: 500, #2772), Cleaved Caspase‑9 (Asp353) (1: 200, #9507), 
Caspase‑3 (D3R6Y) (1: 500, #14220), Cleaved caspase‑3 (Asp175) (5A1E) (1: 200, #9664), 
Caspase‑8 (D35G2) (1: 500, #4790), Ulk‑1 (D8H5) (1: 500, #8054), Beclin‑1 (D40C5) (1: 
500, #3495), Phospho-Beclin‑1 (Ser30) (E1C4X) (1: 200, #35955), AMPKα (D5A2) (1: 500, 
#5831), Akt (pan) (C67E7) (1: 500, #4691), RIP (D94C12) (1: 750, #3493), MLKL (D2I6N) 
(1: 750, #14993); BioVision (США) – Fas (1: 1000, #3070R) и Sigma-Aldrich (США) – 
mTOR (1: 500, # SAB4501038), а также мышиные антитела Cell Signaling к Caspase‑9 
(C9) (1: 1000, #9508) и Cleaved Caspase‑8 (Asp384) (11G10) (1: 200, #9748). В качестве 
вторичных использовали анти-кроличьи антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена (1: 1000, GE Health Care/Life Sciences, Великобритания). Иммунопозитивный 
сигнал визуализировали с помощью набора хемилюминесцентных растворов ECL 
(GE Health Care/Life Sciences, Великобритания), используя рентгеновскую пленку 
и проявочные растворы фирмы CEA (Швеция). Для нормализации экспрессии изуча-
емых белков мембраны инкубировали с первичными антителами мыши или кролика 
к GAPDH (1: 1000, sc‑32233, sc‑166545, sc‑25778) производства Santa Cruz Biotech-
nology (США). Денситометрический анализ экспрессии белков проводили с помощью 
программы ImageJ program (NIH, США).

Результаты экспериментов анализировали в программе GraphPad Prism 8.1 (San 
Diego, CA, США), нормальность распределения оценивали с помощью критерия Sha-
piro-Wilk, для проверки выборок на выбросы использовали критерий ROUT (α = 0.05). 
Статистически значимые различия определяли с помощью алгоритмов ANOVA и апо-
стериорного теста Dunnet’s. Различия считались достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия посредников митохондриального и рецепторного путей апоптоза 
в клетках гиппокампа крыс 

Для анализа влияния избыточного потребления F- на экспрессию посредников ми-
тохондриального каскада апоптоза были выбраны белки семейства Bcl‑2 (Bcl‑2 и Bax), 
инициаторная каспаза‑9 и эффекторная каспаза‑3.

Уровень мРНК гена Bcl2, кодирующего антиапоптотический белок Bcl‑2, в клетках 
гиппокампа крыс, получавших F-, не изменялся по сравнению с таковым у животных, 
получавших воду с нормальным содержанием F-. Экспрессия гена Bax, кодирующего 
проапоптотический белок Bax, напротив, статистически значимо увеличивалась в гип-
покампе животных из всех групп, подверженных действию F- (рис. 1a). Содержание 
белка Bcl‑2 снижалось по сравнению с контролем в клетках гиппокампа животных, 
потреблявших 20 и 50 мг/л F-. Наоборот, уровень экспрессии белка Bax увеличивался 
в гиппокампе крыс, получавших все три дозы F- (рис. 1b, c). Такие изменения привели 
к снижению соотношения между экспрессией антиапоптотического и проапоптотиче-
ского маркеров этого семейства как на уровне транскрипции (рис. 1d), так и на уровне 
трансляции (рис. 1e).

Средний уровень нативной формы каспазы‑9 с молекулярной массой 51 kDa был 
низким в цитоплазме клеток гиппокампа контрольных животных, однако он повышал-
ся в гиппокампе крыс из всех групп, получавших избыток фтора (рис. 2a, b). Кроме 
того, в гиппокампе животных, получавших 20 и 50 мг/л F-, наблюдалось увеличение 



1367ЭКСПРЕССИЯ ЭФФЕКТОРОВ АПОПТОЗА

содержания зрелой формы каспазы‑9 с молекулярной массой 38 kDa (рис. 2a, b). Та-
кие процессы приводят к изменению соотношения уровней экспрессии прокаспазы‑9, 
не обладающей протеолитической активностью, и активной каспазы‑9, принимающей 
участие в реализации программы апоптоза.
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Рис. 1. Изменения экспрессии антиапоптотического белка Bcl‑2 и проапоптотического белка Bax в гип-
покампе крыс после воздействия F- на уровне транскрипции и трансляции. (a) – Уровни экспрессии генов 
Bcl2 и Bax в клетках гиппокампа, нормализованные по отношению к экспрессии пары референсных генов 
Eef1a1+Ppia (средние значения ± SE, n = 7–9). (b) – Репрезентативные иммуноблоты для одной крысы из 
каждой группы. (c) – Среднее содержание белков Bcl‑2 и Bax ± SE в клетках гиппокампа, рассчитанное по 
отношению к оптической плотности референсного белка GAPDH (n = 7). (d) – Отношение экспрессии генов 
Bcl‑2 и Bax. (e) – Соотношение уровней белка Bcl‑2 и Bax. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 по сравнению 
с контрольной группой (Con).

Экспрессия гена Casp‑3, кодирующего один из ключевых посредников апопто-
за  – каспазу‑3, была сравнима в клетках гиппокампа крыс из всех эксперименталь-
ных групп (рис. 3a). Однако содержание этой эффекторной молекулы изменялось на 
уровне белка. В гиппокампе контрольных животных практически весь клеточный пул 
каспазы‑3 был представлен ее протеолитически неактивной проформой с молекуляр-
ной массой 32 kDa, однако у крыс, получавших 20 и 50 мг/л F-, уровень этой натив-
ной формы достоверно снижался (рис. 3b, c). В противоположность этому в клетках 
гиппокампа крыс из контрольной группы определялись лишь небольшие количества 
активной каспазы‑3 с молекулярной массой 17 kDa, но воздействие 5, 20 и 50 мг/л 
F- привело к значительному увеличению ее содержания. Такие изменения уровней экс-
прессии прокаспазы‑3 и активной каспазы В привели к смещению соотношения в сто-
рону последней (рис. 3d) и подтверждают стимуляцию процессов апоптоза.
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группы. (b) – Среднее содержание ± SE двух форм каспазы‑9, нормализованное по GAPDH (n = 5). * p < 0.05, 
*** p < 0.001 по сравнению с контролем.
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Однако длительное воздействие избыточных доз F⁻ на организм крыс не оказало 
влияния на уровень белка одного из ключевых компонентов рецепторного пути апоп-
тоза – каспазы‑8 в клетках гиппокампа (рис. 4a, b). Содержание мембранного рецепто-
ра Fas в гиппокампе крыс, получавших избыточные дозы F-, было сравнимо с таковым 
у контрольных животных (рис. 4a, b).
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Рис. 4. Экспрессия на уровне белка двух форм каспазы‑8 и рецепторов Fas в клетках гиппокампа крыс после 
длительного воздействия F-. (a) – Пример иммуноблотов для одного животного из каждой группы. (b) – Сред-
нее содержание белков каспазы‑8 и Fas ± SE в клетках, рассчитанное по отношению к содержанию референс-
ного белка GAPDH (n = 4).

Таким образом, длительное потребление крысами избыточных доз F- сопровожда-
ется активацией эффекторов митохондриального, но не рецепторного пути апоптоза.

Экспрессия посредников аутофагии в клетках гиппокампа крыс, получавших 
избыточные дозы F⁻ 

В клетках гиппокампа крыс, получавших избыток F⁻, содержание белка Ulk‑1, кото-
рый принимает сигналы от разнообразных внутриклеточных протеинкиназ, регулиру-
ющих процессы клеточного метаболизма, и таким образом функционирует как иници-
атор аутофагии, не изменялось по сравнению с таковым у контрольных крыс (рис. 5a). 
Однако длительное воздействие всех экспериментальных доз F- привело к изменению 
экспрессии гена Beclin1, кодирующего белок Beclin‑1, который играет важнейшую 
роль в процессе формирования и созревания фагофора (рис. 5b). В гиппокампе крыс, 
потреблявших 20 и 50 мг/л F-, также снижались уровни нативной и фосфорилирован-
ной форм этого ключевого посредника аутофагии (рис. 5c).

Длительное потребление крысами избыточных доз F- также не оказало влияния на 
уровни мРНК и белка некоторых внутриклеточных модуляторов аутофагии – киназы 
AMPK, функционирующей как энергетический сенсор клеток и напрямую фосфори-
лирующей белок Ulk‑1, киназы Akt – посредника сигнального пути PI3K/Akt, регули-
рующего рост и выживание клеток, и киназы mTOR, предотвращающей взаимодейст-
вие Ulk1 и АМРК (рис. 6).

Влияние избыточного потребления F- крысами на экспрессию посредников 
некроптоза в гиппокампе крыс 

Экспрессия исследуемых посредников некроптоза – белков RIP и MLKL также не 
изменялась в клетках гиппокампа крыс, получавших избыток фтора (рис. 7).
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Рис. 6. Экспрессия модуляторов аутофагии AMPK, Akt и mTOR в гиппокампе крыс, получавших избыток 
F-, на уровне транскрипции и трансляции. (a) – Уровни экспрессии генов Prkaa1, Akt и mTOR в клетках гип-
покампа крыс. (b) – Репрезентативные иммуноблоты для одного животного из каждой группы. (c) – Средние 
значения ± SE содержания AMPK, Akt и mTOR на уровне белка (n = 5).
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Рис. 7. Уровни белков RIP и MLKL в гиппокампе крыс, получавших разные дозы F-. (a) – Показательные 
иммуноблоты для одного животного из каждой группы. (b) – Средние значения содержания ± SE белков RIP 
и MLKL в клетках гиппокампа (n = 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты данного исследования показали, что длительное потребление крысами 
избыточных количеств F- привело к изменениям экспрессии маркеров гибели клеток, 
функционирующих как регуляторы митохондриального пути апоптоза, в частности, 
к снижению уровня антиапоптотического белка Bcl‑2, но активации проапоптотиче-
ского белка Bax, инициаторной каспазы‑9 и эффекторной каспазы‑3 (рис. 1–3). Однако 
воздействие F- не оказало влияния на экспрессию каспазы‑8 и мембранных рецепторов 
Fas – важнейших эффекторов рецепторного пути апоптоза (рис. 4).

Апоптоз представляет собой многоступенчатый и хорошо контролируемый тип 
клеточной гибели, играющий ключевую роль в процессах разрушения и утилизации 
поврежденных или лишних клеток как в ходе нормального физиологического развития 
и роста организма, так и при патологических состояниях [13–15]. Семейство Bcl‑2 (B-
cell lymphoma/leukemia‑2) включает в себя несколько белков, функционирующих как 
активаторы каспаз [21, 22]. Располагаясь на внешней мембране митохондрий, Bcl‑2 
связывает проапоптотические белки (в том числе Bax), таким образом подавляя их ак-
тивность и обеспечивая целостность мембраны. Если уровень Bcl‑2 снижается, Bax 
олигомеризуется и образует поры на внешней мембране митохондрий, что увеличи-
вает ее проницаемость и приводит к выходу нескольких белков, включая цитохром 
С, из межмембранного пространства в цитоплазму клеток. Эти и множество других 
летальных стимулов, формирующихся внутри клеток или на их мембранах, последо-
вательно стимулируют инициаторные (каспазы‑2, -8, -9, -10, -12) и эффекторные (кас-
пазы‑3, -6 и -7) каспазы – цистеиновые протеазы, участвующие в протеолитическом 
расщеплении клеточных субстратов и разрушении клеточных компонентов [23, 24]. 
Таким образом, белки Bcl‑2 и каспазы являются ключевыми игроками сигнальных ка-
скадов митохондриального каскада апоптоза.

Апоптотическая трансформация клеток мозга экспериментальных животных, под-
верженных действию F-, и клеток нейрональных линий, культивируемых в присутствии 
высоких концентраций F-, была описана в нескольких работах ранее [25, 26]. Напри-
мер, число апоптотических клеток увеличивалось в поле гиппокампа СА3 18-дневных 
эмбрионов и крысят первых 28 дней жизни, чьи матери потребляли 45–50 мг/л F- в пе-
риод гестации и лактации [27, 28]. Повышенный уровень апоптоза также наблюдался 
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в гиппокампе или целом мозге взрослых крыс, подвергавшихся воздействию 50–100 
мг/л NaF в течение 6 месяцев [28–31]. Гибель клеток микроглии была описана у крыс, 
потреблявших 60–120 мг/л F- в течение 10 недель [32]. Развитие апоптоза сопровожда-
лось ингибированием активности белка Bcl‑2, но увеличением экспрессии белка Bax, 
каспазы‑12, каспазы‑9, каспазы‑3, высвобождением PARP и цитохрома С как на уровне 
транскрипции, так и на уровне трансляции [27, 31, 32]. Снижение экспрессии Bcl‑2, но 
стимуляция Bax и каспазы‑3 были выявлены и в клетках нейробластомы линий PC12 
и SH-SY5Y, культивируемых с NaF [33, 34].

Одновременно со стимуляцией эффекторов апоптоза в клетках гиппокампа крыс, 
потреблявших избыток F- в течение года, наблюдалось ингибирование ключевого по-
средника аутофагии Beclin‑1 (рис. 5), хотя экспрессия инициаторного белка аутофагии 
Ulk‑1 (рис. 5) и его модуляторов AMPK, Akt и mTOR (рис. 6) не изменялась. Аутофагия 
представляет собой сложный катаболический процесс, характеризующийся формиро-
ванием аутофагосом, доставляющих поврежденные белки и органеллы к лизосомам, 
что приводит к образованию аутолизосом с последующей деградацией и утилизацией 
содержимого [14, 15]. Аутофагия обычно активируется в ответ на недостаток пита-
тельных веществ, а нарушение ее процессов в клетках мозга часто наблюдается при 
различных нейродегенеративных заболеваниях [16, 17]. Каскад киназ PI3K/Akt/mTOR 
(phosphoinositide 3-kinase/Akt kinase/mammalian target of rapamycin) является одним из 
важнейших сигнальных путей, контролирующих такие клеточные функции, как проли-
ферация, рост, метаболизм и выживание [35]. Белок Ulk‑1 критически необходим для 
ранних этапов биогенеза аутофагосом и играет центральную роль в индукции аутофа-
гии, запуская каскад фосфорилирования нижестоящих эффекторов в составе белковых 
комплексов. Протеинкиназа AMPK фосфорилирует Ulk‑1 по нескольким аминокислот-
ным остаткам, включая Ser317, Ser555 и Ser777, в то время как mTOR фосфорилирует 
Ulk‑1 по Ser757 и нарушает взаимодействие между Ulk‑1 и AMPK. В свою очередь, 
Ulk‑1 фосфорилирует ключевой посредник аутофагии – Beclin‑1, который локализует-
ся около митохондрий и в нормальных клетках ингибирует этот тип клеточной гибели, 
образуя комплексы с антиапоптотическими белками Bcl‑2 и Bcl-xL [36–38]. Однако 
стрессовые стимулы приводят к диссоциации Beclin‑1 от Bcl‑2 вследствие конкурент-
ного взаимодействия Bcl‑2 и Bax. Активный свободный Beclin‑1 вместе с киназой PI3K 
запускает формирование и созревание фагофора. Если же уровень Bcl‑2 в клетках сни-
жается, Beclin‑1 деактивируется и начинается процесс апоптоза. Таким образом, кине-
тика взаимодействия Beclin‑1 и Bcl‑2 является одним из основных факторов выбора 
клеток между аутофагией и апоптозом.

В нашем исследовании длительное отравление крыс F- привело к подавлению важ-
нейшего посредника аутофагии и смещению механизмов гибели клеток гиппокампа 
в сторону апоптоза, вероятнее всего, через нарушение взаимодействия Beclin‑1 и Bcl‑2 
или истощение клеточного пула этих молекул. Однако в нескольких предыдущих ис-
следованиях, наоборот, была описана активация ключевых маркеров аутофагии в мозге 
лабораторных животных. Так, в гиппокампе крыс, получавших 25–100 мг/л F- в тече-
ние 6 месяцев, было выявлено значимое повышение уровней Beclin‑1, LC3-II и p62 [39, 
40]. Мы полагаем, что такое расхождение может быть связано с разной длительностью 
воздействия F-. Аутофагия часто используется клетками как альтернативный источник 
энергии, поэтому ее активация после короткого действия стрессовых стимулов может 
быть адаптивным компенсаторным ответом, чтобы избежать гибели. В случае продол-
жительного влияния неблагоприятных факторов на клетки уровней или активности 
эффекторов аутофагии может быть недостаточно, поэтому активируются процессы 
апоптоза.

Экспрессия посредников некроптоза RIP и MLKL также оставалась стабильной 
в клетках гиппокампа крыс, получавших избыток F- (рис. 7). Некроптоз, один из путей 
некротического типа гибели, запускается разнообразными воспалительными сигнала-
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ми и негативно регулируется каспазами. Этот механизм инициируется через комплек-
сы, называемые некросомами и состоящие из киназ RIP (receptor-interacting protein) 
и их мишеней MLKL (mixed lineage kinase domain-like protein) [14, 41]. Возможное 
участие некроптоза в реализации патологических процессов в мозге лабораторных 
животных под действием F- не было исследовано ранее, однако наша работа показала, 
что токсические эффекты F- на клетки гиппокампа крыс даже после продолжительного 
воздействия не связаны с активацией этого типа гибели.

Таким образом, морфологические изменения и гибель клеток гиппокампа, вклю-
чая нейроны, описанные в нашем предыдущем исследовании, осуществляются пре-
имущественно по митохондриальному пути апоптоза на фоне ингибирования ауто-
фагии.
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Expression of Apoptosis, Autophagy and Necroptosis Effectors in Cells  
of Rat Hippocampus after Excessive F- Consumption

O. V. Nadeia, and N. I. Agalakovaa, *
aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, 

Saint-Petersburg, Russia
*e-mail: nagalak@mail.ru

The work examined the expression of apoptosis, autophagy and necroptosis markers 
in hippocampal cells of rats after long-term consumption of excessive F- doses at the 
transcriptional and translational levels. Male Wistar rats were divided into 4 groups 
receiving 0.4 (control), 5, 20 and 50 mg/l F- (as NaF) for 12 months. The changes in 
contents of effectors of mitochondrial (Bcl‑2, Bax, Caspase‑9, Caspase‑3) and receptor 
(Caspase‑8, Fas) pathways of apoptosis, mediators (Ulk‑1, Beclin‑1) and modulators 
(AMPK, Ark, mTOR) of autophagy, as well as that of necroptosis (RIP and MLKL) 
were assessed by immunoblotting, the gene expression (Bcl2, Bax, Casp3, Ulk1, Beclin1, 
Prkaa1, Akt, and mTor) – by real-time PCR. In the hippocampus of F – exposed animals, 
the expression ratio of Bcl2/Bax genes and Bcl‑2/Bax proteins decreased, caspase‑9 and 
caspase‑3 were activated, but the level of caspase‑8 and membrane Fas receptor remained 
stable. Long-term F- consumption had no effect on the content of autophagy initiator Ulk‑1 
and protein kinases AMPK, Akt and mTOR, but resulted in inhibition of key autophagy 
mediator Beclin‑1. The expression level of necroptosis RIP and MLKL effectors in the 
hippocampal cells of rats received excessive F- did not change as well. Thus, long-term F- 
exposure was accompanied by activation of apoptosis, mainly through the mitochondrial 
pathway, at the background of autophagy suppression.

Key words: rat, hippocampus, fluoride ions, apoptosis, autophagy, necroptosis



 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2024, том 110, 
№ 9, с. 1377–1389

ЭКСПРЕССИЯ ПАРВАЛЬБУМИНА, ОСТЕОПОНТИНА И ГЛИПИКАНА 4 
В НЕЙРОНАХ ОТДАЛЕННОГО ОТ ЭПИЦЕНТРА ТРАВМАТИЧЕСКОГО 

ПОВРЕЖДЕНИЯ ПОЯСНИЧНОГО ОТДЕЛА СПИННОГО МОЗГА

© 2024 г. О. Н. Тутова1, И. М. Кабдеш1,*, Я. О. Мухамедшина1, 2, Ю. А. Челышев1, 2

1Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия
2Казанский государственный медицинский университет, Казань, Россия

*E-mail: ikabdesh@gmail.com

Поступила в редакцию 30.07.2024 г.
После доработки 13.08.2024 г.

Принята к публикации 14.08.2024 г.

Травма спинного мозга (ТСМ) проявляется патологическими изменениями в облас-
тях, значительно отдаленных от области первичного повреждения. Для поиска потен-
циальных терапевтических мишеней с целью восстановления двигательной функции 
особенно актуально выявить причины и механизмы этих сдвигов в поясничном от-
деле спинного мозга при повреждении в проксимальных его отделах. На модели до-
зированной контузионной ТСМ крысы на уровне сегмента Th8 изучена экспрессия 
Ca-связывающего белка парвальбумина (PARV), остеопонтина (OPN) и глипикана 4 
(GPC4) в нейронах пластинок VII, VIII и IX в пределах сегментов L3–4 на 7-е и 60-е 
сутки эксперимента. В пластинках VII и IX в острую и хроническую фазу ТСМ по-
казано уменьшение количества PARV+ нейронов, что может указывать на снижение 
связывания кальция в нейронах передних рогов на уровне сегментов L3–4. Снижение 
экспрессии PARV в этих нейронах указывает на повышение риска их уязвимости и на-
рушения двигательной функции. Впервые изучен характер экспрессии OPN в нейронах 
поясничного отдела, отдаленного от эпицентра травматического повреждения. Во всех 
изученных пластинках в передних рогах серого вещества нами не отмечены сдвиги 
в количестве OPN+ нейронов как в острой, так и в хронической фазе ТСМ. В пластин-
ке IX поясничного отдела выявлено увеличение количества GPC4+ нейронов в остром 
посттравматическом периоде, что можно рассматривать в ключе позитивной приспо-
собительной реакции нейронов в отдаленном от эпицентра повреждения поясничном 
отделе спинного мозга. Оценка этой реакции как позитивной основана на данных о свя-
зывании заякоренного на поверхности нейрона GPC4 с различными молекулами, обла-
дающими нейропротекторной активностью и стимулирующими нейрорегенерацию.

Ключевые слова: травма спинного мозга, отдаленное повреждение, парвальбумин, 
остеопонтин, глипикан

DOI: 10.31857/S0869813924090073, EDN: AJVIPE

ВВЕДЕНИЕ

Травма ЦНС запускает каскад молекулярных и клеточных событий в эпицентре по-
вреждения. При этом патологические сдвиги выявлены в отдаленных отделах голов-
ного и спинного мозга [1–4]. Причины и механизмы этих сдвигов остаются неясными. 
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Становится все более очевидным, что при травме спинного мозга (ТСМ) в стратегии 
восстановления функции важно учитывать патологические сдвиги не только в обла-
сти травматического повреждения, но и в отдаленном от эпицентра отделе. При ТСМ 
в шейном или грудном отделе, помимо эпицентра повреждения, особый интерес для 
выяснения механизмов пластичности и нейрорегенерации представляет недооценен-
ный поясничный отдел, содержащий нейронные сети, критически важные для под-
держания и восстановления двигательной функции. В хроническую фазу ТСМ в по-
ясничном отделе происходит реорганизация нейронных сетей и приспособление их 
к функционированию в новых условиях [5–8].

После ТСМ в грудном отделе в поясничном отделе отмечены признаки усиления 
пластичности, связанные с появлением чувствительности нейронов к низким уровням 
нейротрансмиттеров, повышенным синаптогенезом и ремоделированием синапсов 
[9–11]. Все это предполагает возможность реактивации локальных нейронных сетей 
и улучшения двигательной функции [12]. Для понимания механизмов патологических 
изменений в отдаленном от эпицентра травмы поясничном отделе и оценки перспек-
тив восстановления функции важно выявить сдвиги в экспрессии функционально зна-
чимых молекул в острой и хронической фазе ТСМ. Из достаточно большого списка 
подобных молекул для данного исследования мы наметили парвальбумин (PARV), 
остеопонтин (OPN) и глипикан 4 (GPC4).

Ca-связывающие белки регулируют гомеостаз кальция в нейронах. Из них наиболее 
изучены кальбиндин D28K, кальретинин и PARV, принадлежащие к семейству с бел-
ковым доменом EF-hand. В спинном мозге тормозные PARV+ интернейроны способ-
ны быстро увеличивать частоту спайков [13–17]. Интерес к этим нейронам обуслов-
лен критической важностью процесса торможения для восстановления двигательной 
функции при ТСМ [6, 18, 19]. В передних рогах PARV экспрессируется достаточно 
большим количеством интернейронов [13, 20, 21]. У человека этот Ca-связывающий 
белок присутствует в 63 % спинальных мотонейронов [22].

Актуальность изучения PARV+ нейронов на модели ТСМ обусловлена уже име-
ющимися данными о том, что уровень экспрессии PARV отрицательно коррелирует 
с уязвимостью нейронов к повреждению. Дефицит Ca-связывающих белков PARV 
и кальбиндина D28K делает мотонейроны особенно чувствительными к гиперкальци-
евой токсичности в результате активации глутаматных рецепторов [23].

Интерес к OPN связан с его способностью поддерживать контролируемые нейро-
трофинами внутриклеточные сигнальные каскады в процессе регенерации аксонов 
в ЦНС [24]. Гиперэкспрессия OPN индуцирует возобновление роста аксонов зри-
тельного нерва и образование функционирующих синапсов в верхних холмиках [25]. 
OPN рассматривается в качестве маркера мотонейронов в спинном мозге [26]. OPN 
обнаружен примерно у 70 % крупных холинацетилтрансфераза-(ChAT) иммунопози-
тивных мотонейронов [26], контролируя их резистентность при боковом амиотрофи-
ческом склерозе (БАС) путем модуляции экспрессии матриксной металлопротеиназы 
9 (MMP9) [27].

Одна из разновидностей протеогликанов, контролирующих пролиферацию и диф-
ференцировку клеток многих типов, представлена гепарансульфат протеогликанами, 
которые включают глипиканы (GPCs) [28]. GPCs представлены семейством эволюци-
онно консервативных белков, связанных с мембраной нейронов при помощи гликозил-
фосфатидилинозитола.

У крысы методом гибридизации in situ показана экспрессия GPCs в нейронах цен-
тральной и периферической нервной системы [29]. Другим источником GPCs служат 
астроциты. Так, секретируемый астроцитами GPC4 индуцирует образование активных 
возбуждающих синапсов путем рекрутирования глутаматных рецепторов AMPA на 
постсинаптической мембране, а также стимулирует высвобождение из пресинапти-
ческих окончаний нейронального пентраксина 1, фактора кластеризации рецепторов 
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AMPA, путем передачи сигналов через пресинаптическую рецепторную протеинтиро-
зинфосфатазу дельта (RPTPδ) [30].

GPCs взаимодействуют со многими растворимыми и нерастворимыми лигандами. 
Среди них хемокины, морфогены, факторы роста, рецепторы, синаптогенные моле-
кулы и молекулы внеклеточного матрикса [31, 32]. GPCs вместе с другими многочи-
сленными секретируемыми синаптическими организаторами в ЦНС участвуют в опос-
редованном астроцитами синаптогенезе и регуляции синаптической активности [30, 
33–35]. Участие GPCs в процессах нейропластичности и нейрорегенерации при ТСМ 
остается практически неизученным.

Цель нашего исследования – установление возможных сдвигов в экспрессии функ-
ционально значимых белков PARV, OPN и GPC4 в нейронах VII, VIII и IX пластинки 
в передних рогах серого вещества поясничного отдела спинного мозга крысы в остром 
и хроническом периоде при дозированной контузионной ТСМ в грудном отделе.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В эксперименте использовали взрослых самок крыс линии Wistar (250–300 г, n = 

15). Животные были случайным образом разделены на интактные (контрольные, n = 
5) и экспериментальные (n = 10) группы. Крыс содержали в стандартных условиях 
(12-часовой цикл освещения) с питанием, доступным ad libitum.

Моделирование ТСМ
После внутримышечной инъекции золетила (20 мг/кг, Virbac Sante Animale, Фран-

ция) экспериментальных крыс подвергали глубокой анестезии изофлураном. Рассека-
ли фасцию и параостистые мышцы, после чего выполняли ламинэктомию на уровне 
8-го грудного (VTh8) позвонка, соответствующего сегменту Th8. ТСМ высокой сте-
пени тяжести (4 м/с) воспроизводили с помощью импактора Impact One Stereotaxic 
Impactor (Leica, Германия). После воспроизведения ТСМ животным вводили энроф-
локсацин (2.5 мг/кг, Livisto, Испания) внутримышечно один раз в день в течение 7 дней 
после ТСМ. Мочевые пузыри опорожняли вручную дважды в день до начала самосто-
ятельного мочеиспускания.

Иммунофлуоресцентный анализ
Крыс на 7-е и 60-е сутки после ТСМ (n = 5 крыс в каждой группе) анестезировали 

хлоралгидратом, затем транскардиально последовательно перфузировали холодным (4 
°C) фосфатно-солевым буфером (PBS, pH 7.4) и 4 %-ным забуференным формалином 
(BioVitrum, Россия). Указанные сроки соответствуют острому и хроническому периоду 
ТСМ крысы. После перфузии выделяли позвоночный столб с последующей фиксаци-
ей в течение 12 ч в 4 %-ном забуференном формалине, затем аккуратно извлекали из 
него фрагмент спинного мозга, соответствующий сегментам L3–4 поясничного отдела, 
и подвергали криоконсервации в градиенте сахарозы (15 % и 30 %). Далее получали 
срезы толщиной 20 мкм с использованием криостата FS800A (RWD Life Science Co., 
КНР). Для прицельного исследования передних рогов в поясничном отделе спинного 
мозга после травмы на уровне VTh8 использовали поперечные срезы спинного мозга, 
соответствующие сегментам L3–4.

Для иммунофлуоресцентного анализа нейронов срезы спинного мозга блокировали 
5 %-ной нормальной ослиной сывороткой (NDS) в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе (RT), затем инкубировали в течение ночи при 4 °C с первичными антителами 
против PARV (1: 400, Sigma-Aldrich, P3088, США), OPN (1: 200, Cloud-Clone Corp., 
PAA899Ra01, КНР), GPC4 (1: 100, Cloud-Clone Corp., PAA998Ra01, КНР), ядра кле-



1380 ТУТОВА и др. 

ток окрашивали 4',6-диамидино‑2-фенилиндолом (DAPI) (10 мкг/мл, Sigma-Aldrich, 
D9542, США). Вторичные антитела, меченные флуорофором, инкубировали в тече-
ние 2 ч при комнатной температуре. NDS, первичные и вторичные антитела разводили 
в 0.1%-ном Triton X‑100 в PBS. Срезы заключали на предметные стекла с использова-
нием заключающей среды ImmunoHistoMount (Abcam, ab104135, США). Срезы, инку-
бированные только со вторичными антителами (без первичных антител), использовали 
в качестве контроля реакции. Срезы исследовали с помощью лазерного сканирующего 
конфокального микроскопа LSM 700 (Carl Zeiss, Германия). Обработку изображений 
проводили с помощью программного обеспечения Zen 2012 (Carl Zeiss, Германия), ко-
личественный анализ нейронов в пластинках осуществляли ручным методом при по-
мощи маски, накладываемой на изображения (рис. 1).

GPC4
IX

VIII

IX

VII

Рис. 1. Иммунофлуоресцентный анализ. Визуализация экспрессии GPC4 в различных пластинках (VII, VIII, 
IX) передних рогов в поясничном отделе (сегменты L3–4) спинного мозга крысы. Масштаб: 100 мкм (10×).

Для количественного анализа все срезы были получены с использованием идентичных 
настроек конфокального микроскопа («laser intensity», «gain», «offset»). На конфокальных 
изображениях во всей области передних рогов измеряли интегральную интенсивность 
флуоресценции GPC4 аналогично описанному ранее методу [36]. Количественный под-
счет клеток и анализ интегральной интенсивности флуоресценции производили на пяти 
серийных срезах, полученных от каждой крысы, в области передних рогов на уровне сег-
ментов L3–4. Исследования проводились двумя наблюдателями для обеспечения правиль-
ной идентификации иммунореактивности. Оба исследователя были «ослеплены» относи-
тельно экспериментальных и контрольных групп. Дополнительно нами было отмечено 
отсутствие сдвигов в характере и интенсивности флуоресценции в реакции с антителами 
против GPC4 в сериях как с предварительной пермеабилизацией срезов, так и без нее, что 
указывает на присутствие искомого антигена в цитоплазме нейронов.
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Статистический анализ
Данные были проанализированы с использованием программного обеспечения 

Origin 7.0 SR0 (OriginLab, США). Результаты были представлены в виде ящиков с “уса-
ми” (боксплотов) и столбчатых диаграмм и выражены как среднее значение ± стан-
дартное отклонение (SD). Для различных сравнений между всеми эксперименталь-
ными и контрольными группами был использован однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA) с тестом Тьюки. Тест Крускала – Уоллиса использовали для проверки 
общей разницы в медианных уровнях между группами, при этом для множественных 
сравнений применяли поправку Данна. Средние различия между экспериментальными 
группами считали значимыми при достижении p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пластинка VII. В отдаленном от эпицентра повреждения поясничном отделе (сег-
менты L3–4) выявлено уменьшение количества PARV+ нейронов в ~2 раза (p < 0.05) 
как на 7-е, так и на 60-е сутки после нанесения травмы в грудном отделе (рис. 2a). При 
этом в сегментах L3–4 количество нейронов, экспрессирующих OPN, оставалось не-
изменным на обоих сроках наблюдения (рис. 2b). Количество экспрессирующих GPC4 
нейронов (рис. 2c) возрастало на 7-е сутки (в 1.4 раза при сравнении с интактным 
контролем и в 6 раз при сравнении с показателем на 60-е сутки, p < 0.05). К 60-м сут-
кам этот показатель существенно уменьшался (в 4.3 раза при сравнении с интактным 
контролем и в 6 раз при сравнении с показателем на 7-е сутки, p < 0.05).
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Рис. 2. Количество (a) PARV+, (b) OPN+, (c) GPC4+ нейронов в VII пластинке передних рогов в поясничном отде-
ле (сегменты L3–4) интактного (intact) и травмированного на уровне грудного отдела (сегмент Тh8) спинного моз-
га крысы на 7-е и 60-е сутки после повреждения (7 и 60 dpi – days poist injury); p < 0.05, тест Крускала – Уоллиса.

Уменьшение количества нейронов, экспрессирующих PARV, в пластинке VII может 
быть связано с гибелью или дисфункцией интернейронов задних ядер Кларка и ней-
ронов промежуточных ядер вследствие травмы. Это предположение кажется менее 
вероятным, чем просто уменьшение экспрессии PARV в переживающих нейронах пла-
стинки VII в отдаленном от эпицентра повреждения поясничном отделе. В ряде работ 
с ТСМ в грудном отделе гибель нейронов в отдаленном поясничном отделе не была 
обнаружена [37–39]. Стабильность количества нейронов, экспрессирующих OPN, 
с учетом не обнаруженных нами изменений данного показателя в пластинке VII можно 
интерпретировать как признак их устойчивости к травматическому повреждению.

В исследуемой области (сегменты L3–4) нами выявлено увеличение количества 
GPC4+ нейронов на 7-е сутки (в 1.4 раза при сравнении с интактным контролем, в 6 
раз при сравнении с 60-ми сутками, p < 0.05) и уменьшение к 60-м суткам (в 4.3 раза 
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при сравнении с интактным контролем, в 6 раз при сравнении с 7-ми сутками, p < 0.05). 
Преходящее увеличение количества нейронов, экспрессирующих GPC4, в острый пе-
риод ТСМ на уровне сегментов L3–4 может быть связано с реакцией на повреждение, 
направленной на поддержание или восстановление функций спинного мозга, с после-
дующим снижением экспрессии GPC4 в хроническом периоде из-за исчерпания ком-
пенсаторных механизмов.

Пластинка VIII. На уровне сегментов L3–4 поясничного отдела на обоих сроках 
наблюдения не выявлено изменение количества PARV+ и OPN+ нейронов (рис. 3a, b). 
Для GPC4+ нейронов, так же как и в пластинке VII, установлено значительное умень-
шение их количества (рис. 3c) к 60-м суткам эксперимента (в 4.6 и 5 раз при сравнении 
с интактным контролем и показателем на 7-е сутки соответственно, p < 0.05).
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Рис. 3. Количество (a) PARV+, (b) OPN+, (c) GPC4+ нейронов в VIII пластинке передних рогов в поясничном 
отделе (сегменты L3–4) интактного (intact) и травмированного на уровне грудного отдела (сегмент Тh8) 
спинного мозга крысы на 7-е и 60-е сутки после повреждения (7 и 60 dpi – days post injury); p < 0.05, тест 
Крускала – Уоллиса.

Стабильность количества PARV+ и OPN+ нейронов в пластинке VIII может сви-
детельствовать о том, что мотонейроны заднелатерального и заднемедиального ядер, 
а также нейроны собственного ядра переднего рога в отдаленном от эпицентра травмы 
поясничном отделе длительно поддерживают свой фенотип и менее чувствительны 
к повреждению в острой и хронической фазе ТСМ. Значительное уменьшение коли-
чества нейронов, экспрессирующих GPC4, к 60-м суткам на уровне сегментов L3–4 
указывает на возможные долговременные изменения в их функционировании.

Пластинка IX. В пределах данной пластинки на уровне сегментов L3–4 установле-
но уменьшение в ~1.8 раза (p < 0.05) количества PARV+ нейронов как на 7-е, так и на 
60-е сутки после нанесения травмы (рис. 4a). В этом материале так же, как и в пла-
стинках VII и VIII, изменения в количестве OPN+ нейронов не выявлены (рис. 4b). 
Количество GPC4+ нейронов возрастало на 7-е сутки (в 1.3 и 3.4 раза при сравнении 
с интактным контролем и показателем на 60-е сутки соответственно) и существенно 
снижалось на 60-е сутки после повреждения (в 2.5 и 3.4 раза при сравнении с интакт-
ным контролем и 7-ми сутками соответственно) (рис. 4c).

Уменьшение количества PARV+ нейронов в пластинке IX может быть связано с по-
вреждением или дисфункцией как крупных альфа-мотонейронов, так и малых гам-
ма-мотонейронов в переднемедиальном и переднелатеральном ядрах. Это указывает 
на значительное влияние травмы на эти популяции нейронов. Отсутствие изменений 
в количестве OPN+ нейронов во всех исследуемых пластинках свидетельствует о том, 
что данные нейронные популяции остаются стабильными и могут быть в меньшей 
степени подвержены повреждению, реализуя эффективные механизмы компенсации. 
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Рис. 4. Количество (a) PARV+, (b) OPN+, (c) GPC4+ нейронов в IX пластинке передних рогов в поясничном 
отделе (сегменты L3–4) интактного (intact) и травмированного на уровне грудного отдела (сегмент Тh8) 
спинного мозга крысы на 7-е и 60-е сутки после повреждения (7 и 60 dpi – days post injury); p < 0.05, тест 
Крускала – Уоллиса.
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Рис. 5. Изменение интегральной интенсивности флуоресценции (единицы MIF – mean intensity of fluores-
cence) GPC4 в передних рогах поясничного отдела (сегменты L3–4) спинного мозга интактного (intact) 
и травмированного на уровне грудного отдела (сегмент Тh8) спинного мозга крысы на 7-е и 60-е сутки после 
повреждения (7 и 60 dpi – days post injury); p < 0.05, тест Тьюки.
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Аналогичная, как и в других пластинках в передних рогах спинного мозга, динамика 
увеличения количества GPC4+ нейронов на 7-е сутки, а затем их значительное сниже-
ние к 60-м суткам может отражать адаптивные изменения нейронов этих популяций 
в ответ на травму.

Интегральная интенсивность флуоресценции GPC4 в передних рогах спинного 
мозга в сегментах L3–4 демонстрирует тенденцию к некоторому увеличению на 7-е 
сутки и значительно снижается к 60-м суткам (в 3.9 и в 4.6 раз по сравнению с интакт-
ным контролем и показателем на 7-е сутки соответственно, p < 0.05) (рис. 5).

Таким образом, полученные данные по экспрессии PARV (рис. 6a), OPN (рис. 6b) 
и GPC4 (рис. 6c) в нейронах конкретных популяций в разных пластинках передних 
рогов серого вещества в отдаленном от эпицентра повреждения поясничном отделе 
спинного мозга свидетельствуют о сложных механизмах адаптации нейронов различ-
ных популяций в этом отделе серого вещества.

GPC4OPNRARV

(a) (b) (c)

Рис. 6. Иммунофлуоресцентный анализ. Визуализация экспрессии (a) PARV (красным), (b) OPN (желтым) 
и (c) GPC4 (красным) в передних рогах (пластинка IX) поясничного отдела (сегменты L3–4) спинного мозга 
крысы. Масштаб: 50 мкм (20×).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Отдаленное повреждение – это многофакторное явление, в котором такие компо-
ненты, как нейровоспаление, окислительный стресс, эксайтотоксическое поврежде-
ние, уменьшение количества синапсов и снижение экспрессии маркеров активности 
нейронов, проявляются в определенные сроки. Каждый из этих компонентов и взаи-
модействие между ними влияют на поведение нейральных клеток и функциональные 
результаты.

В пластинках VII и IX в острую и хроническую фазу ТСМ нами показано уменьше-
ние количества PARV+ нейронов, что может указывать на снижение связывания каль-
ция в нейронах отдаленного от эпицентра повреждения поясничного отдела спинного 
мозга. Эти изменения могут совпадать со снижением экспрессии маркеров активности 
нейронов в отдаленном отделе, например, таких как c-fos и Ca/кальмодулин-зависимая-
протеинкиназа II альфа (CaMK2a) [40]. Сдвиги в количестве иммунопозитивных ней-
ронов можно надежно зарегистрировать при достаточно выраженном их количестве 
в определенном объеме ткани. Численность популяции образующих комиссуральные 
и проприоспинальные связи PARV+ нейронов в пластинке VIII менее многочисленна 
по сравнению с другими пластинками, например, V–VI [17]. Можно предположить, 
что именно поэтому нам не удалось зарегистрировать сдвиги в количестве PARV+ ней-
ронов в пластинке VIII. На важность поддержания экспрессии PARV для выживания 
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нейронов указывают данные исследований на mSOD1 мутантных мышах с моделью 
БАС. На этой модели сверхэкспрессия PARV значительно сдерживала гибель мотоней-
ронов, наблюдаемую в результате эксайтотоксического повреждения [41]. Методом ги-
бридизации in situ показана активная экспрессия мРНК гена Parv в пуле резистентных 
к БАС мотонейронов. При этом в мотонейронах чувствительных к БАС популяций из-
меримая экспрессия PARV не обнаружена. Для других Ca-связывающих белков, таких 
как кальбиндин D28K, кальретинин и кальмодулин, установлен одинаковый уровень 
экспрессии в различных моторных пулах. Эти наблюдения позволяют рассматривать 
PARV в качестве специфического маркера резистентных к БАС мотонейронов и фор-
мируют представление о механизмах устойчивости мотонейронов к дегенерации [42]. 
Таким образом, наши данные по снижению экспрессии PARV в нейронах пластинок 
VII и IX могут указывать на повышение риска их повреждения и усиления дефицита 
двигательной функции.

Мы впервые изучили характер экспрессии OPN в нейронах отдаленного от эпи-
центра травматического повреждения поясничного отдела спинного мозга. Во всех из-
ученных пластинках в передних рогах серого вещества нами не отмечены сдвиги в ко-
личестве OPN+ нейронов как в острой, так и в хронической фазе ТСМ. Полученные 
в настоящей работе данные можно интерпретировать как то, что посттравматические 
сдвиги в отдаленном от эпицентра повреждения поясничном отделе могут не затраги-
вать всю популяцию нейронов в передних рогах, и если они проявляются, то только 
в поздние сроки ТСМ.

Показанное в пластинке IX в отдаленном от эпицентра повреждения поясничном 
отделе спинного мозга увеличение количества GPC4+ нейронов в остром посттравма-
тическом периоде может отражать реакции восстановления функции нейронных сетей. 
Эти данные можно рассматривать в ключе позитивной приспособительной реакции 
нейронов в отдаленном от эпицентра повреждения поясничном отделе спинного мозга. 
Оценка этой реакции как позитивной основана на данных о связывании заякоренного 
на поверхности нейрона GPC4 с различными молекулами, обладающими нейропротек-
торной активностью и стимулирующими нейрорегенерацию, такими как нейротрофи-
ческие факторы [43] и синаптогенные молекулы [32].
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Expression of Parvalbumin, Osteopontin and Glypican4 in Neurons of Lumbar 
Region Distant from the Epicenter of Traumatic Spinal Cord Injury
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Spinal cord injury (SCI) is manifested by pathologic changes in the areas significantly 
distant from the area of primary injury. In order to find new potential therapeutic targets 
to restore motor function, it is particularly relevant to identify the causes and mechanisms 
of these shifts in the lumbar spinal cord when injury occurs in the proximal spinal cord. 
On the model of dosed SCI the expression of Ca-binding protein parvalbumin (PARV), 
osteopontin (OPN) and glypican 4 (GPC4) in neurons of laminae VII, VIII and IX within 
segments L3–4 on 7 and 60 days of the experiment was studied. Laminas VII and IX show 
a decrease in the number of PARV+ neurons during the acute and chronic phase of SCI, 
which may indicate a decrease in calcium binding in ventral horn neurons at the level 
of segments L3–4. Decreased PARV expression in these neurons indicates an increased 
risk of their vulnerability and impaired motor function. The pattern of OPN expression 
in lumbar horn neurons distant from the epicenter of traumatic injury was studied for 
the first time. In all the studied laminae in the ventral horns of the gray matter, we did 
not observe shifts in the number of OPN+ neurons both in the acute and chronic phases 
of SCI. In lamina IX of the lumbar spinal cord, we found an increase in the number of 
GPC4+ neurons in the acute posttraumatic period, which can be regarded as a key positive 
adaptive reaction of neurons in the lumbar spinal cord remote from the epicenter of injury. 
The assessment of this reaction as positive is based on the data on the binding of GPC4 
anchored on the neuron surface to various molecules with neuroprotective activity and 
stimulating neuroregeneration.

Keywords: spinal cord injury, remote injury, parvalbumin, osteopontin, glypican
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IP3-рецепторы (IP3R) находятся в значительном количестве в мышечных волокнах 
в саркоплазматическом ретикулуме, ядре и митохондриях. Мы предположили, что 
активация IP3R при разгрузке мышц может вызывать слабый сигнал высвобождения 
кальция как цитозольный, так и нуклеоплазматический, который способствует (воз-
можно, с другими сигнальными каскадами) активации транскрипционных факторов, 
что приводит к экспрессии или репрессии генов, участвующих в фенотипе мышц. 
Эту гипотезу проверяли, применив блокирование IP3R во время функциональной 
разгрузки мышц крыс путем введения 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate). Мы 
обнаружили, что состояние IP3R влияет на развитие атрофических процессов по-
стуральной m. soleus при вывешивании крыс. Введение блокатора IP3R2-APB жи-
вотным успешно предотвращало снижение площади поперечного сечения m. soleus 
как быстрых, так и медленных мышечных волокон. Замедление снижения площади 
поперечного сечения мышечных волокон m. soleus при введении ингибитора IP3R 
на фоне 7-суточной функциональной разгрузки связано с предотвращением сниже-
ния рибосомального биогенеза и повышения экспрессии маркера аутофагии ULK‑1 
и IL‑6.

