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Проблема выбора адекватного метода выявления микроглии актуальна для современных нейрофизио-
логических и междисциплинарных исследований в связи с отсутствием универсальных подходов, поз-
воляющих визуализировать эту популяцию клеток в препаратах головного мозга человека и лаборатор-
ных животных. В настоящем исследовании изучалась возможность использования пуринергического
рецептора P2Y12 в качестве маркера для сравнительного анализа микроглии у человека и нескольких
неродственных видов животных (кролик, крыса, мышь, суслик). Для исследования применялись анти-
тела к рекомбинантному пептиду, соответствующему 303–342 аминокислотам P2Y12 рецептора чело-
века. Показано, что наилучшие результаты выявления микроглии были характерны для человека, кро-
лика и крысы. У суслика и мыши, помимо выявляемой микроглии, обнаруживалась неспецифическая
реакция со стороны других клеток, отрицательное влияние которой на качество получаемых изображе-
ний можно уменьшить, используя средства конфокальной микроскопии. Во всех исследованных слу-
чаях отмечалось отсутствие иммунопозитивных макрофагов и клеток амебоидной микроглии, что сви-
детельствует о перспективности использования P2Y12 как высокоселективного маркера покоящейся
микроглии. В рамках настоящего исследования впервые была проведена визуализация микроглии го-
ловного мозга кролика и суслика с использованием антител против пуринергического рецептора
P2Y12.

Ключевые слова: микроглия, пуринергические рецепторы, иммуногистохимия, конфокальная микро-
скопия, человек, млекопитающие
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В последние годы в нейрофизиологических,
биохимических и молекулярно-биологических ис-
следованиях все чаще используются методы имму-
ногистохимии [1–9], которые, при условии их пра-
вильного применения, позволяют получать важ-
ные сведения об изменениях функционального
статуса клеток нервной системы. В связи с высокой
сложностью методов иммуногистохимии и особен-
ностями иммунологических подходов, используе-
мых для визуализации белковых маркеров, при
проведении иммуногистохимических реакций не-
редко возникают проблемы, связанные со специ-
фичностью используемых реагентов [10–12],
которые не всегда могут быть определены с уче-
том результатов общепринятых контрольных
процедур [13–15]. Не является редкостью и несо-

ответствие заявленных производителем характе-
ристик антител их действительным свойствам [12,
16]. Особую важность для сравнительных физиоло-
гических и эволюционных исследований пред-
ставляет проблема видовой специфичности анти-
генных маркеров, которые в ряде случаев для тако-
вых исследований оказываются непригодны, либо
имеют ограничения, которые невозможно выявить,
ориентируясь лишь на данные, предоставляемые
производителем реактивов [12, 17]. В частности, не
указывается весь перечень видов животных, на ма-
териале которых возможно использование данных
антител. И если информацию о давно известных
маркерах можно восполнить, изучая литературные
источники, то относительно новые маркеры и ан-
титела требуют тщательного изучения их пригод-
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ности для решения конкретных исследовательских
задач. В качестве примера подобного подхода мож-
но привести анализ использования одного продук-
та из общедоступной линейки антител к введенно-
му в исследовательскую практику в 1996 г. микро-
глиальному маркеру Iba-1 [18]. В результате
проведенного исследования было установлено, что
один вариант первичных антител позволяет полу-
чать сопоставимые результаты при исследовании
микроглии у мыши, крысы, кролика и человека
[19], хотя в информации производителя содержит-
ся указание только на человека и крысу.

В 2003 г. были получены первые данные о при-
сутствии пуринергического рецептора P2Y12 на
мембране клеток микроглии [20]. К настоящему
моменту опубликовано около 150 научных статей, в
которых использованы различные антитела к это-
му маркеру, но ни в одной из них не проводилось
детального исследования видоспецифичности ан-
тител, демонстрирующего возможность их исполь-
зования для межвидового сравнительного анализа
микроглии. В связи с тем, что P2Y12 не экспресси-
руется другими клетками головного мозга, кроме
микроглиальных [21], и является маркером функ-
ционального состояния клетки [22, 23], его исполь-
зование в сравнительных физиологических и био-
химических исследованиях представляется пер-
спективным.

В последние годы наблюдается увеличение чис-
ла исследований, в которых клетки микроглии вы-
являют с использованием антител к белку P2Y12
[24–28]. Используются различные антитела к дан-
ному белку при изучении мозга лабораторных жи-
вотных и человека, однако до настоящего времени
сравнительная оценка возможностей селективного
выявления микроглиоцитов у различных видов
млекопитающих и человека с использованием мар-
кера P2Y12 не проводилась.

В связи с вышеизложенным целью данной рабо-
ты стало изучение возможности использования ан-
тител к рецептору P2Y12 в качестве маркера отрост-
чатой микроглии головного мозга человека и жи-
вотных (кролика, суслика, крысы и мыши) с
использованием различных иммуноцитохимиче-
ских подходов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили сре-

зы коры большого мозга человека и головной мозг
половозрелых самцов ряда млекопитающих: крыс
линии Wistar, сусликов вида Spermophilus pygmaeus,
мышей линии C57BL/6 и кроликов породы Шин-
шилла (n = 3 в каждой группе). Все манипуляции с
животными осуществляли в соответствии с Прави-
лами проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных (Приложение к приказу МЗ

СССР № 755 от 12.08.1977 г.). Материал головного
мозга человека получен из архива отдела общей и
частной морфологии ФГБНУ “ИЭМ”, созданного
в соответствии с заключением ЛЭК ФГБНУ
“ИЭМ” от 11.12.2009 г. Исследование лаборатор-
ных животных (мыши, крысы, кролики) проводи-
ли в соответствии с заключением локального эти-
ческого комитета ФГБНУ “ИЭМ” от 25.04.2019 г.
Исследование сусликов проводили в соответствии
с заключением комиссии по биоэтике ИЭФБ РАН
(протокол № 2/2020 от 27.02.2020 г.).

Головной мозг фиксировали в цинк-этанол-
формальдегиде [29], обезвоживали и заливали в па-
рафин по общепринятой методике. Морфологиче-
скому исследованию подвергали серийные фрон-
тальные срезы мозга толщиной 5 мкм, приготов-
ленные на ротационном микротоме Leica
RM2125RT (Leica, Германия). После депарафини-
рования, регидратации и теплового демаскирова-
ния срезы использовали для иммуногистохимиче-
ского исследования.

Выявление рецепторов P2Y12 производили с
помощью кроличьих поликлональных антител
(Novus Biologicals, США). Для разведения антител
(1:500–1:3000) использовали разбавитель антител
(Dako/Agilent, США). Используемые антитела бы-
ли получены при иммунизации животных реком-
бинантным белком с аминокислотной последова-
тельностью KSFRNSLISMLKCPNSATSLSQDN-
RKKEQDGGDPNEETPM, соответствующей 303–
342 аминокислотам P2Y12 рецептора человека, что
следует из указаний производителя антител и про-
верки аминокислотной последовательности с ис-
пользованием сервиса RefSeq [30]. Для выявления
связавшихся с антигеном первичных антител ис-
пользовали набор Reveal Polyvalent HRP DAB De-
tection System (Spring Bioscience, США). Перокси-
дазную метку выявляли с помощью диаминобензи-
динового хромогена (DAB+; Dako/Agilent, США).
После проведения иммуноцитохимических реак-
ций часть срезов подкрашивали гематоксилином
либо альциановым синим. В качестве контролей
использовали срезы, которые обрабатывались ана-
логичным образом, за исключением одного этапа,
на котором вместо разведенных разбавителем пер-
вичных антител на препараты наносили только
разбавитель антител.

Для конфокальной лазерной микроскопии в ка-
честве вторичных антител для выявления рецепто-
ров P2Y12 использовали набор Reveal Polyvalent
HRP DAB Detection System (Spring Bioscience,
США) и анти-HRP Fab-фрагменты иммуноглобу-
линов козы, конъюгированные с флуорохромом
RRX (Jackson ImmunoResearch, США), максимум
флуоресценции которого соответствует длине вол-
ны λem = 590 нм.
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Анализ препаратов в проходящем свете и фото-
съемку выполняли с использованием микроскопа
Leica DM750 и фотокамеры ICC50 (Leica, Герма-
ния). Препараты, подготовленные для флуорес-
центного исследования, изучали с использованием
конфокального лазерного микроскопа LSM800
(Carl Zeiss, Германия). При проведении сравни-
тельного анализа интенсивности реакции парамет-
ры захвата изображения настраивались по самой
яркой реакции на препаратах головного мозга че-
ловека и не менялись в течение всего эксперимен-
та. Обработку полученных изображений и постро-
ение графиков интенсивности флуоресценции
проводили в программе Zen-2012 (Carl Zeiss, Гер-
мания). Анализ и сравнение аминокислотных по-
следовательностей проводили с помощью онлайн
инструмента BLAST [31] и алгоритма множествен-
ного выравнивания MUSCLE [32] в программе
MegaX [33].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате постановки иммуногистохимиче-

ских реакций, проводимых в одинаковых услови-
ях, у всех видов исследуемых животных и человека
была обнаружена специфическая иммунореактив-
ность, которая демонстрировала присутствие в
нервной ткани коры большого мозга отростчатых
клеток, имеющих типичное строение рамифици-
рованной (отростчатой) микроглии. Наиболее ин-
тенсивная реакция была получена на препаратах
коры большого мозга человека (рис. 1а). Продукт
реакции равномерно распределялся в теле клетки,
в отростках наблюдались его небольшие скопле-
ния. Фоновая реакция была минимальной. Содер-
жимое кровеносных сосудов было иммунонегатив-
ным. Клеток, которые можно было бы отнести к
амебоидной микроглии и периваскулярным мак-
рофагам, выявлено не было.