Ключевые слова: скелетная мышца, атрофия, IP3-рецепторы
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ВВЕДЕНИЕ

Функциональная разгрузка скелетных мышц включает в себя отсутствие или же 
значительное снижение активности мышц, а также механической нагрузки на мышцу. 
Такое состояние в той или иной степени наблюдается в условиях постельной гипо-
кинезии, гипсовой иммобилизации конечностей при травмах, а также в условиях ми-
крогравитации при космическом полете. В лабораторных условиях функциональную 
разгрузку изучают с использованием модели вывешивания задних конечностей грызу-
нов [1]. Функциональная разгрузка приводит к развитию атрофии и слабости мышц, 
которые сохраняются достаточно долгое время после возвращения к нормальному 
режиму активности. Молекулярные механизмы развития этих процессов изучены не-
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достаточно, в частности, роль кальций-зависимых сигнальных путей. При функцио-
нальной разгрузке мышц обнаружено накопление ионов Ca2+ в мышечных волокнах 
[2, 3] и в миоядрах [4], а активация кальций-зависимых протеаз кальпаинов вносит 
существенный вклад в деградацию цитоскелетных белков камбаловидной мышцы [5]. 
Похожее накопление кальция в миоплазме происходит при ряде патологических состо-
яний, таких как старение или различные миодистрофии [6, 7], и может вносить вклад 
в развитие атрофических процессов. Помимо непосредственного участия в атрофии 
за счет активации протеолиза, кальций может работать и как регулятор транскрипции 
генов [8].

Ионы кальция при разгрузке мышц поступают в саркоплазму из саркоплазмати-
ческого ретикулума (СР) в ответ на деполяризацию мышечной мембраны через ме-
ханизм сопряжения DHPR/RyR (дигидропиридиновые рецепторы/рианодиновые ка-
налы) [9]. IP3-рецепторы (IP3R) также находятся в СР, митохондриях, а также в ядре 
и в дополнение к поглощению Ca2+ в СР, регулируют обмен кальция с ядром [10, 11]. 
Пропускная способность IP3R регулируется ионами Са2+ и IP3, при этом в зависимо-
сти от концентрации IP3 IP3R варьируют силу кальциевого сигнала [12]. IP3 выраба-
тывается после активации различных рецепторов плазматической мембраны клетки 
внеклеточными сигналами [13]. SERCA (саркоплазматическая Ca2+АТФаза) играет 
ключевую роль в удалении ионов кальция из СР и ее активность при разгрузке мышц 
снижена [14, 15]. Мы полагаем, что снижение ее активности при разгрузке мышц 
может вносить дополнительный вклад в накопление кальция в мышечных волокнах. 
Высвобождение Ca2+, вызванное деполяризацией клеток скелетных мышц, можно 
разделить на два независимых компонента: быстрый транзитный Ca2+, равномерно 
распределенный по клетке, что соответствует сопряжению возбуждения и сокраще-
ния, и медленный транзитный Ca2+ с отчетливым ядерным компонентом, генерируе-
мый IP3 [16]. «Медленный» Ca2+ может стимулировать активацию внутриклеточных 
сигнальных путей и мышечную атрофию, а также участвует в сопряжении возбужде-
ния и транскрипции [17–19]. Термин «медленный» кальций относится к ионам Ca2+, 
повышенная концентрация которых не связана с сокращением и сохраняется в сар-
коплазме в течение длительного времени (пик достигается через 60–100 с и в основ-
ном связан с ядрами клеток). В работах [20, 21] в экспериментах на культуре миотуб 
было обнаружено, что медленные кальциевые процессы опосредованы IP3, но не 
RyR. В работах с участием Jaimovich (2000–2023 гг.) показано, что IP3R необходимы 
для нормальной активности скелетных мышц, оказывая свое действие путем регули-
рования экспрессии генов, энергетического обмена и активности митохондрий. Мы 
полагаем, что при функциональной разгрузке скелетных мышц механизм генерации 
IP3 может осуществляться посредством активации метаботропных пуринергических 
рецепторов P2Y внеклеточным АТФ, высвобождаемым через механизм, зависимый 
от паннексина 1, сопряженного с работой сенсора напряжения DHPR. Ранее анало-
гичный механизм был описан в лаборатории Jaimovich в экспериментах на культуре 
миотуб, мышечных волокон, а также в модели mdx мышей [20, 22–24]. Инактивация 
Na, K-АТФазы при разгрузке мышц приводит к деполяризации сарколеммы [9], что, 
в свою очередь, вызывает активацию DHPR [25] и открытие RyR. DHPR соедине-
ны в сарколемме с паннексиновыми каналами. Нами показано, что при функцио-
нальной разгрузке АТФ из мышцы через паннексиновые каналы может выходить во 
внеклеточное пространство [26]. Эти нуклеотиды затем могут взаимодействовать 
с каналами P2Y (G protein Y-coupled receptors) [27]. Известно, что они активируют 
PI3 K gamma (PI3K) (в Т-каналах мембраны) и в конечном итоге запускают образо-
вание инозитол‑1,4,5-трифосфата (IP3). Затем IP3 может связываться с IP3R, присут-
ствующими в саркоплазматической сети, митохондриях и в ядерной мембране, вы-
зывая высвобождение кальция в нуклеоплазме, что способствует (вероятно, вместе 
с другими сигнальными каскадами) активации факторов транскрипции, приводящей 
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к экспрессии или репрессии генов, вовлеченных в регуляцию фенотипа мышечных 
клеток. Отмечено, что IP3-опосредованный кальциевый сигнал вызывал активацию 
ряда транскрипционных факторов и генов [17, 28]. Гипотеза о роли кальций-зави-
симой регуляции экспрессии генов при разгрузке скелетных мышц была выдвинута 
Kandarian и Stevenson в 2002 г. [29].

Мы полагаем, что накопление ионов кальция и IP3 в миоплазме при функциональ-
ной разгрузке может вызвать активацию IP3R, что может способствовать (возможно, 
совместно с другими сигнальными каскадами) активации транскрипционных фак-
торов и стимулировать запуск атрофических процессов при разгрузке мышц. К на-
стоящему времени не было изучено, какую роль играют IP3R при функциональной 
разгрузке мышц в контроле атрофических процессов. Мы впервые проверяли эту ги-
потезу в нашем исследовании, применив ингибирование IP3R при функциональной 
разгрузке m. soleus в модели вывешивания задних конечностей крыс в течение 7 суток, 
т. к. известно, что после 7 суток вывешивания происходит достоверное снижение раз-
меров волокон камбаловидной мышцы и трансформация миозинового фенотипа воло-
кон из «медленного» в «быстрый». Если наша гипотеза верна, то ингибирование IP3R 
при функциональной разгрузке должно снизить развитие протеолитических процессов 
и предотвратить усиление распада белка в мышце.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведение эксперимента
Функциональная разгрузка моделировалась вывешиванием задних конечностей по 

стандартной методике Ильина – Новикова в модификации Morey-Holton [1]. Вывеши-
вание проводилось под углом 45 градусов к полу клетки так, что задние конечности 
крыс не касались пола, а передние свободно опирались на пол, и животные свободно 
передвигались. Пищу и воду животные получали ad libitum. 32 самца крыс линии Wi-
star были распределены на 4 группы – виварный контроль с введением плацебо (7С, n 
= 8), виварный контроль с введением препарата 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate) 
(7СA, n = 8), группа вывешивания с введением плацебо (7НS, n = 8) и группа вы-
вешивания с введением препарата 2-APB (7НSA, n = 8). Препарат вводился внутри-
брюшинно в дозе 10 мг/кг в 5 %-ном растворе ДМСО ежедневно. Применение этого 
ингибитора in vivo было описано ранее [30]. 2-APB, широко применяемый в качестве 
ингибитора IP3R препарат [31], ингибирует IP3-зависимые сигналы [19]. Известные 
для него неспецифические эффекты вызывались большими концентрациями в разы, 
а в некоторых случаях на порядки [32], чем используемая нами для ингибирования 
IP3R доза препарата.

Через 7 дней эксперимента крыс наркотизировали авертином (5 мл/кг массы тела 
10 %-ного раствора), выделяли m. soleus и немедленно замораживали в жидком азоте 
и хранили при –85 °C до проведения анализов. Эвтаназия крыс осуществлялась дисло-
кацией шейных позвонков под авертиновым наркозом.

Электрофорез и Вестерн-блоттинг
Для выделения тотальной фракции белка с образцов m. soleus на микротоме-кри-

остате фирмы Leica были сделаны срезы толщиной 20 мкм (общей массой 15–20 
мг на 1 пробу) и немедленно прогомогенизированы в шариковом гомогенизаторе 
TissueLyser LT (QIAGEN, Германия) в течение 25 мин в 100 мкл лизирующего буфе-
ра RIPA (Santa-Cruz, США), содержащего 50 мМ Tris (pH 7.4), 150 мМ NaCl, 0.1 % 
Triton X‑100, 0.1 % SDS, 5 мМ EDTA (pH 8.0), 1 мМ DTT, 1 мМ PMSF, 1мМ Na3VO4, 
1 мМ PMSF, апротинин (10 мкг/мл), леупептин (10 мкг/мл), пепстатин А (10 мкг/
мл), протеазный ингибиторный коктейль (Santa-Cruz, США) и фосфатазный ингиби-



13932-APB ПРЕДОТВРАЩАЕТ АТРОФИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ

торный коктейль (Santa-Cruz, США). Затем образцы центрифугировали при 20000 g 
в течение 15 мин. Супернатант отбирали, разаликвотировали и убирали на хранение 
при –85 °C.

Часть мышечных лизатов отбирали для определения концентрации общего белка 
с помощью реактива Бредфорда (Bio-Rad Laboratories, США). Определения проводи-
лись на планшетном фотометре Epoch при длине волны 595 нм. Пробы для нанесе-
ния разводились в 2-кратном Laemli-буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 
4 %-ный Ds-Na, 20 %-ный глицерин, 10 %-ный β-меркаптоэтанол, 0.02 %-ный бром-
феноловый синий). Заливку и подготовку ПААГ гелей проводили с помощью зали-
вочных столов фирмы и стекол «Bio-Rad Laboratories». Гели устанавливали в каме-
ры mini-Protean 3 Cell «Bio-Rad Laboratories». Электрофорез проводили в 10 %-ном 
разделяющем ПААГ (0.2 %-ный метилбисакриламид, 0.1 %-ный Ds-Na, 375 мМ 
Tris-HCl (pH 8.8), 0.05 %-ный персульфат аммония, 0.1 %-ный ТЕМЕД) и в 5 %-ном 
концентрирующем ПААГ (0.2 %-ный метилбисакриламид, 0.1 %-ный Ds-Na, 125 мМ 
Tris-HCl (pH 6.8), 0.5 %-ный аммоний персульфат, 0.1 %-ный ТЕМЕД). Для прове-
дения электрофореза был использован трис-глициновый буфер (192 мМ Tris-гли-
цин (pH 8.6), 0.1 %-ный Ds-Na). Образцы каждой группы загружались на один гель 
с контрольными образцами и маркерами молекулярных весов. Образцы загружались 
из расчета 20 мкг общего белка на дорожку. Уровень фосфорилирования белков 
определяли, нормируя содержание фосфорилированной формы белка на содержание 
тотальной формы этого же белка в образце. Электрофорез проводился при 15 мА 
на гель в мини-системе («Bio-Rad Laboratories») при комнатной температуре. После 
электрофореза гели переносились в установку для электропереноса белков на мем-
брану. Электроперенос проводился в буфере (25 мМ Tris (pH 8.3), 192 мМ глицин, 
20 %-ный этанол, 0.04 %-ный Ds-Na) на нитроцеллюлозную мембрану при 100 V при 
температуре 4 °C в системе mini Trans-Blot («Bio-Rad Laboratories») в течение 2 ч. 
После электропереноса мембраны инкубировались в течение 5 мин в 0.3 %-ном рас-
творе Ponceau Red в 5 %-ной уксусной кислоте, затем отмывались в PBS (Биолот) 
с 0.1 %-ным Tween 20 (PBST) до появления четких белковых полос на мембране. 
Этот этап проводился для контроля эффективности переноса; а также для того, что-
бы убедиться, что количество общего белка, внесенного в каждую дорожку, было 
одинаковым. Мембраны блокировались в растворе 5 %-ного сухого молока («Bio-Rad 
Laboratories») в PBST в течение 1 ч при комнатной температуре, затем помещались 
в раствор первичных антител на ночь при 4 °C. Для выявления белковых полос были 
использованы первичные антитела против p-CaMKIIb (1: 1000, #12716), CaMKII (1: 
1000, #3362) фирмы «Cell Signaling Technology». На следующий день мембрана от-
мывалась от первичных антител в PBST 3 раза по 5 мин на шейкере и инкубиро-
валась 1 ч со вторичными антителами goat-anti-rabbit (1: 30000, «Jackson Immuno 
Research», США). Потом мембрана отмывалась от вторичных антител в PBST 3 раза 
по 5 мин на шейкере. Выявление проводилось с помощью Clarity Western ECL Sub-
strate (Bio-Rad Laboratories, США). Хемилюминесцентный сигнал детектировался 
с помощью сканера C-DiGit Blot Scanner (LI–COR, США). Мембраны, на которых 
детектировали данные белки, после детекции содержания фосфорилированной фор-
мы белка отмывали в восстанавливающем растворе Restore Western Blot Stripping 
Buffer (Thermo Scientific), после чего анализировали содержание тотальной формы 
на этих же мембранах путем инкубирования с первичными антителами к тотальным 
формам белков в течение ночи при 4 °C. Затем мембраны отмывали и инкубировали 
со вторичными антителами и проявляли, как описано выше. Для каждого параме-
тра электрофорез с последующим иммуноблоттингом был повторен не менее 3 раз. 
Белковые полосы были анализированы с использованием Image Studio Software (LI–
COR). Хемилюминесцентный сигнал полосы контрольной группы на анализируемой 
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мембране принимали за 100 %, а сигнал полос других групп сравнивали с сигналом 
полос контрольной группы, расположенных на одной и той же мембране.

ПЦР в реальном времени
Для исследования экспрессии генов методом ПЦР в реальном времени прово-

дили выделение РНК из образцов мышечной ткани. Для выделения РНК из ске-
летных мышц была использована методика выделения РНК на микроколонках 
«RNeasy Micro» («Qiagen», Германия) согласно рекомендациям производителя. 
Определение концентрации мРНК осуществлялось по поглощению раствора мРНК 
при помощи спектрофотометра NanoPhotometer IMPLEN. Измерение каждой про-
бы проводилось не менее 3 раз. Для проведения обратной транскрипции были ис-
пользованы реагенты фирмы «Синтол» (Россия) согласно рекомендациям про-
изводителя. Праймеры сконструированы с помощью программы Primer3 v.0.4.0, 
находящейся в свободном доступе (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). В работе были ис-
пользованы следующие праймеры: 5’-gccaatttggtgctttttgt‑3’ и 5’-aaattcagtcctctccccgt‑3’ 
для MuRF‑1; 5’-ctacgatgttgcagccaaga‑3’ и 5’-ggcagtcgagaagtccagtc‑3’ для MAFbx; 
5’-caccaagaaggtcaaacagga‑3’ и 5’-gcaagaactttattcaaag-tgcaa‑3’ для убиквитина; 5’- 
ccggagaggagacttcacag‑3’ и 5’-acagtgcatcatcgctgttc‑3’ для IL6, 5'-cat-gac-ctc-cct-tgc-atg-
taa-c‑3' и 5'-acc-agg-tgg-tgg-gta-agg-aac‑3' для ULK1, 5'-cag-gaa-cgt-ggg-cca-taa-ca‑3' 
и 5'-tcc-aga-gct-tca-tcg-cca-tc‑3' для IP3R, 5’-gta-ccc-ttc-ctc-ttc-cct-atg-c-3’ и 5’-caa-tgc-
caa-ctc-tcg-tca-aca-g-3’ для RPL19. Для проведения ПЦР в реальном времени исполь-
зовали набор для проведения ПЦР в реальном времени с добавлением SYBR Green 
фирмы «Синтол» (Россия) согласно рекомендациям производителя.

Электрофорез РНК
Для проведения электрофореза РНК, выделенную как описано ранее, смешивали 

с равным объемом денатурирующего буфера для нанесения (Thermo Scientific, США) 
и нагревали 10 мин при 70 °C согласно рекомендациям производителя. Для электро-
фореза использовали 1.2 %-ный агарозный гель с использованием бромистого этидия 
(0.5 мкг/мл), приготовленный на буфере TBE (89 мМ ТРИС, 89 мМ борная кислота, 
2 мМ ЭДТА, pH 8.0). Электрофорез проводили при напряжении 10 В/см длины геля 
в буфере TBE. Для определения длин полос РНК использовали маркеры RiboRuler 
(Thermo Scientific, США). Результаты электрофореза визуализировали на Gel Doc EZ 
Imager (Biorad, США). Для обсчета результатов использовали программное обеспече-
ние Image Studio Digits v. 4.0. Степень деградации РНК определяли по вычислению 
соотношения 28S РНК к 18S РНК.

Иммуногистохимический анализ
C помощью криомикротома изготавливали поперечные срезы замороженной мыш-

цы толщиной 9 мкм. Срезы высушивали на воздухе и хранили при –20 °C. Перед окра-
шиванием срезы оттаивали и регидратировали при комнатной температуре в фосфат-
но-буферном растворе (PBS) в течение 20 мин, а затем инкубировали с антителами 
против тяжелых цепей миозина быстрого или медленного типов (MHCI и MHCII, 
Sigma, США) 1: 400 в PBS во влажной камере при 37 °C в течение часа (или при 4 
°C на ночь). Затем антитела отмывали в PBS 3 раза по 5 мин. Инкубацию со вторич-
ными антителами, конъюгированными с AlexaFluor (1: 500) в PBS, проводили в те-
чение 40 мин при комнатной температуре. После отмывки вторичных антител срезы 
заключали в среду, стабилизирующую флуоресцентную метку. Срезы анализировали 
с использованием флуоресцентного микроскопа LeicaQ500MC с встроенной цифровой 
фотокамерой (TCM 300F, Leica, Германия), с увеличением х200. Анализ изображений 
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проводился с помощью программы Image J. Измеряли площадь поперечного сечения 
по крайней мере 100 волокон.

Статистическая обработка данных
Для анализа данных полученных с помощью ПЦР в реальном времени, применя-

лось относительное количественное определение исследуемого гена, нормализован-
ное к референсному, метод 2-ΔΔСt (метод Ливака). В качестве референсного гена был 
использован RPL19, экспрессия которого постоянна в m. soleus в условиях экспери-
мента. Статистическая обработка данных производилась с помощью программы REST 
2009 v.2.0.12, пакета SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., 2008). Достоверность отли-
чий между группами определялась с помощью критерия Краскела – Уоллиса. В тексте 
и на гистограммах результаты ПЦР представлены в виде медианы и интерквартильной 
широты. Количество (n) в выборках равно 8. Статистически достоверными различия 
считали при уровне значимости p ˂ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Мы не обнаружили различий в массе m. soleus и индексе сырой массы m. soleus 
между вывешенными HS и HSA группами (они были ниже, чем у контрольных групп 
С и CA), рис. 1.
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Рис. 1. Масса тела животных (а), масса m. soleus (b) и индекс сырой массы m. soleus (c). 7С – виварный 
контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введением 2-APB, 7HS – 7-суточное вывешива-
ние с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введением 2-APB. * – значимые отличия между 
группами (p < 0.001).

В то же время мы обнаружили, что площадь поперечного сечения как медленных, 
так и быстрых мышечных волокон m. soleus в группе 7-суточного вывешивания (7HS) 
была достоверно ниже значений групп контроля (7С и 7СA) (p < 0.05), рис. 2. Введение 
ингибитора IP3R при вывешивании (7HSA) предотвратило снижение площади попе-
речного сечения медленных и быстрых мышечных волокон (их значения не отличались 
от групп контроля и были достоверно выше, чем в группе 7HS (p < 0.001)).

Мы обнаружили существенное снижение содержания маркеров рибосомального 
биогенеза рРНК 18S (малая субъединица рибосомы) и pРНК 28S (большая субъедини-
ца рибосомы) только у вывешенных без введения ингибитора IP3R животных (группа 
7HS, рис. 3) относительно контрольных групп.
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Экспрессия маркеров убиквитин-протеасомной системы Е3 лигаз MuRF1 и MAFbx/
Atrogin‑1, а также убиквитина была существенно повышена в обеих вывешенных 
группах крыс (относительно групп контроля), рис. 4. Введение ингибитора IP3R не 
выявило отличий по сравнению с группой вывешивания без препарата 7HS.

Уровень экспрессии мРНК маркера аутофагии ULK1 (серин-пролиновая киназа, 
участвующая в аутофагии) был повышен только в группе вывешивания без препара-
та (7HS), но не в группе с введением ингибитора IP3R (7HSA) относительно групп 
контроля, рис. 5а. Аналогичные результаты были получены и для экспрессии мРНК 
интерлейкина 6 (IL6) и рецепторов IL6 (IL6R). Мы обнаружили предотвращение уве-
личения экспрессии мРНК IL6 (рис. 5b) в группе 7HSA при введении ингибитора IP3R 
во время вывешивания крыс относительно группы 7С.

Содержание маркеров кальций-зависимых сигнальных путей IP3R и p-CaMK при 
7-дневном вывешивании крыс. Фосфорилирование кальций-кальмодулинкиназы IIb 
(CaMKIIb) было увеличено в ненагруженной камбаловидной мышце (гр. HS) относи-
тельно группы контроля, рис. 6. Введение ингибитора IP3R предотвратило эти измене-
ния. Аналогичные результаты получены для содержания мРНК IP3R, рис. 7.
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Рис. 2. Площадь поперечного сечения медленных волокон (а), быстрых волокон (b) и микрофотографии 
иммуногистохимической окраски медленного миозина (зеленые) и быстрого миозина (красные) (c). 7С – ви-
варный контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введением 2-APB, 7HS – 7-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введением 2-APB. * – значимые отличия 
между группами. Размерная полоса равна 200 мкм.
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Рис. 4. Экспрессия мРНК MuRF1 (а), MAFbx (b), убиквитина (c) в m. soleus при введении 2-APB на фоне 
7-суточного вывешивания. 7С – виварный контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введе-
нием 2-APB, 7HS – 7-суточное вывешивание с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введе-
нием 2-APB. * – значимые отличия между группами.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Введение блокатора IP3R2-APB вывешенным животным успешно предотвращало 
снижение площади поперечного сечения как быстрых, так и медленных волокон кам-
баловидной мышцы. В то же время возникает вопрос, по каким причинам предотвра-
щение атрофии волокон камбаловидной мышцы не отражается на изменении массы 
мышц экспериментальных животных (рис. 1). Расхождение данных по площади попе-
речного сечения волокон и массы мышц может быть связано с неволоконными компо-
нентами мышц, такими как внеклеточный матрикс и жидкость (вода, кровь, лимфа). 
В частности, известно, что в условиях вывешивания снижается мышечный кровоток 
и, соответственно, кровенаполнение камбаловидной мышцы [33], что могло повлиять 
на массу мышц. Причины снижения степени атрофии m. soleus при функциональной 
разгрузке могут быть в следующем: гипокинезия приводит к атрофии скелетных мышц 
из-за нарушения баланса между синтезом белка и его деградацией [34].

Маркеры анаболического сигналинга. рРНК осуществляют трансляцию – считы-
вание информации с мРНК и катализ образования пептидных связей между присое-
диненными к тРНК аминокислотами. В группе 7HSA (с введением ингибитора IP3R) 
существенных отличий от групп контроля по этим параметрам не наблюдалось. Таким 
образом, введение 2-APB вывешенным животным (7HSA) приводит к предотвраще-
нию снижения содержания рибосомальных РНК 18S и 28S. Можно предположить, что 
предотвращение снижения площади поперечного сечения медленных и быстрых мы-
шечных волокон m. soleus животных, вывешенных 7 суток с ингибированием IP3R, 
могло быть связано с улучшениями в работе рибосом.

Механизм, за счет которого введение 2-APB регулирует содержание 18S и 28S рибосо-
мальных РНК, может быть связан с 2-APB-зависимой регуляцией уровня миоплазматиче-
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Рис. 7. Экспрессия мРНК IP3R в m. soleus при введении 2-APB на фоне 7-суточного вывешивания. 7С – ви-
варный контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введением 2-APB, 7HS – 7-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введением 2-APB. * – значимые отличия 
между группами.
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ского и, возможно, ядерного кальция. Ранее было показано, что активность рибосомаль-
ных генов, с которых происходит транскрипция рРНК, регулируется метилированием 
CpG-островков [35, 36]. Рост CpG-метилирования ведет к блокированию экспрессии 
генов; данному процессу противодействуют транслоказы, деметилирующие CpG [37]. 
Транслоказы TET могут подвергаться протеолизу со стороны кальций-зависимых про-
теаз кальпаинов [38]. Таким образом, накопление кальция может приводить к активации 
кальпаинов, деградации TET и росту метилирования CpG-островков на промоторах рибо-
сомальных генов: введение 2-APB может противодействовать данному процессу, предо-
твращая накопление кальция, активацию кальпаинов и деградацию транслоказ TET.

Маркеры белковой деградации. Для исследования сигналинга деградации белка мы 
определили содержание маркеров убиквитин-протеасомной системы: Е3-убиквитинли-
газы MuRF1 и MAFbx/Atrogin‑1, а также убиквитина. Их экспрессия была существенно 
повышена в обеих вывешенных группах крыс (относительно групп контроля). Увеличе-
ние экспрессии этих маркеров при функциональной разгрузке показано ранее [39]. Итак, 
мы не обнаружили взаимосвязи между частичным снижением атрофии m. soleus в груп-
пе 7HSA крыс и содержанием маркеров убиквитин-протеасомной системы.

Однако кроме убиквитин-протеасомной системы, деградацию белка контролирует ли-
зосомально-протеасомная система, поэтому мы определили экспрессию маркера ULK1. 
В группе вывешенных крыс ее уровень был повышен, что согласуется с предыдущими 
исследованиями [9, 40]. Ингибирование IP3R на фоне вывешивания привело к частично-
му предотвращению роста экспрессии мРНК ULK1. Наши результаты согласуются с ран-
ними исследованиями, где обнаружено, что активность IP3R1 в мышцах mdx мышей по-
вышала уровень аутофагии, тогда как нокаут IP3R1 возвращал его к базальному уровню 
[24]. IP3R могут как стимулировать, так и ингибировать аутофагию [41] посредством не-
скольких механизмов, таких как изменение цитозольного и/или митохондриального уров-
ня Ca2+ [42]. В работе [24] описано влияние уровня кальция и АТФ на экспрессию ULK‑1, 
в регуляции которых участвуют IP3R. При разгрузке мышц уровень кальция и АТФ в ци-
топлазме также повышен, что могло быть стимулом повышения ULK‑1.

Аналогичные результаты были получены и для экспрессии мРНК IL6 на 7-е сутки 
вывешивания при введении 2-APB. Известно, что содержание миокина IL‑6 увеличива-
ется при функциональной разгрузке мышц [27, 43, 44]. IL‑6 способен влиять на генную 
экспрессию через эпигеномную модификацию [45–47]. Блокирование рецепторов IL‑6 
предотвращает развитие атрофии m. soleus [43], а введение IL‑6 в мышцу, напротив, ве-
дет к ее атрофии [48]. Ранее показано, что IP3-опосредованный кальциевый сигнал инду-
цирует активацию гена IL‑6 [17, 28]. Повышенный уровень IP3 в m. soleus вывешенных 
крыс обнаружен ранее [4]. При блокировании DHPR во время вывешивания уровень IL‑6 
в m. soleus крыс снижался [44], что свидетельствует о кальций-зависимых процессах, 
регулирующих его экспрессию. IP3R регулируют гомеостаз в том числе внутриядерного 
кальция [30], за счет чего они способны регулировать экспрессию генов.

Можно заключить, что к частичному предотвращению снижения площади попереч-
ного сечения волокон камбаловидной мышцы при введении ингибитора IP3R на фоне 
7-дневного вывешивания крыс могло привести предотвращение повышения уровня 
экспрессии мРНК IL6 и мРНК маркера аутофагии ULK1. Мы не обнаружили влияния 
маркеров убиквитин-протеасомной системы на регуляцию этого процесса.

Содержание кальций-зависимых маркеров при 7-суточном вывешивании крыс. 
Мы определили уровень фосфорилирования по Thr‑286 кальций-зависимого маркера 
CaMKIIb (кальций-кальмодулинкиназы) в тотальной белковой фракции. Внутрикле-
точный кальций является одним из регуляторов активности CaMKIIb [49, 50]; ами-
нокислотный остаток Thr‑286 молекулы CaMKIIb фосфорилируется при повышении 
содержания ионов кальция [46, 47]. Фосфорилирование CaMKIIb было увеличено в не-
нагруженной камбаловидной мышце (группа HS) относительно группы контроля (рис. 
6), однако введение ингибитора IP3R предотвратило эти изменения. Эти результаты 
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хорошо согласуются с ранее обнаруженным накоплением ионов кальция в миоплазме 
на фоне вывешивания [2], а также свидетельствуют в пользу того, что применение ин-
гибитора IP3R2-APB на фоне вывешивания может быть связано со снижением кальци-
евого сигнала в мышечных волокнах.

Также в работе было обнаружено повышенное содержание мРНК IP3R в ненагружен-
ной камбаловидной мышце по сравнению с контрольной группой. Увеличенный уровень 
IP3R был обнаружен ранее в m. soleus вывешенных крыс [4]. Такого повышения не на-
блюдалось в группе с введением 2-APB. Хотя 2-APB ингибирует IP3R за счет связывания 
с их активным центром, в литературе есть данные о снижении экспрессии IP3R в тканях 
при введении 2-APB [51], что согласуется с результатами наших исследований.

IP3R находятся в мембране саркоплазматического ретикулума, ядра, а также мито-
хондрий, активируются IP3 и Ca2+ [10, 11, 52], а также регулируют гомеостаз кальция 
в клетке [53]. CaMKII – кальций-зависимая киназа [54]. Наблюдаемое снижение экс-
прессии IP3R в группе 7HSA, наряду с ингибирующим действием 2-APB на активные 
центры рецепторов, могло внести вклад в снижение кальций-зависимого фосфорили-
рования CaMKIIb в данной экспериментальной группе.

Можно заключить, что к снижению степени атрофии m. soleus при введении инги-
битора IP3R на фоне 7-дневного вывешивания крыс могло привести предотвращение 
снижения рибосомального биогенеза, а также предотвращение повышения уровня экс-
прессии маркера аутофагии ULK1 и IL6. Мы не обнаружили включения маркеров убикви-
тин-протеасомной системы в регуляцию этого процесса. Эффекты введения ингибитора 
IP3R2 – APB могут быть связаны с IP3-зависимой регуляцией внутриядерного кальция.
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2-Apb Prevents Atrophic Changes and alters Cellular Signalling During Unloading  
of Rat M. Soleus

K. A. Zaripovaa, R. O. Bokova, K. A. Sharloa, S. P. Belovaa, and T. L. Nemirovskayaa

aInstitute of Biomedical Problems RAS, Moscow, Russia
*e-mail: Nemirovskaya@bk.ru

IP3 receptors are found in significant quantities in muscle fibers in the sarcoplasmic 
reticulum, nucleus and mitochondria. We hypothesized that activation of IP3 receptors 
(IP3Rs) during muscle unloading may induce a weak calcium release signal, both cytosolic 
and nucleoplasmic, that promotes (possibly with other signaling cascades) the activation of 
transcription factors, leading to the expression or repression of genes involved in muscle 
phenotype. This hypothesis was tested by blocking IP3R during unloading of rat muscles 
by administering 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate). Wistar rats were administered 
intraperitoneally at a dose of 10 mg/mg in 5 % DMSO daily. We found that the IP3R 
state influences the development of atrophic processes in the postural m. soleus during 
unloading. Administration of the IP3R blocker 2-APB to animals successfully prevented a 
decrease in m. soleus cross-sectional area (CSA) of both fast and slow muscle fibers. The 
slowdown in CSA decrease upon administration IP3R inhibitor during 7 days m. soleus 
unloading is associated with the prevention of a decrease in ribosomal biogenesis and an 
increase in the expression of autophagy markers ULK‑1 and IL‑6.

Keywords: skeletal muscle, atrophy, IP3-receptors
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D-серин является эндогенным агонистом глицинового сайта NMDA-рецепторов. Од-
нако его вклад в организацию функций медиальной префронтальной коры (мПК) 
исследован мало. Целью работы было изучение участия D-серина в мПК в форми-
ровании и генерализации условной реакции страха (УРС – модель страха), а также 
в регуляции выброса серотонина в этой области. На крысах линии Спрег-Доули ме-
тодами прижизненного внутримозгового диализа и ВЭЖХ показано, что введение 
D-серина (1мМ) в мПК снижает в ней базальный уровень внеклеточного серотонина 
и уменьшает на фоне такого снижения рост данного показателя во время выработ-
ки УРС (сочетание условного сигнала (CS+) с неизбегаемым болевым раздражени-
ем), но не в ходе дифференцировки 1 (предъявление дифференцировочного сигнала 
(CS–) без болевого раздражения). Введение в мПК D-серина уменьшало во время 
выработки УРС замирание животных на CS+ (показатель пассивного ожидания 
болевого раздражения) и увеличивало горизонтальную двигательную активность 
и число стоек (попытки избежать болевого раздражения). Такое фармакологическое 
воздействие приводило через сутки к усилению замирания на потенциально опас-
ный CS+, но не на безопасный CS–. Полученные данные впервые свидетельствуют, 
что D-сериновая стимуляция мПК, снижающая выброс серотонина в этой области, 
усиливает в ходе выработки УРС активную стратегию поведения животных, направ-
ленную на избегание, и тормозит пассивную стратегию ожидания болевого раздра-
жения. Это сопровождается усилением формирования и/или консолидации УРС, но 
не влияет на ее генерализацию.

Ключевые слова: D-серин, NMDA-рецепторы, выброс серотонина, условная реакция 
страха, медиальная префронтальная кора, прижизненный внутримозговой микроди-
ализ
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ВВЕДЕНИЕ

Оптический изомер серина D-серин является эндогенным агонистом глициново-
го сайта NMDA-рецепторов глутамата. В ЦНС млекопитающих D-серин присутству-
ет в виде свободной аминокислоты в концентрациях, коррелирующих с плотностью 
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NMDA-рецепторов [1]. Высокое содержание D-серина выявлено в корковых областях, 
в том числе в медиальной префронтальной коре (мПК), где на его долю приходится 
около 20 % серина [2]. D-серин продуцируется преимущественно нейронами (90 %) 
и в меньшей степени астроцитами (10 %) в результате рацемизации L-серина, катализи-
руемой серин-рацемазой [3]. Высвобождение D-серина, участвующего в функциональ-
ной активации NMDA-рецепторов, тоже осуществляют нейроны (постсинаптические 
участки) [4] и астроциты [5, 6]. При этом астроциты обеспечивают захват D-серина из 
внеклеточного пространства и его ферментативную деградацию [7], а также являются 
источником L-серина, участвующего в синтезе D-серина [8].

В литературе накапливаются данные о вкладе D-серина и D-серин-зависимой 
активации NMDA-рецепторов ЦНС в механизмы обучения и памяти [6], включая 
память о страхе [9–11]. Продемонстрировано, что дисфункция D-сериновой системы 
ЦНС может быть вовлечена в патогенез ряда психических расстройств, характеризу-
ющихся патологическими изменениями проявлений страха [1, 3]. Одним из основных 
центров контроля страха является мПК, участвующая в формировании и генерализа-
ции памяти о страхе [12]. Кроме того, мПК играет важную роль в регуляции высших 
когнитивных процессов, в том числе в выборе стратегии поведения и в обеспечении 
его гибкости [13]. Следует отметить, что мПК является единственной областью коры, 
посылающей проекции к ядрам шва [14], что позволяет ей управлять активностью 
серотониновых нейронов, иннервирующих многие отделы ЦНС [15]. В частности, 
показано, что мПК генерирует и передает сигнал о контролируемости стресса ней-
ронам ядер шва, снижающий выброс серотонина в ряде структур переднего мозга 
[15]. Это способствует усилению избегательных реакций на стресс и ослаблению 
пассивных форм реагирования (замирание) [15]. Вклад D-сериновых сигналов мПК 
в такую регуляцию не изучен.

В ряде исследований показано участие NMDA-зависимой нейротрансмиссии в пре-
лимбическом отделе мПК в выработке и/или консолидации условной реакции страха 
(УРС, модель страха) [16, 17], а также в генерализации УРС [16, 18]. Вместе с тем от-
сутствуют сведения о роли в этих процессах D-сериновых механизмов мПК.

Ранее мы установили, что выработка УРС (сочетание условного сигнала (CS+) c 
неизбегаемым электрокожным раздражением) сопровождается выбросом серотонина 
в мПК, усиливающим будущую генерализацию УРС (проявления страха на безопас-
ный дифференцировочный раздражитель (CS-)), но не влияющим на память о по-
тенциально опасном CS+ [19]. Однако неизвестно, могут ли локальные D-сериновые 
сигналы изменять выброс серотонина в мПК и как это соотносится с формированием 
и генерализацией УРС.

Цель работы заключалась в исследовании вклада D-сериновой активации NMDA-
рецепторов мПК в регуляцию выброса серотонина в этой корковой области, в выбор 
активной или пассивной поведенческой стратегии в ответ на неизбегаемый болевой 
стресс при выработке УРС, а также в процессы формирования и генерализации УРС. 
Для этого было изучено влияние введения в мПК в ходе выработки УРС D-серина 
(1мМ), во‑первых, на изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК; во‑вторых, 
на активные (перемещения, стойки) и пассивные (замирание) поведенческие ответы 
в ходе выработки УРС; в‑третьих, на проявления УРС (замирание на CS+) и на генера-
лизацию УРС (замирание на CS-) через сутки после выработки УРС. Таких сведений 
в литературе нет.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали самцов крыс линии Спрег-Доули массой 325–420 г (возраст 
3–4 месяца) из ЦКП «Биоколлекция Института физиологии им. И.П. Павлова РАН для 
исследования интегративных механизмов деятельности нервной и висцеральных сис-
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тем» (Санкт-Петербург). В ходе экспериментов животных содержали индивидуально 
при естественном режиме освещенности. Доступ к воде и лабораторному корму был 
свободным.

Крысам под наркозом (рометар, «Spopha», Чешская Республика, 1.4 мг/100 г и зо-
летил, «Virbac Sante Animale», Франция, 5 мг/100 г, внутримышечно) в правую мПК 
по стереотаксическим координатам черепа имплантировали микродиализные канюли 
[20]. Для предотвращения послеоперационного воспаления крысам вводили антибио-
тик бициллин‑5 («Синтез», Россия, 30000 ЕД/100 г, внутримышечно). Эксперименты 
начинали через сутки после имплантации. Они включали два этапа (рис. 1) – этап об-
учения (экспериментальный день 1) и этап тестирования (экспериментальный день 2). 
Для детального описания см. [21].

OPEN FIELD CFR TRAINING 
5 × [(CS+) + US] 

BOX A 

DIFFERENTIATION 1 
5 × (CS–) 
BOX B 

Day 1 
Training: 

Day 2 
Testing: DIFFERENTIATION 2 

5 × (CS–) 
BOX B 

CFR TESTING  
5 × (CS+) 

BOX A 

PLUS MAZE 

210 min 70 min 

135 min 70 min 

55 min 

D-Serine (1mM), 195 min 

60 min 

Рис. 1. Схема эксперимента. (CS+) – условный сигнал; (CS-) – дифференцировочный сигнал; US – безуслов-
ный стимул (электрокожное раздражение).

В начале экспериментального дня каждую крысу тестировали в установке «От-
крытое поле» в течение 5 мин для оценки изначального уровня подвижности. Реги-
стрировали горизонтальную двигательную активность, оцениваемую по пересечени-
ям границ секторов установки, и число стоек. Затем животное помещали в дневной 
бокс и начинали процедуру микродиализа мПК искусственной спинномозговой жид-
костью (ИСМЖ, 1мкл/мин). После стабилизационного периода (1 ч) и сбора 5 фо-
новых порций диализата (по 15 мин каждая) животных разделяли на 2 группы: «D-
Serine» (n = 9) и «Без введения» (n = 12). Каждой крысе группы «D-Serine» в ИСМЖ, 
прокачиваемую через диализную канюлю, вводили D-серин (1мМ, «MP Biomedicals», 
США) и собирали 4 порции диализата (по 15 мин каждая). Затем, не прерывая проце-
дуру введения D-серина в мПК и сбора диализата, проводили выработку УРС. Кры-
су на 5 мин помещали в камеру А (желтые стены, решетчатый пол) и предъявляли 
условный сигнал (CS+, непрерывный тон, 1000 Гц, 10 с, 5 раз, интервал 50 с) в со-
четании с неизбегаемым электрокожным раздражением, подаваемым через решетку 
пола (0.5 мА, 1 с). Регистрировали следующие параметры: 1) время замирания на 
CS+ (с), отражающее ожидание болевого раздражения; 2) время замирания в меж-
сигнальных интервалах (с); 3) активные формы поведения – горизонтальную двига-
тельную активность (пересечения границ секторов камеры) и стойки, отражающие 
попытки животного избежать болевого раздражения. После этого крысу возвращали 
в дневной бокс и через 70 мин проводили дифференцировку 1. Животное переносили 
на 5 мин в камеру B (белый пол, белые стены) и предъявляли дифференцировочный 
сигнал (CS-, прерывистый тон 1000 Гц, 10 с, 5 раз, интервал 50 с) без болевого раз-
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дражения. Регистрировали время замирания на CS- (с), отражающее первоначальную 
генерализацию УРС, время замирания в межсигнальных интервалах, горизонталь-
ную двигательную активность (пересечения) и число стоек. Затем животное возвра-
щали в бокс на 55 мин, после чего сбор диализата завершали и отмывали канюлю от 
D-серина, пропуская через нее ИСМЖ (1 мкл/мин, 15 мин). Животных группы «Без 
введения» подвергали тем же процедурам, но без добавления D-серина в ИСМЖ для 
перфузии мПК.

На следующий день (экспериментальный день 2, этап тестирования) с крысами 
обеих групп проводили три последовательных поведенческих теста (рис. 1). Снача-
ла животных в течение 5 мин тестировали в приподнятом крестообразном лабиринте. 
Регистрировали следующие параметры поведения в закрытых и открытых рукавах ла-
биринта: 1) горизонтальную двигательную активность (по пересечению границ секто-
ров); 2) число стоек/свешиваний; 3) длительность пребывания (с). После этого возоб-
новляли диализную перфузию мПК ИСМЖ и через 2 ч проводили дифференцировку 
2 так же, как дифференцировку 1. Регистрировали длительность замирания (c) на CS- 
и в межсигнальных интервалах параметры, отражающие генерализацию УРС. Через 
70 мин проводили тестирование животных на проявления УРС. Животных помещали 
на 5 мин в камеру A и предъявляли CS+ так же, как при выработке УРС, но без болево-
го раздражения. Проявления условнорефлекторного страха оценивали по замиранию 
животных (c) на CS+ и в межсигнальных интервалах.

Мы не можем полностью исключить влияние послеоперационного стресса и нарко-
за, а также самой диализной перфузии на изучаемые показатели, но животные сравни-
ваемых групп находились в равных условиях.

Определение уровня серотонина в диализате мПК осуществляли методом ВЭЖХ 
(LC‑10ATVP, «Shimadzu», Германия) с электрохимической детекцией (Procede «An-
tec Leyden», Нидерланды), как было описано ранее [21]. Для регистрации и обработ-
ки хроматограмм использовали аппаратно-программный комплекс МультиХром 1.72 
(«Амперсенд», Россия). Концентрацию серотонина в диализате мПК выражали в нМ, 
а затем – в процентах к собственному среднему фоновому уровню перед тестами. 
После окончания экспериментов животных забивали и проводили морфологический 
контроль попаданий, как описано ранее [19]. В статистическую обработку включали 
крыс с локализацией канюль в мПК (преимущественно прелимбический отдел).

Статистическую обработку проводили с использованием пакета SigmaStat (3.0). 
Данные представляли как среднее ± стандартная ошибка среднего. Сравниваемые 
выборки проверяли на нормальность распределения методом Колмогорова – Смир-
нова и далее применяли методы параметрической статистики, если данные удов-
летворяли критерию нормальности, или непараметрической статистики, если не 
удовлетворяли. Для сравнения изменений уровня внеклеточного серотонина в мПК 
относительно собственного фонового уровня в ходе поведенческих тестов, прово-
димых на фоне введения или без введения D-серина в мПК, использовали однофак-
торный дисперсионный анализ Фридмана для повторяющихся замеров (хи-квадрат, 
фактор – время) и критерий Ньюмана – Килса для апостериорного сравнения. Для 
выяснения влияния введения D-серина на базальный уровень внеклеточного серо-
тонина в мПК перед поведенческими тестами (начало эксперимента) применяли 
однофакторный дисперсионный анализ для повторяющихся замеров (F-критерий, 
фактор – время). Для межгруппового сравнения изменений уровня серотонина ис-
пользовали двухфакторный дисперсионный анализ (F-критерий, факторы – время 
и группа) и критерий Ньюмана – Килса для апостериорного сравнения. Попарное 
сравнение параметров поведения проводили с использованием t-критерия Стьюден-
та, если сравниваемые выборки соответствовали нормальному распределению, или 
с помощью критерия Манна – Уитни, если не соответствовали. Использовали уро-
вень достоверности p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Перед началом микродиализных экспериментов крысы групп «D-Serine» (n = 9) 
и «Без введения» (n = 12) не различались между собой по величине горизонтальной дви-
гательной активности (рис. 2, t = 0.06, p = 0.95) и числу стоек (рис. 2, t = 1.6, p = 0.12) 
в тесте «Открытое поле».
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Рис. 2. Горизонтальная двигательная активность, пересечения (Ambulation, crossing) и число стоек (Rearing) 
в тесте «Открытое поле» у крыс до введения D-серина в мПК (Before D-Serine) и у животных без введения 
D-серина (No Treatment). Достоверных отличий не найдено, t-критерий Стьюдента.

По данным однофакторного дисперсионного анализа, выработка УРС у крыс груп-
пы «Без введения» сопровождалась ростом уровня внеклеточного серотонина в мПК 
относительно фонового уровня перед тестом (рис. 3), что соответствует ранее опубли-
кованным нами данным [21]. Животные этой группы не демонстрировали достовер-
ных изменений уровня серотонина в мПК в ходе дифференцировки 1 (рис. 3).

Введение D-серина (1 мМ) в мПК крыс группы «D-Serine» сопровождалось сни-
жением базального уровня внеклеточного серотонина в этой области (рис. 3) относи-
тельно фона перед введением. Однофакторный дисперсионный анализ, охватывающий 
весь период введения D-серина, показал, что такое фармакологическое воздействие 
влияет на динамику изменений уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе по-
веденческих тестов (хи-квадрат = 66.5, k = 17, p < 0.001, критерий Фридмана). По 
данным апостериорного анализа, выработка УРС и дифференцировка 1 у животных 
группы «D-Serine» приводили к подъему уровня внеклеточного серотонина в мПК от-
носительно этого показателя непосредственно перед тестами (соответственно q = 8.8, 
p < 0.05 и q = 7.1, p < 0.05, критерий Ньюмана – Килса), но не относительно фонового 
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уровня перед введением препарата (соответственно q = 3.8, p > 0.05 и q = 0.7, p > 0.05, 
критерий Ньюмана – Килса).

Межгрупповое сравнение выявило влияние группы на изменения уровня серото-
нина в ходе выработки УРС относительно фонового уровня (рис. 3). А именно, кры-
сы группы «D-Serine» во время выработки УРС характеризовались меньшим уровнем 
внеклеточного серотонина в мПК по сравнению с животными группы «Без введения» 
(q = 9.4, p < 0.001, критерий Ньюмана – Килса). Группы не различались между собой 
по уровню серотонина в мПК во время дифференцировки 1 (q = 1.1, p = 0.4, критерий 
Ньюмана – Килса).

Введение в мПК D-серина во время выработки УРС уменьшало в ходе этого теста 
замирание животных на CS+ (рис. 4а) и в межсигнальных интервалах (рис. 4b) по срав-
нению с соответствующими показателями крыс группы «Без введения». При этом во 
время дифференцировки 1 животные с введением и без введения D-серина в мПК не 
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Рис. 3. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК в процессе выработки УРС (CFR Training) 
и дифференцировки 1 (Differentiation 1) у крыс, подвергавшихся (D-Serine + CFR Training) и не подвергав-
шихся (CFR Training) введению в мПК D-серина. Выработка УРС приводила к подъему уровня серотонина 
в мПК (хи-квадрат = 57.5, k = 13, p < 0.001, критерий Фридмана, однофакторный дисперсионный анализ). 
Введение 1мМ D-серина снижало базальный уровень серотонина в мПК (F(8, 64) = 27.4, p < 0.001, F-крите-
рий, однофакторный дисперсионный анализ) и на этом фоне уменьшало его подъем во время выработки 
УРС (F(13, 266) = 3.8, p < 0.001, F-критерий, двухфакторный дисперсионный анализ). Ось X – время, мин; ось 
Y – уровень внеклеточного серотонина, % к фону; разброс на графике – ошибка среднего; стрелки – пове-
денческие тесты; горизонтальная линия – период введения D-серина. * – p < 0.05 – при сравнении с фоном 
(критерий Ньюмана – Килса); + – p < 0.05– при межгрупповом сравнении (критерий Ньюмана – Килса; # – 
p < 0.05 – при сравнении с уровнем серотонина, измененным введением D-серина перед тестом (критерий 
Ньюмана – Килса).
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Рис. 5. Увеличение горизонтальной двигательной активности (пересечения), (Ambulation, crossing lines) 
и числа стоек (Rearing) (a) во время выработки УРС (CFR Training), (b) но не во время дифференцировки 
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D-серина (No Treatment). ++ – p = 0.02 (критерий Манна – Уитни); *** – p < 0.001, t = 4.2 (t-критерий Стью-
дента) – при межгрупповом сравнении. Остальные обозначения, как на рис. 3.
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Рис. 4. (а) – Длительность замирания на звуковые сигналы (CS+, CS-, с) и (b) в межсигнальных интерва-
лах (CS+ test, CS- test, c) во время выработки УРС (CFR Training) и дифференцировки 1 (Differentiation 1) 
у крыс с введением в мПК 1мМ D-серина (D-Serine) и у животных, не подвергавшихся введению препарата 
(No Treatment). Введение D-серина уменьшало замирание на CS+ и в межсигнальных интервалах во время 
выработки УРС. + – p = 0.04, t = 2.3; +++ – p < 0.001, t = 3.9 – при межгрупповом сравнении (t-критерий 
Стьюдента).
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различались между собой по замиранию на CS- (рис. 4а, t = 0.6, p = 0.6) и в межсиг-
нальных интервалах (рис. 4b, t = 1.2, p = 0.3).

Сравнение активных форм поведения животных на этапе обучения, отражающих 
активные попытки избежать болевого раздражения, показало, что у крыс группы 
«D-серин» во время выработки УРС наблюдалось увеличение горизонтальной дви-
гательной активности и числа стоек (рис. 5а) по сравнению с величиной этих пара-
метров у крыс группы «Без введения». Вместе с тем во время дифференцировки 1 не 
было обнаружено различий между животными с введением и без введения D-серина 
в мПК по этим показателям (рис. 5b, p = 0.51 и p = 0.50 соответственно, критерий 
Манна – Уитни).

Через сутки после выработки УРС в ходе дифференцировки 2 животные, подверг-
нутые накануне введению D-серина в мПК, не отличались от крыс группы «Без введе-
ния» по замиранию на безопасный CS- (рис. 6a, t = 1.1, p = 0.3, t-критерий Стьюдента) 
и в межсигнальных интервалах (рис. 6a, p = 0.8, критерий Манна – Уитни). Однако 
во время тестирования УРС животные группы «D-серин» демонстрировали большее 
замирание на потенциально опасный CS+ (рис. 6b) и в интервалах между CS+ (рис. 6b) 
по сравнению с крысами группы «Без введений».

При тестировании в крестообразном лабиринте через сутки после выработки УРС 
мы не обнаружили достоверных различий между крысами групп «D-серин» и «Без 
введения» по следующим параметрам: по времени пребывания в закрытых и в от-
крытых рукавах лабиринта (рис. 7а, соответственно p = 0.45 и p = 0.5); по горизон-
тальной двигательной активности в закрытых и открытых рукавах лабиринта (рис. 
7b, соответственно p = 0.3 и p = 0.5). У крыс группы «D-серин» наблюдалась тен-
денция к увеличению числа стоек в закрытых рукавах лабиринта (рис. 7c; p = 0.06, 
критерий Манна – Уитни).
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Рис. 6. (а) – Длительность замирания на звуковые сигналы (CS- или CS+, с) и (b) – Длительность зами-
рания в межсигнальных интервалах (CS+ test, CS- test, c) во время дифференцировки 2 (Differentiation 2) 
и при тестировании УРС (CFR Testing) у крыс, ранее подвергавшихся (After D-Serine) и не подвергавшихся 
(No Treatment) введению в мПК 1мМ D-серина. Введение D-серина увеличивало замирание на CS+ (+ – p = 
0.01, t = 2.7, t-критерий Стьюдента) и в межсигнальных интервалах & – p = 0.004, (критерий Манна – Уитни) 
во время тестирования УРС. * – p < 0.05, (t-критерий Стьюдента) и # – p < 0.05 (критерий Манна – Уитни) – 
при сравнении между тестами.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

NMDA-зависимая нейропластичность играет важную роль в обеспечении функций 
мПК, в том числе связанных с формированием и регуляцией памяти о страхе [18, 22, 
23]. В частности, на крысах продемонстрировано, что активация NMDA-рецепторов 
мПК после выработки УРС локальным введением NMDA способствует консолидации 
условнорефлекторного страха обстановки [16], что проявляется в усилении замирания 
животных (показатель страха) в камере, ранее сочетавшейся с болевым раздражением.

Основным результатом настоящей работы являются данные, впервые показавшие, 
что стимуляция мПК D-серином, агонистом глицинового сайта NMDA-рецепторов, 
может вносить весомый вклад в формирование и/или консолидацию памяти о страхе. 
Об этом свидетельствует тот факт, что введение в мПК во время и после выработки 
УРС D-серина увеличивает через сутки замирание крыс на условный (CS+) и обста-
новочный (камера А в интервалах между CS+) сигналы (рис. 6a, b). Этот результат, 
во‑первых, подтверждает данные литературы, продемонстрировавшие, что стимуля-
ция глицинового сайта NMDA-рецепторов мозга циклосерином, частичным агонистом 
этого сайта, усиливает консолидацию УРС на звуковые и обстановочные сигналы [24]. 
Во-вторых, он показывает, что влияние такого системного воздействия на NMDA-
рецепторы может быть опосредовано D-серин-зависимыми механизмами мПК.

Следует отметить, что показанное в работе влияние D-серина на замирание, вы-
зываемое потенциально опасными стимулами, не является следствием отсроченного 
действия препарата на подвижность и тревожность животных, так как крысы с вве-
дением и без введения D-серина в мПК не различались между собой через сутки по 
длительности пребывания (рис. 6a) и подвижности (рис. 7b, c) в закрытых и открытых 
рукавах крестообразного лабиринта, а также по замиранию на безопасные раздражи-
тели (CS- и камеру B) во время дифференцировки 2 (рис. 6a, b). Последнее, кроме того, 
свидетельствует, что D-сериновые механизмы мПК не вносят заметный вклад в гене-
рализацию реакции страха в этих экспериментах.
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Рис. 7. (a) – Длительность пребывания, с, (b) – Горизонтальная двигательная активность (Ambulation), пере-
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в мПК 1мМ D-серина. Достоверных отличий не найдено, критерий Манна – Уитни.
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Вместе с тем в нескольких работах, использующих методы активации и генетиче-
ского удаления NMDA-рецепторов мПК, показано вовлечение NMDA-зависимых про-
цессов в этой корковой области в генерализацию УРС, проявляющуюся в замирании 
животных на безопасные сигналы [16, 18]. Сопоставление этих данных с результатами 
настоящей работы позволяет сделать вывод, что D-сериновый компонент активации 
NMDA-рецепторов мПК, видимо, в большей степени связан с формированием УРС, 
в то время как общая активация NMDA-рецепторов мПК важна и для формирования 
УРС, и для ее генерализации.

Такая избирательность действия D-серина, возможно, вызвана разной функци-
ональной ролью подтипов NMDA-рецепторов [22] в сочетании с их различиями 
в чувствительности к коагонистам, D-серину и глицину [25]. Об этом свидетельст-
вует следующее. Во-первых, есть данные, что в синаптических (NR2A-содержащих) 
NMDA-рецепторах в качестве коагониста преимущественно используется D-серин, 
а в несинаптических (NR2B-содержащих) NMDA-рецепторах – глицин [25]. Во-вто-
рых, продемонстрировано вовлечение NR2A-содержащих, но не NR2B-содержащих 
NMDA-рецепторов мПК в формирование УРС на обстановочные и на отсроченные 
звуковые сигналы [22]. Взятые вместе эти литературные данные предполагают воз-
можное участие регулируемых D-серином NMDA-рецепторов мПК в формировании 
УРС на звуковые и обстановочные стимулы. Результаты настоящей работы, приведен-
ные выше, подтверждают это предположение.

В работе показан ранее неизвестный факт, что выработка УРС на фоне введения 
D-серина в мПК сопровождается уменьшением замирания животных на CS+ и каме-
ру А во время этого теста с параллельным усилением активных форм поведения (го-
ризонтальная двигательная активность, стойки), отражающих безуспешные попытки 
животных избежать болевого раздражения (рис. 5a). Причем такие изменения поведе-
ния не связаны с общей двигательной активацией животных под действием препара-
та, поскольку не наблюдаются при дифференцировке 1 (рис. 5b). Этот результат пере-
кликается с литературными данными, что увеличение уровня D-серина в ЦНС мышей 
вследствие приема D-серина с питьевой водой или в результате усиления экспрессии 
серин-рацемазы уменьшает периоды неподвижности в тесте «Вынужденное плава-
ние» без изменения двигательной активности в тесте «Открытое поле» [26], то есть 
мобилизует ресурсы мозга на активные поиски выхода, хотя и в другой поведенческой 
ситуации. Наши результаты позволяют предположить, что D-сериновые механизмы 
мПК могут опосредовать эту важную функцию.

Вероятным механизмом, запускающим такие изменения поведения, может быть 
стимуляция D-серином группы пирамидных нейронов мПК, вовлекаемых, по данным 
литературы [15], в передачу сигнала о контролируемости стресса ГАМКергическим 
интернейронам ядер шва и через них – серотониновым нейронам (рис. 8). мПК генери-
рует такой сигнал в естественных условиях, если животное может избежать или огра-
ничить болевой стресс [15]. Его назначение – затормозить вызываемую стрессом акти-
вацию серотониновых нейронов, снизить выброс серотонина в связанных с реакцией 
на стресс областях мозга, включая мПК [27], и переключить за счет этого стратегию 
поведения животных с пассивной (замирание) на активную (поиски выхода) [15]. Вве-
дение D-серина в мПК может имитировать такой сигнал за счет стимуляции NMDA-
рецепторов на пирамидных нейронах этой области, что и вызывает, как мы думаем, пе-
речисленные выше поведенческие и нейрохимические эффекты. А именно, локальное 
введение D-серина в мПК приводило в наших экспериментах к снижению базального 
уровня внеклеточного серотонина в этой области и на этом фоне ограничивало его 
функциональный подъем во время выработки УРС (рис. 3), подавляло пассивные (рис. 
4a, b) и усиливало активные (рис. 5a) формы поведения. Следует отметить, что в ли-
тературе есть сведения о вовлечении NMDA-рецепторов в тормозную регуляцию ба-
зального выброса серотонина в мПК [28]. Значимый результат работы – в ней впервые 
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продемонстрирована модуляция данной функции NMDA-рецепторов мПК D-cерином 
и показано, что такая модуляция может иметь функциональные последствия, выража-
ющиеся в активизации попыток животного предотвратить болевое раздражение.

Таким образом, полученные в работе новые данные свидетельствуют, что D-сери-
новая стимуляция мПК в ходе выработки УРС, снижающая выброс серотонина в этой 
области, усиливает попытки животного избежать болевого раздражения, являющегося 
неизбегаемым в данном поведенческом тесте. Это, возможно, усиливает аверсивность 
болевого подкрепления и, как следствие, приводит к усилению формирования и/или 
консолидации УРС.
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D-Serine Reduces Extracellular Serotonin Level in the Medial Prefrontal Cortex  
and Enhances the Formation of Fear Response in Rats

N. B. Saulskayaa, *, and M. A. Susorovaa

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia
*e-mail: saulskayanb@infran.ru

D-serine is an endogenous agonist of the glycine site of NMDA receptors. However, its 
contribution to the medial prefrontal cortex (mPFC) functions has been little studied. The 
purpose of the work was to study the involvement of D-serine in the mPFC in the formation 
and generalization of the conditioned fear response (CFR – a fear model), as well as in the 
regulation of serotonin release in this area. In Sprague-Dawley rats by means of in vivo 
microdyalisis and HPLC analysis, we showed that the intra-mPFC infusion of D-serine (1 
mM) reduces the basal level of extracellular serotonin in this area and decreases its rise 
during CFR acquisition (pared presentation of a conditioned cue (CS+) and inescapable 
footshock but not during differentiation 1 (presentation of a differentiation cue (CS-) 
alone).The intra-mPFC D-serine infusion reduced animals’ freezing to CS+ (a measure of 
passive footshock anticipation) during the CFR acquisition and increased ambulation and 
the number of rearing (attempts to escape footshock). This pharmacological treatment, a 
day after it, increased animals’ freezing to the potentially dangerous CS+, but did not affect 
freezing to the safe CS-. The data obtained indicate for the first time that, with a decrease 
in the release of serotonin in the mPFC, stimulation of the mPFC by D-serine enhances 
the animals’ active strategy of avoiding shock and suppresses the passive strategy of 
anticipating it.
This is accompanied by increased acquisition and/or consolidation of the CFR, but does 
not affect its generalization.

Keywords: D-serine, NMDA receptors, serotonin release, conditioned fear response, 
medial prefrontal cortex, in vivo intracranial microdialysis
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Повышенная вязкость цельной крови может вносить существенный вклад в увеличе-
ние общего периферического сопротивления, нарушение системной гемодинамики 
и расстройство микроциркуляции при артериальной гипертензии. Однако изменение 
вязкости крови (ВК) также приводит к изменению напряжения сдвига на эндотелии, 
что может оказать влияние на тонус сосудов. Исследований взаимосвязи изменений 
ВК и артериального давления у животных в условиях артериальной гипертензии не 
проводилось. Целью работы было исследование связи артериального давления с вяз-
костью крови в норме, а также в условиях снижения и повышения вязкости крови 
у нормотензивных крыс Вистар и спонтанно гипертензивных крыс линии SHR с ис-
пользованием корреляционного анализа. Снижение/повышение ВК проводили с по-
мощью изоволемической гемодилюции/гемоконцентрации. Среднее артериальное 
давление (СрАД) регистрировали с помощью системы MP150 (Biopac Systems, Inc., 
США). ВК измеряли на ротационном вискозиметре Brookfield DV–II+Pro (Brookfield 
Engineering Labs Inc., США) на скорости сдвига 450 с‑1. У нормотензивных крыс от-
сутствовала статистически значимая корреляция между исходными значениями ВК 
и СрАД. После изоволемической гемодилюции или гемоконцентрации у нормотен-
зивных крыс статистически значимых корреляций между ВК и СрАД также не было 
обнаружено. У крыс SHR, по сравнению с крысами Вистар, выявлена значимая по-
ложительная статистическая связь средней силы между исходными значениями ВК 
и СрАД (R = 0.643, p < 0.05). У этих животных сохранялись статистически значимые 
корреляционные связи средней силы между значениями ВК и СрАД как после гемо-
дилюции (R = 0.530, p < 0.05), так и после гемоконцентрации (R = 0.689, p < 0.05). 
Анализ корреляционных связей показывает, что у крыс SHR, в отличие от крыс Ви-
стар, артериальное давление пассивно следует за изменением вязкости крови, что, 
вероятно, обусловлено несостоятельностью механизмов эндотелийзависимой вазо-
дилатации при артериальной гипертензии.

Ключевые слова: артериальная гипертензия, артериальное давление, вязкость крови, 
спонтанно гипертензивные крысы линии SHR, нормотензивные крысы Вистар
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ВВЕДЕНИЕ

Регуляция артериального давления осуществляется сложной многокомпонентной 
системой как в норме, так и при патологии. Существует ряд высокоэффективных 
и хорошо переносимых лекарственных средств, которые действуют на различные 
элементы системы регуляции артериального давления. Однако показатели контроля 
артериального давления далеки от удовлетворительных [1].

Одним из важных звеньев патогенеза артериальной гипертензии (АГ) являет-
ся синдром повышенной вязкости крови [2–4]. Доказано, что при АГ повышенная 
вязкость цельной крови может вносить существенный вклад в увеличение общего 
периферического сопротивления, нарушение системной гемодинамики и расстрой-
ство микроциркуляции [2–4]. Между вязкостью крови и артериальным давлением 
существуют сложные взаимосвязи [3, 5]. C одной стороны, повышение вязкости кро-
ви приводит к увеличению общего периферического сопротивления [6]. С другой 
стороны, вязкость крови определяет напряжение сдвига как механический стимул, 
который запускает сигнальный каскад, приводящий к активации NO-синтазы эндо-
телиальных клеток, что стимулирует вазодилатацию. [7]. Таким образом, увеличение 
вязкости крови может вызывать два противоположных эффекта: прямое увеличение 
гемодинамического сопротивления и косвенное – снижение сосудистого сопротив-
ления, вызванное эндотелий-опосредованной, зависящей от скорости сдвига вазо-
дилатацией [8]. Вязкость крови определяет напряжение сдвига на стенке сосуда, что 
является одним из механизмов, обеспечивающих адекватный приток крови к тканям. 
Поэтому характер взаимосвязи вязкости крови, тонуса сосудов и артериального дав-
ления в значительной степени определяет состояние системной гемодинамики и ми-
кроциркуляции при АГ [9].

Авторы, описывающие снижение тонуса сосудов и артериального давления при 
повышении вязкости крови, указывают, что этот феномен наблюдается у здоровых 
пациентов и в пределах нормальных вариаций вязкости крови [10]. При АГ повы-
шенное артериальное давление оказывает повреждающее действие на сосудистый 
эндотелий [11–13], что приводит к снижению вазодилатирующей функции эндотелия 
в ответ на гуморальные стимулы [13–15] с развитием эндотелиальной дисфункции 
[16, 17]. Кроме того, у больных АГ формируется синдром повышенной вязкости кро-
ви [2–4], а повышенная вязкость отрицательно влияет на функцию эндотелия [18]. 
При этом остается неизученным вопрос: сохраняется ли при АГ механизм регуляции 
тонуса сосудов и артериального давления при изменении вязкости крови, реализую-
щийся через изменение напряжения сдвига на эндотелии.

Изучение взаимосвязи вязкости крови и артериального давления у людей про-
водится с использованием корреляционной связи этих параметров, причем боль-
шинство исследований выполнено на практически здоровых субъектах [9, 19–23]. 
В экспериментальных работах изменение артериального давления в зависимости от 
изменения вязкости крови оценивали на нормотензивных животных (золотистых си-
рийских хомяках и мышах CD‑1), а также на мышах с нокаутом гена эндотелиальной 
NO-синтазы и на моделях животных с использованием N-нитро-L-аргинин метило-
вого эфира (L-NAME) [24]. Исследований взаимосвязи вязкости крови и артериаль-
ного давления у животных в условиях эссенциальной АГ не проводилось.

Целью работы было исследование связи артериального давления с вязкостью кро-
ви в норме, а также в условиях снижения и повышения вязкости крови у нормотен-
зивных крыс Вистар и спонтанно гипертензивных крыс линии SHR с использовани-
ем корреляционного анализа.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на 40 аутбредных крысах  – самцах Вистар в возрасте 
12–13 недель, полученных из отдела экспериментальных биологических моделей На-
учно-исследовательского института фармакологии и регенеративной медицины им. 
Е.Д. Гольдберга Томского национального исследовательского медицинского центра, 
и 40 спонтанно гипертензивных крысах – самцах линии SHR в возрасте 12–13 недель, 
полученных из вивария Института биологической химии РАН, г. Пущино.

В виварии Научно-исследовательского института фармакологии и регенеративной 
медицины им. Е.Д. Гольдберга животные содержались в неполной барьерной системе 
при следующих параметрах окружающей среды: температура – 20–24 °С, относитель-
ная влажность – 50 ± 20%, воздухообмен 12–15 объемов помещения в час, световой 
режим – 12  / 12 ч. Эксперименты проводили под изофлурановым наркозом. Для ин-
галяции изофлурана использовали аппарат для наркоза Ugo Basile 21050 (Ugo Basile, 
Италия).

Снижение и повышение вязкости крови воспроизводили у крыс методами гемо-
дилюции и гемоконцентрации. Снижение вязкости крови производили с помощью 
изоволемической гемодилюции, которую осуществляли путем эквиобъемной замены 
10% объема циркулирующей крови на плазму, полученную от крысы-донора. Повы-
шение вязкости крови производили с помощью изоволемической гемоконцентрации, 
которую осуществляли путем эквиобъемной замены 10% объема циркулирующей кро-
ви на эритроцитарную массу, полученную от крысы-донора. Объем циркулирующей 
крови определяли для каждой крысы из расчета 7.5% от массы тела животного [25]. 
Процедуры изоволемической гемодилюции или изоволемической гемоконцентрации 
проводили у крыс-реципиентов путем эксфузии крови из яремной вены и одновремен-
ной изоволемической трансфузии соответственно плазмы или эритроцитарной массы 
от крысы-донора в бедренную вену со скоростью 0.17 мл/мин. Забор крови у крыс-до-
норов производили через катетер из общей сонной артерии, в качестве антикоагулянта 
использовали гепарин. Кровь центрифугировали с ускорением 1600 g в течение 15 мин 
на центрифуге СМ‑6 для получения плазмы и эритроцитарной массы.

Влияние условий эксперимента (наркоз, хирургические манипуляции, процедура 
эксфузии/трансфузии крови без изменения гематокрита) было изучено в отдельных 
контрольных группах. В группу контроль I входили нормотензивные крысы Вистар 
(n = 10). Группу контроль II составили крысы линии SHR (n = 6). Животным из контр-
ольных групп I и II была проведена процедура гемотрансфузии без изменения гемато-
крита.

Было выделено 4 опытные группы: в группе опыт I исследовали влияние изово-
лемической гемодилюции у крыс Вистар (n = 10); в группе опыт II – влияние изово-
лемической гемоконцентрации у крыс Вистар (n = 10); в группе опыт III – влияние 
изоволемической гемодилюции у крыс SHR (n = 10); в группе опыт IV – влияние изо-
волемической гемоконцентрации у крыс SHR (n = 10).

Вязкость крови оценивали до и через 30 мин после трансфузии. Уровень среднего 
артериального давления (СрАД) регистрировали непрерывно в течение всего экспе-
римента. Вязкость цельной крови измеряли на ротационном вискозиметре Brookfield 
DV–II+Pro (Brookfield Engineering Labs Inc., США) на скорости сдвига 450 с‑1 при 
температуре 36 °C. СрАД регистрировали в общей сонной артерии с использовани-
ем высокоскоростной системы сбора и анализа данных MP150 (Biopac Systems, Inc., 
США) с усилителем DA100C и датчиком TSD104A с программным обеспечением 
«AcqKnowledge 4.2 for MP150».
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Статистическую обработку полученных результатов проводили с использованием 
пакета статистических программ Statistica 8.0. Данные представлены в виде среднего 
значения ± стандартная ошибка среднего значения. Для оценки статистической значи-
мости различий использовали непараметрические критерии Kruskal–Wallis и Mann–
Whitney U-test. Корреляционную связь вязкости крови и артериального давления оце-
нивали с помощью коэффициента корреляции Спирмена (Spearman R).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Вязкость крови в группах контроль I и контроль II до и после изоволемической 
гемотрансфузии статистически значимо не изменялась. В группе животных контроль 
I и контроль II через 30 мин после изоволемической гемотрансфузии происходило не-
большое, но статистически значимое снижение СрАД на 9% и 11% соответственно по 
сравнению с исходными значениями, что, очевидно, связано с условиями эксперимен-
та, в частности, действием изофлуранового наркоза [26].

Исходные значения вязкости крови и СрАД у нормотензивных крыс составляли 
3.68 ± 0.03 мПа•с и 105 ± 1 мм рт. ст. соответственно. Снижение вязкости крови после 
гемодилюции (на 15%, р < 0.05) у крыс группы опыт I и повышение вязкости крови 
после гемоконцентрации (на 16%, р < 0.05) у крыс группы опыт II сопровождалось 
снижением артериального давления (на 10 и 5% соответственно), статистически зна-
чимо не отличавшимся от снижения в группе контроль I.

У нормотензивных крыс отсутствовала статистически значимая корреляция между 
исходными значениями исследуемых показателей (R = –0.014, p > 0.05) (рис. 1a). Стати-
стически значимых корреляций между вязкостью крови и СрАД у нормотензивных крыс 
также не было обнаружено как после изоволемической гемодилюции (R = –0.067, p > 
0.05), так и после изоволемической гемоконцентрации (R = –0.072, p > 0.05) (рис. 1b, c).

Исходные значения вязкости крови и СрАД у спонтанно гипертензивных крыс со-
ставляли 3.99 ± 0.02 мПа•с и 142 ± 2 мм рт. ст. соответственно и были статистически 
значимо выше, чем у нормотензивных животных. Снижение вязкости крови (на 19%, 
р < 0.05) у крыс в группе опыт III приводило к статистически более значимому сниже-
нию СрАД (на 20%, р < 0.05) по сравнению с группой контроль II.

У крыс в группе опыт IV повышение вязкости крови (на 11%, р < 0.05) приводило 
к снижению СрАД (на 11%, р < 0.05) и статистически значимо не отличалось от сниже-
ния давления в группе контроль II.

У крыс SHR, в отличие от крыс Вистар, наблюдалась значимая положительная ста-
тистическая связь средней силы между исходными значениями вязкости крови и СрАД 
(R = 0.643, p < 0.05) (рис. 1a) и сохранялись статистически значимые корреляционные 
связи средней силы между значениями вязкости крови и СрАД как после гемодилюции 
(R = 0.530, p < 0.05), так и после гемоконцентрации (R = 0.689, p < 0.05) (рис. 1b, c). 
Выявленные с помощью корреляционного анализа взаимосвязи у спонтанно гипертен-
зивных крыс свидетельствуют о пассивном изменении артериального давления вслед 
за изменением вязкости крови на высокой скорости сдвига.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ результатов исследования корреляционной связи между вязкостью крови 
и артериальным давлением у здоровых лиц свидетельствует о том, что они носят не-
однозначный характер. В большинстве исследований выявлена положительная корре-
ляция слабой степени. Так, Smith с соавт. показали, что вязкость крови положительно 
коррелировала с систолическим и диастолическим артериальным давлением незави-
симо от возраста и индекса массы тела; коэффициент ранговой корреляции находился 
в пределах 0.16–0.21 (p < 0.001) [19]. Вязкость цельной крови у 105 здоровых доноров 
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Рис. 1. Корреляционная зависимость вязкости крови (450 с‑1) и СрАД у крыс Вистар и крыс SHR. (a) – исход-
ные значения, (b) – после гемодилюции, (c) – после гемоконцентрации.
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крови коррелировала с систолическим артериальным давлением (r = 0.29, p = 0.003) 
[20]. В исследовании, проведенном de Simone с соавт., систолическое, диастолическое 
и среднее артериальное давление коррелировали с вязкостью крови при всех скоростях 
сдвига (r = 0.24–0.26 для систолического артериального давления, r = 0.24–0.28 для 
диастолического артериального давления и r = 0.26–0.29 для среднего артериального 
давления; 0.007 < р < 0.001) [21]. В когортном исследовании Gori с соавт. в группе 3223 
практически здоровых субъектов выявлена линейная положительная связь слабой сте-
пени между вязкостью и артериальным давлением [9]. Позже de Simone с соавт. пока-
зали наличие отрицательной корреляции слабой степени (R = –0.104, p < 0.05) вязкости 
крови и систолического артериального давления при отсутствии корреляции вязкости 
крови и диастолического артериального давления [22]. Irace с соавт. у 103 здоровых 
добровольцев (68 мужчин и 35 женщин) без факторов сердечно-сосудистого риска не 
выявили связи между вязкостью крови и систолическим артериальным давлением (r = 
0.131, p > 0.05), в то время как была обнаружена положительная связь вязкости крови 
с диастолическим артериальным давлением (r = 0.285, p < 0.05) [23]. В исследовании 
Letcher с соавт. в объединенной группе здоровых лиц и больных АГ описана слабая, но 
статистически значимая положительная корреляция между значениями вязкости крови 
на высокой и низкой скоростях сдвига, с одной стороны, и значениями систолического, 
диастолического и среднего артериального давления – с другой [27]. Эти и другие ав-
торы не проводили исследований корреляционной связи между вязкостью крови и па-
раметрами артериального давления в группе больных АГ.

Изменение вязкости крови способно оказывать влияние на сосудистое сопротивле-
ние [2, 6]. Вязкость крови, определяющая напряжение сдвига на стенке сосуда, явля-
ется ключевым модулятором продукции оксида азота эндотелиальной NO-синтазой [7, 
28]. В норме при повышении напряжения сдвига на эндотелии увеличивается синтез 
оксида азота эндотелием, что приводит к расширению сосудов и снижению артери-
ального давления [7, 28]. Вызванная блокатором NO-синтазы L-NAME дисфункция 
эндотелия приводила к пассивному следованию артериального давления за изменени-
ями вязкости крови [24], что является доказательством существования феномена ау-
торегуляции тонуса сосудов и артериального давления при изменении вязкости крови 
в норме. Отсутствие статистически значимых корреляционных связей вязкости крови 
и артериального давления у нормотензивных крыс в наших экспериментах представ-
ляется вполне закономерным и может свидетельствовать о сохранении участия эндо-
телия в поддержании стабильного уровня артериального давления после снижения/
повышения вязкости крови у нормотензивных крыс.

Эндотелиальные клетки играют ключевую роль в регуляции кровяного давления 
и кровотока благодаря их способности реагировать на гуморальные факторы крови и ме-
ханическое воздействие, создаваемое кровотоком в виде напряжения сдвига на поверх-
ности эндотелиоцитов [7, 29, 30]. Основным механизмом, регулирующим тонус пери-
ферических сосудов и артериальное давление в ответ на изменение напряжения сдвига 
в области эндотелия сосудов, является продукция оксида азота эндотелиальной NO-син-
тазой [31]. Существование этого механизма было подтверждено экспериментами, в ко-
торых введение L-NAME животным с нормальным уровнем артериального давления 
блокировало продукцию оксида азота эндотелием и выключало данную реакцию [24, 
32]. В этих условиях всякое возрастание гематокрита и вязкости крови сопровождалось 
прогрессивным повышением артериального давления, снижением сердечного выброса 
и кровотока в мозге и почках. У мышей с нокаутом эндотелиальной NO-синтазы отсут-
ствует индуцированная ацетилхолином вазодилатация и развивается АГ [33, 34]. В от-
личие от нормотензивных крыс Вистар, у крыс SHR (в норме, в условиях гемодилюции 
и гемоконцентрации) в наших экспериментах выявлена статистически значимая корре-
ляция средней степени, отражающая существование отчетливой взаимосвязи артериаль-
ного давления с вязкостью крови. Положительные значения этой связи свидетельствуют 
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о том, что при возрастании вязкости крови связанное с этим увеличение сосудистого 
сопротивления является преобладающим над эндотелийзависимой вазодилатацией, об-
условленной повышением напряжения сдвига на эндотелии.

У больных АГ выявлено снижение вазодилатирующей функции эндотелия в от-
вет на гуморальные стимулы и снижение доступности NO [14, 15]. Нами показано, 
что у крыс SHR в возрасте 12-ти недель наблюдается снижение индекса вазодилати-
рующей активности эндотелия за счет уменьшения сосудорасширяющей реакции на 
внутривенное введение эндотелийзависимого вазодилататора ацетилхолина [35, 36]. 
Можно предположить, что у крыс SHR в этом возрасте пассивное следование арте-
риального давления за изменением вязкости крови обусловлено несостоятельностью 
механизмов эндотелийзависимой регуляции тонуса артериальных сосудов.

Таким образом, анализ корреляционных связей показывает, что у крыс SHR, в отли-
чие от крыс Вистар, артериальное давление пассивно следует за изменением вязкости 
крови, что, вероятно, обусловлено несостоятельностью механизмов эндотелийзависи-
мой вазодилатации при артериальной гипертензии.
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Relationship of Blood Viscosity and Blood Pressure in Normotensive  
and Spontaneously Hypertensive Rats
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Increased viscosity of whole blood can make a significant contribution to an increase in 
total peripheral resistance, disruption of systemic hemodynamics and microcirculation 
disorders in arterial hypertension. However, changes in blood viscosity (BV) also lead to 
changes in shear stress on the endothelium, which can affect vascular tone. There have been 
no studies of the relationship between changes in BV and blood pressure in animals under 
conditions of arterial hypertension. The purpose of the work was to study the correlation 
between blood viscosity and blood pressure in normotensive Wistar rats and spontaneously 
hypertensive rats (SHR) under normal conditions, as well as under conditions of decreased 
and increased blood viscosity. Reduction/increase of BV was carried out using isovolumic 
hemodilution/hemoconcentration. Mean arterial pressure (MAP) was recorded using the 
MP150 system (Biopac Systems, Inc, USA). BV was measured on a Brookfield DV–
II+Pro rotational viscometer (Brookfield Engineering Labs Inc., USA) at a shear rate of 
450 s‑1. In normotensive rats there were no statistically significant correlations between 
the initial values of BV and MAP. After isovolumic hemodilution or hemoconcentration 
in normotensive rats, statistically significant correlations between BV and MAP were also 
not found. In SHR, compared with Wistar rats, a significant positive statistical relationship 
of moderate strength was observed between the initial values of BV and MAP (R = 0.643, 
p < 0.05). In SHR, the identified statistically significant correlations of moderate strength 
between the values of BV and MAP remained, both after hemodilution (R = 0.530, p < 
0.05) and after hemoconcentration (R = 0.689, p < 0.05). Analysis of correlations shows 
that in SHR, unlike Wistar rats, changes in blood pressure passively follow changes in 
blood viscosity, which is probably due to the failure of the mechanisms of endothelium-
dependent vasodilation in hypertension.

Keywords: arterial hypertension, blood pressure, blood viscosity, SHR rats, normotensive 
Wistar rats
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Методами флуоресцентной микроскопии изучали участие Са2+-акцепторных бел-
ков в процессах экзо-эндоцитозного цикла квантовой секреции медиатора в нерв-
но-мышечных синапсах соматической мышцы дождевого червя Lumbricus terrestris. 
Ингибирование кальциневрина, кальмодулина и Са2+/кальмодулин-зависимых про-
теинкиназ приводило к усилению процесса эндоцитоза. Блокирование фосфорили-
рования синаптических белков усиливало процесс эндоцитоза, вызывало увеличе-
ние размеров общего везикулярного пула и ускоряло кругооборот синаптических 
везикул. Можно сделать вывод, что кальциевая модуляция экзо-эндоцитоза везикул 
в синапсах эволюционно-первичной соматической мускулатуры аннелид происхо-
дит при участии кальциневрина, кальмодулина и Са2+/кальмодулин-зависимых про-
теинкиназ.

Ключевые слова: Са2+-сенсорные белки, нервно-мышечный синапс, соматические 
мышечные клетки, дождевой червь
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ВВЕДЕНИЕ

В основе квантовой секреции медиатора в нервных окончаниях лежит процесс 
экзо-эндоцитоза синаптических везикул. В стадии экзоцитоза везикулы сливают-
ся в активных зонах с пресинаптической мембраной и освобождают нейромедиатор 
в синаптическую щель. После экзоцитоза следует эндоцитоз, который восстанавлива-
ет пул синаптических везикул [1]. Процессы рециклинга обеспечивают поддержание 
везикулярных пулов в нервных терминалях и тем самым сохраняют физиологический 
характер синаптической секреции медиатора [2]. Общая совокупность синаптических 
везикул подразделяется на пул, готовый к освобождению, резервный пул и рецикли-
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рующий пул [3]. В механизмы экзо- и эндоцитозного цикла синаптических везикул 
вовлечены различные синаптические белки, в том числе Са2+-акцепторные белки [4]. 
Последние играют важную роль в процессах рециклинга везикул [5]. При этом роль 
данных белков в кругообороте везикул в нервно-мышечных синапсах эволюционно-
первичной соматической мускулатуры остается до конца неясной. Отсюда целью на-
стоящего исследования стало изучение участия Са2+-акцепторных белков, а именно: 
кальциневрина, кальмодулина и Са2+/кальмодулин-зависимых протеинкиназ в меха-
низмах экзо-эндоцитоза синаптических везикул в двигательных нервно-мышечных 
синапсах соматической мускулатуры дождевого червя.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для приготовления препарата дождевой червь Lumbricus terrestris разрезался сбо-
ку по всей длине, отрезались головной и хвостовой концы, раскрывался, удалялись 
внутренние органы и перегородки между сегментами [6]. Далее фрагменты кожно-
мускульного мешка дождевого червя длиной 10–15 сегментов закрепляли с помощью 
иголок на дне чашек Петри, залитых смолой Sylgard, и перфузировали физиологиче-
ским раствором Древеса – Пакса около 30 мин при комнатной температуре (22 ± 1 °C). 
Состав раствора (мМ): 77 NaCl, 4 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 Tris, 167 сахароза, pH 7.4. 
Всего в экспериментах было использовано 72 препарата дождевого червя.

Фрагменты кожно-мускульного мешка дождевого червя окрашивались липофиль-
ным флуоресцентным маркером FM2–10 (Thermo Fisher Scientific, США) в концен-
трации 22 мкМ. «Загрузка» маркером FM2–10 двигательных нервных терминалей 
проводилась в течение 3 мин в модифицированном физиологическом растворе с вы-
соким содержанием ионов K+ (40 мМ, гиперкалиевый раствор), после предваритель-
ной 5-минутной инкубации с красителем FM2–10 в нормальном физиологическом 
растворе. В гиперкалиевом растворе происходит деполяризация мембраны нервных 
окончаний, что приводит к увеличению частоты спонтанной секреции нейромедиатора 
и усилению экзо-эндоцитозного цикла синаптических везикул. Состав гиперкалиевого 
раствора (мМ): 41 NaCl, 40 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 Tris, 167 сахароза, pH 7.4. В це-
лях уменьшения фонового свечения после загрузки красителя препарат в течение 30 
мин отмывали в бескальциевом растворе следующего состава (мМ): 89 NaCl, 4 KCl, 
43 Na2SO4, 2 Tris, 167 сахароза, pH 7.4. Микроскопическое исследование препаратов 
проводилось на лазерном сканирующем конфокальном микроскопе Leica TCS SP5 MP 
(Leica Microsystems, США) с использованием водно-иммерсионного объектива 20×/1.0 
NA. Для возбуждения эмиссии красителя FM2–10 применялся Ar лазер. Длина вол-
ны возбуждения красителя составляла 488 нм, максимум длины волны эмиссии 610 
нм. Анализ изображений проводился в программе ImageJ (NIH, США; веб-сайт про-
граммы https://imagej.net/ij/). Поскольку наши измерения зависели от индивидуальных 
характеристик регистрирующей аппаратуры, за единицу измерения интенсивности 
флуоресценции были приняты относительные единицы.

Для ингибирования Са2+-акцепторных белков использовали следующие реактивы: 
циклоспорин А (Sigma-Aldrich, США), STO‑609 (Sigma-Aldrich) и W‑5 гидрохлорид 
(Sigma-Aldrich). Поскольку данные вещества плохо растворимы в воде, мы делали 
промежуточный раствор, содержащий органический растворитель диметилсульфок-
сид (DMSO, Sigma-Aldrich), в котором растворяли вещества. Далее из промежуточного 
раствора вещества добавлялись в нужной концентрации в физиологический раствор. 
Для оценки влияния DMSO на изучаемые процессы проводили контрольные экспери-
менты в присутствии и в отсутствие DMSO.

В экспериментах по изучению процессов эндоцитоза везикул препараты фрагмен-
тов кожно-мускульного мешка дождевого червя инкубировали в присутствии блокато-
ров Са2+-акцепторных белков, окрашивали FM2–10 (22 мкМ) в гиперкалиевом раство-
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ре (40 мМ), отмывали в бескальциевом растворе, а затем проводили исследование на 
микроскопе. На полученных изображениях анализировалось среднее значение флуо-
ресценции нервно-мышечных синапсов в контроле и после действия веществ. В сле-
дующей серии экспериментов изучались процессы экзоцитоза везикул в двигательных 
нервных терминалях. Для этого мышечные препараты дождевого червя окрашивали 
FM2–10 в гиперкалиевом растворе. Затем отмывали в течение 30 мин в бескальциевом 
растворе, после чего стимулировали в гиперкалиевом растворе и регистрировали флу-
оресценцию на 0, 3 и 5 мин «разгрузки» в контроле и после действия веществ.

В экспериментах с кальциевым хелатором BAPTA-AM (Sigma-Aldrich) предвари-
тельно окрашенные FM2–10 мышечные препараты инкубировали 30 мин в бескаль-
циевом растворе с хелатором в концентрации 0.5 мМ. Затем препараты в присутствии 
хелатора разгружали в бескальциевом растворе (0 мМ Ca2+) с высоким содержанием K+ 
(40 мМ) следующего состава (мМ): 53 NaCl, 40 KCl, 43 Na2SO4, 2 Tris, 167 сахароза, pH 
7.4. Потом регистрировали флуоресценцию нервно-мышечных синапсов при помощи 
микроскопа на 0, 3 и 5 мин «разгрузки».

В отдельной серии экспериментов проверяли выгорание красителя FM2–10. Для 
этого в нормальном растворе (при 4 мМ K+) регистрировали значения флуоресценции 
на 0, 3 и 5 мин. Средние значения флуоресценции достоверно не отличались друг от 
друга. Это говорит о том, что в наших условиях эксперимента выгорание красителя не 
наблюдалось.

Статистическая обработка данных проводилась в программе Excel 2016 (Microsoft 
Corporation, США; веб-сайт программы https://www.microsoft.com/ru-ru). Сравнение 
выборочных совокупностей проводили при помощи независимого t-критерия Стью-
дента при уровне значимости 0.05. Результаты обработки значений флуоресценции 
приведены в виде среднего и стандартной ошибки среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Окрашивание мышечного препарата в гиперкалиевом растворе маркером FM2–10 
в концентрации 22 мкМ приводило к появлению множества светящихся пятен оваль-
ной формы, которые являются кластерами синаптических образований с протекающи-
ми в них процессами экзо-эндоцитоза везикул (рис. 1).

(b)(a)

Рис. 1. Флуоресценция нервно-мышечных синапсов соматических мышечных клеток дождевого червя, за-
груженных липофильным красителем FM2–10. (a) – 0 мин, (b) – через 5 мин «разгрузки» красителя при 40 
мМ K+ в окружающем растворе. Масштабная линейка: 20 мкм.
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Анализ флуоресцентных изображений синаптических контактов, загруженных кра-
сителем FM2–10, показал, что уровень флуоресценции составлял в контроле 88.3 ± 1.6 
относительных единиц (о. е.) (n = 62) (рис. 2), а в присутствии 50 мкМ DMSO 86.5 ± 1.7 
о. е. (n = 67) (рис. 2). Эти значения достоверно не отличались друг от друга (p > 0.05). 
Можно предполагать, что присутствие в окружающем растворе DMSO не оказывает 
существенного влияния на процессы эндоцитоза плазматических мембран в нервно-
мышечных синапсах дождевого червя.
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Рис. 2. Влияние DMSO, отсутствия ионов Са2+ в растворе, ингибитора кальциневрина – циклоспорина А, ин-
гибитора Са2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназы киназы – STO‑609, антагониста кальмодулина – W‑5 
гидрохлорида на величину флуоресценции двигательных нервных терминалей препарата соматических 
мышечных клеток дождевого червя, загруженных липофильным красителем FM2–10. a. u. – относительные 
единицы.

При окрашивании мышечного препарата в бескальциевом гиперкалиевом растворе 
среднее значение флуоресценции составляло 81.5 ± 2.1 о. е. (n = 66) (рис. 2), которое 
достоверно не отличалось от контроля (p > 0.05). Таким образом, отсутствие ионов 
Са2+ снаружи клеток существенно не влияет на процессы эндоцитоза везикул в нерв-
но-мышечных контактах дождевого червя. Известно, что увеличение концентрации 
ионов K+ во внешней среде приводит к деполяризации мембраны нервного окончания 
и возрастанию частоты спонтанной секреции медиатора в синаптическую щель [7]. 
Показано, что спонтанное освобождение нейромедиатора регулируется внеклеточным 
и внутриклеточным кальцием. Высвобождение Са2+ из внутриклеточных депо регули-
рует спонтанный выброс в возбуждающих и тормозных синапсах [8]. В наших услови-
ях деполяризация клеточной мембраны гиперкалиевым раствором в отсутствие ионов 
Са2+ снаружи клетки приводит к освобождению Ca2+ из внутриклеточных депо и увели-
чению частоты спонтанной секреции медиатора, что вызывает окрашивание нервных 
терминалей FM2–10 в процессе экзо-эндоцитоза синаптических везикул.