На препаратах мозга крысы (рис. 1b) интенсив-
ность иммуногистохимической реакции была до-
статочно высокой для проведения анализа структу-
ры клеток микроглии, но слабее, чем у человека.
Хорошо прослеживалось сложное ветвление от-
ростков. Тела клеток редко попадали в плоскость
среза. При этом отмечались следующие особен-
ности – слабая реакция в перинуклеарной области
и ее отсутствие в ядрах клеток. При использовании
больших увеличений микроскопа отмечалась кла-
стеризация рецептора P2Y12 в области плазмалем-
мы. Содержимое сосудов было иммунонегатив-
ным.

На препаратах головного мозга кролика (рис. 1c)
реакция была интенсивной, но несколько слабее,
чем у микроглии мозга человека и близкой к ней
(по интенсивности реакции) микроглии мозга
крысы. Хорошо визуализировались отростки мик-

Рис. 1. Микроглия коры большого мозга: a – человека,
b – крысы, c – кролика, d – суслика, e – мыши. Стрел-
ка указывает на иммунопозитивный кровеносный со-
суд. Иммуноцитохимическая реакция на P2Y12, визуа-
лизация с помощью хромогена DAB+. Масштабный
отрезок равен 20 мкм.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)
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роглиоцитов. Продукт иммуногистохимической

реакции был распределен равномерно. От более

толстых отростков отходили многочисленные тон-

кие и короткие отростки. Хорошо просматривался

периметр тела клеток. Ядра клеток были иммуно-

негативными. Помимо микроглиоцитов, в препа-

ратах коры головного мозга кролика иммунореак-

тивным было бесструктурное содержимое крове-

носных сосудов (см. рис. 1c). При изучении

крупных сосудов, содержащих эритроциты, на-

блюдалась преимущественная реакция внеэритро-

цитарных компонентов содержимого кровеносных

сосудов (сыворотка крови).

В препаратах головного мозга суслика (рис. 1d)

интенсивность иммуногистохимической реакции

в целом была слабее. При этом положительная ре-

акция обнаруживалась не только в отростках мик-

роглиоцитов, но и в ядрах отдельных нейронов.

Указанные особенности затрудняли возможность

оценки протяженности и ветвления отростков. Те-

ла клеток микроглии визуализировались неотчет-

ливо. Реакция в просвете кровеносных сосудов

мозга отсутствовала.

Наименьшая интенсивность реакции со сторо-

ны микроглии была характерна для препаратов го-

ловного мозга мыши (рис. 1e). Микроглия визуа-

лизировалась неотчетливо. Ее отростки имели вид

тонких ниточек и точек. При этом ярко окрашива-

лись ядра и тела других клеток, преимущественно

нейронов (рис. 2). Содержимое сосудов не окра-

шивалось. Во всех изученных случаях клетки аме-

боидной микроглии и периваскулярные макрофа-

ги не выявлялись.

При конфокальной лазерной микроскопии пре-

паратов, полученных с помощью разведения пер-

вичных антител 1 : 1000, максимальная интенсив-

ность флуоресценции (при одинаковых парамет-

рах захвата изображения и одинаковых условиях

постановки реакции) наблюдалась в препаратах

мозга человека (рис. 3b, 3d) и кролика (рис. 3a, 3c).

При этом микроглия в срезах головного мозга кры-

сы, суслика и мыши не визуализировалась. Ис-

пользование более продолжительного теплового

демаскирования антигенов в течение 25 мин вме-

сто 22 и повышение в 2 раза концентрации первич-

ных антител позволили получить хорошо детекти-

руемую реакцию микроглии головного мозга кры-

сы и суслика при стандартных настройках

конфокального микроскопа. Микроглия головно-

го мозга мыши выявлялась только при двукратном

увеличении мощности лазера, используемого для

возбуждения флуоресценции (рис. 4). Таким обра-

зом, только при использовании приемов, усилива-

ющих чувствительность методики, появлялась воз-

можность анализировать микроглию на препара-

тах головного мозга крысы, суслика и мыши.

Фоновая флуоресценция на препаратах мозга мы-

ши была выше, чем на срезах мозга крысы и сусли-

ка (рис. 4). Ее уровень может быть откорректиро-

ван при помощи настроек микроскопа, в частно-

сти, увеличением параметра “Pixel Time”, который

характеризует продолжительность экспозиции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ данных иммунопероксидазной реакции

показал, что в одинаковых условиях (см. рис. 1),

наиболее яркая окраска микроглии при использо-

вании антител к рецептору P2Y12 наблюдалась в

коре большого мозга человека, что вполне ожидае-

мо, поскольку для получения антител был исполь-

зован пептид, полностью соответствующий фраг-

менту последовательности белка P2Y12 человека.