Кальциневрин – это активируемая Ca2+/кальмодулином серин/треониновая проте-
инфосфатаза, которая регулирует множество клеточных процессов, таких как экспрес-
сия генов, ионный гомеостаз, дифференцировка мышц, секреция, эмбриогенез и т. д. 
[9]. Специфическое ингибирование циклоспорином А белка кальциневрина позволяет 
выявлять его роль в функционировании нервной системы [9]. В первичных культурах 
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гиппокампальных нейронов блокирование кальциневрина угнетает эндоцитоз в си-
наптических терминалях [10]. Однако в нервно-мышечных соединениях дрозофилы 
ингибирование кальциневрина усиливает эндоцитоз везикул [11]. Наши эксперименты 
показали, что инкубация мышечного препарата в растворе в присутствии циклоспори-
на А в концентрации 10 мкМ в течение 15 мин приводила к достоверному возрастанию 
на 58% средней величины флуоресценции загруженных красителем FM2–10 синапсов. 
По сравнению с контролем значение составило 139.7 ± 1.7 о. е. (n = 102; p < 0.001) 
(рис. 2). Можно полагать, что ингибирование циклоспорином А белка кальциневрина 
приводит к усилению эндоцитоза везикул в нервно-мышечном соединении дождевого 
червя.

Ca2+/кальмодулин-зависимая протеинкиназа киназа (CaMKK) активирует CaM-
киназу I (CaMKI), CaM-киназу IV (CaMKIV), протеинкиназу B (PKB/Akt) и 5′AMP-
киназы (AMPK) посредством их фосфорилирования. Каскад киназ, опосредованный 
CaMKK, играет важную роль в ряде Ca2+-зависимых путей, таких как морфогенез 
и пластичность нейронов, активация транскрипции, аутофагия и регуляция метаболиз-
ма [12]. CaMKK регулирует множество клеточных путей мембранного траффикинга, 
в том числе клатрин-опосредованный эндоцитоз [13]. Препарат STO‑609 ингибирует 
CaMKK, а также другую, не менее важную CaMK-киназу II (CaMKII) [14]. CaMKII – 
это наиболее распространенная киназа в возбуждающих синапсах, она ассоциирована 
с синаптическими везикулами, фосфорилирует большое количество синаптических 
белков и играет решающую роль в процессах синаптической пластичности и трансмис-
сии [15, 16]. Применение в наших экспериментах ингибитора STO‑609 в концентрации 
30 мкМ в течение 15 мин достоверно увеличивало среднее значение флуоресценции 
синапсов на 71% по сравнению с контролем и равнялось 151.9 ± 1.7 о. е. (n = 112; p < 
0.001) (рис. 2). Таким образом, ингибирование CaMKK и CaMKII усиливало процессы 
эндоцитоза в нервно-мышечном контакте дождевого червя.

Кальмодулин является основным регулятором Ca2+-зависимых сигнальных путей 
в клетках, опосредуя многие физиологические процессы. При деполяризации нерв-
ной терминали Са2+/кальмодулин инициирует такие формы эндоцитоза, как клатрин-
зависимый медленный эндоцитоз, балк-эндоцитоз, быстрый эндоцитоз и избыточный 
эндоцитоз [17]. В наших экспериментах аппликация на мышечный препарат 50 мкМ 
специфического антагониста кальмодулина – W‑5 гидрохлорида в течение 15 мин вы-
зывала достоверное возрастание величины флуоресценции нервных терминалей на 
65% по сравнению с контролем и была равна 151.9 ± 1.7 о. е. (n = 105; p < 0.001) (рис. 
2). Необходимо отметить, что средняя величина флуоресценции нервных терминалей 
в присутствии STO‑609 или W‑5 гидрохлорида была достоверно выше по сравнению 
с циклоспорином А (p < 0.01). Среднее значение флуоресценции в присутствии W‑5 
гидрохлорида не отличалось от флуоресценции в присутствии STO‑609 (p > 0.05) (рис. 
2). Таким образом, инактивация кальмодулина приводила к достоверному увеличению 
светимости двигательных нервных терминалей в мышечном препарате дождевого чер-
вя, что можно трактовать как усиление процесса эндоцитоза.

Инкубация окрашенных маркером FM2–10 мышечных препаратов в течение 3–5 
мин в растворе c высоким содержанием ионов K+ приводила к «разгрузке» красителя 
из нервных терминалей (рис. 3). В контрольных экспериментах на 3-й и 5-й мин про-
исходило снижение значений флуоресценции от начального уровня на 20% и 36% соот-
ветственно (рис. 3). Абсолютные средние величины флуоресценции составили: 0 мин – 
110.6 ± 3.4 о. е. (n = 89), 3 мин – 88.3 ± 2.6 о. е. (n = 107), 5 мин – 70.5 ± 2.9 о. е. (n = 96). 
Значения во всех временных точках достоверно отличались друг от друга (p < 0.05).
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Рис. 3. Влияние ингибитора кальциневрина – циклоспорина А, ингибитора Са2+/кальмодулин-зависимой 
протеинкиназы киназы – STO‑609, антагониста кальмодулина – W‑5 гидрохлорида, отсутствия ионов Ca2+ 
в окружающем растворе (0 мМ Са2+), кальциевого хелатора BAPTA-AM на «разгрузку» двигательных нерв-
ных терминалей препарата соматических мышечных клеток дождевого червя, окрашенных флуоресцентным 
красителем FM2–10. В отдельной серии экспериментов контролировалось выгорание красителя FM2–10 
в нормальном растворе (4 мМ K+) в течение 5 мин.

В присутствии DMSO в гиперкалиевом растворе также происходила «разгрузка» 
красителя из двигательных нервных терминалей. Значения флуоресценции на 3-й и 5-й 
мин снизились на 19% и 31% соответственно (рис. 3). Абсолютные средние величины 
флуоресценции составили: 0 мин – 102.9 ± 2.3 о. е. (n = 93), 3 мин – 83.4 ± 2.3 о. е. (n = 
97), 5 мин – 70.8 ± 2.4 о. е. (n = 106). Значения во всех временных точках достоверно 
отличались друг от друга (p < 0.05). При этом достоверных отличий между кривыми 
«разгрузки» в контроле и DMSO выявлено не было (p > 0.05).

В присутствии специфических блокаторов Са2+-сенсорных белков циклоспорина 
А, W‑5 гидрохлорида и STO‑609 динамика «разгрузки» FM2–10 замедлялась, значения 
флуоресценции уменьшались на 3-й мин на 7–11%, на 5-й мин на 18–22% от началь-
ного уровня (рис. 3). Абсолютные средние величины флуоресценции составили: для 
циклоспорина А – 0 мин – 107.7 ± 2.3 о. е. (n = 99), 3 мин – 95.5 ± 3.1 о. е. (n = 117), 
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5 мин – 88.1 ± 3.7 о. е. (n = 93); для W‑5 гидрохлорида – 0 мин – 83.8 ± 2.2 о. е. (n = 123), 
3 мин – 77.7 ± 2.4 о. е. (n = 117), 5 мин – 67.9 ± 2.1 о. е. (n = 106); для STO‑609 – 0 мин – 
88.8 ± 1.9 о. е. (n = 105), 3 мин – 79.7 ± 1.8 о. е. (n = 107), 5 мин – 67.9 ± 2.1 о. е. (n = 116). 
При этом во всех веществах средние значения светимости на 3-й и 5-й мин достоверно 
отличались от таковых в контроле и DMSO (p < 0.05). Таким образом, ингибирование 
Са2+-акцепторных белков кальциневрина, кальмодулина, CaMKK и CaMKII приводит 
к замедлению «разгрузки» маркера FM2–10 из двигательных нервных терминалей.

В бескальциевом гиперкалиевом растворе происходила «разгрузка» терминалей, 
загруженных FM2–10, однако динамика «разгрузки» красителя несколько замедлялась 
по сравнению с контрольной кривой и кривыми «разгрузки» в присутствии специфиче-
ских блокаторов Са2+-сенсорных белков (рис. 3). При этом на 3-й и 5-й мин «разгрузки» 
средние значения флуоресценции в бескальциевом растворе достоверно снижались на 
9% и 13% соответственно (p < 0.05). Абсолютные величины флуоресценции в бескаль-
циевом растворе составили: 0 мин – 81.5 ± 2.8 о. е. (n = 103), 3 мин – 74.5 ± 2.5 о. е. (n = 
102), 5 мин – 71.0 ± 2.8 о. е. (n = 99). Как уже было сказано выше, спонтанное освобо-
ждение везикул происходит и в отсутствие ионов Са2+ во внешней среде, поэтому мы 
наблюдаем «разгрузку» двигательных нервных терминалей. В нашем случае «разгруз-
ка» красителя из двигательных нервных терминалей несколько тормозится. По-види-
мому, кроме Са2+ из внутриклеточных депо в процессе спонтанного экзо-эндоцитоза 
везикул в нервно-мышечном синапсе принимает участие также и внеклеточный Са2+. 
Эти результаты согласуются с данными литературы. Так, на центральных и перифе-
рических синапсах млекопитающих показано, что отсутствие ионов Са2+ во внешней 
среде только частично снижало интенсивность спонтанной секреции везикул с ацетил-
холином в нервных терминалях [18, 19], а Са2+, освобождающийся из внутриклеточных 
запасов, регулирует спонтанное квантовое освобождение нейротрансмиттера [8].

В следующей серии опытов окрашенные FM2–10 нервно-мышечные синапсы 
разгружали в бескальциевом гиперкалиевом растворе в присутствии проникающего 
в клетки кальциевого хелатора BAPTA-AM. «Разгрузка» нервных терминалей не про-
исходила, значение флуоресценции на 3-й и 5-й мин снижалось на 1–2%, что достовер-
но не отличалось от начального уровня (p > 0.05). Абсолютные величины флуоресцен-
ции при этом составили: 0 мин – 96.0 ± 3.1 о. е. (n = 98), 3 мин – 94.9 ± 2.5 о. е. (n = 101), 
5 мин – 95.5 ± 2.2 о. е. (n = 105). Таким образом, хелатирование внутриклеточного Са2+ 
ингибирует спонтанную секрецию синаптических везикул, что отражается в отсутст-
вии «разгрузки» окрашенных FM2–10 нервно-мышечных синапсов.

Известно, что реакции фосфорилирования-дефосфорилирования синаптических 
белков играют важную роль в рециклинге везикул. Так, дефосфорилирование синапти-
ческих белков кальциневрином влияет на фазу эндоцитоза синаптических везикул [20, 
21]. В центральных синапсах гиппокампа мозга крысы размер рециклирующего пула 
везикул регулируется при участии CDK5/кальциневринового пути [22]. На нервно-мы-
шечных соединениях дрозофилы показана роль кальциневрина в усилении процесса 
эндоцитоза, а также замедлении рециклинга синаптических везикул [11, 23]. В наших 
экспериментах инактивация кальциневрина увеличивала флуоресценцию загружен-
ных FM2–10 двигательных нервных терминалей и замедляла их «разгрузку». Можно 
полагать, что ингибирование дефосфорилирования внутриклеточных белков приводит 
к увеличению интенсивности эндоцитоза и, как следствие, возрастанию размеров об-
щего везикулярного пула и ускорению рециклинга синаптических везикул.

Кальмодулин как наиболее распространенный Са2+-акцепторный белок, связываясь 
с другими белками, в том числе с кальциневрином, изменяет их активность, а также спосо-
бен контролировать рециклинг синаптических везикул через SNARE белковый комплекс 
[24]. В аудиторных синапсах ЦНС крысы восстановление пула быстро освобождаемых 
везикул происходит при участии белка кальмодулина [25]. Нами было показано, что ин-
гибирование кальмодулина приводило к увеличению светимости загруженных FM2–10 
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синапсов и замедлению выхода маркера из терминалей при их «разгрузке» стимуляцией. 
Таким образом, инактивация кальмодулина также приводит к усилению процесса эндо-
цитоза везикул, возрастанию размеров общего везикулярного пула, а также ускорению 
рециклинга синаптических везикул в соматических мышцах дождевого червя.

Известно, что фермент CaMKK участвует в регуляции клеточного транспорта мем-
бранных везикул [13]. Пресинаптическая киназа CaMKII фосфорилирует ряд ключевых 
белков экзоцитоза везикул, включая синтаксин, синапсин, RIM, SNARE белки и Са2+-ка-
налы [26]. CaMKII также способна повышать подвижность синаптических везикул и об-
легчать спонтанное и вызванное квантовое освобождение нейромедиатора [27]. В наших 
экспериментах инактивация CaMKK и CaMKII в нервно-мышечных синапсах дожде-
вого червя увеличивала флуоресценцию окрашенных FM2–10 терминалей и замедляла 
динамику их «разгрузки» при стимуляции. Таким образом, можно предположить, что 
блокирование фосфорилирования ряда ключевых синаптических белков также усилива-
ет процесс эндоцитоза мембран, вызывает увеличение размеров общего везикулярного 
пула и ускоряет кругооборот синаптических везикул в соматических мышцах дождевого 
червя. Можно сделать вывод, что в механизмы кальциевой модуляции процессов экзо-
эндоцитоза везикул в синапсах эволюционно-первичной мускулатуры аннелид вовлече-
ны такие Са2+-акцепторные белки как кальциневрин, кальмодулин и Са2+/кальмодулин 
зависимые протеинкиназы. Кольчатые черви являются одними из первых животных 
в эволюционном ряду, которые обладают развитой мышечной системой. Полученные 
данные указывают на высокую генетическую стабильность системы кальциевой регу-
ляции секреции нейромедиатора, которая, вероятно, сформировалась на ранних этапах 
эволюции нервно-мышечной регуляции двигательной активности у животных.
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Participation of Ca2+-Acceptor Proteins in the Mechanisms of the Exo-Endocytic Cycle 
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Using fluorescence microscopy, we studied the participation of Ca2+-acceptor proteins in 
the processes of the exo-endocytotic cycle of neurotransmitter quantal secretion in the 
neuromuscular junction of the somatic muscle of the earthworm Lumbricus terrestris. 
Inhibition of calcineurin, calmodulin and Ca2+/calmodulin dependent protein kinases led 
to an increase in the process of endocytosis. Blocking the phosphorylation of synaptic 
proteins enhances the process of endocytosis, causes an increase in the size of the total 
vesicular pool and accelerates the turnover of synaptic vesicles. It can be concluded that 
calcium modulation of vesicle exo-endocytosis at the synapses of the evolutionarily primary 
somatic muscles of annelids occurs with the participation of calcineurin, calmodulin and 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinases.

Key words: Ca2+-sensor proteins, neuromuscular junction, somatic muscle cells, earthworm
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Одним из информативных и широко применяемых подходов к пониманию патогене-
тических (в том числе нейробиологических) механизмов шизофрении являются иссле-
дования пациентов с клинически высоким риском (КВР) заболевания. В группах из 20 
здоровых испытуемых и 20 больных с КВР изучали выраженность и топографию выз-
ванной синхронизации (ВС) тета-ритма ЭЭГ, связанной с включением периферическо-
го стимула, который надо запомнить (парадигма «саккады/антисаккады по памяти»). 
Анализ ВС проводили по методике Дж. Фертшеллера. По данным величин латентных 
периодов саккадических ответов и числа ошибок выявили снижение эффективности 
выполнения задания у больных с КВР по сравнению со здоровыми испытуемыми. Об-
наружены межгрупповые различия в выраженности максимальных пиков и топогра-
фии ВС тета-ритма в трех последовательных интервалах периода задержки (по 900 мс) 
при саккадах вправо и антисаккадах влево. Полученные результаты рассматриваются 
как отражение аномалий в процессах поддержания рабочей памяти и пространствен-
ного внимания у больных с КВР, характеризующиеся определенной межполушарной 
асимметрией. Высказано предположение о «включении» компенсаторных процессов 
и «реорганизации» фронто-теменных сетей когнитивного контроля с преимуществен-
ной сохранностью правого полушария на ранней стадии развития шизофрении.

Ключевые слова: клинически высокие риски шизофрении, вызванная синхронизация 
тета-ритма ЭЭГ, когнитивный контроль, память, внимание, парадигма «саккады/ан-
тисаккады по памяти»
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема физиологических механизмов когнитивной регуляции поведения че-
ловека и их нарушений при психической патологии остается одной из центральных 
в нейро- и психофизиологии на протяжении нескольких десятилетий. Информативной 
моделью для ее решения служат саккадические движения глаз, которые как неотъем-
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лемый компонент зрения участвуют во всех видах адаптивного поведения. Програм-
мирование саккадических движений глаз непосредственно включает в себя процессы 
внимания [1], памяти [2–3], принятия решения и торможение [4].

Одной из методических возможностей изучения мозговых механизмов когнитивной 
регуляции и их нарушений при психической патологии может служить эксперименталь-
ная парадигма «саккады по памяти» (memory-guided saccade) [5] и ее модифицирован-
ные варианты, включающие как саккады, так и антисаккады по памяти. Для генерации 
саккадических ответов по памяти необходимо поддержание координат цели в рабочей 
памяти до сигнала совершить саккаду, а также торможение рефлекторного ответа при 
произвольном программировании движения глаз к запомненной цели. Парадигма «сак-
кады по памяти» также дает возможность исследовать процессы внимания, которые 
принимают непосредственное участие в сенсорной переработке, кодировании, хранении 
и извлечении информации из рабочей памяти [6]. Последнее крайне значимо при иссле-
дованиях механизмов патогенеза шизофрении, так как известно, что при этом заболева-
нии затруднено выполнения задач c нагрузкой на память, что, как предполагается, об-
условлено ослаблением активации префронтальной коры и ее связей с гиппокампом [7].

Механизмы подготовки саккадических движений глаз и их нарушения при психической 
патологии находят отражение в параметрах и топографии, связанных с событием потенци-
алов головного мозга [8]. И здесь одним из нейробиологических коррелятов может служить 
вызванная синхронизация ритмов ЭЭГ, выраженность которых отражает модификацию 
функционального состояния нейронных сетей, участвующих в реализации когнитивных 
функций [9, 10]. Установлено, что при шизофрении когнитивные нарушения сопровожда-
ются ослаблением ВС всех ритмов ЭЭГ [11], хотя ряд авторов указывает на большую ин-
формативность для исследования функций рабочей памяти и внимания вызванной синхро-
низации (ВС) в тета-диапазоне: в их работе было показано усиление тета-синхронизации 
в префронтальной коре в процессе кодирования зрительной информации в рабочую память 
у психически здоровых испытуемых и ее ослабление при шизофрении [12].

Особую актуальность для понимания патогенеза шизофрении имеют исследования 
нарушения когнитивного контроля на ранних (доманифестных) стадиях заболевания 
при так называемом «клинически высоком риске (КВР) развития шизофрении». Следует 
отметить, что при наличии исследований саккадических/антисаккадических движений 
глаз при КВР [13, 14], а также единичных исследований с использованием парадигмы 
«саккады по памяти» [15] работ с анализом вызванной активности тета-ритма ЭЭГ в до-
ступной литературе (на ресурсах Pubmed, Google scholar, elibrary) найдено не было.

Как следствие, целью настоящей работы стало выявление выраженности и динамики 
ВС тета-ритма в период задержки в парадигме «саккады-антисаккады по памяти» (рас-
сматривая данный нейрофизиологический феномен как возможный маркер особенностей 
когнитивных процессов внимания и памяти) у больных с КВР манифестации шизофрении.

Мы предполагаем, что выявленные ЭЭГ паттерны могут быть значимыми с точки 
зрения поиска потенциальных возможностей ранней диагностики заболевания, про-
гноза развития шизофрении и выбора адекватного лечения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Испытуемые
В исследовании приняли участие 20 здоровых мужчин в возрасте 20 ± 2 лет и 20 

мужчин в возрасте 19 ± 2 лет из группы КВР развития шизофрении.
Все участники имели нормальное или скорректированное зрение, преимуществен-

но правый профиль асимметрии с ведущей правой рукой. В анамнезе всех испытуемых 
не отмечено выраженных соматических и неврологических заболеваний, а также зави-
симостей любой природы (кроме табакокурения).
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Больные были впервые госпитализированы в Научный центр психического здоровья 
по поводу депрессивного состояния (МКБ‑10: F32.1, F32.2, F32.38, F32.8). Критериями 
отбора в группу КВР являлись: юношеский возраст (17–25 лет), первый депрессивный 
эпизод общей продолжительностью не более 5 лет с уровнем преморбидного функцио-
нирования, соответствующим юношескому возрасту на основании социально-учебных 
характеристик больных, а также наличие в структуре депрессивного состояния аттену-
ированных позитивных симптомов (АПС), соответствующих критериям аттенуирован-
ного психотического синдрома (DSM‑5) и адаптированных для клинического материала 
настоящего исследования [16]. Степень выраженности АПС должна была быть, с од-
ной стороны, достаточной для проведения их клинического распознавания, а с другой 
стороны, не удовлетворяющей критериям полноценных, развернутых симптомов, по-
зволяющих верифицировать текущий шизофренический процесс (рубрики F20-F29). 
Количественный критерий отбора включал психометрическое обследование по шкале 
продромальных симптомов (Scale of Prodromal Symptoms, SOPS) при наличии 3 и более 
баллов по крайней мере по одному из пунктов подшкалы позитивных симптомов шкалы. 
К критериям невключения относились: наличие анамнестических данных о нарушениях 
психического развития, ранее перенесенных психотических приступов.

Всем больным назначалась психофармакотерапия, ведущим фармакологическим 
классом явились антидепрессанты со средними суточными дозами при пересчете на 
флуоксетиновый эквивалент 38.9 ± 24.6 мг. В связи с отнесением пациентов к груп-
пе КВР назначались антипсихотические препараты со средними суточными дозами 
в хлорпромазиновом эквиваленте 291.3 ± 21.1 мг.

Нейрофизиологическое обследование проводилось однократно (у больных – перед 
выпиской из стационара).

Оборудование
Электроэнцефалограмму (ЭЭГ) регистрировали на аппаратно-программном ком-

плексе NVX‑52 (Россия) монополярно от 25 отведений (FP1/2, F7/8, F3/4, Fz, FC3/4, 
FCz, C3/4, Cz, T3/4, T5/6, CP3/4, CPz, P3/4, Pz, O1/2) по схеме 10–10 c помощью фик-
сирующей шапочки «MCScap-E», модифицированной для 32 электродов. В качестве 
референтного отведения использовали комбинированный ушной электрод. Горизон-
тальные движения глаз (влево – вправо) регистрировали биполярно с помощью элек-
троокулограммы (ЭОГ). Два чашечковых неполяризуемых электрода диаметром 10 мм 
располагали у наружного края правой и левой глазниц. Сопротивление под электрода-
ми не превышало 5 кОм. Частота оцифровки сигнала 512 Гц; ФВЧ 70 Гц, постоянная 
времени для записи ЭЭГ 1 с, для ЭОГ 0.5 с.

Процедура
Во время исследования испытуемый находился в затемненном помещении, сидя в кре-

сле с подголовником. Зрительные стимулы диаметром 0.2 угловых градуса предъявляли 
на темном экране монитора, расположенном на расстоянии 60 см от глаз испытуемого.

Использовали модифицированный вариант парадигмы «саккады по памяти» с до-
бавлением антисаккадических ответов на запомненные стимулы.

Каждому участнику в неопределенном порядке с вероятностью 50% предъявляли 
в центре экрана один из двух типов фиксационных стимулов (ЦФС) в виде крестика 
или кружка, сигнализирующих о характере будущего ответа: движение глаз на запом-
ненный стимул (саккада) или в противоположную (симметричную) точку простран-
ства (антисаккада). Применяли метод контрбалансировки: у половины участников 
сигналом совершать саккаду был кружок, а в противоположную сторону (антисакка-
ду) – крестик. У второй половины участников, наоборот, крестик был сигналом совер-
шить саккаду, а кружок – антисаккаду. Интервал между последующими реализациями 
стимулов составлял 2–3 с.
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Испытуемым давалась инструкция: «Фиксируйте взор на центральном стимуле 
(ЦФС). При включении периферического стимула (ПС) слева или справа необходи-
мо продолжать удерживать взгляд на центральном стимуле и запомнить локализацию 
периферического стимула. После выключения центрального стимула в виде кружка 
Вы должны как можно быстрее перевести взгляд на запомненную цель, а если цент-
ральный стимул был в виде крестика, то после выключения центрального стимула Вам 
надо как можно быстрее перевести взор в противоположную (симметричную) относи-
тельно стимула точку пространства. При повторном предъявлении периферического 
стимула переведите на него взор, после чего верните взгляд в центр экрана».

Схема предъявления стимулов представлена на рис. 1.
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Рис. 1. Схема предъявления стимулов в парадигме «саккады/антисаккады по памяти». Условные обозначе-
ния: CFS – центральный фиксационный стимул, PS – периферический стимул, CS – коррекционный стимул.

Периферический стимул (ПС) длительностью 150 мс предъявляли слева или справа 
на расстоянии 7 угловых градусов от ЦФС через 800–1000 мс после его «включения». 
ПС предъявляли с равной вероятностью в левом или правом зрительном полуполе. 
Испытуемый должен был запомнить локализацию ПС, не переводя на него взор.

Через 2800–3000 мс после включения ПС (период задержки) ЦФС выключали, что 
служило сигналом совершить движение глаз в соответствии с инструкцией (саккаду или 
антисаккаду). Через 1000 мс после выключения ЦФС предъявляли ПС в позиции, соот-
ветствующей цели саккадического ответа (КС – коррекционный стимул). Предъявление 
КС необходимо для определения точности и правильности движения глаз по памяти.

Стимулы предъявляли блоками по 50 стимулов в каждом. Количество стимулов за-
висело от скорости зрительного утомления субъекта. Между блоками стимулов участ-
никам предоставляли возможность отдыха. Исследованию предшествовало обучение 
субъектов не совершать саккады на ПС, в течение которого предъявляли от 1 до 3 сти-
мульных блоков. В течение обследования каждому участнику предъявляли от 350 до 
450 реализаций зрительных стимулов.

Анализ данных
Планирование и управление исследованием, сбор и первичный анализ данных про-

водили средствами комплексной электрофизиологической лаборатории CONAN-NVX 
(Россия). Поиск саккад, вычисление величины их латентного периода (ЛП), усред-
нение ЭЭГ-записей и их анализ осуществляли автоматически с помощью системы 
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CONAN-m и оригинальных компьютерных программ SACCADE SEACH и CONAN 
GLEW. Начало саккады определяли как момент первой из трех последовательных то-
чек отклонения кривой ЭОГ от нулевой линии. Для анализа использовали только те 
записи ЭЭГ, в которых ЛП саккадического ответа варьировал в диапазоне 85–600 мс 
у здоровых испытуемых и 85–800 мс у больных. Саккадические движения глаз, возни-
кающие до момента выключения ЦФС рассматривались как ошибочные опережающие 
ответы. Подсчитывалось также число ошибочных саккад неправильного направления, 
а также число отсутствующих саккадических ответов.

Вызванную синхронизацию тета-ритма ЭЭГ в период задержки анализировали по 
методике Pfurtscheller и Lopes da Silva [9] с помощью специализированного программ-
ного блока ERS системы CONAN-m. Записи ЭЭГ подвергали цифровой фильтрации 
в частотном диапазоне тета-ритма (4–7 Гц), а затем усредняли от момента включения 
ПС. Уровень ВС тета-ритма вычислялся в процентах по формуле ВС% = (A(i)–R)/R x 
100, где А(i) мощность тета-ритма в каждой временной точке интервала между вклю-
чением ПС и выключением ЦФС (2700 мс), а R – средняя мощность тета-ритма в рефе-
рентном периоде (500 мс) записи ЭЭГ до включения ПС.

В исследуемом интервале межстимульной паузы (период задержки) выделяли ин-
дивидуальные значения максимального пика ВС тета-ритма в соответствующем от-
ведении ЭЭГ в трех последовательных временных отрезках по 900 мс (1-й интервал 
0–900 мс; 2-й интервал 900–1800 мс, 3-й интервал 1800–2700 мс).

Использовали метод выборочного усреднения ЭЭГ [17]. Усредняли только те запи-
си ЭЭГ, в которых величина ЛП саккадического ответа варьировала в узком диапазоне 
от среднего значения или главной моды в распределении ЛП саккадических ответов 
(± 20–30 мс у здоровых испытуемых и ± 30–50 мс у больных). Подобный метод усред-
нения необходим из-за широкого диапазона колебаний величины ЛП саккад (от 80 до 
600 мс в норме и до 800 мс у больных с КВР) и дает возможность определить уровень 
мощности ВС тета-ритма при оптимальном для каждого субъекта уровне внимания 
и функционального состояния. В зависимости от субъекта число записей ЭЭГ, удов-
летворяющих выбранным критериям усреднения, колебалось от 25 до 30.

Записи ЭЭГ, в которых ЛП саккадических ответов был меньше 80 мс и больше 
600  мс у здоровых испытуемых и 800 мс у больных, а также записи ЭЭГ с артефак-
тами от движения глаз исключались из обработки. В зависимости от субъекта число 
записей, оставшихся для обработки данных, варьировало от 250 до 400, межгрупповых 
различий в числе записей ЭЭГ, выбранных для обработки, установлено не было. В пе-
риод задержки применяли также программный метод локального удаления артефактов 
от морганий.

В связи с большими индивидуальными различиями в локализации пиков ВС тета-
ритма для каждого интервала delay-периода проводили межгрупповое сравнение до-
лей числа пиков ВС тета-ритма в передних (F3, F4, Fz, FC3, FC4, FCz, C3, C4, Cz, T3, 
T4) и в задних (CP3, CP4, CPz, P3, P4, Pz, T5, T6, O1 и O2) отведениях ЭЭГ.

Статистический анализ данных проводили с использованием программ MS Excel 
и STADIA 8.0. Достоверность различий средних значений величины ЛП саккады и чи-
сла ошибочных саккадических ответов вычисляли с помощью непараметрического 
двухвыборочного критерия Вилкоксона (W). Для оценки межгрупповых различий 
в величине максимальных пиков ВС тета-ритма использовали двухфакторный диспер-
сионный анализ ANOVA для модели фиксированных факторных эффектов с повтор-
ными измерениями. Первый фактор – группа (2 уровня – больные и здоровые), второй 
вспомогательный фактор – отведение (19 уровней). Анализ проводили отдельно для 3 
сочетаний: «условие» (2 уровня – саккады и антисаккады), «латеральность» (2 уров-
ня – саккада влево или вправо) и «интервал» (3 уровня – первый, второй, третий). Для 
коррекции множественных сравнений применяли поправку Бонферрони. Различия 
в частотах событий оценивали по Z-критерию согласия частот.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поведенческие данные
Анализ поведенческих данных выявил межгрупповые различия в количестве оши-

бочных ответов и величине латентного периода саккад и антисаккад по памяти. В обе-
их группах встречались ошибки в виде саккадических ответов, опережающих выклю-
чение ЦФС, а также ошибки направления или отсутствие ответа.

Обнаружено увеличение числа ошибок в группе больных по сравнению со здоровыми 
испытуемыми независимо от характера саккадического ответа: для саккад по памяти вле-
во – 25 ± 2% у больных и 5 ± 4% у здоровых (W = 0.54, p < 0.001), а для саккад вправо – 18 
± 1% у больных и 5 ± 6% у здоровых (W = 0.34, p < 0.001). Для антисаккад по памяти чи-
сло ошибок в группах было соответственно: 29 ± 4% и 7 ± 7% для антисаккад влево (W = 
2.01, p < 0.001); 17 ± 2% и 6 ± 7% для антисаккад вправо (W = 0.34, p < 0.001).

Показаны достоверно большие ЛП саккад и антисаккад по памяти у больных с КВР 
по сравнению с группой нормы независимо от направления ответа: для саккад влево 
на 36.6 ± 1 мс (W = 0.001, p < 0.001), вправо на 27 ± 1 мс (W = 0.33, p < 0.001) (рис. 2). 
В группе здоровых испытуемых обнаружены латеральные различия в виде меньших 
ЛП саккад и антисаккад по памяти влево по сравнению с ответами вправо на 10 ± 2 мс 
(W = 3.04, p < 0.002) и 11 ± 2мс (W = 3.3, p < 0.001) соответственно. В группе больных 
латеральных различий в величине ЛП не обнаружено.
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Рис 2. Диаграмма величины латентного периода саккад (а) и антисаккад (b) по памяти в группах здоровых 
и больных с КВР.
Условные обозначения: светлые прямоугольники – здоровые испытуемые, заштрихованные прямоугольники – 
больные с КВР. На оси абсцисс: 1 – саккадические ответы влево, 2 – саккадические ответы вправо. Звездочки 
означают достоверность различий средних значений: * с вероятностью p ≤ 0.01, ** с вероятностью p ≤ 0.001.

Данные ЭЭГ
Анализ полученных данных выявил как внутригрупповые, так и межгрупповые раз-

личия в средней мощности пиков ВС тета-диапазона в зависимости от характера и на-
правления саккадического ответа, а также интервала межстимульной паузы (табл. 1).

Дисперсионный анализ выявил влияние фактора «группа» на выраженность ВС те-
та-ритма в зависимости от характера саккадического ответа, его направления и интер-
вала периода задержки.
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Таблица 1. Величина пиков ВС тета-ритма (M ± SEM, %) в трех последовательных интервалах 
периода задержки перед саккадами и антисаккадами по памяти у здоровых испытуемых 
и у больных с КВР

Интервал 
периода

задержки 
(мс)

Здоровые Больные

саккады антисаккады саккады антисаккады

влево вправо влево вправо влево вправо влево вправо

0–900 11 ± 2** 16 ± 2** 16 ± 2** 13 ± 3 16 ± 3** 9 ± 2** 11 ± 2** 11 ± 2

900–1800 14 ± 2 12 ± 4 9 ± 2** 9 ± 1 17 ± 3 14 ± 2 14 ± 2** 9 ± 2

1800–2700 12 ± 2 9 ± 1** 11 ± 1 10 ± 1 16 ± 3 15 ± 2** 14 ± 2 13 ± 2

Данные представлены как среднее значение мощности пика ВС тета-ритма и стандартной ошибки средней 
величины. Звездочки после цифр обозначают достоверные межгрупповые различия. * – достоверность раз-
личий средних значений с вероятностью p ≤ 0.01, ** – достоверность различий средних значений с вероят-
ностью p ≤ 0.001.
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Рис. 3. Кривые уровня мощности ВС тета-ритма (A) и карты распределения мощности максимального пика 
ВС тета-ритма по отведениям ЭЭГ (B, C) в первом интервале периода задержки перед саккадами влево (a), 
саккадами вправо (b) и антисаккадами влево (c). Условные обозначения: (A) – сплошная линия  – группа 
нормы, пунктирная линия – группа больных; (B) – группа нормы; (C) – группа больных КВР. Красный цвет – 
вызванная синхронизация тета-ритма, синий – вызванная десинхронизация тета-ритма.
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В первом интервале перед саккадами по памяти влево выраженность пиков ВС те-
та-ритма была выше у больных, чем у здоровых испытуемых (F(2,19) = 15.7; p < 0.001). 
При этом пики ВС тета-ритма у здоровых преобладали во фронто-центрально-височ-
ных отведениях (13 против 7, Z = –2.214, p < 0.02), а у больных обнаружено их равно-
мерное распределение в передних и задних отведениях при p > 0.05 (рис. 3a).

В отличие от саккад по памяти влево перед саккадами по памяти вправо выражен-
ность пиков ВС тета-ритма была выше у здоровых испытуемых по сравнению с боль-
ными (F(2,19) = 12.7; p < 0.001). При этом как у здоровых, так и у больных наблюдалась 
равновероятностная представленность пиков ВС тета-ритма как в передних, так и зад-
них отведениях ЭЭГ (p > 0.05), рис 3b.

Так же как и для саккад вправо выраженность пиков ВС тета-ритма для антисаккад 
влево в первом интервале была выше у здоровых испытуемых по сравнению с паци-
ентами (F(2,19) = 3.03, p < 0.001). При этом пики ВС тета-ритма у здоровых испытуемых 
преобладали во фронто-центрально-височных отведениях (14 против 6, Z = –2.846, p 
< 0.001), а у пациентов были диффузно расположены по отведениям (p > 0.05), рис 3b.

Во втором интервале межгрупповые различия в уровне мощности пиков ВС тета-
ритма наблюдались только перед антисаккадами по памяти влево. Выраженность пи-
ков ВС тета-ритма была выше у больных с КВР по сравнению с нормой (F(2,19) = 3.38; 
p < 0.001). При этом в группе больных пики ВС тета-ритма преобладали в передних 
фронто-центральных и верхне-височных отведениях (13 против 7, Z = –2.214, p < 0.05), 
а у здоровых были диффузно локализованы, рис. 4a.

В третьем интервале межгрупповые различия были обнаружены только для саккад 
по памяти вправо: выраженность пика ВС тета-ритма была больше у больных с КВР 
по сравнению с нормой (F(2,19) = 3.34; p < 0.001), в обеих группах наблюдалась равно-
вероятностная представленность пиков ВС тета-ритма как в передних, так и задних 
отведениях ЭЭГ (p > 0.05), рис. 4b.
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Рис. 4. Кривые уровня мощности ВС тета-ритма и карты распределения мощности максимального пика 
ВС тета-ритма по отведениям ЭЭГ во втором интервале периода задержки перед антисаккадами влево (a) 
и в третьем интервале перед саккадами вправо (b). Условные обозначения как на рис. 3.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, анализ поведенческих и ЭЭГ данных выявил определенные раз-
личия между больными с КВР шизофрении и здоровыми испытуемыми в парадигме 
«cаккады/антисаккады по памяти».

Показано, что эффективность выполнения задачи у больных была существенно 
снижена по сравнению со здоровыми испытуемыми, что проявлялось в увеличении 
числа ошибочных ответов и величины ЛП саккад и антисаккад по памяти.

Увеличение ЛП саккадических ответов по памяти у больных с КВР шизофрении 
также может быть обусловлено нарушениями сенсорной переработки и ухудшением 
удержания в памяти инструкции к задаче, которые также известны при шизофрении 
[18–19].

Получены интересные данные об отсутствии латеральных различий в величине ЛП 
саккадических ответов по памяти в группе больных с КВР, тогда как у здоровых испы-
туемых показано уменьшение величины ЛП саккад и антисаккад влево по сравнению 
с ответами вправо. Аналогичные данные были показаны ранее при шизофрении в сак-
кадических парадигмах «Gap» и «Overlap» [20].

Подобная асимметрия величины ЛП саккадических ответов у здоровых испыту-
емых может быть ассоциирована с активацией правого полушария, доминирующе-
го в процессах внимания, памяти и торможения при генерации движений глаз влево 
[21–23]. Отсутствие латеральных различий в величине ЛП саккадических ответов по 
памяти у больных с КВР может указывать на ослабление когнитивного контроля вы-
полнения произвольных саккадических ответов на ранней стадии шизофрении.

В обеих группах было обнаружено отсутствие различий между величиной ЛП сак-
кад и антисаккад по памяти, тогда как на зрительные стимулы ЛП антисаккад больше 
по сравнению с саккадами [24–26]. Предполагается, что увеличение ЛП антисаккады 
на зрительный стимул обусловлено дополнительным включением в ее подготовку про-
цессов переориентации внимания, а также торможения непроизвольных саккад на ПС, 
что является нелегкой задачей для испытуемых и требует предварительной трениров-
ки. Отсутствие различий в величине ЛП саккады и антисаккады в парадигме «саккады/
антисаккады по памяти» в обеих группах позволяет предположить, что подготовка сак-
кадических ответов в парадигме «саккады/антисаккады по памяти» происходит в пери-
од задержки до выключения ЦФС.

Парадигма «cаккады/антисаккады по памяти» позволяет детально исследовать ак-
тивационные процессы в коре мозга на последовательных этапах хранения информа-
ции в рабочей памяти в межстимульном периоде. С этой целью задержку между предъ-
явлением ПС и выключением ЦФС условно подразделяют на три интервала, которые, 
как предполагается, несут различную функциональную нагрузку [27–28]. В первом 
интервале преобладают процессы анализа стимульной информации, ее кодирования 
и «записи» в рабочую память, включая представительство цели, оценку значимости 
стимула и «правила» реализации ответа в соответствии с инструкцией. Во втором ин-
тервале происходят процессы удержания информации в рабочей памяти, а в третьем 
интервале – процессы подготовки к совершению ответного действия. Все этапы меж-
стимульного периода сопровождаются вовлечением разных форм избирательного вни-
мания, включая перцептивное, пространственное, установочное (поддерживающее), 
моторное и предиктивное [29–32].

В каждом из интервалов периода задержки нами были выявлены межгрупповые 
различия в выраженности вызванной тета-синхронизации, которые могут отражать 
различные уровни активации нейронных сетей, участвующих в реализации функций 
рабочей памяти и внимания.

Во многих исследованиях показано, что снижение эффективности деятельности 
при шизофрении коррелирует со снижением уровня вызванной тета-синхронизации, 
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что интерпретировалось как ухудшение когнитивного контроля и рабочей памяти, 
в частности [12, 33]. Однако эти данные были получены на больных с хронической 
шизофренией. В нашем исследовании у больных с КВР шизофрении в большинстве 
случаев не обнаружено снижения вызванной тета-синхронизации, однако выявлены 
отдельные межгрупповые различия, зависящие от направления саккадического ответа, 
его характера и интервала задержки. При этом в ряде случаев выраженность ВС тета-
ритма у больных с КВР шизофрении была выше, чем у здоровых испытуемых (при 
саккадах влево – в первом интервале, при антисаккадах влево – во втором интервале 
и при саккадах вправо – в третьем интервале, табл. 1).

Снижение ВС тета-ритма у больных было показано только для саккад вправо и ан-
тисаккад влево в первом интервале. Эти межгрупповые различия можно ассоцииро-
вать с предполагаемой дисфункцией нейронных сетей левого полушария, что может 
приводить к ухудшению сенсорной переработки, кодирования и «записи» информации 
в рабочую память. Саккады вправо и антисаккады влево генерируются на запомнен-
ные стимулы в правом полуполе, которые проецируются в контралатеральное левое 
полушарие. В литературе достаточно часто обсуждается левополушарный дефицит 
для ряда структурно-функциональных показателей головного мозга при шизофрении 
(например, [34, 35]), а также в группе КВР [36, 37], однако точные механизмы сопряже-
ния найденных нами особенностей с нарушениями сенсорного восприятия, внимания 
станут предметом дальнейших наших исследований.

Пока можно отметить, что межгрупповые различия в распределении пиков мощ-
ности ВС тета-диапазона по отведениям отчасти подтверждают наше предположение 
о связи левополушарных аномалий с выраженностью ВС тета-ритма при КВР. У здо-
ровых испытуемых пики максимальной мощности ВС тета-ритма перед саккадами 
вправо в первом интервале преобладали в передних отведениях, что отражает актива-
цию нейронных сетей префронтальной коры [38–39]. Снижение уровня ВС тета-ритма 
в группе больных с КВР по сравнению с группой здоровых в аналогичных условиях 
сопровождается диффузным расположением пиков мощности ВС тета-ритма по отве-
дениям, что может быть обусловлено дополнительной активацией теменно-затылоч-
ных и нижневисочных нейронных сетей коры и может иметь компенсаторное значение. 
В литературе существуют данные о включении дополнительных теменно-затылочных 
«генераторов» тета-ритма для компенсации нарушений исполнительных функций пре-
фронтальной коры у больных с первым эпизодом шизофрении [40].

В первом интервале перед саккадами влево у больных с КВР, наоборот, показано 
усиление вызванной тета-синхронизации по сравнению со здоровыми испытуемыми, 
при этом пики максимальной ВС тета-ритма преимущественно локализовались в пе-
редних фронто-центрально-височных отведениях. Эти факты могут отражать состо-
яние сохранности/гиперкомпенсации активности нейронных сетей префронтальной 
коры шизофрении на этапе восприятия и кодирования информации в память, за кото-
рые преимущественно отвечает правое полушарие.

Во втором интервале межгрупповые различия в уровне вызванной тета-синхрони-
зации наблюдались только при антисаккадах влево, при этом она была выше у больных 
с КВР по сравнению с нормой. Подготовка антисаккады по памяти как более сложного 
движения по сравнению с саккадой требует дополнительных процессов «перекарти-
рования» пространственного вектора движения. Имеются данные о том, что в период 
задержки зрительная информация хранится в контралатеральном к позиции стимула 
полушарии [41, 42], то есть за хранение и трансформацию информации при антисакка-
дах по памяти влево отвечает левое полушарие, нарушения которого в ранний период 
шизофрении были указаны выше.

Ранее в парадигмах «саккады по памяти» и «go/no go delay» было показано, что 
хранение информации в период задержки носит активный характер. Это проявляется 
в постепенном «перекартировании» положения саккадической цели из ретинотопиче-
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ских координат в моторные с использованием информации о текущем положении глаза 
в орбите. В многочисленных экспериментах на обезьянах был выявлен «нейронный 
коррелят» этого процесса в виде пространственно-селективной тонической активно-
сти сенсорных и моторных нейронов различных структур мозга в период задержки 
(префронтальной коры, зоны LIP теменной коры, черной субстанции (SNpr) и верхнего 
двухолмия) [5, 43].

Исходя из имеющихся сведений, можно предположить, что увеличение тета-син-
хронизации в передних отведениях у больных с КВР во втором интервале при антисак-
кадах влево отражает дополнительную активацию нейронных сетей префронтальной 
коры как ведущей в поддержании информации в рабочей памяти в сложных условиях.

Диффузная локализация пиков мощности ВС тета-диапазона у здоровых испытуе-
мых на этом этапе задержки при антисаккадах влево может ассоциироваться с включе-
нием процессов установочного (sustained) внимания, избирательно поддерживающего 
активацию пространственной репрезентации стимула и моторного «плана» антисакка-
ды, которое контролируется соответствующими сетями коры [44].

В третьем интервале обнаружено увеличение уровня тета-синхронизации для сак-
кад вправо у больных с КВР по сравнению с нормой. При этом в обеих группах пики 
мощности ВС тета-диапазона располагались диффузно по отведениям. Как предпола-
гают, третий интервал сопровождается активацией нейронных сетей, ассоциированных 
с процессами «извлечения» информации из рабочей памяти и предварительным про-
граммированием саккадического ответа в соответствии с инструкцией [27, 28]. Усиле-
ние выраженности ВС тета-диапазона у больных с КВР перед саккадами вправо может 
отражать дополнительную (компенсаторную) активацию сетей когнитивного контроля 
на заключительном этапе формирования двигательной программы саккадического от-
вета по памяти в условиях дефицита предиктивных процессов направленного внима-
ния и проактивного торможения, показанных ранее у больных шизофренией [45].

ОГРАНИЧЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

Одним из факторов, который потенциально может влиять на результаты, является 
проводимая фармакотерапия – в литературе описано влияние психотропных препара-
тов на саккадические движения глаз в тесте «саккады по памяти» [46], хотя влияние на 
латентность авторами выявлено не было. Очевидным направлением дальнейших ис-
следований является также увеличение объема выборок, а также анализ ВС не только 
в тета-, но и в других поддиапазонах ЭЭГ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование выявило межгрупповые различия в выраженности выз-
ванной тета-синхронизации в каждом из интервалов периода задержки, которые могут 
отражать уровни активации нейронных сетей, участвующих в реализации различных 
когнитивных функций.

Результаты исследования позволяют предполагать, что снижение эффективности 
выполнения задачи у больных с КВР может быть обусловлено ухудшением функций 
сенсорного восприятия (первый интервал), процессов удержания информации в па-
мяти и установочного внимания (второй интервал), а также предиктивного внимания 
и проактивного торможения (третий интервал).

Выявленная асимметрия в выраженности ВС тета-ритма в зависимости от направ-
ления саккадического ответа может быть ассоциирована с дисфункцией нейронных 
сетей левого полушария, известной при КВР шизофрении. Случаи увеличения ВС те-
та-ритма у больных с КВР по сравнению со здоровыми испытуемыми и преобладание 
ее пиков в передних отведениях может отражать компенсаторные процессы дополни-
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тельной активации нейронных сетей префронтальной коры на доманифестном этапе 
шизофрении, хотя клиническую значимость этого нейрофизиологического феномена 
еще предстоит выяснить.
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Abstract
One of the informative and widely used approaches to understanding the pathogenetic 
(including neurobiological) mechanisms of schizophrenia is the study of patients with 
clinically high risk (CHR) for the disease. The power and topography of the theta 
rhythm event-related synchronization (ERS) related to peripheral stimulus that must be 
remembered (memory-guided saccades/antisaccades paradigm) have been studied in the 
groups of 20 mentally healthy subjects and 20 patients with CHR. The analysis was carried 
out according to the Pfurtscheller method. Based on the saccades latency value and the 
error numbers, the task performance was decreased in patients with CHR compared to 
healthy subjects. Intergroup differences by theta rhythm ERS magnitude and topography 
were found for three consecutive delay period intervals (900 ms each) before saccades to 
the right and antisaccades to the left. The findings are considered as being the reflection 
of violations of the spatial attention and working memory maintaining in CHR patients 
that has a certain interhemispheric asymmetry. It has been suggested an activation of 
the compensatory processes and the cognitive control reorganization of the fronto-
parietal networks with predominantly right hemisphere preservation at the early stage of 
schizophrenia development.

Keywords: CHR for schizophrenia, the EEG theta rhythm evoked synchronization, cogni-
tive control, memory, attention, “memory-guided saccades” paradigm
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Эпилепсия – одно из наиболее распространенных и одновременно серьезных заболева-
ний головного мозга, от которого страдают более 70 миллионов человек во всем мире. 
Имеющиеся противосудорожные препараты способны подавить приступы у двух тре-
тей больных, у оставшейся трети пациентов эпилепсия признается фармакорезистент-
ной и требует иных видов лечения, таких как хирургическое вмешательство, которое 
также не всегда приводит к положительным результатам. Преодоление резистентно-
сти – сложная комплексная задача, для решения которой требуется понимание биохи-
мических путей и общих патологических процессов, лежащих в основе эпилепсии, 
в первую очередь апоптоза. Целью данной работы стало изучение влияния антибио-
тика минолексина на уровни апоптоза и экспрессию апоптоз-ассоциированных моле-
кул (p53, Bcl‑2, каспаза‑3 и каспаза‑8) в височной коре, подлежащем белом веществе 
и гиппокампе крыс линии Крушинского – Молодкиной (КМ) с наследственной ауди-
огенной эпилепсией при длительном киндлинге. Использованы крысы КМ в возрасте 
11 месяцев, которых подвергали аудиогенной стимуляции и вводили внутрибрюшин-
но физраствор или антибиотик тетрациклинового ряда второго поколения минолексин 
в дозе 45 мг/кг, растворенный в физрастворе, в течение 14 дней, далее следовали 7 дней 
отдыха, после которых была проведена некропсия. Исследована кора височной доли 
и подлежащее белое вещество, гиппокамп. Оценивали уровни апоптоза (TUNEL) и экс-
прессию апоптоз-ассоциированных белков (p53, Bcl‑2, каспаза‑3 и -8) (иммуногистохи-
мия, вестерн-блоттинг). У крыс линии КМ с наследственной аудиогенной эпилепсией 
показано повышение уровня апоптоза при длительном киндлинге во всех исследован-
ных областях мозга. Выявлен р53-зависимый, но не зависящий от каспаз механизм ак-
тивации апоптоза. При введении минолексина наблюдался антиапоптотический и ней-
ропротективный эффект в височной доле и гиппокампе экспериментальных крыс.

Ключевые слова: эпилепсия, апоптоз, Bcl‑2, p53, каспаза‑3, каспаза‑8, минолексин, 
крысы линии Крушинского – Молодкиной
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ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия – одно из наиболее распространенных неврологических заболеваний, 
которым поражено более 70 миллионов человек по всему миру. Основу терапии со-
ставляют пероральные препараты. Их механизмы действия не отличаются большим 
разнообразием и основаны на блокировании каналов Na+ и/или Ca2+, стимулировании 
ГАМК или ингибировании передачи сигналов глутамата. Они могут подавлять судоро-
ги у двух третей больных, но даже в этом случае не изменяют долгосрочный прогноз, 
а у оставшейся трети пациентов эпилепсия признается фармакорезистентной и требует 
иных методов лечения, включая хирургическое вмешательство, также не дающих га-
рантий излечения. Поиск лекарств от эпилепсии не прекращается, что обусловлено со-
храняющейся лекарственной устойчивостью. В настоящее время разработка методов 
лечения сосредоточена на исследовании механизмов действия новых препаратов, те-
рапии, специфичной для синдромов, и поиске общих патологических механизмов [1].

К таким общим патологическим механизмам, лежащим в основе не только эпи-
лепсии, но и других заболеваний ЦНС, относится дегенерация нейронов. Выделяют 
более 12 типов клеточной гибели, среди которых в патогенезе эпилепсии, особенно 
фармакорезистентной, наибольшее значение имеет апоптоз нейронов и глиальных кле-
ток головного мозга [2].

Апоптоз – это физиологический процесс запрограммированной гибели клеток, ко-
торый играет важную роль как при развитии и нормальном функционировании нерв-
ной системы, так и при ее патологиях. Основные особенности апоптоза включают 
агрегацию хроматина в большие массы, примыкающие к ядерной мембране, сохране-
ние целостности внутриклеточных органелл и рассеивание клеточного содержимого 
в окруженных мембраной «апоптозных тельцах» [3]. Эксперименты выявили законо-
мерности фрагментации ДНК в поврежденном судорожным припадком мозге, говоря-
щие об активации апоптоза [3]. Апоптоз, особенно выраженный в гиппокампе, может 
быть одной из причин формирования лекарственной устойчивости из-за усиливающе-
гося с каждым следующим судорожным припадком повреждения структур мозга [4]. 
Клеточная гибель может осуществляться двумя путями: внешнерецепторным и вну-
тренним митохондриальным. В отличие от некроза, апоптоз осуществляется высоко-
упорядоченным молекулярным механизмом, который требует энергии и может вклю-
чать транскрипцию специфичных генов – проапоптотического фактора транскрипции 
р53, выполняющих различные функции белков семейства Bcl‑2 и каспаз [5].

Фактор транскрипции и супрессор опухолей р53 – тетрамерный фосфопротеин, ко-
торый управляет рядом основных клеточных функций, включая транскрипцию генов, 
синтез и репарацию ДНК, регуляцию клеточного цикла, старение и гибель клеток. Этот 
белок является одним из ключевых модуляторов реакции клеток на стресс, активация 
которого запускает апоптоз в различных типах клеток, в число которых входят и нейро-
ны. В нервной системе р53 активен при ее формировании в норме и при различных не-
врологических расстройствах, таких как инсульт, болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
синдром Ангельмана, черепно-мозговые травмы, боковой амиотрофический склероз, 
аутизм, спиноцеребеллярная атаксия и эпилепсия [6].

Белок Bcl‑2 (B Cell Lymphoma/Leukaemia 2) массой 26 кДа способствует развитию 
злокачественных опухолей, не давая их клеткам погибнуть, но при этом не усиливая 
пролиферацию [7]. Bcl‑2 – член обширного и консервативного семейства белков, обла-
дающих как про-, так и антиапоптотическими свойствами. Он помогает нейронам пе-
режить неблагоприятные воздействия, такие как окислительный стресс [8]. Изучение 
ткани головного мозга пациентов с эпилепсией показало значительное увеличение 
уровней белка Bcl‑2 у людей с ее лекарственно-устойчивыми формами. Также Bcl‑2 
положительно связан с продолжительностью, частотой и тяжестью эпилептических 
припадков [9].
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Каспазы представляют собой эволюционно консервативные аспартат-специфиче-
ские цистеиновые протеазы, присутствующие в клетках в качестве зимогенов, которые 
образуют активный фермент после протеолитического расщепления. Запускается ка-
скад каспаз, который завершается активацией эффекторных каспаз, таких как каспа-
за‑3, которые расщепляют ключевые внутриклеточные структурные белки и белки вы-
живания и активируют фермент, ответственный за характерную фрагментацию ДНК. 
В настоящее время идентифицировано 18 каспаз млекопитающих, которые можно раз-
делить на провоспалительные, противовоспалительные, исполнительные и обладаю-
щие еще неизвестными функциями [10].

Во время апоптоза активированная каспаза‑3 расщепляет широкий спектр субстра-
тов, что приводит к характерным морфологическим изменениям в клетках. Она играет 
ключевую роль в регуляции роста и поддержании гомеостатического состояния как 
нормальных, так и злокачественных клеток и тканей в многоклеточных организмах. 
Участие каспазы‑3 в патогенезе как острых, вызванных инсультом или травмой, так 
и вялотекущих нейродегенеративных заболеваний сводится к апоптозу определенных 
популяций клеток [11].

Каспаза‑8 опосредует гибель клеток в ответ на внешние сигналы, но ее роль также 
не сводится лишь к этому. Сложность биохимических путей и сходящихся на ней взаи-
модействий таковы, что ее новые функции продолжают открывать спустя более чем 20 
лет. Большую их часть можно описать собирательным термином «паноптоз», который 
в основном включает в себя три вида запрограммированной гибели клеток, а именно 
пироптоз, апоптоз и некроптоз [12].

Первичный эпилептической фокус при аудиогенной эпилепсии находится в слу-
ховом стволе. Гиппокамп и кора рекрутируются вторично в ходе киндлинга. Ранее 
уже проводились исследования молекулярно-клеточных изменений в гиппокампе 
при аудиогенном киндлинге, было показано усиление пролиферативной активности 
гиппокампа при отсутствии дегенеративных процессов в этой структуре [13]. Таким 
образом, аудиогенный киндлинг является адекватной моделью для исследования изме-
нений мозга, вызванных судорожной активностью.

Повреждение тканей височной доли чаще всего вызывает эпилептические припад-
ки, что стало относительно ясно к концу 1880-х годов [14]. Примерно у 60% пациентов 
наблюдается фокальная форма эпилепсии, и в трети этих случаев, когда эпилептиче-
ский очаг локализуется преимущественно в височной доле, имеющиеся лекарственные 
препараты бессильны. Височные доли являются наиболее эпилептогенной областью 
головного мозга прежде всего потому, что в наибольшей степени страдают от гипок-
сии, на их долю приходится множество травм. Судороги, возникающие в височных 
долях, весьма разнообразны по своему характеру, и некоторые из них могут быть 
столь непохожими на классическую эпилепсию, что с трудом поддаются диагностике. 
Подлежащее белое вещество, особенно его глубокие слои, участвует в генерализации 
приступов и их распространении далеко за пределы эпилептогенных зон при мезиаль-
ной височной эпилепсии. Эпилепсия приводит к общему снижению функциональной 
связанности в глубоких слоях. Показано, что при эпилепсии также наблюдаются зна-
чительные изменения морфофункциональных характеристик различных отделов гип-
покампа [15].

Используемый нами антибиотик минолексин (миноциклин (4S,4aS,5aR,12aR)-4,7-
бис(диметиламино)-1,10,11,12a-тетрагидрокси‑3,12-диоксо‑4a,5,5a,6-тетрагидро‑4H-
тетрацен‑2-карбоксамид, C23H27N3O7), выпускаемый под торговой маркой «Ми-
нолексин», относится к тетрациклинам. Минолексин является полусинтетическим 
антибиотиком второго поколения тетрациклинового ряда [16]. Отмечается его превос-
ходная пероральная абсорбция, биодоступность, приближающаяся к 100%, и способ-
ность проникать во все органы, в том числе в головной мозг. Обладая высокой ли-
пофильностью, он способен преодолевать гематоэнцефалический барьер, а благодаря 
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широкому спектру действия – справляться не только с инфекциями. [17]. Показано, что 
препарат оказывает защитное действие при множестве неврологических расстройств, 
включая травму спинного мозга, инсульт, рассеянный склероз, боковой амиотрофи-
ческий склероз, болезнь Хантингтона, болезнь Паркинсона и эпилепсию, в том числе 
не поддающуюся лечению другими препаратами [18]. Минолексин обладает проти-
вовоспалительными, иммуномодулирующими и антиапоптотическими свойствами, 
что позволяет использовать его при лечении неврологических расстройств [19]. Ми-
ноциклин показал выраженный нейропротективный эффект в модели эпилептического 
статуса у крыс при введении пилокарпина. Эпилептический статус вызывает острую 
и постоянную активацию микроглии и астроцитов в поле CA1 гиппокампа и прилега-
ющей коре. Введение миноциклина один раз в день в дозе 45 мг/кг в течение 14 дней 
после эпилептического статуса с последующим шестинедельным мониторингом пока-
зало снижение активации микроглии, повышение уровней интерлейкина‑1β и фактора 
некроза опухоли-α в исследуемых зонах мозга, снижение потери нейронов, а также 
снижение частоты, продолжительности и тяжести судорог [20]. В экспериментах по 
лечению нейроинфекций были обнаружены нейропротективные, противовоспали-
тельные и антиапоптотические свойства миноциклина. Препарат ингибировал апоп-
тоз в нейронах головного мозга человека, на что указывало ингибирование активации 
каспазы‑3 и поли-АДФ-рибозополимеразы [21]. Препарат уже показал многообещаю-
щие результаты в экспериментальной неврологии, что было связано с его высокой ли-
пофильностью, став безопасным и эффективным дополнением к антипсихотическим 
препаратам [22].

На основании данных литературы мы предположили, что минолексин, оказыва-
ющий положительный эффект в животных моделях эпилепсии, может делать это за 
счет уменьшения апоптоза и нейровоспаления в головном мозге. В связи с этим целью 
данной работы стало изучения влияния антибиотика минолексина на уровни апоптоза 
и экспрессию апоптоз-ассоциированных молекул (p53, Bcl‑2, каспаза‑3 и каспаза‑8) 
в височной коре, подлежащем белом веществе и гиппокампе крыс линии Крушинско-
го  – Молодкиной (КМ) с наследственной аудиогенной эпилепсией при длительном 
киндлинге.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Генетическая предрасположенность к аудиогенной эпилепсии у крыс была выявле-
на еще в 1906 г., когда в Вистаровском институте (США) вывели аутбредную линию 
крыс Вистар (Wistar). Некоторые из крыс реагировали на громкие звуки эпилептоморф-
ными припадками. С тех пор на их основе в разных странах было создано несколько 
линий крыс с аудиогенной эпилепсией. Одной из них стала линия крыс КМ, выве-
денная на биологическом факультете МГУ им. М.В. Ломоносова Л.В. Крушинским, 
Л.Н. Молодкиной и Д.А. Флессом. В настоящее время у этих животных хорошо изуче-
ны поведенческие, морфологические и генетические особенности, которые частично 
пересекаются с таковыми у больных эпилепсией людей и другими линиями грызунов 
с аудиогенной эпилепсией. Таким образом, они подходят для экспериментального мо-
делирования эпилепсии [23].

В качестве экспериментальной модели эпилепсии нами были использованы самцы 
и самки крыс линии КМ в возрасте 11 месяцев, реагирующие на звук частотой 9 кГц 
и мощностью 50 дБ полным и стабильным клонико-тоническим судорожным припад-
ком. В соответствии с целью и задачами эксперимента они были случайным образом 
разделены на следующие группы: киндлинг с введением физраствора (5 самцов и 5 
самок), киндлинг с введением минолексина (5 самцов и 5 самок), контроль с введением 
физраствора (6 самок и 4 самца) (рис. 1). Животных содержали в стандартных условиях 
в соответствии с правилами, утвержденными санитарным врачом РФ от 29.08.2014 г. 
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№ 51, в поликарбонатных клетках по одной группе одного пола с круглосуточным 
доступом к воде и пище. Содержание животных осуществлялось в контролируемых 
условиях окружающей среды (при температуре 22 ± 3 °C и относительной влажности 
воздуха 30–70%), с 12-часовым циклом освещения.

Control saline rat group (4♂ + 6♀)

21141 7

Kindling saline rat group (5♂ + 5♀)

Kindling antibiotic rat group (5♂ + 5♀)

Audiogenic kindling stimulation (9 kHz, 50 dB) + antibiotic (45 mg/kg)

Audiogenic kindling stimulation (9 kHz, 50 dB) + saline

Rest period of rat group

Rest period of rat group

N
ecropsy

Days

Рис. 1. План эксперимента.

В настоящее время в более чем 99% случаев крысы линии КМ в трехмесячном воз-
расте в ответ на звуковое воздействие демонстрируют развернутый судорожный при-
падок, который характеризуется стадией дикого бега и клонико-тоническими судоро-
гами [24]. Распределение животных по группам было случайным. Внутрибрюшинные 
инъекции физраствора или минолексина в дозе 45 мг/кг, растворенного в физрастворе, 
проводились внутрибрюшинно по окончании каждой звуковой стимуляции (9 кГц, 50 
дБ) в течение 14 дней. В качестве контрольной была взята группа крыс КМ, не под-
вергавшихся киндлингу и получавших инъекции физраствора. Эксперимент продол-
жался 14 дней, после чего был сделан перерыв длительностью 7 дней, во время кото-
рого животные не повергались киндлингу и не получали препарат (рис. 1). Контроль 
эпилептических припадков у крыс производился визуально. Во время эксперимента 
у животных, подвергнутых киндлингу, фиксировался латентный период – время начала 
приступа (в пределах 60 с) от момента подачи звукового сигнала, а также особенно-
сти припадка, производилась видеорегистрация. С началом приступа воспроизведение 
звука останавливали.

После завершения эксперимента была проведена некропсия с использованием пре-
парата «Золетил», перфузия физраствором, декапитация и извлечение головного мозга. 
Мозг каждой крысы разделяли на две половины в сагиттальной плоскости. Правую 
половину мозга для иммуногистохимического (ИГХ) и TUNEL анализа фиксировали 
в 4%-ном параформальдегиде на фосфатном буфере и оставляли на 2 дня при 4 °С, 
а затем переносили в раствор 20%-ной сахарозы на 5 дней. Далее помещали в емкость 
с изопентаном, находящуюся в сухом льду, на 1 мин при –50 ºС, затем хранили при –80 
ºС. Чередующиеся срезы толщиной 5–6 мкм изготовляли на криостате (Leica, Герма-
ния) и фиксировали на предметных стеклах для проведения ИГХ. Согласно атласу моз-
га крысы [25], интерес представляла амигдало-пириформная область (височная кора) 
и гиппокамп (рис. 2).

Из левой половины иссекали дорсальный гиппокамп, кору и белое вещество височ-
ной доли для вестерн-блотта.



1460 БАЖАНОВА и др. 

Temporal cortex and white matter

Hippocdampal hilus
CA4 hippocampus subfield
Granular cell layer dentate gyrus

Рис. 2. Расположение исследуемых структур головного мозга крысы.

На срезах замороженных препаратов головного мозга (10 мкм, криотом Leica CM 
1520) определяли уровень апоптоза методом TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase dUTP nick end labeling) (набор для TUNEL In Situ, Elabscience E-CK-A320, Green, 
FITC). Также определяли экспрессию проапоптотического белка р53, антиапоптотиче-
ского белка Bcl‑2 и каспазы‑3, -8 иммуногистохимическим методом с использованием 
поликлональных антител к р53 и Bcl‑2 (1: 100, SANTA CRUZ), выявление с помощью 
диаминобензидина.

Изображения срезов головного мозга были получены с помощью микроскопа PFM 
(WPI) с цветной камерой Leica DFC300 FX для анализа в разрешении 1280 × 960 пиксе-
лей и на сканирующем микроскопе для лабораторных исследований Pannoramic MIDI 
(3DHISTECH Ltd.) при увеличении х200. Подсчет оптической плотности проводился 
с использованием программы PhotoM версии 1.31 на 4–5 срезах исследуемой обла-
сти головного мозга (височная кора, белое вещество, зубчатая извилина гиппокампа, 
область СА4 и хилус) каждого животного, далее рассчитывали среднюю оптическую 
плотность.

Для оценки изменений уровней белков каспаза‑3 и -8 биоптаты височной коры, под-
лежащего белого вещества и гиппокампа гомогенизировали в лизирующем буфере с ин-
гибиторами фосфатазы (Roche, #04 906 837 001) и протеазы (Sigma-Aldrich, #P8340). 
Общее количество белка оценивали по методу Лоури, используя бычий сывороточный 
альбумин в качестве стандарта. Белки разделяли в 12%-ном полиакриламидном геле, 
затем переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz Biotechnology). Мем-
браны инкубировали в течение ночи при 4 °C с первичными поликлональными анти-
телами к каспазе‑3 (1: 1000; Abclonal), моноклональными антителами к каспазе‑8 (1: 
1000; Cloud-Clone Corp) и β-тубулину (1: 1000; Cloud-Clone Corp). Анализ блотов про-
водили методом денситометрии с учетом нормализации относительно окрашивания 
на весь белок с помощью Ponso с использованием гель-документирующей системы 
(ChemiDoc, BioRad, США). Также определяли экспрессию белка гена домашнего хо-
зяйства тубулина, коррелирующего с общим количеством белка в пробе. Относитель-
ную плотность каждой белковой полосы определяли количественно с использованием 
программного обеспечения ImageJ 6.0.

Статистическую обработку данных проводили в программе GraphPad Prism 8.0.1. 
Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро  – Уилка 
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(Shapiro-Wilk test). Для сравнения равенства дисперсий использовался t-критерий Фи-
шера. В случае нормального распределения сравнение проводилось параметрическим 
методом – дисперсионным анализом ANOVA, в остальных случаях сравнение произво-
дилось непараметрическим методом – критерием Краскела – Уоллиса. Апостериорные 
сравнения (пост-хок тесты) в случае использования ANOVA проводили с помощью 
критерия Тьюки. В случае ненормального распределения и применения критерия Кра-
скела – Уоллиса апостериорные сравнения проводились критерием Данна. Значений, 
выходящих за пределы трех сигм, зарегистрировано не было.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В данной работе исследованы височная кора и подлежащее белое вещество, а также 
три области гиппокампа (гранулярный слой зубчатой извилины, хилус и подполе СА4). 
Выбор обусловлен тем, что данные зоны мозга наиболее часто повреждаются при эпи-
лепсии, и очаги эпилептической активности часто локализуются в них. Показано, что 
при эпилепсии наблюдаются значительные изменения морфофункциональных харак-
теристик различных отделов гиппокампа. Еще в 1825 г. результаты вскрытий показали, 
что гиппокамп сморщен и кальцинирован у людей с эпилепсией. Многие пациенты, 
особенно со склерозом гиппокампа, помимо судорог испытывают когнитивные труд-
ности [15]. При эпилепсии в нем отмечается появление аномальных возбуждающих 
цепей, изменения рецепторов и мембран, аберрантный нейрогенез в хилусе и синапто-
генез с прорастанием мшистых волокон, появление мутантных форм ГАМК- и каинат-
ных рецепторов, реактивный астроцитарный глиоз [26].

В височной коре крыс линии КМ с наследственной аудиогенной эпилепсией (рис. 
3a) в контроле наблюдается низкий уровень апоптоза (количество TUNEL-позитивных 
клеток), он повышается при киндлинге в группе крыс, получавших физраствор, и сни-
жается у крыс, подвергшихся киндлингу при одновременном введении минолексина. 
Различия между всеми тремя группами статистически значимы при F(2, 21) = 15.39; 
р = 0.0001.

В белом веществе наблюдаются сходные изменения (рис. 3b). В контрольной груп-
пе уровень апоптоза низкий, увеличивается в группе Киндлинг физраствор и умень-
шается в случае введения минолексина на фоне киндлинга. Данные изменения носят 
статистически достоверный характер при F(2, 21) = 12.86; р = 0.01.

Для всех исследуемых областей гиппокампа (поле СА4, гранулярный слой зубча-
той извилины и хилус) различия между всеми тремя группами (рис. 3c – e и 4a – e, 
f – k) аналогичны и носят статистически значимый характер при F(2, 20) = 4.17; р = 0.03, 
F(2, 20) = 24.10; р = 0.0001 и F(2, 20) = 14.86; р = 0.0001 соответственно.

Таким образом, длительный аудиогенный киндлинг приводит к индукции гибели 
клеток всех исследованных областей мозга – коры, подлежащего белого вещества и раз-
личных зон гиппокампа. Введение минолексина крысам предупреждает активацию 
апоптоза при киндлинге в этих участках мозга. У получавших минолексин крыс при 
киндлинге уровни апоптоза остались выше по сравнению с животными контрольной 
группы, не подвергавшимися киндлингу, за исключением хилуса и поля СА4 гиппо-
кампа, где количество TUNEL-позитивных клеток соответствует таковому в контроле.

Мы исследовали экспрессию одного из основных активаторов апоптоза, онкосу-
прессора р53, при длительном киндлинге и введении минолексина. В височной коре 
у крыс линии КМ, подвергшихся киндлингу и не получивших лечение (рис. 4a), на-
блюдается статистически значимый рост экспрессии р53, F(2, 23) = 3.71; р = 0.04 по срав-
нению с контролем, что говорит об активации р53-зависимого каскада апоптоза при 
эпилептических припадках. Введение минолексина оказывает положительный эффект, 
снижая экспрессию р53 до значений, близких к контрольным.
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Рис. 3. Изменения числа TUNEL-позитивных клеток в исследуемых отделах головного мозга крыс Крушин-
ского – Молодкиной. (a) – кора височной доли, (b) – белое вещество, (c) – поле СА4 гиппокампа, (d) – гра-
нулярный слой зубчатой извилины гиппокампа, (e) – хилус гиппокампа. TUNEL-позитивные клетки в гип-
покампе крыс линии Крушинского – Молодкиной, х200. (f) – Контроль физраствор, DAPI, (g) – Киндлинг 
физраствор, DAPI, (h) – Киндлинг антибиотик, DAPI, (i) – Контроль физраствор, TUNEL, (j) – Киндлинг 
физраствор, TUNEL, (k) – Киндлинг антибиотик, TUNEL. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физ-
раствор, # с группой Киндлинг физраствор.
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В подлежащем белом веществе (рис. 4b) имеет место аналогичная картина со ста-
тистически значимым (F(2, 23) = 13.38; р = 0.0001) усилением экспрессии р53 после 
киндлинга и его снижением до близких к контрольным значениям у животных, допол-
нительно получавших инъекции минолексина.

В поле СА4 гиппокампа достоверных изменений не выявлено (F(2, 24) = 0.59; р = 
0.62), и экспрессия р53 не менялась при киндлинге и введении минолексина (рис. 4с).
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Рис. 4. Уровень экспрессии р53 в исследуемых отделах головного мозга крыс линии Крушинского – Молод-
киной. (a) – кора височной доли, (b) – белое вещество, (c) – поле СА4 гиппокампа, (d) – гранулярный слой 
зубчатой извилины гиппокампа, (e) – хилус гиппокампа. р53-иммунопозитивные клетки в гиппокампе крыс 
линии Крушинского – Молодкиной, Иммуногистохимия, х200. (f) – Контроль физраствор, (g) – Киндлинг 
физраствор, (h) – Киндлинг антибиотик. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физраствор, # с груп-
пой Киндлинг физраствор.
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В гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа введение минолексина не по-
казало положительного эффекта, и экспрессия р53 в экспериментальных группах ста-
тистически достоверно отличалась от контроля в большую сторону при F(2, 21) = 3.14; р 
= 0.01 (рис. 4d). Однако это говорит не о бесполезности минолексина, а о не связанных 
с р53 механизмах апоптоза, так как при лечении его уровень снижался (рис 3b).
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Рис. 5. Уровень экспрессии Bcl‑2 в исследуемых отделах головного мозга крыс линии Крушинского – Мо-
лодкиной. (a) – кора височной доли, (b) – белое вещество, (c) – поле СА4 гиппокампа, (d) – гранулярный 
слой зубчатой извилины гиппокампа, (e) – хилус гиппокампа. Bcl‑2-иммунопозитивные клетки в гиппо-
кампе крыс линии Крушинского – Молодкиной, Иммуногистохимия, х200. (f) – Контроль физраствор, (g) – 
Киндлинг физраствор, (h) – Киндлинг антибиотик. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физраствор, 
# с группой Киндлинг физраствор.
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В хилусе гиппокампа после киндлинга наблюдался рост экспрессии р53 по срав-
нению с контрольной группой (F(2, 22) = 9.04; р = 0.006) и его снижение при введении 
антибиотика по сравнению с крысами, проходившими киндлинг и не получавшими 
лечения (рис. 4е, f – h).

Таким образом, в височной коре и белом веществе динамика экспрессии р53 при-
мерно соответствует изменениям количества TUNEL-позитивных клеток. В гиппокам-
пе изменения экспрессии р53 зависели от зоны гиппокампа – отсутствие изменений 
в зоне СА4, активация р53-каскада при киндлинге в гранулярном слое и хилусе, при 
этом в гранулярном слое при введении минолексина уровень р53 был повышен по 
сравнению с контролем и группой киндлинг, а в хилусе введение минолексина приво-
дило к снижению синтеза р53 по сравнению с группой киндлинг.

В височной коре крыс линии КМ (рис. 5a) при киндлинге наблюдается достоверное 
снижение экспрессии Bcl‑2 по сравнению с контрольной группой и его повышение при 
лечении минолексином (F(2, 22) = 3.66; р = 0.04), что соотносится с уровнем апоптоза. 
В белом веществе картина иная, и экспрессия Bcl‑2 постоянна во всех трех группах 
(F(2, 22) = 1.86; р = 0.26).

Во всех трех исследуемых областях гиппокампа картина принципиально сходна – 
киндлинг не изменяет экспрессию Bcl‑2, а введение минолексина снижает ее, F(2, 23) = 
3.71; p = 0.04 для поля СА4, F(2, 21) = 3.89; p = 0.0058 для гранулярного слоя зубчатой 
извилины и F(2, 23) = 3.74; p = 0.03 для хилуса соответственно (рис. 5c – e и f – h).

Таким образом, этот антиапоптотический белок играет различную роль в противо-
действии апоптозу в зависимости от области мозга, мы наблюдали повышение экспрес-
сии Bcl‑2 в коре при введении минолексина, и этому соответствует снижение уровня 
апоптоза, отсутствие изменений в белом веществе и снижение уровня этого белка в гип-
покампе, где, вероятно, играют роль другие антиапоптотические белки.

В височной коре крыс линии КМ, предрасположенных к аудиогенным судорогам, 
статистически значимых изменений экспрессии caspase‑3 не зафиксировано, F(2, 9) = 0.33; 
p = 0.73 (рис. 6а). В подлежащем белом веществе зафиксировано достоверное снижение 
экспрессии каспазы‑3 при киндлинге независимо от того, получали ли крысы минолексин, 
по сравнению с контрольной группой F(2, 21) = 5.46; p = 0.01 (рис. 6b). В гиппокампе значи-
мых изменений уровня экспрессии каспазы‑3 не выявлено, F(2, 21) = 0.76; p = 0.48 (рис. 6c).

(a) (b)

Kindlin
g a

ntib
iotic

Contro
l sa

lin
e

Kindlin
g s

ali
ne

Kindlin
g a

ntib
iotic

Contro
l sa

lin
e

Kindlin
g s

ali
ne

Kindlin
g a

ntib
iotic

Contro
l sa

lin
e

Kindlin
g s

ali
ne

GroupsGroups Groups

O
pt

ic
al

 d
en

is
ity

White matterTemoral cortex (c)

O
pt

ic
al

 d
en

is
ity

Hippocampus

O
pt

ic
al

 d
en

is
ity

0.0

0.5

1.0

2.0

1.5

0.0

0.5

1.0

2.0

1.5

0.0

0.5

1.0

2.0

1.5

Рис. 6. Изменения оптической плотности каспаза‑3-иммунореактивного материала в исследуемых отделах 
головного мозга крыс линии Крушинского – Молодкиной. (а) – кора височной доли, (b) – белое вещество, 
(c) – гиппокамп. # p < 0.05 по сравнению с группой Киндлинг физраствор.
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В височной коре крыс линии КМ (рис. 7а), а также в гиппокампе (рис. 7c) стати-
стически значимых изменений экспрессии каспазы‑8 не выявлено при F(2, 21) = 0.78; p = 
0.47 и F(2, 21) = 0.75; p = 0.49 соответственно. В подлежащем белом веществе ее экспрес-
сия при введении минолексина достоверно снижалась, и здесь обнаружены различия 
как с контрольной группой, так и с животными, подвергавшимися киндлингу и не по-
лучавшими лечения, F(2, 21) = 8.48; p = 0.003 (рис. 7b).

Таким образом, в эксперименте не изменялась экспрессия каспазы‑3 и -8 в височ-
ной коре и гиппокампе, и наблюдалось снижение ее экспрессии в белом веществе при 
киндлинге (только каспазы‑3) и при сопутствующем введении минолексина (обе кас-
пазы).
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Рис. 7. Изменения оптической плотности каспазы‑8-иммунореактивного материала в исследуемых отделах 
головного мозга крыс линии Крушинского – Молодкиной. (а) – кора височной доли, (b) – белое вещество, 
(c) – гиппокамп. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физраствор, # с группой Киндлинг физраствор.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время является актуальным поиск средств для терапевтического ле-
чения фармакорезистентной эпилепсии. Предполагается, что в развитии фармакорези-
стентности играют роль нейровоспаление и апоптоз. В связи с этим активно проводятся 
исследования молекулярных механизмов судорожной активности мозга и возможно-
сти фармакологической коррекции нарушений. Так, в эксперименте с киндлингом мин-
далевидного тела (амигдалы) 45 взрослым самцам крыс линии Wistar были имплан-
тированы биполярные стимулирующие и монополярные регистрирующие электроды, 
заканчивающиеся в базолатеральной миндалине. За 60 мин до электрической стимуля-
ции, проводившейся дважды в день с минимальным интервалом 6 ч, животным вну-
трибрюшинно вводился раствор миноциклина в дозах 50, 25 и 12.5 мг/кг. Миноциклин 
оказывал противосудорожное действие на прошедших киндлинг крыс, а его введение 
в дозе 25 мг/кг в течение 10 дней оказывало также противоэпилептогенное действие во 
время киндлинга и отодвигало начало судорожных припадков [27]. Миноциклин и дру-
гие тетрациклины, такие как доксициклин, нашли применение в экспериментальной 
неврологии, став дополнением к классическим лекарственным средствам [22]. В лите-
ратуре имеются сведения о положительном опыте применения миноциклина у людей. 
У 53-летнего пациента после операции по удалению астроцитомы начались эпилеп-
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тические припадки. Обследование выявило лекарственно-устойчивую симптоматиче-
скую фокальную эпилепсию с частыми припадками. Различные противосудорожные 
препараты не оказали положительного эффекта. В этой ситуации по показаниям, не 
предусмотренным инструкцией, в схему лечения был добавлен миноциклин в дози-
ровке 50 мг два раза в день из-за его противовоспалительных эффектов, что оказало 
выраженный противосудорожный эффект [28].

Морфофункциональные изменения при эпилепсии затрагивают в первую очередь 
височную долю и гиппокамп. Согласно классификации эпилептических синдромов, 
височная эпилепсия делится на два основных типа. Первый – медиальная, при которой 
приступ возникает преимущественно в височных медиальных структурах, таких как 
гиппокамп, энторинальная кора, миндалевидное тело и парагиппокампальная извили-
на. Вторым является латеральная или неокортексная эпилепсия, при которой патоло-
гический процесс затрагивает височный неокортекс, который включает верхнюю, ме-
диальную и нижнюю височные извилины, височно-затылочные и височно-теменные 
области, а также ассоциативные сенсорные области слухового и зрительного анализа-
торов, речевые центры [29].

Аномалии височной коры часто встречаются у пациентов с эпилепсией. Изменен-
ная морфология поверхности, в том числе значительная структурная атрофия, была 
выявлена у пациентов в переднемедиальных областях ипсилатерально. Эта локали-
зованная регионарная атрофия тесно коррелирует со структурными изменениями, 
обнаруженными в гиппокампе. Причиной прогрессирующей атрофии коры, в том 
числе за пределами эпилептогенных зон, является нагрузка из-за повторяющихся су-
дорожных припадков [30]. Эти данные подтверждают актуальность нашего исследо-
вания.

В проведенном эксперименте мы наблюдали повышение уровня апоптоза при 
длительном киндлинге в височной доле (кора и белое вещество) и гиппокампе у крыс 
КМ, при активации р53-зависимого пути в височной доле и хилусе. По данным дру-
гих авторов, у пациентов со склерозом гиппокампа обнаружена атрофия зубчатой 
извилины и СА4, что показали автоматизированная волюметрия и гистологическое 
исследование подполей [31]. Снижение количества олигодендроцитов в CA4 и гра-
нулярных нейронов в зубчатой извилине отмечается не только при эпилепсии, но 
и при шизофрении [32], нарушениях сна и депрессии [33]. Значительные микро-
структурные изменения в поле СА4, а также в зубчатой извилине проявляются на 
ранних стадиях болезни Альцгеймера, тогда как CA1–3 вовлекаются в патологиче-
ский процесс позже [34]. Выявлено антиапоптотическое действие минолексина при 
киндлинге во всех исследованных областях мозга. Полученные результаты согласу-
ются с другими исследованиями, согласно которым антибиотик оказывает нейро-
протекторное действие на животных моделях травм ЦНС и некоторых нейродеге-
неративных заболеваний [35]. Минолексин обладает нейропротекторным действием 
при ишемии головного мозга. Его введение ингибирует активацию микроглии, что 
вызывает снижение продукции воспалительных цитокинов, включая TNF-α и IL‑1β, 
активности и пролиферации Т-клеток, ингибирование индуцибельной синтазы окси-
да азота, снижение концентрации свободных радикалов, включая супероксид-анион, 
гидроксильный радикал и перекись водорода в условиях окислительного стресса. 
Снижение перекисного окисления липидов связано с повышением активности ан-
тиоксидантных ферментов (каталаза, супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза 
и др.) [36]. Возможно, именно противовоспалительное действие минолексина опре-
делило нейропротекторный эффект в нашем эксперименте. Определение количества 
TUNEL-позитивных клеток подтвердило нейропротекторные и антиапоптотические 
эффекты минолексина in vivo посредством ингибирования апоптоза в модели контр-
олируемой кортикальной травмы мозга у крыс, выявлено снижение дефицита двига-
тельной функции в тесте с ходьбой по сужающейся дорожке [37].
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Введение минолексина крысам КМ, подвергнутым аудиогенному киндлингу, при-
водило к супрессии р53-зависимого пути апоптоза в височной доле (кора и подлежащее 
белое вещество) и в хилусе гиппокампа, в зоне СА4 и гранулярном слое зубчатой изви-
лины гиппокампа этого эффекта не выявлено. Другими авторами также показано, что 
введение миноциклина через 1 ч после черепно-мозговой травмы и субарахноидально-
го кровоизлияния у крыс Sprague-Dawley уменьшало отек головного мозга и защища-
ло его от p53-ассоциированного апоптоза и воспаления, индуцированного NLRP3-ин-
фламмасомой, которая контролирует созревание и высвобождение провоспалительных 
цитокинов, в основном интерлейкина‑1β (IL‑1β) [38]. В другом эксперименте крысам 
Sprague-Dawley проводили двусторонний зажим почечной артерии в течение 30 мин 
с последующей реперфузией и вводили миноциклин либо физиологический раствор 
в течение 36 ч перед ишемией. Уже через 24 ч после ишемии подтвердился антиапоп-
тотический эффект миноциклина (снижение количества TUNEL-позитивных клеток). 
Он также уменьшал высвобождение цитохрома с в цитоплазму и снижал активацию 
р53 и Bax [39]. В эксперименте по изучению токсичности билирубина на рыбках данио 
была выявлена опасность билирубина для нервной системы и описаны вызванные им 
двигательные нарушения. Гены врожденного иммунитета и гены, связанные с апоп-
тозом, такие как гены белков TLR4, NF-κB p65, STAT3 и p53, усиленно экспресси-
ровались при концентрации билирубина 10 мкг/мл. Введение миноциклина рыбкам 
уменьшало нейроповеденческие расстройства, вызванные билирубином, при этом экс-
прессия р53 снижалась [40]. Однако есть и противоположные данные. Лечение мино-
циклином мышей с ксенотрансплантатами рака яичников OVCAR‑3 приводило к ин-
гибированию белка (HIF)-1α (индуцируемый гипоксией фактор) и повышению уровня 
p53 с инактивацией пути AKT/mTOR/p70S6K/4E-BP1 [41].

Полученные результаты показали, что снижение уровня Bcl‑2 при длительном 
киндлинге наблюдается только в височной коре, при этом введение минолексина воз-
вращает его уровень к контрольным значениям, что, очевидно, играет роль в сни-
жении апоптоза. Мы не выявили ключевой роли антиапоптотического белка Bcl‑2 
в поддержании выживаемости клеток при длительном аудиогенном киндлинге в бе-
лом веществе и гиппокампе крыс линии КМ. Возможно, за это отвечают другие белки 
из его семейства, такие как Mcl‑1. Данные других авторов об участии минолексина 
в регуляции экспрессии Bcl‑2 в мозге при различных патологиях также различны. 
Введение минолексина усиливает экспрессию Bcl‑2, снижает экспрессию Bax и кас-
пазы‑3 у крыс Sprague-Dawley в эксперименте с черепно-мозговой травмой и суб-
арахноидальным кровоизлиянием [38], повышает экспрессию Bcl‑2 в опыте с пе-
рекручиванием яичников для изучения ишемии и апоптоза у крыс Wistar [42], при 
моделировании глаукомы с перерезанием зрительного нерва у крыс Wistar [43]. При 
имитации варикоцеле у крыс Wistar миноциклин снижал Bax и усиливал экспрессию 
гена и белка Bcl‑2 по сравнению с контрольной группой. Кроме того, введение мино-
циклина значительно снижало скорость апоптоза половых клеток, что подтверждено 
методом TUNEL [44]. В других условиях миноциклин может действовать как про-
тивоопухолевый препарат. Экспозиция миноциклина на линии MCF‑7 опухолевых 
клеток из инвазивной аденокарциномы протоков молочной железы человека вызвала 
усиление апоптоза, повышение экспрессии Bax и каспазы‑3 и снижение уровней Bcl‑2 
и прокаспазы‑3 [45].

В нашем эксперименте не выявлено повышения уровней инициаторной каспазы‑8 
и эффекторной каспазы‑3 при длительном киндлинге во всех изученных отделах мозга, 
можно предположить, что период отдыха после киндлинга (7 дней) не дает возможно-
сти обнаружить повышение каспаз в период киндлинга или сразу после его окончания 
в головном мозге крыс КМ. Влияние минолексина в этом случае на экспрессию каспаз 
носило ограниченный характер, отмечено снижение уровня каспаз только в белом ве-
ществе. Возможно, имеют место механизмы апоптоза, не зависящие от каспаз, и ней-
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ропротекторный эффект минолексина обусловлен в основном его супрессирующим 
действием на р53, либо здесь могут присутствовать иные механизмы. Так, эпилептиче-
ский припадок связан с окислительным стрессом и митохондриальной дисфункцией. 
Основным триггером апоптоза в этом случае может выступать консервативный мито-
хондриальный трансмембранный белок, индуцирующий апоптоз (AIF), способный без 
каспаз индуцировать конденсацию хроматина и фрагментацию ДНК. В поле зрения ис-
следователей он попал в 1994 г., когда было замечено, что на ранних стадиях апоптоза 
падает митохондриальный трансмембранный потенциал из-за повреждения митохон-
дрий. AIF высвобождался в цитозоль, далее он проникал в ядра. Помимо апоптоген-
ной активности AIF проявляет NADH-оксидазную активность и участвует в регуляции 
проницаемости мембран митохондрий. Его блокирование антителами или нокаут гена 
показали, что AIF нужен для запуска апоптоза в ответ на некоторые стимулы. Он важен 
для гибели клеток во время кавитации эмбриоидных тел, самой первой волны каспазо-
независимой гибели клеток, необходимой для морфогенеза мышей [46]. В то же вре-
мя AIF играет защитную роль благодаря NADH-оксидоредуктазной активности, пока 
находится на своем месте. Функция белка меняется в процессе деубиквитинирования 
деубиквитиназой 1 OTU (OTUD1). Деубиквитинирование AIF по K244 изменяет нор-
мальную структуру митохондрий, нарушая процесс окислительного фосфорилирова-
ния, а деубиквитинирование AIF по K255 усиливает ДНК-связывающую способность, 
из-за чего клетка гибнет [47].

Данные других авторов говорят о том, что миноциклин способен подавлять экс-
прессию каспазы‑3 и -8. В эксперименте с повреждением сетчатки глаз крыс, вызван-
ным действием света, активность каспазы‑3 возрастала, но введение миноциклина до 
или после светового повреждения в дозах 30 и 45 мг/кг соответственно приводило 
к уменьшению количества TUNEL-позитивных фоторецепторов и ослабляло экспрес-
сию каспазы‑3 [48]. При экспериментальном диабете, вызванном введением стрепто-
зотоцина, развивается диабетическая ретинопатия. Введение миноциклина подавляет 
выработку воспалительных цитокинов, уменьшает их высвобождение из активиро-
ванной микроглии и снижает активность каспазы‑3 в сетчатке крыс Sprague-Dawley. 
Такой же результат достигнут на культуре нейронов сетчатки R28 и микроглии [49]. 
В мышиной модели болезни Гентингтона R6/2 – аутосомно-доминантного нейроде-
генеративного заболевания, которое в настоящее время не поддается лечению, после 
ишемии миноциклин ингибировал активацию мРНК каспазы‑3 и -1, сдерживая про-
грессирование симптомов [50]. Миноциклин защищал волосковые клетки внутрен-
него уха крыс Sprague-Dawley от повреждений при введении ототоксичного антиби-
отика (аминогликозида гентамицина), ингибируя сразу три пути: фосфорилирование 
p38 MAPK, высвобождение цитохрома с и активацию каспазы‑3 [52]. Таким образом, 
миноциклин обладает защитной активностью при различных моделях апоптоза, оче-
видно, в зависимости от условий, кроме того, действие его может быть тканеспеци-
фичным. Нейропротективное действие миноциклина, обусловленное ингибированием 
активации микроглии и каспазы‑3, может помочь при японском энцефалите – вирусном 
природно-очаговом заболевании, которое переносится комарами. Специфического ле-
чения японского энцефалита не существует, а у больных выявляется обширная потеря 
нейронов и вторичное воспаление. В эксперименте мыши, получавшие миноциклин, 
выживали после заражения штаммом JEV GP78, в отличие от не получавших лечения 
животных [52].

В основе патогенеза болезни Паркинсона лежит гибель дофаминергических ней-
ронов черной субстанции, связанная с массивным астроглиозом и активацией ми-
кроглии. Апоптоз в данном случае опосредуется каспазой‑3 и -8. В настоящее время 
эффективных методов лечения болезни Паркинсона нет, но ингибирование каспаз 
может замедлить ее прогрессирование и улучшить качество жизни пациентов. На 
модели болезни Паркинсона показано, что миноциклин снижает активацию глии 
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и оказывает нейропротекторное действие в черной субстанции мозга подопытных 
животных [53].