Для получения более точной информации об аф-

финности связывания антител было проведено им-

мунофлуоресцентное исследование, поскольку оп-

тическая плотность DAB-продукта не всегда может

быть оценена количественно [34]. Визуальный

анализ и построение графиков интенсивности им-

мунофлуоресцентной реакции в отростках микро-

глиоцитов (рис. 3 c, d) подтвердили предположе-

ние о пониженной степени связывания данных

Рис. 2. Гиппокамп мыши. Стрелка указывает на об-
ласть ядра микроглиоцита. Головки стрелок указывают
на иммунопозитивные ядра пирамидных нейронов об-
ласти CA1 гиппокампа. Иммуноцитохимическая реак-
ция на P2Y12, визуализация с помощью хромогена
DAB+, без подкраски.

10 �m
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Рис. 3. Неокортекс кролика (a, c) и человека (b, d). На рисунках (c, d) приведены графики интенсивности флуоресценции
в отростках микроглиоцитов. Конфокальная лазерная микроскопия. Иммуноцитохимическая реакция на P2Y12, визуа-
лизация с помощью флуорохрома RRX.

5 �m

(a) (b)

(c) (d)

5 �m

0.5 �m 0.5 �m

Рис. 4. Стриатум крысы (a), гиппокамп суслика (b) и мыши (c, d). Конфокальная лазерная микроскопия. Иммуноцито-
химическая реакция на P2Y12, визуализация с помощью флуорохрома RRX. Области объекта в случае (c) и (d) идентичны.
Для (d) параметр захвата изображения “Pixel Time” в 8 раз больше, чем для (c).

10 �m

(a) (b)

(c) (d)
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первичных антител с белком P2Y12 у всех исследу-

емых животных в сравнении с человеком (см.

pис. 3, 4). Использование стандартных иммуно-

флуоресцентных методик дало возможность вы-

явить P2Y12-иммунопозитивную микроглию толь-

ко у человека и кролика (см. pис. 3). У крысы, мы-

ши и суслика микроглия в этих условиях не

визуализировалась. Усиление чувствительности

реакции и повышение мощности возбуждающего

лазера конфокального микроскопа позволили вы-

явить микроглию у суслика, мыши и крысы (см.

рис. 4). В результате данных экспериментов было

установлено, что высокая интенсивность иммуно-

гистохимической реакции у человека позволяет

эффективно использовать антитела к P2Y12 в боль-

шем разведении (1 : 2000), чем при использовании

их для визуализации микроглии у исследованных

животных (1 : 500–1 : 1000).

Для оценки гомологии белка P2Y12 в ряду ис-

следуемых объектов было произведено выравнива-

ние аминокислотных последовательностей белка

P2Y12 человека и исследуемых животных либо

близкородственных видов, доступных в базе дан-

ных RefSeq [30]. В международных базах отсутству-

ют данные о белке P2Y12 исследованного нами ма-

лого суслика (Spermophilus pygmaeus), но имеются

сведения о последовательности белка у родствен-

ного ему тринадцатиполосого суслика (Ictidomys
tridecemlineatus). Анализ полученного выравнива-

ния показал, что данный белок обладает доста-

точно высокой консервативностью среди иссле-

дуемых млекопитающих и человека. Тем не ме-

нее наблюдаются отличия в аминокислотных

последовательностях, в том числе, затрагивающие

иммуногенный участок. Наиболее близким по

аминокислотному составу белком P2Y12 по срав-

нению с человеческим обладает кролик, наименее

сходным – суслик, в то время как крыса и мышь за-

нимают промежуточное положение (рис. 5).

Сопоставление аминокислотной последова-

тельности фрагментов белка, соответствующих

иммуногенному пептиду, демонстрируют несколь-

ко иные результаты. При попарном сравнении

аминокислотных последовательностей концевых

фрагментов пуринергического рецептора P2Y12,

соответствующих иммуногенному участку, схо-

жесть для человека и кролика (Oryctolagus cuniculus)

составила 82.5%, для человека и мыши (Mus muscu-
lus) – 70%, для человека и суслика (Ictidomys tridece-
mlineatus) – 67.5%, для человека и крысы (Rattus
norvegicus) – 65%.

Попарный анализ аминокислотных замен поз-

волил выделить участок из 4 аминокислот (рис. 5),

в пределах которого наблюдается высокая схо-

жесть между последовательностями, принадлежа-

щими человеку и кролику. Причем в последова-

тельности кролика в 18-й позиции от конца моле-

кулы аспарагиновая кислота (D) заменена на

схожую по физико-химическим свойствам отрица-

тельно заряженную глутаминовую кислоту (E), в то

время как у других млекопитающих в этой позиции

находятся незаряженные аминокислоты: аланин

(A), треонин (T) и глицин (G). Вероятно, наличие в

18-й от конца позиции отрицательно заряженной

аминокислоты может быть существенным для

формирования соответствующих антигенных эпи-

топов, распознаваемых исследуемыми поликло-

нальными антителами [35].