Таким образом, длительный аудиогенный киндлинг приводит к повышению уров-
ня апоптоза клеток височной доли и гиппокампа у крыс КМ. Механизмы этого апоп-
тоза носят тканеспецифический характер – в инициации гибели клеток играет роль 
р53-зависимый каскад (внутренний путь активации апоптоза) в височной доле и в хи-
лусе гиппокампа, но не в зоне СА4 и гранулярном слое зубчатой извилины, где, оче-
видно, инициаторами апоптоза являются другие белки. По результатам исследования 
можно предположить, что в височной коре снижение уровня антиапоптотического 
белка Bcl‑2 может быть одной из причин апоптоза, вызванного судорожными при-
падками, в то время как в подлежащем белом веществе и гиппокампе он, вероятно, не 
играет заметной роли. Показаны антиапоптотические и нейропротективные свойства 
антибиотика минолексина на модели крыс линии КМ с наследственной аудиогенной 
эпилепсией. Введение его приводит к снижению уровня вызванного повторяющимися 
судорожными припадками апоптоза нейронов во всех изученных областях головно-
го мозга: височной коре и подлежащем белом веществе, гранулярном слое зубчатой 
извилины гиппокампа, хилусе, поле СА4. Для выяснения механизмов, лежащих в ос-
нове его действия, нами был проведен анализ экспрессии апоптоз-ассоциированных 
белков (р53, Bcl‑2, каспаза‑3, -8). Можно заключить, что в основном терапевтический 
эффект минолексина при длительном аудиогенном киндлинге у крыс КМ обусловлен 
ингибированием проапоптотического белка р53. Меньшую роль в патогенезе эпилеп-
сии у этих крыс играет Bcl‑2, о чем говорит разная реакция отделов мозга крыс на 
введение минолексина. Не была показана активная роль каспаз в данном экспери-
менте, при введении минолексина показано только снижение экспрессии каспазы‑8 
в белом веществе и в некоторой степени каспазы‑3 в височной коре при киндлинге. 
Можно предположить, что при введении минолексина при длительном аудиогенном 
киндлинге происходит подавление как внутреннего, р53-зависимого пути апоптоза, 
так и внешнерецепторного.
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Changes in The Expression of Apoptosis-Associated Proteins in the Temporal Cortex 
and Hippocampus of Rats During Long-Term Kindling and their Correction  

with Minolexin
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Epilepsy is one of the most common and serious diseases of the brain, affecting more than 
70 million people worldwide. Available anticonvulsants are able to suppress seizures in 
two thirds of patients, and in the remaining third of patients, epilepsy is considered drug-
resistant and other types of treatment are required, such as surgery, which also does not 
always lead to positive results. Overcoming resistance is a complex task that requires an 
understanding of the biochemical pathways and general pathological processes underlying 
epilepsy, primarily apoptosis. The purpose of this work was to study the effect of the 
antibiotic minolexin on the levels of apoptosis and the expression of apoptosis-associated 
molecules (p53, Bcl‑2, caspase‑3 and caspase‑8) in the temporal cortex, underlying white 
matter and hippocampus of Krushinsky-Molodkina rats with hereditary audiogenic epilepsy 
with long-term kindling. Materials and methods. We used Krushinsky-Molodkina rats at 
the age of 11 months, which were subjected to audiogenic stimulation and administered 
intraperitoneally with 1 ml of saline solution or the second-generation tetracycline series 
minolexin at a dose of 45 mg/kg, dissolved in saline solution for 14 days. The temporal 
lobe cortex and underlying white matter, the hippocampus, were examined. Apoptosis 
levels (TUNEL) and expression of apoptosis-associated proteins (p53, Bcl‑2, caspase‑3 
and -8) were assessed (immunohistochemistry, Western blotting). Results. In Krushinsky-
Molodkina rats with hereditary audiogenic epilepsy, an increase in the apoptosis level was 
shown during long-term kindling. A p53-mediated, but caspase-independent mechanism 
of apoptosis activation has been identified. When minolexin was administered, an anti-
apoptotic and neuroprotective effect was observed in the temporal lobe and hippocampus 
of rats.

Keywords: epilepsy, apoptosis, bcl‑2, p53, caspase‑3, caspase‑8, minolexin
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Р2Х3-рецепторы, локализованные в гиппокампе, принимают участие в передаче 
возбуждения и формировании синаптической пластичности, лежащей в основе об-
учения и памяти. Важное значение Р2Х3-рецепторы имеют в возникновении нейро-
патической боли при эпилепсии, острой и воспалительной боли различного генеза 
и локализации, а также в активации и росте нервов после черепно-мозговой травмы. 
Целью выполненного исследования явилось изучить упруго-эластические свойства 
поверхности и метаболический профиль нейронов эмбриональной первичной сме-
шанной культуры гиппокампа в условиях блокады Р2Х3-рецептора. Исследование 
выполнено на первичной смешанной культуре нейронов гиппокампа, полученной от 
мышей линии CD1 на 18-й день гестации (Е18). В качестве блокатора Р2Х3-рецеп-
тора выбран высокоселективный блокатор 5-(5-йод‑2-изопропил‑4-метоксифенок-
си)пиримидин‑2.4-диамин монохлоридная соль. Для оценки упруго-эластических 
свойств нейронов измеряли модуль Юнга, характеризующий жесткость клеточной 
поверхности. Измерения проводили на атомно-силовом микроскопе, накладывая 
нагрузку в 25 локальных участках клеточной поверхности. В каждой точке реги-
стрировали силовые кривые подвода и отвода кантилевера с последующим расчетом 
модуля Юнга. Метаболический профиль нейроглиальной культуры изучали в тестах 
Energy Phenotype на анализаторе клеточного метаболизма Seahorse HS mini (США). 
Модуль Юнга клеточной поверхности нейронов в контроле находился в пределах от 
6.8 ± 0.1 до 9.7 ± 0.2 кПА, а под действием блокатора Р2Х3-рецептора в диапазоне 
от 3.1 ± 0.1 до 8.5 ± 0.1 кПА. В условиях блокады Р2Х3-рецептора на 5-е сутки 
дифференцировки модуль Юнга клеточной поверхности был снижен на 62% (p < 
0.05), на 8-е сутки увеличился на 22% (р < 0.05), а к 11-м суткам – снизился на 16.7% 
(р < 0.05) по сравнению с контролем. Для эмбриональной культуры гиппокампа был 
характерен аэробный тип дыхания как в контроле, так и при блокаде Р2Х3-рецепто-
ра. Следовательно, блокада Р2Х3-рецептора не оказывала влияния на метаболиче-
ский профиль культуры гиппокампа Е18. Полученные данные указывают на непо-
средственное участие Р2Х3-рецептора в формировании биомеханических свойств 
клеточной поверхности в процессах дифференцировки и сигнальной трансдукции. 
Не исключено, что блокада Р2Х3-рецептора может быть одной из перспективных 
молекулярных мишеней, позволяющих снизить повреждение нейронов при травмах 
головного мозга, нейровоспалении, эпилепсии. Кроме того, изучение последствий 



1476 ЗЕЛЕНЦОВА и др. 

блокады Р2Х3-рецептора может расширить фундаментальные представления о роли 
пуринергической сигнальной системы в формировании сложной морфологии нейро-
нов на ранних стадиях развития эмбрионов.

Ключевые слова: культура нейронов гиппокампа, Р2Х3-рецептор, упруго-эластиче-
ские свойства нейронов, митохондриальное дыхание

DOI: 10.31857/S0869813924090142, EDN: AIROIJ

ВВЕДЕНИЕ

Пуринергическая сигнальная система гиппокампа задействована в процессах 
нейротрансмиссии [1, 2], синаптической пластичности нейронной сети [3], переда-
чии модуляции сигналов воспаления, опосредованных рецепторами Р2Х [4], а также 
пролиферации, дифференцировки и регенерации клеток, происходящих с участием 
Р2Y-рецепторов [5, 6]. Среди пуринергических рецепторов особый интерес представ-
ляет Р2Х3, поскольку принимает участие не только в возникновении, развитии ней-
ропатической и воспалительной боли [7–9], но и выполняет нейропротекторную роль 
после нарушения целостности нервного волокна [8, 10], участвуя в процессе регене-
рации нервных окончаний [11, 12]. Рецепторы Р2Х3 экспрессируются в гиппокампе, 
где выявлена локализация мРНК Р2Х3 в аксонах клеток зубчатой извилины, формиру-
ющих мшистые волокна, проецирующиеся на полиморфный слой зубчатой извилины 
и проксимальные дендриты пирамидальных клеток гиппокампа [13]. Функциональ-
ной особенностью семейства рецепторов Р2Х является проницаемость для Са2+ при 
мембранном потенциале покоя [14], в отличие от ионотропных рецепторов глутамата 
(NMDA-каналов), вход кальция через которые происходит только при деполяризации 
мембраны [15]. Кроме того, известна роль Р2Х3-рецептора в нейрогенезе, который на 
ранних стадиях развития эмбрионов может быть единственным подтипом рецептора, 
участвующим в быстрой возбуждающей передаче сигналов, опосредованной АТФ [16]. 
Известно, что в условиях ингибирования гена P2rx3 нарушается нейрогенез гиппо-
кампа, который сопровождается снижением пролиферации и недоразвитием нейри-
тов в головном мозге, что было показано на мышиной модели болезни Альцгеймера 
[17]. Несмотря на спектр работ, посвященных различным аспектам функционирования 
Р2Х3-рецептора, малоизученным остается вопрос о взаимосвязи рецептора с митохон-
дриальной функцией, определяющей активность клеточного метаболизма, кальциевый 
гомеостаз, и, как следствие, регуляцию синаптической пластичности гиппокампа [18]. 
Неизученным остается вопрос о влиянии Р2Х3-рецептора на биомеханические свой-
ства клеточной поверхности, так как механическая трансдукция сигналов происходит 
в 40 раз быстрее, чем трансдукция биохимических сигналов в цитоплазме [19]. Целью 
выполненного исследования явилось изучить упруго-эластические свойства поверхно-
сти и метаболический профиль нейронов эмбриональной первичной смешанной куль-
туры гиппокампа в условиях блокады Р2Х3-рецептора.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В работе использованы мыши линии CD1 в возрасте 2 месяца массой 23–25 г. 

Животные были приобретены в филиале "Столбовая" Федерального государствен-
ного бюджетного учреждения науки "Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентства" России (сертификат № 18980 от 
23.05.2023). Животные содержались в условиях конвенционального вивария Белгород-



1477УПРУГО-ЭЛАСТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КЛЕТОЧНОЙ ПОВЕРХНОСТИ

ского государственного национального исследовательского университета, искусствен-
но регулируемого светового дня (12 ч темного и 12 ч светлого времени) при темпера-
турном режиме 22–26 °C и имели свободный доступ к корму и воде. В эксперимент 
были взяты 5 беременных самок, от каждой отбирали по 6 хорошо сформированных 
эмбрионов.

Выделение культуры гиппокампа эмбрионов мыши (Е18)
В исследовании в качестве объекта выбрана эмбриональная первичная смешанная 

культура гиппокампа, которая является универсальной моделью для создания первич-
ных культур с преобладающим числом нейронов над глиальными клетками. Культуры, 
полученные от 18-дневных эмбрионов, представляют модель дифференцированных 
нейронов [20]. Для получения культуры гиппокампа Е18 вскрывали брюшную полость, 
проводили эктомию матки с эмбрионами на 18-й день гестации. Все манипуляции вы-
полняли в чашке Петри с охлажденным раствором Хенкса на льду. Выделение гиппо-
кампа проводили под бинокуляром (Leica, ув. Х4). Гиппокамп делили скальпелем на 
6–8 частей, переносили в пробирку с предварительно подогретым до 37 °C 0.25%-ным 
раствором трипсин-ЭДТА (Панэко) и помещали в инкубатор Binder (Германия) при 37 
ºC, 5% CO2 на 20 мин. Клеточную суспензию трижды отмывали фосфатно-буферным 
раствором (PBS) c рН 7.4. К полученной суспензии добавляли 2 мл нейробазальной 
среды (Панэко), содержащей 2% добавки белка B‑27 (НейроМакс, Панэко), 0.5 мМ 
L-Glutamax (Gibco, 25030081), 1% ПенСтреп (ПанЭко). Для оценки упруго-эластиче-
ских свойств нейронов гиппокампа первичную культуру высеивали на предварительно 
подготовленные прокаленные стекла в концентрации 1 х 106 клеток на стекло. Общее 
число засеянных стекол равно десяти, по пять в опытной и контрольной группах. Для 
изучения метаболического профиля первичную смешанную культуру нейронов гип-
покампа высеивали и культивировали в 8-луночных планшетах Cell Culture Miniplates 
(США), плотность посадки составила 2 х 105 клеток на лунку. Всего было засеяно 16 
планшетов.

Оценка упруго-эластических свойств клеточной поверхности
Стекла контрольной группы инкубировали в нейробазальной среде (Панэко), со-

держащей 2% добавки белка B‑27 (НейроМакс, Панэко), 0.5 мМ L-Glutamax (Gibco, 
25030081), 5% эмбриональной телячьей сыворотки (ПанЭко), 1% PenStrep (ПанЭко). 
В нейробазальную среду опытной группы добавляли высокоселективный блокатор 
рецептора Р2Х3 5-(5-йод‑2-изопропил‑4-метоксифенокси) пиримидин‑2.4-диамин мо-
нохлоридная соль (Ro‑4; Selleckchem, США, No.S0405) в конечной концентрации 12 
нМ. Выбор дозы препарата основан на известной для данного лиганда концентрации 
полумаксимального ингибирования (IC50), которая по данным литературы составляет 
3.16 нМ [21]. Смену культуральной среды проводили каждые 24 ч, блокатор постоянно 
находился в культуральной среде опытных проб.

Упруго-эластические свойства нейронов гиппокампа исследовали на 1-, 5-, 8-, 11- 
и 14-е сутки дифференцировки. Культуральную среду удаляли из лунок планшета на 
определенные сутки инкубации, трижды промывали PBS (рН 7.4). Затем на стекла 
наносили 95%-ный спирт до полного покрытия поверхности стекла и фиксировали 
препарат в течение 3 мин. По истечении времени фиксации препараты промывали 
трижды PBS, а затем ополаскивали дистиллированной водой. Сушили стекла в ла-
минарном шкафу и затем (через 24 ч) сканировали на атомно-силовом микроскопе 
ИНТЕГРА Вита (конфигурация на базе инвертированного оптического микроскопа 
Olympus IX‑71, Зеленоград, Россия). Измерение модуля Юнга предполагает непосред-
ственный контакт кантилевера с клеточной мембраной и его погружение в мембрану, 
в связи с чем клетки могут отрываться от подложки. В процессе работы был выбран 
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способ пробоподготовки стекол для сканирования с использованием фиксатора, учи-
тывая, что условия подготовки препаратов в опытной и контрольной группах были 
одинаковыми, то фиксация в данном случае не повлияла на объективность полученных 
данных. Согласно экспериментальным данным исследований, представленных в до-
ступной литературе, фиксация нейрональных клеток перед измерением модуля Юнга 
помогает обойти многие потенциальные проблемы, сопровождающие измерения в ре-
альном времени, такие как проблемы с адгезией клеточного субстрата, подвижностью 
и поддержанием жизнеспособности нейронов во время измерения [22]. На неподвиж-
ных нейрональных клетках были проведены механические измерения в области сомы 
и конуса роста. Фиксированные нейроны обычно имеют значения модуля упругости 
порядка от 10 до сотен кПа [23, 24].

Сканирование проводили в режиме силовой спектроскопии с частотой развер-
тки сканирования 0.6–0.8 Гц, используя кантилевер серии NSG03 (Nanoworld, США) 
с жесткостью 1.1 Н/м и радиусом закругления 10 нм. Механические свойства поверх-
ности оценивали в локальных участках согласно картам локальной упругости. Для 
этого на клеточную поверхность сомы нейрона накладывали нагрузку в 25 локальных 
участках клеточной поверхности. Измерения проводили в области сомы нейрона (рис. 
1).
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Рис. 1. Процедура атомно-силовой спектроскопии клеточной поверхности нейрона на 1-е сутки дифферен-
цировки в культуре: (a) – принципиальная схема сканирования образца: клетка на подложке; кантилевер, 
который перемещается по клеточной поверхности; луч лазера настроен на гибкую консоль кантилевера, 
которая отклоняется при перемещении по поверхности и передает информацию на 4-секционный фотодиод, 
(b) – изображение нейрона, полученное при сканировании в программном обеспечении Nova с наложением 
нагрузки (1 нН) в 25 точках поверхности, (c) – кривые подвода (синяя) и отвода (красная) в каждой точке 
наложения нагрузки, по которым программное обеспечение строит карты локальной упругости, (d) – карта 
локальной упругости поверхности нейрона (темные участки карты указывают на высокие значения модуля 
Юнга, а значит и более высокую жесткость поверхности).
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Алгоритм процедуры расчета модуля Юнга по силовым кривым подвода и отвода 
осуществляли в соответствии с ранее опубликованным способом [25]. С каждого сте-
кла отсканировано по 20 клеток. Общее число проведенных измерений 1000.

Метаболический профиль культуры Е18 гиппокампа
Оценку энергетического фенотипа нейронов проводили на 14-е сутки дифференци-

ровки клеток в культуре с использованием набора Cell Energy Phenotype (Kit 103325–
100, Agilent, США). В наборе использовали олигомицин (ингибитор АТФ-синтазы) 
и FCCP (митохондриальный разобщитель). Конечная концентрация стрессового рас-
твора олигомицин/FCCP в ячейке составила 1.0/1.0 мкМ. С целью фармакологической 
блокады рецептора Р2Х3 блокатор Ro‑4 вводили в опытные ячейки (B, C, D) культу-
ральных планшетов за 24 ч до проведения измерений в конечной концентрации 12 нМ. 
В качестве контроля были ячейки (E, F, H) с культурой без препарата. В каждой опыт-
ной и контрольной ячейках выполнено по 3 технических измерения, в которых оце-
нивали скорость потребления кислорода (OCR) и скорость закисления среды (ECAR). 
Нормализацию результатов проводили по числу клеток, подсчет клеток – после выпол-
ненного теста. По результатам измерений строили метаболические карты с помощью 
программного продукта Nova 1.3 (США) и Multi-File Seahorse XF Cell Energy Pheno-
type (США).

Статистический анализ
Результаты экспериментальных данных обработаны с использованием пакета опи-

сательной статистики Excel 10.0. В исследовании выполнена проверка гипотезы о нор-
мальном распределении. Данные модуля Юнга приведены в виде средних значений 
со стандартной ошибкой, полученные результаты подвергаются нормальному распре-
делению, в связи с чем для оценки достоверности использовали критерий Стьюдента 
при р < 0.05.

Данные по оценке метаболического профиля приведены на рисунке в виде средних 
значений со стандартным отклонением, результаты не подчинялись гипотезе нормаль-
ного распределения, поэтому для оценки достоверности полученных результатов ис-
пользовали критерий Манна – Уитни для выборок с ненормальным распределением. 
Критический уровень значимости при проверке статистических гипотез в данном ис-
следовании принимался при p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Модуль Юнга клеточной поверхности культуры нейронов гиппокампа Е18
Модуль Юнга клеточной поверхности нейронов находился в пределах от 6.8 ± 0.1 до 

9.7 ± 0.2 кПА в контроле, а под действием блокатора Р2Х3-рецептора диапазон изме-
нений установлен от 3.1 ± 0.1 кПа до 8.5 ± 0.1 кПА. В условиях блокады Р2Х3-рецеп-
тора достоверные различия в значениях модуля Юнга установлены на 5-, 8- и 11-е 
сутки дифференцировки клеток в культуре (рис. 2). Так, на 5-е сутки дифференцировки 
в условиях блокады Р2Х3-рецептора модуль Юнга клеточной поверхности был снижен 
на 62% (p < 0.05) по сравнению с контролем. На 8-е сутки модуль Юнга под действием 
блокатора увеличился на 22% (р < 0.05), а к 11-м суткам снизился на 16.7% (р < 0.05) 
по сравнению с контролем.

Упруго-эластические свойства клеточной поверхности нейронов изменяются в за-
висимости от степени дифференцировки клеток в культуре. В контрольной группе мак-
симумы значений модуля Юнга приходятся на 5- и 11-е сутки дифференцировки кле-
ток в культуре. В условиях блокады рецептора Р2Х3 максимальные значения модуля 
Юнга зафиксированы на 8-е сутки дифференцировки.
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Рис. 2. Модуль Юнга клеточной поверхности первичной смешанной культуры нейронов Е18 в условиях 
блокады Р2Х3 рецептора. * достоверные различия при р < 0.05 по критерию Стьюдента.

В выполненном исследовании проанализировано изменение модуля Юнга в 25 
локальных участках клеточной поверхности нейронов отдельно в те дни дифферен-
цировки, в которых установлены достоверные изменения данного параметра. Данные 
по точкам сгруппированы в зависимости от пространственной локализации, т. е. 1–6, 
10–11, 15, 16, 20–25 точки отнесены к краевой зоне клетки, точки 7–9, 12–14, 17–19 – 
к области ядра и околоядерного пространства. Согласно полученным данным, в усло-
виях блокады Р2Х3-рецептора на 5-е сутки дифференцировки установлено снижение 
модуля Юнга как по краю клетки, так и в области ядра соответственно на 61% (р < 
0.05) и 64% (р < 0.05) по сравнению с контролем (табл. 1).

Таблица 1. Модуль Юнга (кПА) клеточной поверхности нейронов в отдельных зонах клетки 
по данным карт локальной упругости

Сутки дифференцировки/группы Краевая зона клетки Зона в области ядра 

5-е сутки
контроль 8.3 ± 0.1 8.3 ± 0.2

блокатор Ro‑4 3.2 ± 0.1* 3.0 ± 0.1*

8-е сутки
контроль 6.5 ± 0.1 6.6 ± 0.2

блокатор Ro‑4 8.4 ± 0.2* 8.5 ± 0.2*

11-е сутки
контроль 9.8 ± 0.2 9.7 ± 0.2

блокатор Ro‑4 8.4 ± 0.2* 8.2 ± 0.2*
Примечание. Данные точек наноиндентирования 1–6, 10, 11, 15, 16, 20–25 – сгруппированы в столбец "Кра-
евая зона клетки", данные точек наноиндентирования 7–9, 12–14, 17–19 сгруппированы в столбец "Зона 
области ядра"; * – достоверные значения по сравнению с контролем при р < 0.05 по критерию Стьюдента.

На 8-е сутки дифференцировки под действием блокатора наблюдали увеличение 
модуля Юнга на 29% (р < 0.05) как по краю клетки, так и в области ядра. К 11-м сут-
кам дифференцировки в условиях блокады Р2Х3-рецептора модуль Юнга был снижен 
на 16.6% (р < 0.05) по краю клетки и на 18% (р < 0.05) в области ядра по сравнению 
с контролем.
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Метаболический профиль культуры Е18 гиппокампа
В работе проанализировано влияние блокады Р2Х3-рецептора на тип клеточного 

метаболизма. Выделяют четыре состояния, описывающих тип клеточного метаболиз-
ма: аэробный – клетка использует преимущественно митохондриальное дыхание, гли-
колитический – клетка использует преимущественно гликолиз, состояние покоя – когда 
в клетке сведены к минимуму любые из метаболических путей, энергетический фено-
тип – когда клетка использует окислительное фосфорилирование и гликолиз. В выпол-
ненном исследовании изучен энергетический фенотип и построена метаболическая 
карта, отражающая соотношение в метаболизме культуры окислительного фосфори-
лирования и гликолиза в физиологических условиях и при внесении стрессоров (смеси 
олигомицин/FCCP) на фоне блокады Р2Х3-рецептора (рис. 3).
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Рис. 3. Метаболическая карта энергетического фенотипа первичной смешанной культуры нейронов: обо-
значены области дыхания Aerobic – аэробное дыхание; Quiescence – дыхательный покой; Energy – клеточный 
метаболизм, основанный на смешанном дыхании (окислительное фосфорилирование и гликолиз); Glyco-
lytic – анаэробное дыхание. Серым цветом указана контрольная группа, черным – опытная группа (блокатор 
Ro‑4). Закрашенные квадратики обозначают дыхание до блокады цепи переноса электронов, незакрашенные 
квадратики означают дыхание после блокады цепи переноса электронов стрессорами.

Под влиянием блокатора рецепторов Р2Х3 в нейроглиальной культуре гиппокампа 
Е18 не установлено достоверных изменений в параметрах OCR и ECAR при введении 
стрессового раствора, блокирующего работу АТФ-синтазы и вызывающего разобще-
ние митохондриального дыхания. Согласно построенной карте биоэнергетического 
профиля, культура сохраняла достаточно высокий тип аэробного дыхания. Следова-
тельно, энергетический фенотип нейронов под влиянием блокатора не изменился.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В проведенном исследовании изучено влияние блокады Р2Х3-рецептора на измене-
ния упруго-эластических свойств клеточной поверхности и метаболический профиль 
нейронов гиппокампа. Показано, что в условиях блокады Р2Х3-рецептора на 5-е и 11-е 
сутки дифференцировки жесткость клеточной поверхности снижается, в то время как 
в контроле – возрастает. Наблюдаемое изменение упруго-эластических свойств клеточной 
поверхности мы связываем с реорганизацией основных элементов цитоскелета нейро-
нов – актиновых филаментов [26]. В эксперименте доказано, что повышение плотности 
кортикальной сети актина в подмембранном пространстве приводит к увеличению жест-
кости клеточной поверхности [27]. Кроме того, области высоких значений модуля Юнга 
в телах нейронов могут быть связаны с динамической перестройкой и высокой плотно-
стью микротрубочек [28]. Тем не менее основным белком цитоскелета, экспрессируемым 
в нервной системе, выступает актин [29], он обеспечивает механические свойства клеток, 
рост дендритов и аксонов [30], а также участвует в транспорте белков, рецепторов и вну-
триклеточных везикул [31, 32]. На сенсорных нейронах спинномозгового ганглия доказа-
но, что активация комплекса Epac-PKC усиливает мембранную экспрессию P2X3R, и этот 
эффект опосредован F-актином [33]. Однако участки взаимодействия между F-актином 
и P2X3-рецептором на данный момент не идентифицированы. В качестве кандидатов, 
опосредованно влияющих на взаимодействие между Р2Х3-рецепторами и F-актином, 
ученые рассматривают Ca2+-зависимые каналы с транзиторным рецепторным потен-
циалом (TRPV4), которые взаимодействуют с актином и микротрубочками. Комплекс 
TRPV4/актин/микротрубочки взаимодействует с комплексом PKC и Са2+/кальмодулин-
зависимой протеинкиназой (CAMK) [34]. Известно, что в состоянии физиологического 
покоя рецептор P2X3 связан с Ca2+/кальмодулин-зависимой сериновой протеинкиназой 
(CASK), которая контролирует закрепление его в мембране и ограничивает спонтанное 
высвобождение АТФ [35]. CASK содержит кальмодулин-связывающий домен с вну-
тренней чувствительностью к Ca2+ [36]. При передаче сигнала может реализовываться 
функциональное взаимодействие между внутриклеточным Ca2+, CaMKII и CASK. Дока-
зана тесная ассоциация P2X3 с CASK, которая во многом зависит от кальциевого канала 
CaV2.1 и активности CAMKII [37]. CASK может также регулировать аутофосфорилиро-
вание CaMKII и синаптический рост в глутаматергических мотонейронах [36]. Не исклю-
чено, что наблюдаемое на 5-е сутки дифференцировки нейронов в культуре снижение 
жесткости в условиях блокады сигнального пути от рецептора Р2Х3 может быть связано 
с отсутствием полимеризации F-актина в подмембранном пространстве.

На 8-е сутки дифференцировки в условиях блокады Р2Х3-рецептора мы наблюдали 
увеличение жесткости клеточной поверхности. Данный факт мы связываем с протека-
ющим в культуре глиогенезом и дифференцировкой глиальных клеток. В эксперименте 
по изучению упруго-эластических свойств стволовых клеток, дифференцирующихся 
в различные морфологические типы нейронов, было установлено снижение жесткости 
клеточной поверхности форм с типичной морфологией нейронов через 24 ч и в течение 
240 ч дифференцировки в культуре [38]. Сома истинных нейронов имеет низкие значе-
ния постоянной упругости, так как демонстрирует слабые взаимодействия между плаз-
малеммой и цитоскелетом [39]. Клетки с астроцитарным фенотипом появлялись через 
72 ч в культуре, характеризовались более жесткой поверхностью за счет реорганизации 
актинового цитоскелета, состоящего из сформированных волокон определенного рисун-
ка [39]. Мы полагаем, рост глиальных клеток сделал в целом первичную смешанную 
культуру нейронов нечувствительной к блокаде Р2X3-рецептора. В одной из экспери-
ментальных работ была проверена гипотеза о том, что в первичных астроцитах крыс 
только некоторые рецепторы семейства Р2 функционально связаны с увеличением кон-
центрации внутриклеточного Са2+. Показано отсутствие Са2+-токов под влиянием агони-
ста Р2Х3-рецептора альфа, бета метилен-АТФ (α, β meАТФ) [40]. В корковых астроцитах 
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крыс АТФ-индуцированный кальциевый сигнал был опосредован Р2Х7- и P2Y1-рецеп-
торами [41]. Следовательно, отсутствие АТФ-индуцированного Са2+-тока в глиальных 
клетках [42], скорее всего, не приводит к перестройке элементов цитоскелета и, как след-
ствие, к снижению жесткости поверхности на 8-е сутки дифференцировки, что, вероят-
но, связано с глиогенезом и интенсивным развитием глии в культуре in vitro.

Блокада Р2Х3-рецептора не оказывала влияния на метаболический профиль куль-
туры на 14-е сутки дифференцировки. Для эмбриональной культуры гиппокампа был 
характерен аэробный тип дыхания как в контроле, так и при блокаде Р2Х3-рецептора. 
При введении стрессора митохондриального дыхания, блокирующего работу АТФ-
синтазы и разобщающего цепь переноса электронов, тип дыхания сохранился в аэроб-
ной области, но скорость потребления кислорода немного снизилась как в опытной, 
так и в контрольной группе. Наблюдаемый эффект является компенсаторным влияни-
ем глиальных клеток. Согласно данным литературы, астроциты функционируют без 
окислительного фосфорилирования, обеспечивают GSH-зависимый защитный эффект 
на нейроны, являясь синтезаторами/экспортерами биоэнергетических молекул (лактат/
кетоновые тела) для окислительного фосфорилирования [43].

Блокада Р2Х3-рецептора оказывает влияние на биомеханические свойства поверх-
ности, изменяя ее жесткость. Выявленные изменения упруго-эластических свойств 
клеточной поверхности нейронов могут быть включены в обеспечение синаптической 
пластичности в гиппокампе. Роль Р2Х3-рецепторов в гиппокампе связана с синапти-
ческой передачей и участием в краткосрочной пластичности синапсов мшистых во-
локон гиппокампа, обеспечивающих передачу возбуждения по цинк-чувствительным 
АТФ-зависимым каналам на пирамидальные клетки СА3 [44]. В stratum oriens поля 
СА1 гиппокампа, которая получает сигнал от холинергической септальной области, 
установлена локализация Р2Х3 [13], что указывает на связь данных рецепторов с нико-
тиновыми холинорецепторами на пресинаптическом уровне для контроля чрезмерной 
активации норадренергических терминалей в гиппокампе [45]. Показано, что ингиби-
рование рецепторов Р2Х (семейства Р2Х3, Р2Х4, Р2Х6) способствует индукции фе-
номена долговременного потенцирования в клетках СА1 гиппокампа, что лежит в ос-
нове обучения и памяти [14]. При этом пуринергический синаптический вход может 
служить основным источником внутриклеточного Са2+ вблизи потенциала покоя [46], 
что влияет на базальный уровень инактивации рецепторов NMDA и определяет порог 
индукции потенциалов действия, лежащих в основе обучения и памяти [14].

Еще одним важным аспектом выполненного исследования, требующим более деталь-
ных работ на перспективу, является изучение роли митохондрий в регуляции внутрикле-
точного кальциевого гомеостаза, связанного с нейрональной возбудимостью и синапти-
ческой пластичностью гиппокампа, в условиях блокады Р2Х3-рецептора [47]. Показано, 
что возбудимость нейронов, связанная с чрезмерной экспрессией Р2Х3-рецептора, игра-
ет ключевую роль в невропатической боли и повышенной возбудимости при эпилепсии 
[48]. Кроме того, при ноцицепции и повреждении нейронов спинного мозга ингибиро-
вание рецепторов Р2Х3 достаточно, чтобы снизить их повреждение [49]. Установленное 
нами отсутствие переключения метаболического фенотипа нейронов в условиях блокады 
P2Х3-рецептора не дает полного представления о функции митохондриального каскада 
и продукции АТФ в этих условиях. Необходимы исследования, нацеленные на изуче-
ние функционального состояния митохондриальной биоэнергетики в условиях блокады 
Р2Х3-рецептора. Не исключено, что блокада Р2Х3-рецептора при таких состояниях, как 
травмы головного мозга, гипоксия, эпилепсия может явиться молекулярной мишенью для 
снижения повреждений нейронов за счет митохондриального контроля внутриклеточного 
кальциевого гомеостаза. Изучение блокады Р2Х3-рецептора может расширить фундамен-
тальные представления о роли пуринергической сигнальной системы в формировании 
сложной морфофизиологии нейронов на ранних стадиях развития эмбрионов в условиях 
быстрой возбуждающей передачи сигналов, опосредуемой молекулой АТФ.
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P2X3-receptors localized in the hippocampus participate in the transmission of excitation 
and the formation of synaptic plasticity underlying learning and memory. P2X3-receptors 
are of great importance in the occurrence of neuropathic pain in epilepsy, acute and 
inflammatory pain of various genesis and localization as well as in the activation and 
growth of nerves after traumatic brain injury. The aim of the study was to study the elastic 
properties of the surface and the metabolic profile of neurons in an embryonic primary 
mixed hippocampal culture under P2X3-receptor blockade. The study was performed on a 
primary mixed culture of hippocampal neurons obtained from CD1 mice on the 18th day of 
gestation (E18). The highly selective blocker 5-(5-iodo‑2-isopropyl‑4-methoxyphenoxy)
pyrimidine‑2.4-diamine monochloride salt was selected as a P2X3-receptor blocker. To 
assess the elastic properties of neurons Young's modulus that characterizes the rigidity of 
the cell surface was measured. Measurements on an atomic force microscope applying a 
load in 25 local areas of the cell surface were performed. At each point, the force curves 
of the cantilever approach and retraction were recorded with subsequent calculation of 
Young's modulus. The metabolic profile of the neuroglial culture in Energy Phenotype 
test on a Seahorse HS mini cell metabolism analyzer (USA) was studied. The Young's 
modulus of the cell surface of neurons in the control was in the range from 6.8 ± 0.1 to 
9.7 ± 0.2 kPa, and under the action of the P2X3-receptor blocker in the range from 3.1 
± 0.1 kPa to 8.5 ± 0.1 kPa. Under the conditions of P2X3-receptor blockade on the 5th 
day of differentiation the Young's modulus of the cell surface was reduced by 62% (p < 
0.05), on the 8th day it increased by 22% (p < 0.05) and by the 11th day it decreased by 
16.7% (p < 0.05) compared to the control. Aerobic respiration was characteristic of the 
embryonic hippocampal culture both in the control and with the P2X3-receptor blockade. 
Consequently, the blockade of the P2X3-receptor did not affect the metabolic profile of 
the E18 hippocampal culture. The obtained data indicate the direct participation of the 
P2X3-receptor in the formation of biomechanical properties of the cell surface in the 
processes of differentiation and signal transduction. It is possible, that the blockade of the 
P2X3-receptor will be one of the promising molecular targets that can reduce neuronal 
damage in brain injuries, neuroinflammation, hypoxia, and epilepsy. In addition, the study 
of the P2X3-receptor blockade can expand the fundamental understanding of the role of 
the purinergic signaling system in the formation of complex neuronal morphology at early 
stages of embryonic development under conditions of rapid excitatory signal transmission 
mediated by the ATP molecule.

Keywords: culture of hippocampal neurons, P2X3-receptor, elastic properties of neurons, 
mitochondrial respiration
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В экспериментах на 3-дневных крысятах для выявления возможного участия адреноре-
цепторов (АР) в развитии патологического сердечного ритма с высокоамплитудными 
(> 0.5 c) брадикардическими комплексами (ПСРБК), возникающего у новорожденных 
крыс после введения NiCl2, проведен сравнительный анализ изменения показателей 
вариабельности сердечного ритма (ВСР), частоты сердцебиения и дыхания после инъ-
екции NiCl2 и высокой дозы агониста β-АР изопротеренола. Введение NiCl2, блокиру-
ющего кальциевые каналы Т-типа (T-type voltage-dependent Ca2+ channel, T-VDCC), вы-
зывает у 100% крысят возникновение ПСРБК, сопровождающегося снижением роли 
нервных влияний и возрастанием роли нейрогуморальных факторов в механизмах 
регуляции сердечного ритма. Активация β-АР вызывает сдвиги физиологических по-
казателей, качественно и количественно сходные с наблюдаемыми после отравления 
крысят NiCl2, но при этом ПСРБК не возникает. Фармакологический анализ с премеди-
кацией крысят антагонистами β-АР (пропранолол, атенолол) или α-АР (фентоламин) 
с последующим введением NiCl2 показал, что блокада β-АР неселективным адрено-
литиком пропранололом предотвращает развитие ПСРБК у половины крысят. У жи-
вотных с возникающей после инъекции NiCl2 патологической аритмией отмечается 
резкое увеличение нагрузки на симпатоадреналовую систему, а также выявляется пер-
воначальная (фоновая) неустойчивость механизмов регуляции сердечного ритма. Бло-
када α- и β1-АР не препятствует развитию ПСРБК при последующем введении NiCl2, 
что позволяет предполагать участие β2-АР в развитии аритмии. Введение крысятам 
селективного агониста β2-АР кленбутерола приводит к снижению ВСР, включая ней-
рогуморальное звено регуляции, и появлению у 22% крысят низкоамплитудных (< 0.1 
c) брадикардических комплексов (БК). Полученные нами результаты в совокупности 
с анализом литературы позволяют полагать, что при возникновении ПСРБК в сложной 
совокупности изменений баланса регулирующих влияний важная роль принадлежит 
β-АР. Активация β1-АР способствует усилению выброса катехоламинов хромаффин-
ными клетками надпочечников, возрастанию роли нейрогуморального звена регуля-
ции сердечного ритма и вызывает активацию β2-АР. Блокада β2-АР, наоборот, снижает 
выброс катехоламинов и препятствует развитию патологической аритмии. Вторым не-
обходимым фактором, приводящим к развитию аритмии с высокоамплитудными БК, 
является блокада кальциевых каналов Т-типа.

Ключевые слова: новорожденные крысы, дизритмия, вариабельность сердечного 
ритма, кальциевые каналы, хлорид никеля, адренорецепторы
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ВВЕДЕНИЕ

Ранний постнатальный онтогенез крыс характеризуется незрелостью нисходящих 
тормозных влияний и функциональной незрелостью вегетативной нервной системы. 
Это приводит к тому, что изменение баланса регуляторных влияний легко вызывает 
нарушения ритмической активности соматомоторной и висцеромоторной систем. При 
определенных условиях периодически возникающие у интактных крысят низкоам-
плитудные брадикардические комплексы (БК) сердечного ритма могут усиливаться, 
трансформируясь в патологический сердечный ритм с высокоамплитудными бради-
кардическими комплексами (ПСРБК) [1–3].

Кальциевые потенциал-зависимые каналы Т-типа наиболее многочисленны в уз-
ловых и эмбриональных сердечных миоцитах и участвуют в работе сердечного пей-
смекера [4]. Как правило, кальциевые каналы Т-типа экспрессируются в неонатальных 
кардиомиоцитах, клетках синоатриального и атриовентрикулярного узла, но практи-
чески не экспрессируются во взрослых желудочковых миоцитах [5, 6]. В спонтанно 
сокращающихся пейсмекерных клетках увеличение субсарколеммальной внутрикле-
точной концентрации Ca2+ происходит одновременно с последней третью диастоличе-
ской деполяризации из-за локального спонтанного высвобождения Ca2+ из саркоплаз-
матического ретикулума, т. е. быстрого подъема уровня ионов Са2+ (спарков). Усиление 
кальциевого тока Т-типа (ICaT) приводит к ускорению диастолической деполяризации 
и усиливает входящий ток натрий-кальциевого обменника (NCX). Инактивация изо-
формы Cav3.1 T-VDCC вызывает умеренную брадикардию и замедление атриовентри-
кулярной проводимости. Все это указывает на важную роль ICaT в нормальной деятель-
ности сердечного пейсмекера, а при определенных условиях может способствовать 
развитию эктопических предсердных аритмий [7].

Ранее нами было установлено, что в первые две недели постнатального онтоге-
неза введение крысятам ингибитора ацетилхолинэстеразы (АХЭ) эзерина или Ni2+ 

вызывает возникновение феноменологически сходного ПСРБК [3, 8]. Сравнительный 
анализ показателей вариабельности сердечного ритма (ВСР) свидетельствует о том, 
что нарушение механизмов регуляции сердечного ритма при отравлении крысят NiCl2 
и при активации холинореактивных структур, вызванных ингибированием АХЭ, раз-
виваются по сходной схеме. В обоих случаях наблюдается падение общей мощности 
спектра периодограмм сердечного ритма и абсолютных значений мощности диапазо-
нов LF (преимущественно симпатические с долей парасимпатических влияний) и HF 
(парасимпатические влияния). Значительное падение уровня нервных влияний приво-
дит к тому, что доминирующую роль в регуляции сердечного ритма начинают играть 
нейрогуморальные факторы. Изменение баланса между нервными и нейрогумораль-
ными факторами регуляции сердечного ритма может являться триггером для развития 
патологической аритмии [8]. Как увеличение выброса ацетилхолина, так и введение 
животным NiCl2 может провоцировать выброс катехоламинов из хромаффинных кле-
ток [9–11]. Нельзя исключить, что колебания уровня нейрогуморальных влияний, на-
блюдаемые нами у крысят при развитии дизритмии, могут быть вызваны изменением 
секреторной активности хромаффинных клеток мозгового вещества надпочечников, 
находящихся под модулирующим влиянием β-АР.

Активация β-АР лежит в основе положительного хронотропного эффекта, оказыва-
емого катехоламинами на сердечный автоматизм. Катехоламины усиливают активность 
ионных каналов, а также внутриклеточное высвобождение Ca2+ [7]. Установлено, что β1- 
и β2-АР связываются с Gs-белками, повышая уровень внутриклеточного цАМФ, акти-
вируя таким образом инотропию и хронотропию сердца. Было показано, что β-АР при-
нимают непосредственное участие в регуляции ВСР [12]. К моменту рождения у крысы 
существует период потенциального вегетативного дисбаланса, когда парасимпатическая 
иннервация сердца установлена, но симпатическая иннервация еще не развита. В этот 
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период у крысят в крови циркулируют катехоламины из мозгового слоя надпочечников 
[13, 14]. Способность β2-АР связываться не только с Gs-, но и Gi-белками создает пред-
посылки для осуществления гибких механизмов регуляции экзоцитоза катехоламинов 
хромаффинными клетками [15]. Таким образом, колебания уровня адренергических вли-
яний на различные структуры незрелого организма могут вносить существенные изме-
нения в механизмы регуляции сердечного ритма. Задачей нашего исследования стало 
изучение возможной роли адренореактивных структур в возникновении ПСРБК у ново-
рожденных крысят после блокады кальциевых каналов Т-типа ионами никеля.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования
Работа выполнена на белых крысах Rattus norvegicus f. domestica 3-дневного возраста. 

Всего в опытах использовано 146 крысят с массой тела 9.2 ± 0.2 г без разделения по полу.

Экспериментальная установка и методы регистрации
Животных помещали в экранированную камеру с температурой 26 ± 0.5 ºС. Контроль 

температуры осуществляли с помощью цифрового термометра RST‑02100 (RST, Шве-
ция). Регистрацию физиологических показателей проводили на ненаркотизированных 
крысятах в условиях мягкой фиксации животных. Исследовали ЭКГ и показатели внеш-
него дыхания. В целях снижения уровня артефактов при регистрации ЭКГ у крысят при-
меняли нестандартное отведение от теменной части головы и крестцовой области. Для 
анализа частоты дыхания (ЧДД) осуществляли регистрацию экскурсии грудной клетки 
с использованием пьезоэлектрического датчика VP‑102 (RTF, Германия). В эксперимен-
тах использовали усилители биопотенциалов ИУ‑40 (производство экспериментально-
производственных мастерских Института экспериментальной медицины РАМН). ЧДД 
регистрировали при полосе пропускания усилителя от 0.15 до 30 Гц, ЭКГ – от 5 до 150 
Гц. Для ввода аналоговых сигналов в компьютер использовали АЦП E14–440 (L-card, 
Россия) с периодом дискретизации 1 мс. Построение периодограмм сердечного ритма 
и анализ регистрируемых сигналов проводили в программе «PowerGraph 3.3.12» (ООО 
«ДИСофт», Россия) и «Origin 2019» (OriginLab Corporation, США). Для оценки ха-
рактера моторной активности расчет мощности электромиограммы (ЭМГ) проводили 
в «PowerGraph 3.3.12» по специальному алгоритму, выделяя ЭМГ из канала записи ЭКГ. 
Спектральный анализ периодограмм осуществляли по алгоритму быстрого преобразова-
ния Фурье по 32768 точкам с использованием окна Уолша (Welch). Сердечную деятель-
ность оценивали по двум параметрам – средней частоте сердечных сокращений (ЧСС) 
и показателям ВСР. Анализ ВСР осуществляли, исходя из адаптированного для новоро-
жденных крысят [1] разделения спектра периодограмм на диапазоны: VLF – 0.03–0.3 
Гц; LF – 0.3–0.8 Гц; HF – 0.8–2.5 Гц. При обсуждении результатов анализа ВСР при-
держивались следующей классификации: диапазон VLF отражает вклад различных ней-
рогуморальных (церебральных эрготропных, гуморально-метаболических и др.) факто-
ров и центральных симпатоадреналовых влияний; LF формируется преимущественно 
симпатическими влияниями с возможным включением и парасимпатического элемента; 
HF-диапазон в значительной мере является отражением дыхательной аритмии и связан 
преимущественно с парасимпатическими влияниями [1, 16]. При расчетах абсолютных 
значений мощности диапазонов VLF, LF, HF, To осуществляли их нормирование (макси-
мумы мощности индивидуальных спектров были приняты за 1 и затем усреднялись по 
группе). Нормированные показатели относительной мощности диапазонов VLF, LF, HF, 
рассчитанные в процентах от общей мощности спектра (То), а также значения коэффи-
циента LF/HF и индекса централизации IC = (VLF + LF)/HF) получены путем усредне-
ния индивидуальных значений этих показателей.
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Использованные фармакологические препараты
В процессе исследования было проведено 6 серий экспериментов. У интактных 

крысят после 15-минутного периода адаптации в течение 30 мин регистрировали сер-
дечный и дыхательный ритм. После регистрации фоновых физиологических показате-
лей первой группе крысят внутрибрюшинно вводили шестиводный хлористый никель 
(7791–20–0 Sigma-Aldrich, США) в дозе 109 мг/кг (в пересчете на безводный NiCl2), 
вызывающей у 100% 3-дневных крысят однотипные изменения сердечного и дыха-
тельного ритма. Регистрацию сердечного и дыхательного ритмов проводили в тече-
ние 30 мин. Данная эпоха анализа была выбрана, исходя из ранее полученных данных 
о длительности максимально выраженной реакции крысят на введение хлорида никеля 
[3]. Для оценки динамики развития изменений физиологических показателей (ЧСС, 
ВСР) 30-минутную запись разбивали на 3 фрагмента по 10 мин.

Во второй серии экспериментов осуществляли введение крысятам неселектив-
ного агониста β-АР изопротеренола (DL–Isoproterenol hemisulfate, 6078–56–4 MP 
Biomedical, Германия) в дозе 600 мг/кг.

В последующих сериях экспериментов перед введением крысятам NiCl2 проводили 
премедикацию одним из нижеперечисленных препаратов: неселективным блокатором 
β-АР пропранололом (DL-Propranolol hydrochloride, P0884 Sigma-Aldrich, США) в дозе 
1 мг/кг в/бр, кардиоселективным блокатором β1-АР атенололом ((+/-)-Atenolol, A7655 
Sigma-Aldrich, США) в дозе 10 мг/кг в/бр и неселективным блокатором α-АР фентола-
мином (Phentolamine methanesulfonate, P7561 Sigma-Aldrich, США) в дозе 5 мг/кг в/бр. 
Введение хлорида никеля проводили через 10 мин при премедикации атенололом, че-
рез 15 мин – пропранололом и через 20 мин – фентоламином. Расчеты показателей 
ЧДД, ЧСС и ВСР осуществляли по 10-минутным фрагментам записей, сделанным не-
посредственно перед инъекцией NiCl2. Общее время исследования каждого животного 
составляло от 90 до 95 мин.

В заключительной части работы была проведена серия экспериментов с вну-
трибрюшинной инъекцией селективного агониста β2-АР кленбутерола (Clenbuterol 
hydrochloride, C‑5423 Sigma-Aldrich, США) в дозе 90 мг/кг.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных осуществляли в программе «Origin 2019». Ста-

тистически обработанные данные представлены как среднее ± стандартная ошибка 
(M ± SEM). После проверки нормальности распределения, выполненной по критерию 
Шапиро – Уилка, для определения достоверности различий между группами использо-
вали парный тест Стьюдента и в ряде случаев однофакторный дисперсионный анализ, 
при отсутствии нормального распределения и при анализе показателей ВСР использо-
вали непараметрический критерий Манна – Уитни. Все изменения рассматривали по 
отношению к фоновым показателям до введения препарата. Различия считали стати-
стически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Подробно развитие динамики нарушений сердечного и дыхательного ритма после 
инъекции хлорида никеля было описано нами ранее [3, 8]. Приблизительно через 3–4 
мин после введения препарата у крысят возникает нарушение ритма дыхания и развитие 
брадикардии (табл. 1), переходящей в пачечную форму активности, при которой уста-
новившийся медленный сердечный ритм чередуется с периодами еще более медленных 
сердечных сокращений (рис. 1). Восстановление синусового ритма сердца и регулярно-
го дыхания происходит через 15–25 мин после инъекции, но брадикардия и нарушение 
вагосимпатического баланса (ВСБ) сохраняются на протяжении 6–8 ч после инъекции.
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Таблица 1. ЧСС и ЧДД у 3-дневных крысят до и после фармакологических воздействий

Показатели
Группа

Фон Премедикация % 
к фону Препарат % 

к фону

Изопротеренол (n = 12)
ЧСС в мин 262.3 ± 19.3 – – 202.0 ± 14.0* 78
ЧДД в мин 84.3 ± 7.8 – – 35.2 ± 3.1* 42

Кленбутерол, 90 мг/кг 
(n = 18)

ЧСС в мин 339.3 ± 4.9 – – 186.0 ± 12.3* 55
ЧДД в мин 87.2 ± 3.0 – – 50.6 ± 5.7* 58

NiCl2 (n = 12)
ЧСС в мин 258.3 ± 10.9 – – 185.8 ± 11.5* 72
ЧДД в мин 71.0 ± 4.5 – – 37.1 ± 3.9* 52

Пропранолол
с комплексами (n = 8)

ЧСС в мин 247.0 ± 22.0 155.5 ± 11.6* 63 111.7 ± 9.7* 45
ЧДД в мин 85.9 ± 8.3 52.7 ± 2.1* 61 31.2 ± 1.9* 36

без комплексов (n = 6)
ЧСС в мин 271.8 ± 7.2 164.3 ± 4.5* 61 121.5 ± 3.7* 45
ЧДД в мин 74.9 ± 6.1 53.8 ± 4.3* 72 34.2 ± 2.2* 46

Атенолол (n = 10)
ЧСС в мин 317.2 ± 12.5 196.7 ± 3.6* 62 138.4 ± 6.9* 44
ЧДД в мин 67.7 ± 4.4 48.7 ± 2.7* 72 31.0 ± 1.6* 46

Фентоламин (n = 8)
ЧСС в мин 306.3 ± 9.7 244.1 ± 13.0* 80 194.1 ± 7.9* 63
ЧДД в мин 94.6 ± 7.3 79.5 ± 9.6 84 43.0 ± 4.7* 46

Примечание. Здесь и в табл. 2–8: *p < 0.05 – достоверность различий между фоном и опытом. ЧДД – частота 
дыхательных движений, ЧСС – частота сердечных сокращений.

Анализ ВСР показал, что после введения крысятам NiCl2 наблюдается падение об-
щей мощности спектра и абсолютных значений мощности диапазонов LF и HF (табл. 
2, рис. 2a). Значительное снижение уровня нервных влияний приводит к тому, что до-
минирующую роль в регуляции сердечного ритма начинают играть нейрогуморальные 
факторы. В свою очередь, падение парасимпатических влияний приводит к смещению 
ВСБ в сторону усиления симпатических нервных влияний (табл. 2, рис. 2b). Учитывая, 
что показатель VLF, рассчитываемый за 10-минутную эпоху анализа, может показы-
вать не только вклад гуморально-метаболических факторов, но и активность надсег-
ментарных симпатических структур [17], мы провели оценку еще одного показателя 
ВСР – индекса централизации, который отражает степень преобладания недыхатель-
ных составляющих синусовой аритмии над дыхательными [16] и позволяет более пол-
но судить о состоянии вагосимпатического баланса [18, 19]. Результаты, полученные 
на данной выборке животных, согласуются с полученными нами ранее и свидетельст-
вуют о том, что изменение баланса между нервными и нейрогуморальными факторами 
регуляции сердечного ритма может являться триггером для развития патологической 
аритмии [8].
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Таблица 2. Изменение показателей ВСР у 3-дневных крысят после введения NiCl2 (n = 12)

Показатели Фон
NiCl2, период исследования

0–10 10–20 20–30
VLF (у. е.) 31.16 ± 3.35 32.97 ± 3.57 30.72 ± 3.99 30.04 ± 3.44
LF (у. е.) 31.64 ± 3.63 18.55 ± 4.71* 14.60 ± 3.32* 25.25 ± 6.06*
HF (у. е.) 110.48 ± 17.53 19.53 ± 3.82* 19.60 ± 5.17* 38.98 ± 11.80*
To (у. е.) 173.27 ± 19.44 71.05 ± 11.65* 64.92 ± 11.77* 94.27 ± 19.35*
VLF, % 20.1 ± 2.8 50.4 ± 2.4* 51.3 ± 2.1* 35.3 ± 5.5*
LF, % 18.4 ± 1.2 23.4 ± 1.6* 21.4 ± 1.1* 25.6 ± 1.6*
HF, % 61.5 ± 3.1 26.2 ± 0.9* 27.3 ± 2.0* 39.1 ± 4.5*

LF/HF, y. e. 0.312 ± 0.030 0.887 ± 0.039* 0.814 ± 0.052* 0.714 ± 0.059*
IC, y. e. 0.682 ± 0.106 2.868 ± 0.126* 2.811 ± 0.181* 1.922 ± 0.322*

ЧСС в мин 262.3 ± 19.3 188.8 ± 19.3* 140.0 ± 18.8* 166.4 ± 13.8*

Здесь и в табл. 3–5, 7, 8: значения показателей VLF, LF, HF, To даны в нормирован-
ном виде (максимумы мощности индивидуальных спектров приняты за 1). Значения 
показателей нормированной относительной мощности диапазонов VLF, LF, HF, рас-
считанных в процентах от общей мощности спектра (То), а также значения коэффици-
ента LF/HF и индекса централизации (IC) получены путем усреднения индивидуаль-
ных значений этих показателей.
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Рис. 1. Нарушения сердечного ритма у 3-дневного крысенка через 14 мин после инъекции NiCl2 в дозе 109 
мг/кг. Представлены периодограмма сердечного ритма (а), ЭКГ (b) и фрагмент записи ЭКГ с 30 по 50 с (c). 
По оси абсцисс – время (с), по оси ординат – амплитуда ЭКГ (мВ) и периодограммы ритма (с).
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Рис. 2. Сдвиг показателей ВСР у 3-дневных крысят после инъекции NiCl2 (a, b), изопротеренола (c, d) и клен-
бутерола (e, f), представленный в % от исходного (фонового) уровня, принятого за 100%. Значения показате-
лей VLF, LF, HF, To (a, c, e) даны в нормированном виде (максимумы мощности индивидуальных спектров 
приняты за 1). Относительная мощность диапазонов VLF, LF, HF (b, d, f) представлена в % от общей (То) 
мощности спектра. Коэффициент LF/HF рассчитан, исходя из усредненных индивидуальных нормирован-
ных показателей LF и HF. ЧСС (HR) представлена в уд/мин.
*p < 0.05 – достоверность различий между фоном и опытом, представленная на основании данных табл. 2, 3, 8.
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Сравнительный анализ действия NiCl2 и изопротеренола (ISO)
По данным литературы, LD50 для 1–3-дневных крысят при оральном введении ISO со-

ставляет от 610 до 1310 мг/кг [20]. Для определения эффективной дозы адреномиметика 
мы провели предварительное исследование с введением препарата в дозах 2, 4, 20, 100, 200, 
400, 600 и 800 мг/кг. В результате для проведения дальнейшей работы нами была выбрана 
доза 600 мг/кг, которая вызывает у крысят достоверные сдвиги ЧСС и ЧДД, провоцирует 
появление медленноволновых колебаний сердечного ритма, но не приводит к гибели жи-
вотных. Оказалось, что введение ISO в дозах 2 и 4 мг/кг (у 75% крысят) сопровождается 
увеличением ЧСС, а в более высоких дозах – снижением. Снижение ЧСС, артериального 
и пульсового давления наблюдали и в экспериментах на взрослых собаках при увеличении 
дозы ISO до смертельной, синусовый ритм сохранялся до тех пор, пока артериальное дав-
ление не становилось менее 50 мм рт. ст., а смерть наступала от асистолии [21].

Инъекции NiCl2 или ISO вызывали у крысят сопоставимое достоверное замедление 
ЧСС и ЧДД (табл. 1). Однако, если в случае NiCl2 высокоамплитудные брадикардиче-
ские комплексы возникают у 100% 3-дневных крысят, то при введении ISO только у 1 из 
12 крысят были зарегистрированы БК с амплитудой в 3 раза меньше, чем после инъек-
ции NiCl2. Следует отметить, что у этого животного в фоне парасимпатические влияния 
носили более выраженный характер (LF/HF = 0.182, IC = 0.435), чем у других крысят.

Анализ показателей ВСР после введения ISO (табл. 3) выявил изменения, качествен-
но сходные с наблюдаемыми после инъекции NiCl2 (рис. 2). Однако имеются и некоторые 
различия, касающиеся преимущественно VLF-диапазона. Более выраженное, достоверное 
усиление нейрогуморальных влияний, наблюдаемое в первые 10 мин после введения изо-
протеренола, сменяется их достоверным угнетением, в то время как после инъекции NiCl2 
абсолютная мощность данного диапазона практически не меняется (рис. 2c). Быстрое 
снижение мощности LF-диапазона после введения NiCl2 отсутствует в случае адренер-
гической активации. Соотношение представленности отдельных частотных диапазонов 
в общей мощности спектра периодограмм сердечного ритма изменяется сходным образом 
в обоих случаях (рис. 2b, d), а их количественные различия частично обусловлены отличи-
ями ряда фоновых показателей ВСР (табл. 2, 3). Резкое увеличение индекса централизации 
после инъекции крысятам NiCl2 и изопротеренола (на 369% и 348% соответственно) сви-
детельствует о сопоставимом уровне активации симпатоадреналовой системы.

Таблица 3. Изменение показателей ВСР у 3-дневных крысят после введения изопротеренола 
(n = 12)

Показатели Фон
Изопротеренол, период исследования 

0–10 10–20 20–30
VLF (у. е.) 27.88 ± 1.83 36.69 ± 4.40* 16.69 ± 1.40* 17.39 ± 1.86*
LF (у. е.) 17.42 ± 2.09 18.19 ± 1.47 6.78 ± 1.52* 9.10 ± 1.72*
HF (у. е.) 75.11 ± 16.22 20.32 ± 2.05* 12.56 ± 1.24* 19.19 ± 2.33*
To (у. е.) 120.41 ± 18.53 75.20 ± 4.66* 36.03 ± 3.00* 45.68 ± 3.92*
VLF, % 27.3 ± 6.4 48.4 ± 3.74* 46.9 ± 3.3* 38.4 ± 4.0*
LF, % 15.0 ± 1.2 24.2 ± 1.6* 17.9 ± 2.7 19.7 ± 2.2*
HF, % 57.7 ± 6.7 27.4 ± 2.9* 35.2 ± 2.3* 41.9 ± 4.2*

LF/HF, y. e. 0.295 ± 0.060 0.925 ± 0.092* 0.532 ± 0.103* 0.515 ± 0.110*
IC, y. e. 0.941 ± 0.369 2.701 1.869 1.380

ЧСС в мин 258.3 ± 10.9 215.8 ± 14.2* 193.8 ± 13.7* 190.8 ± 12.8*
Примечание. Чтобы проверить, может ли предварительная блокада адренорецепторов предотвращать развитие 
ПСРБК, вызванное введением NiCl2, мы провели ряд опытов с премедикацией крысят блокаторами α- и β-АР.
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Премедикация адренолитиками
Введение крысятам адреноблокаторов приводит к снижению ЧСС и ЧДД, которое 

продолжается и после инъекции NiCl2 (табл. 1).
Ранее было показано, что сердце неонатальной крысы экспрессирует полно-

стью функциональные α- и β-АР, позволяющие осуществлять хронотропный ответ 
при их активации. После достижения функциональной зрелости симпатической си-
стемы, хронотропные эффекты α1-агонистов ослабевают в пользу более взрослого 
β-адренергического контроля ЧСС [14, 22].

Анализ показателей ВСР, проведенный после блокады α-АР фентоламином (табл. 
4), показал достоверное увеличение абсолютной мощности всех диапазонов спектра 
периодограмм. Увеличение мощности VLF-диапазона сохраняется и при последую-
щем введении крысятам NiCl2 (рис. 3b). Баланс регуляторных влияний остается пра-
ктически неизменным после премедикации (рис. 4b) и затем смещается характерным 
для действия NiCl2 образом (рис. 4a, b). Динамика развития ПСРБК происходит по 
типичной для отравления NiCl2 схеме.

Таблица 4. Изменение показателей ВСР у 3-дневных крысят после введения NiCl2 на фоне 
премедикации фентоламином (n = 8)

Показатели

Препарат, период исследования

Фон Фентоламин
NiCl2

0–10 10–20 20–30

VLF (у. е.) 27.78 ± 4.27 35.31 ± 3.25* 31.90 ± 2.51* 29.48 ± 3.82* 32.00 ± 4.95*

LF (у. е.) 19.89 ± 3.80 29.27 ± 8.36* 14.48 ± 1.88* 11.99 ± 2.74* 16.27 ± 4.51*

HF (у. е.) 74.77 ± 15.37 98.88 ± 29.52* 19.13 ± 3.61* 14.02 ± 3.00* 25.46 ± 8.26*

To (у. е.) 122.44 ± 20.54 163.45 ± 39.17* 65.51 ± 6.54* 55.49 ± 9.49* 73.73 ± 14.83*

VLF, % 24.7 ± 4.1 22.1 ± 5.2 50.2 ± 3.0* 54.6 ± 1.5* 48.2 ± 4.9*

LF, % 16.2 ± 1.2 17.5 ± 1.0 21.7 ± 0.8* 20.7 ± 0.8* 20.9 ± 1.8*

HF, % 59.1 ± 5.1 54.4 ± 5.1 28.1 ± 2.7* 24.7 ± 0.6* 30.9 ± 5.1*

LF/HF, y. e. 0.311 ± 0.059 0.353 ± 0.049 0.805 ± 0.054* 0.842 ± 0.021* 0.759 ± 0.082*

IC, y. e. 0.821 ± 0.210 1.019 ± 0.279 2.727 ± 0.249* 3.084 ± 0.099* 2.024 ± 0.338*

ЧСС в мин 306.3 ± 9.7 244.1 ± 13.0* 224.1 ± 12.9* 173.0 ± 7.7* 159.4 ± 13.0*

Принимая во внимание, что в клетках синоатриального узла кальциевый ток Т-типа 
(ICaT) может быть увеличен при β-адренергической стимуляции [23], мы провели серию 
экспериментов с блокадой β-АР пропранололом.

После предварительной блокады β-АР и последующим введением NiCl2 у части 
животных возникает ПСРБК, а у части – он отсутствует. Анализ ВСР не выявил каче-
ственных различий показателей у крысят 1-й и 2-й подгрупп (табл. 5), за исключени-
ем разнонаправленных сдвигов мощности диапазонов VLF и LF, возникающих после 
премедикации. После инъекции NiCl2 выявились количественные различия в величине 
сдвигов всех показателей ВСР, которые заключаются в более выраженном усилении 
нейрогуморальных влияний и более глубоком снижении парасимпатических влияний 
в подгруппе крысят с нарушениями ритма сердца (рис. 3d, e; 4d, e).
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Рис. 3. Сдвиг показателей ВСР у 3-дневных крысят, представленный в % от исходного (фонового) уровня, 
принятого за 100%, после инъекции NiCl2 без (a) и после премедикации животных фентоламином (b), ате-
нололом (c) и пропранололом (d, e). Значения показателей абсолютной мощности диапазонов VLF, LF, HF, 
To даны в нормированном виде (максимумы мощности индивидуальных спектров приняты за 1). Здесь и на 
рис. 4: *p < 0.05 – достоверность различий между фоном и опытом, представленная на основании данных 
табл. 2, 4, 5, 7.
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Рис. 4. Сдвиг показателей ВСР у 3-дневных крысят после фармакологических воздействий в % от исходного 
(фонового) уровня, принятого за 100%. Относительная мощность диапазонов VLF, LF, HF представлена в % 
от общей (То) мощности спектра. Коэффициент LF/HF рассчитан, исходя из усредненных индивидуальных 
нормированных показателей LF и HF. ЧСС (HR) представлена в уд/мин.
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Таблица 5. Изменение показателей ВСР у 3-дневных крысят после введения NiCl2 на фоне 
премедикации пропранололом (n = 14)

Показатели
Препарат, период исследования

Фон Пропранолол
NiCl2

0–10 10–20 20–30

Подгруппа 1 (n = 8) с брадикардическими комплексами

VLF (у. е.) 27.56 ± 3.20 32.74 ± 4.90* 34.59 ± 4.33* 31.47 ± 3.33* 45.76 ± 5.36*

LF (у. е.) 36.10 ± 8.11 48.93 ± 13.19* 29.68 ± 10.81* 22.43±9.03* 71.55 ± 14.68*

HF (у. е.) 142.22 ± 34.92 80.18 ± 13.46* 31.44 ± 10.23* 24.28 ± 8.83* 66.07 ± 12.88*

To (у. е.) 205.88 ± 45.43 161.85 ± 30.80 95.71±24.77* 78.17 ± 20.72* 183.37 ± 32.49

VLF, % 16.8 ± 2.6 21.6 ± 1.3* 42.3 ± 3.9* 46.6 ± 3.5* 30.7 ± 5.1*

LF, % 17.3 ± 1.1 27.2 ± 2.8* 27.3 ± 2.2* 25.1 ± 2.1* 35.4 ± 3.3*

HF, % 65.9 ± 2.2 51.2 ± 2.6* 30.4 ± 1.8* 28.3 ± 1.5* 33.9 ± 1.9*

LF/HF, y. e. 0.244 ± 0.023 0.560 ± 0.083* 0.897 ± 0.039* 0.882 ± 0.028* 1.029 ± 0.057*

IC, y. e. 0.448 ± 0.067 0.989 ± 0.101* 2.376 ± 0.197* 2.594 ± 0.152* 2.033 ± 0.204*

ЧСС в мин 247.0 ± 22.0 155.5 ± 11.6* 122.0 ± 11.5* 108.4 ± 9.6* 104.8 ± 8.2*

Подгруппа 2 (n = 6) без брадикардических комплексов

VLF (у. е.) 27.19 ± 3.05 23.88 ± 1.01* 34.21 ± 3.67* 30.78 ± 4.04* 37.42 ± 6.54*

LF (у. е.) 28.36 ± 6.54 26.37 ± 4.68 41.85 ± 6.28* 53.11 ± 14.20* 61.01 ± 14.67*

HF (у. е.) 96.23 ± 18.12 51.20 ± 5.45* 55.63 ± 10.97* 63.58 ± 17.98* 72.69 ± 19.24*

To (у. е.) 151.78 ± 23.81 101.46 ± 10.26* 131.69 ± 18.44 147.48 ± 35.65 186.35 ± 42.78*

VLF, % 18.9 ± 1.69 24.4 ± 1.9* 27.1 ± 2.6* 26.5 ± 5.6* 24.3 ± 4.0*

LF, % 18.4 ± 3.2 25.2 ± 1.7* 31.7 ± 0.5* 33.7 ± 2.4* 31.9 ± 1.5*

HF, % 62.7 ± 3.3 50.4 ± 1.5* 41.2 ± 2.2* 39.8 ± 3.4* 43.8 ± 3.7*

LF/HF, y. e. 0.313 ± 0.078 0.504 ± 0.042* 0.777 ± 0.033* 0.838 ± 0.043* 0.753 ± 0.067*

IC, y. e. 0.621 ± 0.096 0.993 ± 0.063* 1.460 ± 0.127* 1.319 ± 0.134* 1.369 ± 0.202*

ЧСС в мин 271.8 ± 7.2 164.3 ± 4.5* 132.7 ± 4.5* 117.8 ± 4.1* 114.0 ± 3.8*
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Наблюдаемые различия показателей ВСР после введения пропранолола и NiCl2 
у крысят 1-й и 2-й подгрупп не могут быть объяснены какими-либо значимыми разли-
чиями исходных (фоновых) показателей ВСР или особенностями их индивидуального 
развития (масса тела 10.0 ± 0.9 и 10.2 ± 0.6 г соответственно). Однако статистический 
анализ фоновых периодограмм сердечного ритма у крысят выявил ряд различий меж-
ду подгруппами животных (табл. 6).

Таблица 6. Сравнительный анализ вариабельности RR-интервалов у 3-дневных крысят в фоне 
и после введения пропранолола

Показатели

Подгруппа 1 (с БК) Подгруппа 2 (без БК)

Фон Пропранолол Сдвиг, % Фон Пропранолол Сдвиг, %

IQR, мс 0.03 ± 0.005 0.057 ± 0.007* 90 0.02 ± 0.003 0.033 ± 0.003* 65

CoefVar, у. е. 0.063 ± 0.008 0.075 ± 0.005 19 0.051 ± 0.008 0.056 ± 0.006 10

КА, у. е. 0.232 ± 0.023 0.275 ± 0.015 19 0.221 ± 0.032 0.218 ± 0.025 –1

Примечание. IQR (Interquartile range) – интерквартильный размах; CoefVar (coefficient of variation) – коэффи-
циент вариации; КА – коэффициент аритмии, рассчитанный по формуле КА = (RRmax–RRmin)/RRmean, где 
RR – длительность кардиоинтервалов.

Видно, что у интактных крысят 2-й подгруппы диапазон колебаний RR-интерва-
лов меньше и остается более устойчивым после введения пропранолола, чем у жи-
вотных 1-й подгруппы. Коэффициент аритмии, сопоставимый в фоне у крысят обеих 
подгрупп, увеличивается у животных 1-й подгруппы после блокады адренорецепторов 
и практически не меняется у 2-й (табл. 6). Индекс централизации у крысят 1-й под-
группы возрастает после инъекции пропранолола на 178%, тогда как у крысят 2-й под-
группы – только на 70%. Последующее введение никеля сопровождается дальнейшим 
ростом индекса, который у крысят с патологической аритмией в среднем в 2.2 раза 
выше, чем у крысят без нарушения сердечного ритма (табл. 5). Можно полагать, что 
наблюдающаяся дивергенция характера реакции на инъекцию NiCl2 связана с перво-
начальной неустойчивостью механизмов регуляции сердечного ритма у части крысят, 
а также резким увеличением нагрузки на симпатоадреналовую систему.

Так как у новорожденных крысят в миокарде имеются функционально активные 
β1- и β2-АР [14, 23, 24], а неселективный адренолитик пропранолол может блокиро-
вать оба типа рецепторов, вызывая в период новорожденности снижение выброса ка-
техоламинов [25], то следующим этапом нашей работы стала премедикация крысят 
селективным блокатором β1-АР атенололом. Оказалось, что введение атенолола вызы-
вает достоверное увеличение общей мощности спектра и абсолютной мощности диа-
пазонов, характеризующих нервные влияния (табл. 7, рис. 3c), но не снижает уровень 
нейрогуморальных влияний, практически не влияет на процентное соотношение трех 
частотных диапазонов спектра периодограмм после инъекции NiCl2 (рис. 4c) и не пре-
пятствует развитию ПСРБК.
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Таблица 7. Изменение показателей ВСР у 3-дневных крысят после введения NiCl2 на фоне 
премедикации атенололом (n = 10)

Показатели
Препарат, период исследования

Фон Атенолол
NiCl2

0–10 10–20 20–30
VLF (у. е.) 27.86 ± 2.34 31.91 ± 3.05 22.88 ± 1.97* 28.15 ± 3.49 32.12 ± 1.85*
LF (у. е.) 17.75 ± 2.86 22.92 ± 2.49* 10.20 ± 1.45* 20.61 ± 8.14* 42.80 ± 8.75*
HF (у. е.) 48.26 ± 9.12 52.16 ± 8.02 11.49 ± 1.42* 24.79 ± 10.30* 47.02 ± 9.00

To (у. е.) 93.86 ± 9.78 106.99 ± 11.15* 44.57 ± 4.78* 73.55 ± 21.06* 121.94 ± 17.90*

VLF, % 32.9 ± 4.1 31.4 ± 2.7 52.4 ± 1.2* 49.5 ± 4.6* 31.6 ± 4.6
LF, % 18.7 ± 1.8 21.7 ± 1.0 22.2 ± 0.8* 22.9 ± 2.3* 32.5 ± 2.3*
HF, % 48.4 ± 4.5 46.9 ± 3.5 25.4 ± 0.4* 27.6 ± 2.4* 35.9 ± 2.5*

LF/HF, y. e. 0.431 ± 0.067 0.499 ± 0.054 0.871 ± 0.024* 0.826 ± 0.032* 0.910 ± 0.037*
IC, y. e. 1.233 ± 0.202 1.242 ± 0.158 2.948 ± 0.073* 2.833 ± 0.265* 1.925 ± 0.225*

ЧСС в мин 317.2 ± 12.5 196.7 ± 3.6* 155.3 ± 10.3* 109.7 ± 8.8* 119.3 ± 7.5*

Учитывая установленную в наших экспериментах неэффективность премедикации 
крыс антагонистом β1-АР атенололом, можно полагать, что предотвращение разви-
тия патологической дизритмии при предварительном введении пропранолола связано 
с блокадой β2-АР. Данное предположение согласуется со сделанным ранее выводом 
о том, что у новорожденных крыс повышенное участие β2-АР в хронотропном ответе 
может компенсировать незрелую иннервацию сердца и сниженную эффективность β1-
адренорецепторной сигнализации, повышая реактивность на эндогенные и экзогенные 
β2-агонисты [26].

Активация β2-адренорецепторов кленбутеролом
Мы установили, что блокада β1-АР не препятствует возникновению патологиче-

ской аритмии, вызванной NiCl2. Для решения вопроса, может ли активация β2-АР 
провоцировать развитие ПСРБК, была проведена серия экспериментов с введением 
крысятам селективного β2-адреномиметика кленбутерола. В литературе нам не удалось 
найти информацию об использовании кленбутерола в экспериментах, выполненных 
на новорожденных крысятах в условиях in vivo. Острая токсичность кленбутерола для 
взрослых крыс при внутрибрюшинном введении составляет 70 мг/кг [27].

Для определения эффективной дозы адреномиметика мы провели предварительное 
исследование с введением препарата в дозах 1, 10, 20, 60, 90 и 120 мг/кг. Введение 
кленбутерола в дозе 1–20 мг/кг не вызывает у крысят достоверных изменений ЧСС, 
а в более высоких дозах приводит к развитию брадикардии (табл. 1, 8). В качестве 
рабочей была выбрана доза 90 мг/кг, при которой у крысят наблюдалось достоверное 
снижение ЧСС и в ряде случаев незначительное усиление брадикардических колеба-
ний. Нарушения ритма дыхания, наблюдаемого при отравлении ингибиторами АХЭ 
или NiCl2, не возникало.

В первые 10 мин после инъекции у 4 из 18 крысят наблюдалось появление низкоам-
плитудных БК, которые совпадали с возникновением вспышек моторной активности. 
Следует отметить, что у этих крысят и в фоне отмечалась тенденция к замедлению 
сердечного ритма в момент двигательной активности (рис. 5).
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Рис. 5. Синхронизация брадикардических комплексов сердечного ритма (a) у 3-дневного крысенка со 
вспышками моторной активности (b) в фоне и после инъекции кленбутерола в дозе 90 мг/кг (c, d). По оси 
абсцисс – время в секундах, по оси ординат на (a), (с) – длительность RR-интервалов (секунды); на b, d – 
мощность ЭМГ (В2•с).

Активация β2-АР вызывает снижение абсолютной мощности всех компонентов 
спектра периодограмм, но менее выраженное, чем после инъекции NiCl2 или изопро-
теренола. Уменьшение нейрогуморальных влияний начинается в первые же минуты 
после инъекции кленбутерола и на 10–30 мин становится сопоставимым с наблюдае-
мым после введения изопротеренола (рис. 2е). Изменение баланса регуляторных вли-
яний (рис. 2f) качественно не отличается от представленных на рис. 2b, d, но имеет 
гораздо меньшую амплитуду. Индекс централизации увеличивается максимум на 62% 
(табл. 8), что говорит о довольно умеренном уровне активации симпатоадреналовой 
системы.
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Таблица 8. Изменение показателей ВСР у 3-дневных крысят после введения кленбутерола 
в дозе 90 мг/кг (n = 18)

Показатели Фон
Кленбутерол, период исследования 

0–10 10–20 20–30

VLF (у. е.) 34.59 ± 3.66 27.29 ± 3.90* 17.19 ± 2.11* 22.41 ± 4.09*

LF (у. е.) 19.42 ± 3.74 14.96 ± 3.69* 10.14 ± 2.35* 13.88 ± 3.18*

HF (у. е.) 57.62 ± 6.92 28.29 ± 9.10* 21.79 ± 5.13* 23.95 ± 9.43*

To (у. е.) 111.67 ± 13.36 70.54 ± 16.49* 49.13 ± 8.76* 60.24 ± 16.31*

VLF, % 32.4 ± 2.6 40.1 ± 2.8* 35.7 ± 1.5 37.0 ± 1.9

LF, % 18.6 ± 0.9 22.2 ± 2.6 19.6 ± 1.8 23.2 ± 3.2

HF, % 50.0 ± 3.7 37.7 ± 2.6* 44.7 ± 2.9 39.8 ± 3.4*

LF/HF, y. e. 0.357 ± 0.026 0.555 ± 0.044* 0.466 ± 0.039* 0.568 ± 0.025*

IC, y. e. 0.937 ± 0.173 1.628 ± 0.204* 1.335 ± 0.267* 1.579 ± 0.177*

ЧСС в мин 339.3 ± 5.0 219.8 ± 11.8* 177.4 ± 13.9* 165.5 ± 17.9*

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что адреналин имеет высокое сродство к β2-АР, а наличие сильного β2-
адренергического каскада у новорожденного животного предназначено для ответа на 
циркулирующие, а не на нейронные катехоламины. При β1- или β2-адренергической 
стимуляции в миоцитах возникают качественно сопоставимые реакции, в то время как 
во взрослом сердце β1- и β2-сигнальные трансдукционные каскады уже не идентичны. 
Причиной такого расхождения может быть начало функционирования ингибирующе-
го пути, активируемого β2-адренергическими агонистами [14]. Инотропная и хроно-
тропная чувствительность сердца плода и новорожденной крысы к адреналину и ISO 
снижается по мере того, как созревает симпатическая иннервация сердца. Возрастные 
различия в β-АР-опосредованном ответе могут быть обусловлены возрастным повы-
шением эффективности связи рецептора с сигнальным путем цАМФ [28]. В нашем 
исследовании мы наблюдали дозо-зависимое изменение хронотропной реакции сер-
дца на введение симпатомиметиков, что может быть связано как с взаимодействием 
β2-АР с ингибиторным Gi-белком, так и вовлечением холинореактивных структур. 
В электрофизиологическом исследовании, выполненном на 765 пациентах 15–85-лет-
него возраста, во время инфузии ISO у 7% людей было установлено возникновение 
парадоксальной брадикардии. Синусовая или узловая брадикардия ассоциировалась 
с гиперваготонией и преимущественно отмечалась у молодых (до 40 лет) пациентов. 
Вызванная инфузией ISO брадикардия была воспроизводимой у всех пациентов: после 
восстановления синусового ритма и артериального давления возобновление инфузии 
ISO приводило к повторной брадикардии. Наиболее вероятным объяснением является 
нервно-опосредованный вагусный рефлекс с гиперваготонией, вторичной по отноше-
нию к β-стимуляции [29].
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Следует отметить, что снижение ЧСС и ЧДД, наблюдаемое нами в проведенном ис-
следовании, может приводить к развитию у крысят гипоксического состояния, что, в свою 
очередь, будет способствовать увеличению выброса катехоламинов. Ранее в эксперимен-
тах, выполненных на тонких срезах надпочечников, было показано, что в первые 5 суток 
жизни крысят в ответ на острую гипоксию неонатальные хромаффинные клетки экспрес-
сируют T-VDCC (подтип Cav3.2), которые необходимы для высвобождения катехолами-
нов, а селективная блокада этих каналов Ni2+ устраняет реакцию клеток на гипоксию. 
Последующее возрастное подавление экспрессии каналов Cav3.2 и снижение уровня ICaT 
уменьшает возбудимость хромаффинных клеток и их реакцию на раздражители [30].

Существуют значительные возрастные различия не только в электрофизиологиче-
ском ответе сердца на β-адренергические агонисты, но и в степени модуляции различных 
ионных токов. Агонисты β2-АР модулируют гомеостаз кальция и сократительную спо-
собность желудочковых миоцитов. Показано, что в неонатальных клетках наблюдается 
тесная корреляция между активацией β2-АР, способствующей внутриклеточному нако-
плению цАМФ, и увеличением амплитуды ICaT [23, 24, 31]. Эффекты, наблюдающиеся 
у взрослых крыс после острого воздействия NiCl2, вызваны комбинированным действи-
ем катехоламинов, высвобождаемых надпочечниками, и катехоламинов, высвобождае-
мых из эфферентных нервов [13]. Показано, что активация β-АР изопротеренолом уве-
личивает экспрессию T-VDCC в хромаффинных клетках взрослых крыс и способствует 
увеличению выброса катехоламинов [25], а введение Ni2+ в культуру хромаффинных кле-
ток взрослой крысы регулирует их секреторную активность через цАМФ-рекрутирован-
ные кальциевые каналы Cav3.2 [11]. В свою очередь, уровень цАМФ, а значит и уровень 
секреции будет оставаться повышенным в течение длительного времени благодаря по-
ложительной обратной связи, возникающей в результате высвобождения катехоламинов 
и активации β1-АР, экспрессируемых в хромаффинных клетках [15].

Важным отличием последствий избирательной активации β2-АР кленбутиролом от 
неселективной, вызванной ISO, является достоверное снижение абсолютной мощно-
сти нейрогуморальных влияний, начинающееся с первых минут после инъекции (рис. 
2). Это хорошо согласуется с результатами работы Cesetti с соавт., которые показали, 
что изолированные хромаффинные клетки взрослых крыс отвечают на активацию β-АР 
адреномиметиком ISO либо повышением, либо понижением амплитуды токов Ca2+ че-
рез два различных пути модуляции: (1) PKA-опосредованный путь, связанный с β1-АР, 
и (2) – связанный с β2-АР и Gi/Go-белками. β1-АР опосредуют медленное усиление 
ICaT в хромаффинных клетках крысы, а β2-АР вызывают его быстрое ингибирование 
в мозговом веществе надпочечников. Два кинетически и фармакологически различ-
ных пути β-адренергической сигнализации могут служить для аутокринного контроля 
Ca2+-зависимого экзоцитоза и других связанных с ним функций хромаффинных клеток 
крысы [15].

Спланхническая иннервация надпочечников крысы нефункциональна до конца 
первой недели постнатального периода. Реакция мозгового слоя надпочечников вклю-
чает ненейрогенную секрецию катехоламинов, в которой ключевыми действующими 
лицами являются щелевые контакты и T-VDCC. Постнатальное развитие нейроген-
ного контроля снижает вклад щелевых соединений и T-VDCC и передает преоблада-
ющий контроль секреции катехоламинов никотиновым холинорецепторам, которые 
вызывают деполяризацию мембраны хромаффинных клеток и открытие высокопоро-
говых кальциевых каналов (L, N, P/Q, R) [32, 33]. В мозговом веществе надпочечников 
ацетилхолин, высвобождаемый симпатическими нервами, активирует никотиновые 
холинорецепторы на мембране хромаффинных клеток, которые высвобождают кате-
холамины в кровоток [34]. Известно, что клетки надпочечников могут активировать-
ся катехоламинами через гормональную, паракринную и/или аутокринную систему. 
В экспериментах на культуре ткани установлено, что ISO и агонист β2-АР сальбутамол 
стимулируют высвобождение адреналина и норадреналина из хромаффинных клеток 
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надпочечников человека. Блокада β2- и β3-АР ингибирует высвобождение катехолами-
нов, стимулированное ISO и никотином. Антагонист β1-АР атенолол не изменяет ни 
изопротеренол-, ни никотин-индуцированное высвобождение катехоламинов из хро-
маффинных клеток. Авторы исследования сделали вывод, что активация β2- и β3-АР 
модулирует базальное и вызванное высвобождение катехоламинов через аутокринную 
петлю положительной обратной связи в хромаффинных клетках надпочечников че-
ловека, в то время как блокада этих рецепторов не изменяет базальный выброс ка-
техоламинов [32]. Активация β3-АР у взрослых крыс не вызывает изменений уровня 
адреналина в плазме крови [35]. Нельзя исключить, что в раннем онтогенезе блокада 
β-АР пропранололом или блокада Н-холинорецепторов бензогексонием [8] способст-
вует снижению выброса адреналина из хромаффинных клеток крысят и тем самым 
предотвращает развитие ПСРБК.

Быстрый рост индекса централизации и отсутствие снижения мощности VLF-
диапазона спектра периодограмм сердечного ритма, которые мы наблюдали после 
введения NiCl2, позволяют сделать допущение, что в условиях нашего эксперимента 
быстрой и эффективной блокады T-VDCC в хромаффинных клетках крысят не наблю-
дается. Можно полагать, что эффекты Ni2+ связаны с его действием на кальциевые ка-
налы кардиомиоцитов. Следует отметить, что ионы никеля могут блокировать не толь-
ко кальциевые каналы Т-типа, но и натрий-кальциевый обменник. Однако, как мы уже 
указывали ранее [8], для блокады NCX концентрация никеля должна быть более чем 
в 10 раз выше, чем для блокады T-VDCC. Использованная нами доза NiCl2 109 мг/кг со-
ответствует максимальному расчетному значению концентрации NiCl2 в цельной кро-
ви 5.1 мМ (~2.3 мМ в пересчете на плазму крови), что достаточно для ингибирования 
Cav3.2, но недостаточно для блокады NCX.

Снижение ЧСС и ЧДД, наблюдаемое нами в проведенном исследовании, может при-
водить к развитию у крысят гипоксического состояния, что, в свою очередь, будет спо-
собствовать увеличению выброса катехоламинов. Ранее в экспериментах, выполненных 
на тонких срезах надпочечников, было показано, что в первые 5 суток жизни крысят в от-
вет на острую гипоксию неонатальные хромаффинные клетки экспрессируют T-VDCC 
(подтип Cav3.2), которые необходимы для высвобождения катехоламинов, а селективная 
блокада этих каналов Ni2+ устраняет реакцию клеток на гипоксию. Последующее воз-
растное подавление экспрессии каналов Cav3.2 и снижение уровня ICaT уменьшает возбу-
димость хромаффинных клеток и их реакцию на раздражители [21, 36].

К сожалению, подавляющее большинство работ, посвященных механизмам функ-
ционального созревания рецепторного аппарата, выполнено в условиях ex vivo или 
in vitro, что затрудняет их использование для интерпретации данных, полученных на 
целом животном. Кроме того, не всегда можно сопоставлять данные, полученные на 
разных видах животных. Так, например, диаметрально противоположным образом 
происходит возрастное изменение плотности β-АР в миокарде: у крыс и собак она 
снижается, а у кроликов и овец – увеличивается. Несмотря на межвидовые различия, 
эволюционные изменения чувствительности сердца к агонистам β-АР могут сущест-
вовать у всех млекопитающих в зависимости от степени созревания системы, участву-
ющей в β-адренергической сигнализации. Существующие данные обращают внима-
ние на возможные вредные последствия клинического применения агонистов β-АР на 
ранних этапах развития сердца. Нельзя исключить и отдаленные последствия ранних 
нарушений в работе сердечной мышцы [28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе проведения настоящего и предшествующих исследований [3, 8] установ-
лено, что у крысят первых двух недель постнатального онтогенеза при блокаде каль-
циевых каналов Т-типа, повышении уровня холинергических или адренергических 
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регуляторных влияний могут возникать значительные нарушения ритмогенеза, при-
водящие к возникновению патологического сердечного ритма. Активация холиноре-
активных структур сопровождается падением общей мощности спектра и абсолют-
ных значений мощности диапазонов LF и HF. Значительное падение уровня нервных 
влияний приводит к тому, что доминирующую роль в регуляции сердечного ритма 
начинают играть нейрогуморальные факторы. Если после премедикации Н- или М-
холинолитиками мощность спектра VLF-диапазона снижается, то развития ПСРБК 
у крысят не происходит. Если же мощность спектра VLF-диапазона увеличивается, 
то в дальнейшем происходит снижение доли нервных влияний и у крысят возникает 
ПСРБК. В сложной совокупности изменений баланса регулирующих влияний важная 
роль принадлежит β-АР. Активация β1-АР может способствовать усилению выброса 
катехоламинов хромаффинными клетками надпочечников и возрастанию роли нейро-
гуморального звена регуляции сердечного ритма, а блокада β2-АР, наоборот, снижает 
выброс катехоламинов и препятствует развитию патологической аритмии. Вторым не-
обходимым фактором, приводящим к развитию аритмии, является блокада кальциевых 
каналов Т-типа. Предварительная блокада никотиновых холинорецепторов или β2-АР 
может предотвратить возникновение ПСРБК.
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Participation of Adrenoreceptors in the Mechanisms of Pathologic Cardiac Rhythm 
Induced in Newborn Rats by Nickel Chloride Administration

S. V. Kuznetsova, #, and N. N. Kuznetsovaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences,  
Saint Petersburg, Russia
#e-mail: ksv@iephb.ru

In experiments on 3-day-old rats to identify the possible involvement of adrenoreceptors 
(AR) in the development of pathologic heart rhythm with high-amplitude (> 0.5 c) 
bradycardic complexes (PHRBC) occurring in newborn rats after NiCl2 administration, a 
comparative analysis of changes in heart rate variability (HRV), heart rate, and respiration 
after injection of nickel chloride and a high dose of the β-AR agonist isoproterenol was 
carried out. Injection of NiCl2, which blocks T-type voltage-dependent Ca2+ channels (T-
VDCC), causes in 100% of rats the occurrence of PHRBC accompanied by a decrease 
in the role of neural influences and an increase in the role of neurohumoral factors in the 
mechanisms of heart rate regulation. Activation of β-AR causes shifts of physiological 
parameters qualitatively and quantitatively similar to those observed after NiCl2 poisoning 
in rats, but PHRBC does not occur. Pharmacological analysis with premedication of 
rats with β-AR antagonists (propranolol, atenolol) or α-AR antagonists (phentolamine) 
followed by NiCl2 administration showed that β-AR blockade with the nonselective 
adrenolytic propranolol prevents the development of PSRBC in half of the rats. In animals 
with pathologic arrhythmia occurring after NiCl2 injection, a rapid increase in the load 
on the sympathoadrenal system is noted, and the initial (background) instability of the 
mechanisms of heart rhythm regulation is revealed. Blockade of α- and β1-AR does not 
prevent the development of PHRBC during subsequent NiCl2 administration, which 
suggests the participation of β2-AR in the development of arrhythmia. Administration 
of the selective β2-AR agonist clenbuterol to rats leads to a decrease in HRV, including 
neurohumoral regulation and the appearance of low-amplitude (< 0.1 c) bradycardic 
complexes (BC) in 22% of rats. The results obtained by us together with the analysis 
of the literature suggest that β-AR plays an important role in the complex changes in 
the balance of regulatory influences in the occurrence of PHRBCs. Activation of β1-AR 
contributes to increased release of catecholamines by adrenal chromaffin cells, increased 
role of neurohumoral component of heart rhythm regulation and causes activation of 
β2-AR. Blockade of β2-AR, on the contrary, reduces the release of catecholamines and 
prevents the development of pathological arrhythmia. The second necessary factor leading 
to the development of arrhythmias with high-amplitude BCs is blockade of T-type calcium 
channels.