Исходя из степени схожести последовательно-

стей и анализа результатов иммуногистохимиче-

ских реакций, можно предположить, что на связы-

вание данных антител с P2Y12-рецепторами влияет

Рис. 5. Аминокислотные последовательности C-концевого (иммуногенного) фрагмента пуринергического рецептора
P2Y12 человека, исследуемых млекопитающих и родственных им видов, попарное сравнение: a – человек и кролик, b –
человек и крыса, c – человек и мышь, d – человек и суслик. Треугольниками показаны позиции с отличающимися ами-
нокислотами. Однобуквенные обозначения аминокислот соответствуют общепринятым.
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не только сходство с иммуногенным пептидом, но

и качественный характер аминокислотных замен.

Результаты анализа аминокислотных последо-

вательностей в целом соотносятся с данными им-

муноцитохимического исследования. Исключение

составляет белок P2Y12 у мыши, который, исходя

из аминокислотного состава, должен бы реагиро-

вать с использованными антителами не хуже, чем

аналогичный белок у крысы. Существенно более

слабая иммунореактивность исследуемого белка у

данного вида лабораторных животных может быть

связана с наличием других белков со сходными ан-

тигенными эпитопами, которые содержатся в ней-

ронах головного мозга и конкурируют с белком

P2Y12 за связывание с первичными антителами.

Положительная реакция со стороны ядер нервных

клеток у мыши (см. pис. 2) может указывать на су-

ществование подобных белков, поскольку присут-

ствие в кариоплазме пуринергических рецепторов,

для которых типична мембранная локализация,

маловероятно. Идентификация локализованного в

ядре белка, который отсутствует у человека, крысы

и кролика, требует дальнейших исследований.

Обращает на себя внимание факт положитель-

ной реакции содержимого кровеносных сосудов у

одного из исследованных видов животных – кро-

лика. Данную реакцию нельзя считать специфиче-

ской, поскольку она присутствует и в контрольных

препаратах (негативный контроль без первичных

антител). Выявление компонентов сыворотки в

кровеносных сосудах у кролика объясняется ис-

пользуемыми вторичными реагентами. Поскольку

первичные антитела являются по своему проис-

хождению кроличьими, то при их выявлении соб-

ственные иммуноглобулины кролика, которые в

интактном головном мозге можно обнаружить

только в составе сыворотки крови в кровеносных

сосудах, связываются со вторичными антителами и

способствуют неспецифической окраске содержи-

мого кровеносных сосудов. Аналогичные пробле-

мы отмечаются и в других случаях, когда объект ис-

следования и антитела имеют одну видовую при-

надлежность [17, 36].

Важным фактом, который был установлен в

рамках проведенного исследования, является от-

сутствие метки в периваскулярных макрофагах и

клетках, подобных амебоидной микроглии. Это

наблюдение подтверждает имеющуюся информа-

цию о том, что рецептор P2Y12, в отличие от белка

Iba-1, являющегося неселективным маркером

микроглии и макрофагов, присутствует только в

клетках неактивированной (отростчатой) микро-

глии и не характерен для макрофагов [21, 23, 37].

Таким образом, реакция на P2Y12 с использова-

нием поликлональных антител против рекомби-

нантного пептида, соответствующего 303–

342 аминокислотам P2Y12 человека, может успеш-

но применяться при сравнительном изучении мик-

роглии у таких неродственных видов, как человек,

кролик и крыса. Использование методов конфо-

кальной лазерной микроскопии позволяет решить

ряд проблем, связанных со слабой иммунореактив-

ностью микроглии и присутствием неспецифиче-

ской фоновой реакции при изучении препаратов

головного мозга суслика и мыши. Отсутствие им-

мунопозитивных макрофагов и клеток амебоидной

микроглии как у изученных животных, так и у че-

ловека свидетельствует о перспективности исполь-

зования P2Y12 как высокоселективного маркера

покоящейся микроглии. В рамках настоящего ис-

следования впервые была проведена визуализация

микроглии головного мозга кролика и суслика с

использованием антител против пуринергического

рецептора P2Y12. Полученные результаты являют-

ся основой для проведения сравнительных иссле-

дований реакций микроглии при моделировании

заболеваний человека с использованием различ-

ных видов лабораторных животных.
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A COMPARISON OF MICROGLIA DETECTION IN MAMMALS AND HUMANS 
USING PURINERGIC RECEPTOR P2Y12 LABELING

D. E. Korzhevskiia, D. L. Tsybaa, O. V. Kirika and , and O. S. Alekseevaa, b, #

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia
b Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