Keywords: newborn rats, dysrhythmia, heart rate variability, calcium channels, nickel 
chloride, adrenoreceptors
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Полученные нами ранее результаты свидетельствуют о возможности корректирующих 
эффектов негативных последствий социальной изоляции на функционирование орга-
низма с помощью обогащенной среды. Задача настоящей работы заключалась в изуче-
нии влияния условий содержания крыс – стандартных условий, социальной изоляции 
и обогащенной среды – на стресс-реактивность гипоталамо-гипофизарно-адренокор-
тикальной системы (ГГАКС), болевую чувствительность и поведение крыс после дей-
ствия ульцерогенного стрессора. Эксперименты проводили на крысах-самцах линии 
Спрейг-Доули. Крысят 30-дневного возраста после отъема от матери помещали на 4 
недели в разные условия содержания: стандартные условия (СУ), изоляцию (СИ) или 
обогащенную среду (ОС). Через 4 недели крыс каждой группы подвергали действию 
ульцерогенного стрессора (УС): 3 ч иммобилизации при холоде (10 °С). Начиная со сле-
дующего после действия УС дня, в течение недели у всех групп крыс последователь-
но оценивали соматическую болевую чувствительность (в тесте «горячей пластины»), 
поведение (в тестах «открытое поле» и «приподнятый крестообразный лабиринт») 
и стресс-реактивность ГГАКС (по уровню кортикостерона в крови в ответ на слабый 
процедурный стрессор). Согласно полученным результатам, содержание крыс в усло-
виях СИ в наших экспериментах приводило к более быстрому увеличению массы их 
тела с увеличением возраста, повышению уровня тревожности, появлению депрессив-
ноподобных реакций у половины исследованных животных, увеличению чувствитель-
ности к болевому воздействию. В то же время крысы, содержавшиеся в ОС, отличались 
повышенной стресс-реактивностью ГГАКС, большей моторной и исследовательской 
активностью, меньшей тревожностью и меньшей чувствительностью к болевому воз-
действию. Полученные результаты представляют новые аргументы в пользу ранее 
сделанного нами заключения о том, что СИ крыс оказывает дезадаптивное влияние на 
общее функциональное состояние организма, а ОС, напротив, приводит к адаптивным 
изменениям. Проведенное исследование акцентирует внимание на важности интегра-
тивного подхода при исследовании эффектов СИ и ОС на организм.

Ключевые слова: социальная изоляция, обогащенная среда, стресс, глюкокортикоид-
ные гормоны, стресс-реактивность гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной 
системы, эрозии желудка, поведение, болевая чувствительность
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ВВЕДЕНИЕ

Социальная изоляция (недостаточный уровень социальных контактов с окружа-
ющими, объективное ощущение одиночества) и одиночество (субъективное ощуще-
ние) – явления мирового масштаба [1]. Высокий уровень социальной изоляции и оди-
ночества приводит к серьезным негативным последствиям для здоровья населения. 
Многочисленные исследования демонстрируют негативные эффекты социальной 
изоляции на различные аспекты здоровья, включающие как психическое, так и физи-
ческое благополучие [2–5]. Люди, не имеющие достаточно прочных социальных свя-
зей, подвержены повышенному риску инсульта, тревожных расстройств, депрессии [1, 
6]. Особенно уязвимы к воздействию социальной изоляции пациенты с хронической 
болью, сопровождающейся повышенной тревожностью и депрессией [6]. Социаль-
ная изоляция, являющаяся психоэмоциональным стрессором, приводит к обострению 
многих хронических заболеваний [3], а также вносит значимый вклад в развитие сер-
дечно-сосудистых заболеваний [1, 7, 8]. Социально изолированные пожилые люди бо-
лее подвержены развитию и рецидивам язвенной болезни желудка [2].

Для социально изолированных людей показан и повышенный риск смертности. 
Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что риск смертности при социальной изо-
ляции и одиночестве сопоставим или даже превосходит риски смертности, связанные 
с ожирением, курением, чрезмерным употреблением алкоголя, недостаточной физиче-
ской активностью [1]. В то же время в литературе приводятся факты о том, что наличие 
социальных связей является защитным фактором и повышает шансы на выживание до 
50% [1].

Пандемия коронавирусной инфекции COVID‑19, оказавшая беспрецедентное воз-
действие на здоровье людей [8, 9], резко обострила проблему социальной изоляции. 
Ограничение социального взаимодействия во время пандемии COVID‑19 привело 
к повышению тревожности и депрессии как у взрослых, так и у подростков [4, 5].

О признании значимости проблемы социальной изоляции на международном 
уровне свидетельствует тот факт, что в ноябре 2023 г. ВОЗ объявила об учреждении 
новой комиссии по социальным связям, которая начала заниматься проблемой изоля-
ции и одиночества как серьезной угрозой здоровью человека. Признание этого факта 
стимулирует поиск мер, направленных на борьбу с негативным влиянием социальной 
изоляции, и эта ситуация является триггером для дальнейшего развития исследований 
данной проблемы на животных.

Одним из эффективных подходов для предотвращения и уменьшения негативных 
последствий изоляции является «обогащение» окружающей среды (Environmental En-
richment или Enriched Environment). Показано, что обогащенная среда может умень-
шать тревожность и депрессию, улучшать обучение, память [10]. Факторы «обога-
щения» среды, такие как физическая активность, рисование, музыка, «виртуальная 
реальность» и многие другие, оказывают благотворное влияние на организм при раз-
личных заболеваниях [11, 12].

Для создания обогащенной среды в экспериментах на животных не существует 
единого протокола. Тем не менее наиболее распространенный «условный протокол», 
который используется нами в исследованиях на крысах, подразумевает содержание 
животных (как минимум 30 дней) в большой клетке с разнообразными предметами, 
которые часто заменяются и передвигаются, с обязательным социальным контактом 
с сородичами. При этом крысы помещаются в обогащенную среду часто (хотя и не 
всегда) сразу после отъема от матери. Комплекс мероприятий по созданию обогащен-
ной среды направлен на обеспечение трех ключевых аспектов ее обогащения: новиз-
ны, социального контакта и повышенной физической активности [13].

Первые иcследования с использованием «обогащенной среды» были выполнены 
давно. Согласно одному источнику [14] впервые обогащенную среду для содержа-
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ния животных использовал Hebb в 1947 г. с целью изучения ее влияния на обучение 
и память. Другие авторы [13] приписывают начало современных исследований с обо-
гащенной средой группе ученых – Diamond, Krech и Rosenzweig, которые в 1964 г. 
показали, что крысы, выращенные в обогащенных условиях, имеют более высокие 
когнитивные способности, чем крысы, выращенные в условиях социальной изоляции 
[15]. Эти работы послужили стимулом для дальнейших исследований с использовани-
ем обогащенной среды, результаты которых привели к заключению, что этот простой, 
недорогостоящий, немедикаментозный и нехирургический подход является чрезвы-
чайно эффективным.

Показано, что содержание животных в обогащенной среде улучшает память, спо-
собность к обучению [10, 16, 17], увеличивает общительность [18], снижает стиму-
лирующие и мотивационные эффекты наркотиков, алкоголя и вероятность рецидивов 
их приема [19, 20]. Обогащенная среда эффективно используется и для устранения 
негативных последствий социальной изоляции [21], в том числе таких, как депрессив-
ноподобное поведение [22], повышенная тревожность [10].

После пандемии наблюдается новый всплеск интереса к изучению влияния усло-
вий содержания лабораторных животных на их состояние [5, 10, 23]. Однако при этом 
по-прежнему основной интерес в большинстве работ сосредоточен на обучении, памя-
ти, поведении, и гораздо меньшее внимание уделяется изучению эффектов окружаю-
щей среды на висцеральную сферу. Существенным ограничением этих исследований 
является недостаточное внимание к тому, как условия окружающей среды влияют на 
общее функциональное состояние организма (состояние сердечно-сосудистой, дыха-
тельной системы, желудочно-кишечного тракта, болевой чувствительности) и реакции 
на стрессорные воздействия.

В наших исследованиях мы стремимся заполнить пробел в этих знаниях, используя 
интегративный подход для изучения влияния условий содержания на общее состояние 
организма. Важно отметить, что как социальная изоляция, так и обогащенная среда 
являются стрессорами, воздействующими на весь организм. При этом мы исследуем 
влияние изоляции и обогащенной среды (как самой по себе, так и при реверсии усло-
вий содержания от изоляции к обогащенной среде и наоборот) на активность ключевой 
гормональной системы стресса – гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной сис-
темы (ГГАКС), общее функциональное состояние организма крыс и развитие стресс-
индуцированных заболеваний. Полученные нами ранее результаты свидетельствуют 
о возможности корректирующих эффектов негативных последствий социальной изо-
ляции на функционирование организма с помощью обогащенной среды [24]. Настоя-
щая работа является продолжением этих исследований.

Задача настоящей работы заключалась в изучении влияния условий содержания 
крыс – стандартных условий, социальной изоляции и обогащенной среды на стресс-
реактивность ГГАКС, болевую чувствительность и поведение крыс после действия 
ульцерогенного стрессора.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на крысах-самцах линии Спрейг-Доули из ЦКП «Био-
коллекция Института физиологии им. И.П. Павлова РАН» (Колтуши, Ленинградская 
обл.). Крысята 30-дневного возраста сразу после отъема от матери помещались на 30 
дней в разные условия содержания: стандартные условия (СУ), социальную изоля-
цию (СИ) или обогащенную среду (ОС). В изоляции животные содержались по одной 
в стандартных непрозрачных пластиковых клетках для крыс (54 х 38 х 20 см), не имея 
физического и визуального контакта с другими крысами. В обогащенной среде крысы 
содержались по 6 особей в больших решетчатых клетках (100 х 50 х 80 см) с разными 
«обогащающими» аксессуарами: беговым колесом, домиками для укрытия, полками, 
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лестницами, трубами, гамаками, ванночками с водой и игрушками. Набор аксессуаров 
менялся три раза в неделю, за исключением бегового колеса, доступ к которому был 
открыт постоянно. Контролем для групп социальной изоляции и обогащенной среды 
являлись крысы, содержавшиеся в стандартных непрозрачных пластиковых клетках по 
6 штук (стандартные условия).

На протяжении 30-дневного периода еженедельно оценивали массу тела крыс во 
всех группах. Через 30 дней содержания в разных условиях – СУ, CИ или ОС – кры-
сы были разделены на две группы, и эксперименты были продолжены согласно схеме 
(рис. 1).

Fasting

Ulcerogenic
stressor

 cold restraint,
10° C, 3 h

Decapitation

(a)

Decapitation

Elevated
plus maze 

Stress reactivity
Hot plate test

Ulcerogenic
stressor: 

cold restraint,
10° C, 3 h

Open field
Hot plate test

6

21 4 8 93

21 4 93

Fasting

Days

(b)

Days

SE
SI
EE

4 weeks

Рис. 1. Экспериментальная схема. Крысята 30-дневного возраста помещались на 4 недели в разные условия 
содержания: стандартные условия (СУ), социальную изоляцию (СИ) или обогащенную среду (ОС). Затем 
они были разделены на две группы, каждая из которых подвергалась действию ульцерогенного стрессора 
(УС): 3 ч иммобилизация при холоде (10 °С). В первой группе (а) исследовали влияние условий содержания 
только на чувствительность слизистой оболочки желудка к действию УС (эксперимент 1), во второй группе 
(b) изучали влияние условий содержания на поведение, стресс-реактивность ГГАКС и соматическую боле-
вую чувствительность после действия УС (эксперимент 2).

В отдельном эксперименте, выполненном на отдельно подготовленных группах 
животных, было исследовано влияние условий содержания крыс – СУ, CИ, ОС – на 
стресс-реактивность ГГАКС в отсутствие действия УС. Схема этого эксперимента 
была аналогичной схеме эксперимента 1, однако при этом вместо предъявления ульце-
рогенного стимула тестировалась стресс-реактивность.

УС (3 ч иммобилизация при холоде, 10 °С) предъявляли крысам на фоне предвари-
тельного 24-часового голода, что уже через 3 ч действия УС приводило к образованию 
эрозий в слизистой оболочке желудка. В эксперименте 1 крыс декапитировали сразу 
после завершения действия УС. После декапитации извлекали желудок для оценки 
состояния его слизистой оболочки и собирали кровь из сосудов туловища для оценки 
уровня кортикостерона в крови. Площадь эрозий оценивали с помощью модифициро-
ванной компьютерной программы Image J [25].

В эксперименте 2 со следующего дня после действия УС (день 3) в течение недели на 
одних и тех же крысах последовательно тестировали поведение, соматическую болевую 
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чувствительность и стресс-реактивность ГГАКС, затем (день 8) крыс декапитировали 
и собирали кровь из сосудов туловища для оценки уровня кортикостерона в крови (рис. 1).

Поведение животных изучали с применением стандартных тестов «открытое поле» 
(тестирование реакции на стресс новизны, общей двигательной активности), «припод-
нятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ) (анализ уровня тревожности). Исследование 
в тесте «открытое поле» проводили на следующий день после УС (день 3), в тесте 
ПКЛ – через день после УС (день 4).

Соматическую болевую чувствительность оценивали на основании латентного пе-
риода (ЛП) реакции облизывания лап в тесте «горячей пластины» (ООО «Алгоритм», 
Россия) при температуре 52 ˚С. Соматическую болевую чувствительность тестировали 
дважды: на 2-й (день 3) и 5-й день после действия УС (день 6). Между первым и вто-
рым тестированием соматической болевой чувствительности осуществлялось тести-
рование поведения и стресс-реактивности ГГАКС. Интервал между тестированием со-
матической болевой чувствительности и предшествующим тестированием поведения 
или стресс-реактивности ГГАКС составлял не менее 3 ч. Тестирование ЛП болевой 
реакции проводилось в одно и то же время суток.

Стресс-реактивность ГГАКС оценивали на основании уровня кортикостерона 
в плазме крови в ответ на слабый процедурный стрессор (взятие крыс в руки, забор 
проб крови из кончика хвоста) через 30 и 60 мин после начала стрессорной процеду-
ры. Уровень кортикостерона в плазме крови определяли иммуноферментным методом 
с использованием набора реагентов «Кортикостерон крыса/мышь-ИФА» («ХЕМА») на 
анализаторе Star Fax 2100 (Awareness Technology Inc, США).

Результаты исследования были проанализированы с помощью программы MedCalc 
Version 12.2.1.0. (Статистика для биомедицинских исследований, MedCalc Software, 
Бельгия). Двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений (Repeated 
measures ANOVA) был использован для анализа изменения массы тела, стресс-реак-
тивности ГГАКС и соматической болевой чувствительности. Для оценки нормально-
сти распределения использовали Kolmogorov-Smirnov test. Для оценки равенства ди-
сперсий использовали Levene’s test. В случае, когда гипотеза о равенстве дисперсий 
отвергалась, применяли непараметрический Kruskal-Wallis test. Однофакторный ди-
сперсионный анализ (One way ANOVA) или Kruskal-Wallis тест был использован для 
сравнения площадей поражения слизистой оболочки желудка, уровней кортикостерона 
в плазме крови после декапитации крыс. Зависимость между уровнями кортикостерона 
в плазме крови и соматической болевой чувствительностью у крыс с активной и пас-
сивной стратегией поведения оценивали на основании корреляции Пирсона (Pearson’s 
correlations). Различия между группами в тестах «открытое поле» и ПКЛ оценивали 
с помощью теста Манна – Уитни. Данные представлены как среднее значение ± SEM. 
Различия между группами считались значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние условий содержания крыс на массу тела
Условия содержания крыс влияли на изменение их массы тела. Содержание крыс 

в условиях CИ в течение 30 дней приводило к достоверно (p < 0.05) более быстрому 
увеличению их массы тела по сравнению с животными, содержащимися в ОС и СУ 
(рис. 2). Увеличение массы тела у крыс в условиях CИ по сравнению с массой тела 
крыс из ОС наблюдалось, начиная со второй недели содержания. Через три недели 
содержания масса тела у крыс в условиях CИ увеличивалась еще больше и превышала 
таковую уже не только у крыс из ОС, но и у животных, содержащихся в СУ (рис. 2). 
У крыс, содержащихся в ОС и СУ, достоверных отличий между массой тела обнару-
жено не было.
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Рис. 2. Влияние условий содержания крыс на изменение массы тела в период, предшествующий экспери-
ментам 1 и 2. Достоверность отличий при p < 0.05: * от группы «социальная изоляция» (CИ). ОС – обога-
щенная среда, СУ – стандартные условия. Количество случаев в группе n = 11–12.

Влияние условий содержания крыс на уровень кортикостерона в крови и образова-
ние эрозий в слизистой оболочке желудка через 3 ч после начала действия ульцероген-
ного стрессора
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Рис. 3. Влияние условий содержания крыс на уровень кортикостерона в плазме крови после действия уль-
церогенного стрессора (3 ч иммобилизация при холоде, 10 ˚С) (a) и среднюю площадь эрозий в желудке, ин-
дуцированных действием данного стрессора (b). ОС – обогащенная среда, CИ – изоляция, СУ – стандартные 
условия. Количество крыс: (а) – n = 10–11; (b) – n = 12.

После действия ульцерогенного стрессора (3 ч иммобилизация, 10 ˚С) не было об-
наружено достоверных отличий между средними уровнями кортикостерона у крыс, 
содержащихся в СУ, ОС и СИ (рис. 3а). Трехчасовая иммобилизация при температуре 
10 °С на фоне 24 ч голода приводила к появлению эрозивных повреждений в слизистой 
оболочке желудка крыс всех групп. Достоверных отличий (p = 0.86) в средней площади 
эрозивных повреждений желудка между группами также не было выявлено (рис. 3b).
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Влияние условий содержания крыс на стресс-реактивность ГГАКС
Содержание крыс в условиях СИ не приводило к изменению стресс-реактивности 

ГГАКС в ответ на слабый процедурный стрессор (взятие крыс в руки, забор проб крови 
из кончика хвоста) по сравнению с таковой у контрольных крыс (СУ). В то же время 
содержание крыс в ОС вызывало повышение стресс-реактивности ГГАКС (рис. 4а).
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Рис. 4. Влияние условий содержания крыс на стресс-реактивность ГГАКС без ульцерогенного стрессора 
(а) и в условиях его действия (3 ч иммобилизация, 10 ˚С) (b). Достоверность отличий при p < 0.05: * от ба-
зального уровня (0 точка); # от группы ОС (обогащенная среда). СИ – изоляция, СУ – стандартные условия. 
Количество случаев в группе n = 6.

Исходные (базальные) уровни кортикостерона в плазме (0 точка) достоверно не отлича-
лись (p = 0.08 (рис. 4а); p = 0.73 (рис. 4b)) между группами, содержащимися в ОС, СУ и CИ.

Слабый процедурный стресс приводил к повышению уровня кортикостерона в плаз-
ме крови (рис. 4). В отсутствие действия УС у всех групп животных через 30 мин наблю-
далось увеличение уровня кортикостерона по сравнению с базальным уровнем, которое 
сохранялось и на 60-й минуте, при этом были обнаружены различия между группами 
как по величине уровня кортикостерона в ответ на процедурный стресс, так и по его ди-
намике (рис. 4а). Крысы из ОС имели более высокий уровень кортикостерона в ответ на 
процедурный стресс на 30-й и 60-й минуте по сравнению с другими группами (рис. 4а), 
то есть они обладали большей стресс-реактивностью ГГАКС по сравнению с крысами 
из СУ и CИ. В группе ОС уровень кортикостерона сразу достигал своего максимума для 
данных условий и далее не изменялся (не было достоверных отличий между уровнями 
кортикостерона на 30-й и 60-й минуте), тогда как в группах CИ и СУ наблюдалось посте-
пенное увеличение уровня кортикостерона, о чем свидетельствуют достоверные отличия 
(p < 0.001) между уровнями кортикостерона на 30-й и 60-й минуте.

Как и в отсутствие действия УС, после его применения у всех групп животных 
наблюдалось увеличение уровня кортикостерона на 30-й и 60-й минуте по сравнению 
с базальным уровнем, а также были обнаружены достоверные различия между группа-
ми (рис. 4b). Большая стресс-реактивность крыс из ОС по сравнению с другими груп-
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пами сохранялась и в условиях действия УС. Об этом свидетельствует более высокий 
уровень кортикостерона у крыс из ОС по сравнению с крысами из СУ и CИ, однако 
данный эффект проявлялся только на 60-й минуте, тогда как на 30-й минуте достовер-
ные отличия между группами отсутствовали (p = 0.15). Несмотря на то, что величина 
подъема уровня кортикостерона отличалась между группами, его динамика после дей-
ствия УС была схожей во всех группах: уровень кортикостерона повышался на 30-й 
минуте и далее достоверно не изменялся (ни в одной из групп не было обнаружено 
достоверных отличий между точками 30 и 60 минут).

Группы СУ и СИ не отличались между собой ни по величине уровня кортикосте-
рона в ответ на процедурный стресс, ни по его динамике, как в условиях действия УС, 
так и без него. При этом следует отметить, что в условиях предварительного ульцеро-
генного воздействия у этих групп (СУ и СИ) максимальный уровень кортикостерона 
в крови наблюдался раньше, уже на 30-й минуте, а не на 60-й, как это было в условиях 
без предварительного ульцерогенного воздействия.

Влияние условий содержания крыс на реактивность к ульцерогенному стрессору: 
поведенческие исследования

Тест «Открытое поле»
При анализе поведения в тесте «Открытое поле» было обнаружено, что животные 

в группе СИ диаметрально различались по реакции на стресс, вырабатывая либо пас-
сивную, либо активную поведенческую стратегию. В соответствии с этим эксперимен-
тальная группа СИ была разделена в поведенческих исследованиях на 2 подгруппы: 
активной (58% животных) и пассивной стратегии (42% животных), которые анали-
зировались отдельно. Кроме того, эти подгруппы отдельно были проанализированы 
и в отношении болевой чувствительности.

Воздействие УС само по себе не оказало влияния на поведенческие показатели 
в «открытом поле» животных, содержавшихся в СУ (рис. 5). У крыс пассивной под-
группы СИ с последующим воздействием УС наблюдалось более чем трехкратное 
снижение двигательной активности, прежде всего горизонтальной (рис. 5). Их двига-
тельная активность была значимо снижена по сравнению с таковой у животных других 
экспериментальных групп, в том числе содержавшихся в СУ или ОС (рис. 5). Досто-
верное, но менее выраженное снижение двигательной активности после действия УС 
наблюдалось также в группе крыс, содержавшихся в ОС (рис. 5).
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Животные всех исследованных групп не имели достоверных отличий по времени 
груминга и количеству актов дефекации, которые могли бы свидетельствовать об эмо-
циональности, смещенной или стереотипной поведенческой активности.

Таким образом, по реакции на стрессор в группе СИ+УС животные приблизитель-
но поровну разделяются на уязвимых (демонстрирующих депрессивноподобные реак-
ции, пассивная подгруппа) и устойчивых (по реакции на СИ и УС не отличающихся 
от СУ, активная подгруппа). Подобная сниженная двигательная активность животных 
в тесте «открытого поля» может отражать выбор пассивных стрессорных копинг-стра-
тегий или моторную заторможенность, характерную для постстрессорных депрес-
сивноподобных состояний. УС в группе СУ не приводил к достоверным изменениям 
поведения. При этом содержание в ОС с последующим УС также незначительно, но 
достоверно снижало двигательную активность крыс относительно группы СУ, однако 
при этом животные данной группы значимо (более чем в 2 раза) отличались от пассив-
ной подгруппы изоляции более высокой двигательной активностью.

Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт»
В тесте ПКЛ сам по себе УС также не оказывал влияния на поведение животных, 

в частности, не обладал анксиогенным эффектом. Однако его сочетание с предвари-
тельной СИ значительно повышало уровень тревожности, что выражалось в досто-
верно меньшем количестве времени, проведенном в центре, а также выходов в центр 
и открытые рукава установки ПКЛ у всех крыс группы СИ +УС (рис. 6a, b, d). Время, 
проведенное в открытых рукавах ПКЛ, также имело тенденцию к снижению в группе 
СИ+УС, однако статистическая значимость по данному показателю не была достиг-
нута вследствие большого разброса значений в контрольной группе (СУ) (рис. 6с). Не 
наблюдалось различий между группами СУ (контроль), СУ+УС, ОС+УС ни по одному 
из исследуемых показателей, характеризующих уровень тревожности. При этом время, 
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проведенное в центре (рис. 6а), а также число выходов в центр и открытые рукава (рис. 
6b, d) в группе ОС+УС были достоверно выше, чем в группе СИ+УС.

Важно отметить, что в отличие от «открытого поля» при тестировании в ПКЛ 
группа СИ не распадалась на две подгруппы с различающимися поведенческими ре-
акциями. Это хорошо согласуется и с полученными данными по стресс-реактивности 
ГГАКС, при анализе которых было выявлено, что группы изолированных крыс с актив-
ной и пассивной стратегией поведения не отличаются между собой по стресс-реактив-
ности ГГАКС. Не было обнаружено достоверных отличий между данными группами 
ни по уровню кортикостерона, ни по его динамике. Уровни кортикостерона на 60-й 
минуте у крыс, содержащихся в СИ, как с активной, так и пассивной стратегией пове-
дения были достоверно меньше по сравнению с уровнем кортикостерона у крыс из ОС.

Таким образом, длительное нахождение крыс в СИ приводило к повышенному уров-
ню тревожности в тесте ПКЛ. Повышенный уровень тревожности и сниженный уровень 
исследовательской активности в тесте ПКЛ может свидетельствовать об анксиогенном 
эффекте социальной изоляции у исследуемых крыс, причем данное тревожное состояние 
формировалось у большинства животных, в отличие от нарушений поведения у части 
изолированных животных, выявленных в тесте «открытого поля». Животные, содержав-
шиеся в ОС, по уровню тревожности в ПКЛ не отличались от крыс группы СУ и СУ+УС.

Влияние условий содержания на соматическую болевую чувствительность крыс
Содержание крыс в различных условиях оказало влияние на соматическую болевую 

чувствительность в условиях действия УС. На следующий день после предъявления УС 
(день 3 на схеме, рис. 1) были обнаружены достоверные отличия между латентными пе-
риодами (ЛП) болевой реакции в ответ на действие термического стимула у крыс, содер-
жавшихся в различных группах (СУ, СИ и ОС). Крысы, содержавшиеся в СИ, оказались 
наиболее чувствительны к действию термического болевого стимула: ЛП реакции обли-
зывания лап в данной группе был достоверно меньше (p < 0.05) по сравнению с таковым 
в группах СУ и ОС. В то же время крысы, содержавшиеся в ОС, имели наименьшую 
чувствительность к действию термического болевого стимула по сравнению с чувстви-
тельностью к данному стимулу крыс из СУ и СИ. ЛП данной группы во всех случаях 
существенно превышали (p < 0.05) ЛП, измеренные у других групп крыс (рис. 7). В свою 
очередь, ЛП крыс из СУ достоверно (p < 0.05) превышали ЛП у крыс, находящихся 
в условиях СИ, но были меньше, чем ЛП болевой реакции у крыс из ОС. При втором 
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тестировании ЛП болевой реакции, так же как и при первом тестировании, крысы из 
ОС были наименее чувствительны к действию болевого раздражителя: не было обнару-
жено отличий между ЛП у крыс, содержавшихся в условиях СИ и СУ на 5-й день после 
действия УС (день 6 на схеме, рис. 1), но при этом ЛП болевой реакции у крыс из ОС 
оставался стабильным и достоверно (p < 0.05) превышал ЛП у крыс из групп СУ и СИ.

Поскольку в тесте «открытое поле» было продемонстрировано разделение крыс, со-
державшихся в CИ, на две подгруппы – с активной и пассивной стратегией поведения, 
в данных подгруппах мы оценивали также и соматическую болевую чувствительность. 
Сравнение средних ЛП реакции облизывания лап у крыс, находящихся в условиях CИ 
с пассивной (16.3 ± 1.9 с, n = 5) и активной (12.7 ± 2.1 с, n = 7) стратегией поведения, 
не выявило достоверных отличий между данными группами. Однако средние ЛП как 
«пассивных», так и «активных» крыс были достоверно (p < 0.05) меньше по сравнению 
с ЛП в группе крыс из ОС, причем у «активных» крыс они были достоверно (p < 0.05) 
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меньше не только по сравнению с группой ОС (27.0 ± 2.7 с, n = 12), но и по сравнению 
с группой СУ (22.0 ± 2.8 с, n = 11). При этом было показано, что уровень кортикосте-
рона у «пассивных» крыс, содержащихся в группе CИ, достоверно (p < 0.05) ниже по 
сравнению с уровнями кортикостерона у крыс, содержащихся в ОС (рис. 8а).

Была обнаружена корреляционная зависимость между уровнем кортикостерона 
и ЛП реакции облизывания лап, измеренными у одних и тех же крыс как с пассивной, 
так и активной стратегией поведения, находящихся в условиях CИ. Коэффициенты 
корреляции для «активных» и «пассивных» крыс в группе СИ при первом тестирова-
нии соматической болевой чувствительности после действия УС (день 3) составляли 
0.75 (р = 0.058) и 0.87 (р < 0.05) соответственно; а при втором тестировании (день 6) – 
0.74 (р < 0.05) и 0.94 (р < 0.02) соответственно. Таким образом, меньшему ЛП и, следо-
вательно, большей чувствительности к термическому болевому стимулу соответство-
вал более низкий уровень кортикостерона в крови (рис. 8b и c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенного сравнительного исследования свидетельствуют о том, что 
условия содержания крыс в течение 1 месяца после отъема от матери – СИ, ОС и СУ – 
влияют на функциональное состояние организма, их стрессоустойчивость и поведение. 
СИ крыс приводила к более быстрому увеличению массы их тела с увеличением возраста, 
повышению уровня тревожности, появлению депрессивноподобных реакций у половины 
исследованных животных, увеличению чувствительности к болевому воздействию. В то 
же время крысы, содержавшиеся в ОС, отличались повышенной стресс-реактивностью 
ГГАКС, большей моторной и исследовательской активностью, меньшей тревожностью 
и меньшей чувствительностью к болевому воздействию. Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что СИ крыс оказывает негативное влияние на общее функциональное со-
стояние их организма, ОС, напротив, приводит к позитивным изменениям в организме.

В нашей работе изменения условий содержания крыс начались с первого месяца 
после отъема от матери, поскольку известно, что СИ в раннем возрасте приводит к нега-
тивным последствиям для организма. Нарушение социального взаимодействия в ранние 
критические периоды развития негативно влияет на когнитивные, социальные и речевые 
способности и в дальнейшем может повышать предрасположенность к развитию тре-
вожных или депрессивных расстройств [4], увеличивать риск употребления наркотиков 
и алкоголя [20].

Выявленное влияние СИ на повышение массы тела у крыс с увеличением их воз-
раста хорошо согласуется с данными литературы [26–28]. Одной из причин такого по-
следствия СИ может являться увеличенное потребление пищи вследствие нарушения 
пищевого поведения [26, 27].

Влияние СИ и ОС на активность ГГАКС, болевую чувствительность и поведение 
крыс исследовали после действия УС (3 ч иммобилизации при холоде), которому под-
вергались крысы через 4 недели после их содержания в разных условиях. Включение 
УС в схему основного эксперимента (рис. 1b), а также в отдельный самостоятельный 
эксперимент (рис. 1а) было сделано по двум причинам.

Первая причина определяется нашим интересом к проблеме язвообразования в же-
лудке, изучением которой мы занимаемся [29–32], фокусируясь на выявленной нами 
роли глюкокортикоидных гормонов в гастропротекции [33, 34]. Один из важных аспек-
тов этих исследований связан с выяснением целостной картины состояния организма 
при язвообразовании в желудке, отражающей как влияние общего состояния организма 
на процесс язвообразования [35–37], так и влияние язвенной патологии на общее состо-
яние организма [38]. Согласно результатам настоящей работы, СИ или ОС не оказали 
значимого влияния ни на образование эрозий в слизистой оболочке желудка, ни на уро-
вень кортикостерона в крови через 3 ч после начала действия УС. Слишком сильное 
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стрессорное воздействие (иммобилизация при холоде) могло нивелировать эффекты 
предшествующих условий содержания животных. Это предположение поддерживают 
данные об усугубляющем влиянии СИ на язвообразование в желудке, индуцированное 
более мягкими ульцерогенными стимулами, например, такими как иммобилизация без 
холода [39] или 2-часовое действие индометацина [24]. Отсутствие влияния условий со-
держания на стресс-индуцированный гормональный ответ хорошо согласуется с отсут-
ствием их влияния и на стресс-индуцированные эрозии. Согласно результатам наших 
работ, направленных на оценку гастропротективной роли глюкокортикоидных гормонов, 
продуцирующихся при стрессе, усугубление образования эрозий, индуцированных 3-ча-
совой иммобилизацией при холоде, наблюдается при существенном снижении стресс-
индуцированной продукции кортикостерона у крыс [33]. Условия содержания крыс – ОС 
и СИ – являются умеренными воздействиями, после которых, вероятно, стоит ожидать 
изменений в стресс-реактивности ГГАКС лишь на более слабые стрессоры, что мы и по-
казали в настоящей работе с использованием слабого процедурного стрессора.

Другая причина проведения исследований с включением в эксперимент УС связана 
с недостатком работ о влиянии СИ и ОС на стрессоустойчивость и поведение с исполь-
зованием физических стрессоров. При исследовании влияния условий содержания на 
поведение и стрессоустойчивость обычно изучают реакцию крыс на психоэмоциональ-
ный, социальный стрессор (тесты на социальное взаимодействие или поражение) [13], 
мало работ, в которых используется физический (иммобилизация, холод) стрессор [40].

Важным показателем функционального состояния любой гормональной системы 
является ее реактивность на воздействия, при этом оцениваются: фазность реакции, 
ее амплитуда, скорость выключения. С целью анализа реактивности ГГАКС на более 
слабое стрессорное воздействие исследовали выброс кортикостерона в ответ на слабый 
процедурный стрессор. Было установлено, что содержание животных в ОС с последу-
ющим УС, а также и без него приводит к умеренному повышению стресс-реактивности 
ГГАКС. Аналогичный профиль динамики активации ГГАКС был ранее описан нами для 
гипоксического прекондиционирования – немедикаментозного воздействия, значитель-
но повышающего устойчивость к неблагоприятным факторам, в том числе стрессорам 
[41]. Модификация стресс-реактивности ГГАКС, очевидно, представляет собой один из 
важных механизмов, обеспечивающих повышение стрессоустойчивости у животных, 
содержавшихся в ОС. О том, что выявленное повышение стресс-реактивности ГГАКС 
может способствовать повышению адаптационного потенциала организма, свидетель-
ствуют результаты нашей предыдущей работы, демонстрирующие увеличение работо-
способности у животных, содержавшихся 1 месяц в точно таких же условиях ОС [24]. 
Полученные нами данные хорошо согласуются с представлением о том, что ОС – это 
«прививочный» стрессор, повышающий устойчивость организма к последующим стрес-
сорным воздействиям [13]. Мы рассматриваем ОС как умеренный прекондиционирую-
щий стрессор с большим адаптационным потенциалом. Полученные в настоящей работе 
данные хорошо согласуются с результатами наших предыдущих исследований, демон-
стрирующих адаптивные эффекты стрессорного прекондиционирования [42].

Условия содержания – СИ и ОС – по-разному влияли на ориентировочно-иссле-
довательское поведение крыс. Нами было установлено, что в тесте «открытое поле» 
животные из группы СИ приблизительно поровну разделялись на уязвимых (демон-
стрирующих депрессивноподобные реакции) и устойчивых (по реакции на УС не от-
личающихся от контрольных). При этом все крысы после СИ демонстрировали повы-
шенный уровень тревожности и сниженный уровень исследовательской активности 
в тесте ПКЛ. Крысы, содержавшиеся в ОС, отличались от крыс, содержавшихся в СИ, 
большей моторной и исследовательской активностью, а также меньшей тревожно-
стью. Таким образом, СИ в раннем возрасте у крыс в нашем исследовании привела 
к развитию повышенной тревожности и реакциям избегания при помещении в новую 
обстановку, что согласуется с данными литературы [43, 44].



1523ВЛИЯНИЕ СОЦИАЛЬНОЙ ИЗОЛЯЦИИ И ОБОГАЩЕННОЙ СРЕДЫ

В литературе имеются и данные о развитии депрессивноподобных проявлений 
у крыс при СИ [45], которые оцениваются по изменению локомоторной активности 
в тесте «открытое поле», что тоже согласуется с нашими результатами. Однако нами 
впервые было выявлено, что популяция крыс после СИ не является однородной по 
развитию депрессивноподобных реакций, а подразделяется на две подгруппы – актив-
ную и пассивную. Полученные данные могут иметь прикладное значение. Изучение 
индивидуальных причин уязвимости к социальной изоляции может быть важным для 
профилактики таких состояний у некоторых групп людей.

Обогащение среды не оказывало влияния на уровень тревожности у крыс как в на-
шем эксперименте, так и в исследованиях других авторов [43, 44]. Такие крысы про-
водили достаточно много времени в открытых рукавах приподнятого крестообразного 
лабиринта или открытом поле, исследуя окружающую среду, что является полной про-
тивоположностью поведения крыс из СИ.

Данные литературы свидетельствуют о высокой степени коморбидности между де-
прессией и болью: боль является фактором риска для развития депрессии, а депрессия, 
в свою очередь, может усугублять хроническую боль [46, 47]. В связи с этим в наших 
экспериментах мы исследовали влияние условий содержания крыс и ульцерогенного 
стрессора не только на тревожность и депрессивноподобное поведение крыс, но и на 
их соматическую болевую чувствительность.

Полученные данные о влиянии ОС на соматическую болевую чувствительность 
находятся в соответствии с результатами наших предыдущих исследований и значи-
тельно расширяют их. Ранее мы показали, что содержание крыс в течение длительного 
времени (6 недель) как в условиях СИ, так и в условиях ОС само по себе вызывает 
уменьшение соматической болевой чувствительности, при этом крысы из ОС проде-
монстрировали наименьшую чувствительность к действию болевого раздражителя по 
сравнению с другими группами [24]. Согласно результатам настоящей работы, наи-
меньшая чувствительность к действию болевого стимула у крыс из ОС сохраняется 
и после УС, что хорошо согласуется с данными литературы о том, что длительное со-
держание крыс в ОС может уменьшать хроническую боль, вызванную повреждением 
периферического нерва [48, 49], воспалением [10] или мигренью [50].

Несмотря на то, что СИ сама по себе, как и ОС, может вызывать снижение сомати-
ческой болевой чувствительности [24, 51], в условиях дополнительного действия УС 
крысы, содержавшиеся в СИ, продемонстрировали усиление болевой чувствительности 
по сравнению с другими группами (рис. 7). Полученные данные, как и результаты дру-
гих исследователей об усугублении хронической боли в условиях СИ [52], – стимул для 
поиска возможных способов коррекции негативных последствий СИ на болевую чувст-
вительность. Результаты настоящей работы вместе с ранее полученными нами данны-
ми [24] свидетельствуют в пользу того, что «обогащение» среды может быть одним из 
возможных нефармакологических подходов к уменьшению боли в условиях патологии.

Новым фактом, который мы обнаружили в настоящей работе, является позитивная 
корреляция между уровнем кортикостерона в плазме крови и ЛП болевой реакции у крыс 
в группе СИ, что свидетельствует о возможности участия глюкокортикоидных гормонов 
в регуляции болевой чувствительности в данных условиях. На основании результатов на-
стоящей работы, а также наших предыдущих исследований [31, 53] можно предположить, 
что одной из причин усиления болевой чувствительности крыс в СИ является снижение 
функциональной активности ГГАКС, особенно ярко выраженное у крыс с пассивной 
стратегией поведения (рис. 8а). Следует отметить, что крысы с пассивной стратегией по-
ведения, имеющие низкие болевые пороги и низкий уровень кортикостерона (рис. 8b, c), 
продемонстрировали также и депрессивноподобное поведение, что находится в соответ-
ствии с данными литературы о коморбидности между депрессией и болью [47].

Полученные данные – новые знания, значимо дополняющие результаты последних ис-
следований, фокусирующихся на разработке нефармакологических подходов для уменьше-
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ния боли, связанных с активацией естественных для организма защитных противоболевых 
механизмов [49, 54, 55], в том числе и вовлекающих глюкокортикоидные гормоны [56].

Оригинальность проведенного исследования и полученных результатов заключается 
в комплексном сравнительном подходе к решению вопроса о влиянии как СИ, так и ОС на 
функциональное состояние всего организма. Полученные результаты – новые аргументы 
в пользу ранее сделанного заключения [24] о том, что СИ крыс оказывает дезадаптивное 
влияние на их общее функциональное состояние, а ОС, напротив, приводит к адаптивным 
изменениям в организме. В целом результаты настоящей работы вносят вклад в сущест-
вующие знания о негативном влиянии СИ и позитивном влиянии ОС на функционирова-
ние организма.
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The Influence of Social Isolation and Enriched Environment on the Activity  
of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenocortical (HPA) Axis, Pain Sensitivity,  

and Behavior in Rats after Exposure to an Ulcerogenic Stressor

© 2024 N. I. Yaruskinaa, *, M. Yu. Zenkoa, O. Yu. Morozova a, O. P. Komkovaa, 
K. A. Baranovaa, S. E. Zhuikova a, E. A. Rybnikova a, and L. P. Filaretovaa

aPavlov Institute of Physiology, St. Petersburg, Russia
*e-mail: yarushkinani@infran.ru

The results we obtained earlier indicate the potential for corrective effects on the negative 
consequences of social isolation on the functioning of the body through an enriched 
environment. The aim of the present study was to investigate the influence of housing 
conditions for rats – standard conditions, social isolation, and an enriched environment – on 
the activity of the hypothalamic-pituitary-adrenocortical (HPA) axis, focusing on HPA axis 
stress reactivity, pain sensitivity, and rat behavior following exposure to an ulcerogenic 
stressor. The experiments were conducted on male Sprague-Dawley rats. Thirty-day-old 
rats, after being weaned from their mothers, were placed in different housing conditions 
for four weeks: standard environment (SE), isolation (SI), or an enriched environment 
(EE). After four weeks, rats from each group were exposed to an ulcerogenic stressor 
(US): 3 hours of cold immobilization (10 °C). Starting the day after US exposure, for one 
week, all groups of rats were sequentially assessed for somatic pain sensitivity (in the “hot 
plate” test), behavior (in the “open field” and “elevated plus maze” tests), and HPA stress 
reactivity (based on corticosterone levels in response to mild procedural stress). According 
to the results, SI conditions in our experimental setup led to a faster increase in body weight 
with age, higher anxiety levels, depressive-like reactions in half of the animals studied, and 
increased sensitivity to painful stimuli. At the same time, rats kept in the EE showed higher 
HPA axis stress reactivity, greater motor and exploratory activity, lower anxiety, and lower 
sensitivity to painful stimuli. The obtained results provide new evidence supporting our 
previous conclusion that SI exerts maladaptive effects on the overall functional state of the 
rats' bodies, while EE, on the contrary, leads to adaptive changes in the body. This study 
highlights the importance of an integrative approach when studying the effects of SI and 
EE on the body.

Keywords: social isolation, enriched environment, stress, glucocorticoid hormones, stress 
reactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenocortical system, gastric erosions, behavior, 
pain sensitivity, rats
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ПАМЯТИ ПРОФЕССОРА НИНЫ КОНСТАНТИНОВНЫ ПОПОВОЙ

(10 ФЕВРАЛЯ 1929 г. – 28 СЕНТЯБРЯ 2024 г.)

28 сентября 2024 года ушла из жизни д. м. н., профессор Попова Нина Константи-
новна, признанный во всем мире специалист в области нейрогеномики поведения.

Научная карьера Н.К. Поповой началась в Казахском государственном медицинском 
институте, который она закончила в 1953 году. После обучения Н.К. Попова работала 
ассистентом в Карагандинском медицинском институте, а затем младшим научным 
сотрудником в Институте экспериментальной биологии и медицины СО АН СССР. 
Дальнейшая научная жизнь Н.К. Поповой была тесно связана с Институтом цитологии 
генетики СО РАН, где с 1970 по 2013 год она заведовала Лабораторией нейрогеномики 
поведения. С 2013 года до настоящего времени Нина Константиновна продолжала ра-
ботать в той же лаборатории в должности главного научного сотрудника.

Н.К. Попова – основатель оригинального научного направления физиологической 
генетики, посвященного изучению медиаторов мозга в молекулярно-генетической ре-
гуляции нормального и патологического поведения. Ею опубликовано более 300 науч-
ных работ, в том числе более 200 в международных изданиях. В базе данных Web of 
Science зарегистрирована 291 статья Н.К. Поповой, количество цитирований – 3978, 
индекс Хирша – 33.
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В исследованиях Н.К. Поповой и работах возглавляемого ею коллектива выявлены 
особенности генетического контроля различных видов защитного поведения. Впервые 
установлено, что доместикация животных связана со значительными изменениями 
в метаболизме и рецепции основных регуляторов эмоциональности и агрессивного 
поведения – серотониновой и дофаминовой системах мозга. Большой цикл исследо-
ваний Нины Константиновны посвящен эволюционным и онтогенетическим аспектам 
изучения нейромедиатора серотонина. В последние годы под ее руководством были 
получены значимые данные о роли взаимодействия биогенных аминов и нейротрофи-
ческих факторов мозга в механизмах нормального и патологического поведения.

Работы Н.К. Поповой получили международное признание. Она была организа-
тором двух Всесоюзных симпозиумов «Медиаторы в генетической регуляции пове-
дения» (Новосибирск, 1986, 1988) и членом Оргкомитета Всесоюзных конференций 
по экологической физиологии и нескольких съездов физиологов Сибири. Н.К. Попова 
в течение ряда лет была членом редколлегии «Сибирского биологического журнала», 
журнала «Нейрохимия», а также международных журналов “News in Physiological 
Sciences” (США) и “Biogenic Amines” (Франция). В течение 15 лет Нина Констан-
тиновна входила в состав редколлегии «Российского физиологического журнала им. 
И.М. Сеченова», где осуществляла большую работу по улучшению качества публи-
каций, стремилась привлекать авторов, получивших интересные данные в различных 
областях современной физиологии.

Н.К. Попова – руководитель ряда грантов РФФИ и РНФ, грантов РАН «Фундамен-
тальные науки – медицине» и «Молекулярная и клеточная биология», нескольких гран-
тов СО РАН «Интеграция» и ГНТП «Приоритетные направления генетики». На про-
тяжении многих лет Н.К. Попова на высоком методическом и научном уровне читала 
в Новосибирском государственном университете курс лекций «Биологически актив-
ные вещества», была руководителем большого числа дипломных работ. Длительное 
время Нина Константиновна была председателем Новосибирского отделения Всесо-
юзного общества фармакологов. Под ее руководством успешно защищены 29 канди-
датских и 6 докторских диссертаций. За заслуги в развитии приоритетного направле-
ния в области физиологической генетики, в воспитании и подготовке научных кадров 
Н.К. Поповой в 1998 г. было присвоено почетное звание «Заслуженный деятель науки 
Российской Федерации». Н.К. Попова на протяжении многих лет являлась экспертом 
РНФ, РФФИ, рецензентом в ведущих отечественных и ряде международных журна-
лов, членом Совета по грантам Правительства РФ, членом международных обществ 
International Brain and Behavioral Society (IBANGS), Serotonin Club.

Жизнелюбие, активность, остроумие, интеллигентность и всеобъемлющая доброта 
Нины Константиновны служили ориентиром для окружающих ее учеников и коллег, 
для всех родных и близких. В наших воспоминаниях она навечно останется великим 
ученым и мудрым наставником, всегда готовым оказать помощь. Мы все скорбим о по-
стигшей нас утрате. Память о Нине Константиновне навечно останется в наших сер-
дцах и стенах Института цитологии и генетики СО РАН.
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