#e-mail: osa72@inbox.ru

The problem of choosing an adequate method for detecting microglia is relevant for modern neurophysiological
and interdisciplinary research due to the lack of universal approaches that allow visualization of this cell popula-
tion in the brain of humans and laboratory animals. In the present study, the possibility of using the purinergic
P2Y12 receptor as a marker for the comparative analysis of microglia in humans and some unallied animals (rab-
bit, rat, mouse, ground squirrel) was investigated. For the study, antibodies to a recombinant peptide correspond-
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ing to 303–342 amino acids of the human P2Y12 receptor were used. The best results for microglia detection were
obtained in humans, rabbit, and rat. A nonspecific reaction of cells other than microglia was found in a ground
squirrel and mouse, the negative impact of which on the quality of resulting images can be reduced by the means
confocal microscopy. In all cases, the absence of immunopositive macrophages and amoeboid microglial cells
was noted, indicating the promising use of P2Y12 as a highly selective marker of resting microglia. The present
study provides the first visualization of microglia in the brain of a rabbit and ground squirrel using antibodies
against the P2Y12 receptor.

Keywords: microglia, purinergic receptors, immunohistochemistry, confocal microscopy, humans, mammals
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Проведен сравнительный анализ возрастной динамики морфометрических показателей нейронов дор-
сального наружного коленчатого тела (НКТд) кошки (Felis catus) на срезах, изготовленных во фрон-
тальной и сагиттальной плоскостях. Исследована возрастная динамика площади, округлости и ориен-
тации сомы геникулятных нейронов, иммунопозитивных к нефосфорилированным доменам тяжелых
нейрофиламентов (антитела SMI-32). Анализ проведен на животных в возрасте 0, 4, 10, 14, 21, 28, 34, 62
и 123 дней и на взрослых животных. Между пулами данных, полученными с использованием фронталь-
ных и сагиттальных срезов, выявлены достоверные отличия: 1) площадь сомы на фронтальных срезах
меньше, чем на сагиттальных срезах во всех возрастных группах, с возрастом разница в площади сомы
увеличивается; 2) сома нейронов ориентирована под разными углами в двух плоскостях резки, с воз-
растом происходит достоверное изменение ориентации сомы на сагиттальных, но не фронтальных сре-
зах. Было предположено, что различия в площади сомы являются следствием пространственной орга-
низации SMI-32(+) клеток в пределах НКТд, ввиду чего резка в сагиттальной плоскости, в отличие от
фронтальной, проходила через длинную ось их сомы. В свою очередь, возрастные изменения в ориен-
тации сомы могут отражать внутреннюю перестройку ретинотопической организации НКТд с возрас-
том.

Ключевые слова: морфометрия, плоскость резки, наружное коленчатое тело, SMI-32, онтогенез
DOI: 10.31857/S0044452921050053

Анализ морфологических параметров нервных
клеток – одна из основ изучения нервной системы
[1]. На основании этих параметров строят не толь-
ко фундаментальные умозаключения [2, 3], но и
выводы о действии фармакологических препара-
тов [4, 5], последствий экспериментальных мани-
пуляций [6, 7], течении заболеваний [8–10], эти ре-
зультаты также закладывают в основу математиче-
ских моделей [11]. На практике широко
используют такие клеточные параметры, как раз-
мер [3–6, 8], вытянутость и ориентацию [12] кле-
точной сомы, организацию отростков нейрона [2,
13], количество и плотность залегания нейронов [3,
8, 10, 14], кластеризация [15–17] клеток в исследуе-
мой структуре.

Современные экспериментальные методики да-
ют возможность анализа интересующих клеточных
параметров на основе трехмерных реконструкций
исследуемых популяций [13, 18, 19]. Однако изго-
товление и анализ двумерных препаратов не теря-
ют своей актуальности ввиду скорости, доступно-
сти и относительной простоты анализа большого

количества клеток, что особенно важно, например,
в клинических исследованиях [14]. Очевидно, что в
силу разнообразных причин: особенностей анато-
мии и морфологии живого объекта, особенностей
гистологического метода, используемого при его
изучении, допустимы определенные вариации в
морфометрических величинах на двумерных ги-
стологических препаратах. Для сокращения вариа-
бельности исследуемых показателей критически
важны верный выбор плоскости резки и позицио-
нирование гистологического образца перед изго-
товлением гистологических срезов, особенно для
структур, имеющих сложную форму [14]. В каче-
стве примера можно представить клеточные попу-
ляции серого вещества спинного мозга, где, ввиду
пространственной ориентации клеточной сомы и
дендритов, достоверное определение различных
типов нейронов возможно только при комбиниро-
вании разных плоскостей резки [20, 21].

При изучении постнатального развития попу-
ляций нейронов дорзального таламуса – а именно
площади сомы клеток дорсального наружного ко-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ленчатого тела (НКТд), иммунопозитивных к не-
фосфорилированным доменам тяжелых нейрофи-
ламентов – были получены неожиданные различия
в данных при анализе срезов, изготовленных в са-
гиттальной и фронтальной плоскостях. В соответ-
ствии с этим целью работы был сравнительный
анализ возрастной динамики морфометрических
показателей нейронов дорсального наружного ко-
ленчатого тела (НКТд) на срезах, изготовленных во
фронтальной и сагиттальной плоскостях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено в соответствии с тре-
бованиями Директивы Совета Европейского Пар-
ламента по защите животных, используемых для
экспериментальных и других научных целей
(2010/63EU) и с одобрения Комиссии по этике Ин-
ститута физиологии им. И.П. Павлова РАН (за-
ключение № 28/04 от 28.04.2021 г). В работе ис-
пользована 31 кошка обоего пола: в возрасте 0, 4,
10, 14, 21, 28, 34, 62 и 123 дней (в каждой группе
n = 2–4) и взрослые животные (n = 3). Протокол
перфузии, взятия материала и иммуногистохими-
ческой реакции подробно рассмотрены в работе
[21]. С помощью антител SMI-32 [22] выявляли не-
фосфорилированные домены тяжелых цепей ней-
рофиламентов непрямым иммуногистохимиче-
ским методом на свободно плавающих срезах тол-
щиной 50 мкм. Оцифровку срезов проводили с
помощью светлопольного микроскопа Olympus
CX33 (Olympus Corporation, Япония) и камеры
Nikon D3400 (Nikon corporation, Япония).

Морфометрический анализ нейронов, иммуно-
позитивных к SMI-32 (SMI-32(+)), проводили в
программе CAS (“Cell annotation software”) по ра-
нее описанной методике [23]. Для выделения SMI-
32(+) клеток на изображении применяли “Statisti-
cal dominance algorithm” [24] с последующей кор-
рекцией неточностей автоматического выделения
оператором. В анализ морфометрических парамет-
ров взяты только клетки с отсутствием иммуноги-
стохимической реакции в центральной части сомы
(что соответствовало положению неокрашенного
клеточного ядра) с целью исключения из анализа
малых фрагментов SMI-32(+) клеток [25]. Для за-
мера параметров сомы нейрона выделенные от-
ростки SMI-32(+) клеток отсекали, используя по-
следовательные процедуры удаления и добавления
одинакового числа пикселей по периметру выде-
ленных объектов, количество пикселей было вы-
брано эмпирически и применено для всей экспе-
риментальной выборки.

Исследовали следующие морфометрические
параметры:

1) площадь поперечного сечения сомы SMI-
32(+) клеток (мкм2);

2) округлость клеточной сомы с использовани-
ем параметра “близость формы сомы к кругу”, вы-

численному по формуле: .

Итоговые значения варьируют от 0 до 1, где 0, 1 –
крайне вытянутый овал, 1 – круг.

3) ориентация длинной оси сомы (для определе-
ния этого параметра брали длинную ось наиболее
подходящего к выделенной области эллипса). Угол
длинной оси сомы вычисляли относительно грани-
цы между слоями А и А1, где 0° – сома ориентиро-
вана перпендикулярно межслойной границе, отри-
цательные значения – ростральный (на сагитталь-
ных срезах) или медиальный (на фронтальных
срезах) наклон сомы, положительные значения –
каудальный (на сагиттальных срезах) и латераль-
ный (на фронтальных срезах) наклон сомы.

НКТд имеет сложную форму; в первом прибли-
жении напоминает эллипсоид, ростральный и ка-
удальный полюса которого утончены и отогнуты в
противоположных направлениях. Как итог, на
фронтальных срезах форма ядра варьирует от ша-
рообразной – на ростральном и каудальном полю-
сах, до клиновидной – в центральной части. Соот-
ветственно, на сагиттальных срезах ядро имеет
S-образную форму (рис. 1а). Иммунопозитивную
реакцию оценивали в двух наиболее широких сло-
ях НКТд – А и А1. Для анализа взяты SMI-32(+)
клетки центральных участков слоев НКТд в обеих
плоскостях резки (окрашены серым на рис. 1a), где
возможно проведение прямой линии по межслой-
ной границе слоев А и А1, относительно которой
оценивали ориентацию клеточной сомы.

Всего было проанализировано 26711 и 22495
SMI-32(+) клеток на фронтальных и сагиттальных
срезах соответственно, в отдельных группах срав-
нения рассмотрено от 1113 до 4915 SMI-32(+) кле-
ток в зависимости от возраста и плоскости резки.
Для сравнения выборок использованы Nested
ANOVA и post-hoc Tukey-тест (для множественных
сравнений) и Nested t-test (для парных сравнений),
разработанные специально для малых выборок
[26], где N – количество животных определенной
группы, n – количество срезов у животного. Для
большинства животных было проанализировано
по 3 среза в каждой плоскости, от некоторых жи-
вотных использовали только фронтальные или
только сагиттальные срезы. Данные по динамике
площади и ориентации сомы SMI-32(+) нейронов
на сагиттальных срезах были опубликованы ранее
[27]. Числовые данные на рисунках представлены в
виде среднее ± ст. откл.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Площадь сомы SMI-32(+) клеток

Первое, что обращает на себя внимание при
сравнении двух плоскостей резки, – бóльшая пло-

π 2
[Площадь сомы]4

*[Длинная ось сомы]
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Рис. 1. Морфометрические параметры дорсального наружного коленчатого тела (НКТд). (а) – фронтальный (cлева, Frontal
plane) и сагиттальный (справа, Sagittal plane) разрезы НКТд (LGNd). А/А1 – анализируемые слои, серым выделена зона
анализа ориентации сомы на срезах. (b) – возрастная динамика площади сомы SMI-32 иммунопозитивных (SMI-32(+))
клеток: показаны достоверные различия новорожденных (0) и взрослых (Ad.) от ближайших групп и от максимального
значения, а также различия между значениями для фронтальных и сагиттальных срезов внутри возрастных групп. (c) –
внешний вид SMI-32(+) клеток в слоях А/А1 на сагиттальном срезе. (d) – угол наклона сомы SMI-32(+) клеток в слоях
А/А1 на фронтальных и сагиттальных срезах: пунктиром указана линия тренда, показаны достоверные различия крайних
возрастных групп (0 и Ad.). (e) – схема поворота сомы SMI-32(+) клеток в сагиттальной плоскости относительно меж-
слойной границы А/А1 (interlaminar border A/A1). Frontal cutting plane – фронтальная плоскость резки; long soma axis –
длинная ось сомы. Общие обозначения: 0-123, Ad. – возраст экспериментальных групп; Frontal – фронтальные срезы; Sag-
ittal – сагиттальные срезы; R – ростральное; C – каудальное; M – медиальное; L – латеральное; D – дорзальное; V – вен-
тральное направления; на графиках указаны ср. знач. ± ст. откл.; @ – p < 0.1, * – p < 0.05; **– p < 0.01; *** – p < 0.001. По-
парные сравнения – post-hoc Tukey тест или Nested t-тест.
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щадь сомы нейронов на сагиттальных срезах, чем
на фронтальных независимо от возраста животных
(рис. 1b). При этом с возрастом разница между
площадью сомы в различных плоскостях резки

увеличивается: от 19 мкм2 (15%) – у новорожден-

ных животных, до 127 мкм2 (41%) – у взрослых жи-
вотных (табл. 1).

Анализ возрастной динамики в пределах плос-
кости резки показывает значительный рост площа-
ди сомы с возрастом (Фр.: F(9.17) = 18.75, p < 0.001;

Саг.: F(9.15) = 19.18, p < 0.001). Значительный рывок

в росте площади сомы: как на фронтальных, так и
на сагиттальных срезах происходит к 10-му дню
(Фр.: 0Д vs 10Д, p < 0.01; Саг.: 0Д vs 10Д, p < 0.05).
После этого возраста рост сомы замедляется; раз-
ница в размере сомы теряет статистическую значи-
мость на фронтальных срезах – к 14 дням (Фр.: 14Д
vs Взр., p > 0.05), а на сагиттальных – неделей поз-
же, к 21 дню (Саг.: 21Д vs Взр., p > 0.05) (рис. 1b).

Округлость сомы SMI-32(+) клеток

В ходе анализа других морфометрических ха-
рактеристик изучаемой популяции клеток было от-
мечено, что их сома имеет в среднем не круглую, но
овальную форму (рис. 1c) со средним значением
округлости, равным 0.69 ± 0.04, идентичным для
фронтальных и сагиттальных срезов (данный пока-
затель использован для обозначения сомы на
рис. 1e).

Попарные сравнения значений округлости на
фронтальных и сагиттальных срезах внутри воз-
растных групп показали достоверные отличия
лишь в группе новорожденных животных (0Д: Фр.
vs Саг.; F(1.6) = 94.58; p < 0.001), когда на фронталь-

ных срезах клетки несколько более округлые
(0.72 ± 0.02), чем на сагиттальных (0.66 ± 0.03).

Ориентация сомы SMI-32(+) клеток
Исходя из овальной формы сомы нейронов

НКТд и наблюдаемых различий в площади сомы,
представилось необходимым определить ориента-
цию исследуемой популяции клеток в простран-
стве. В качестве референтной плоскости выбрана
граница между слоями А и А1. Показано, что на
фронтальных срезах сома SMI-32(+) клеток ориен-
тирована в целом перпендикулярно межслойной
границе с небольшим медиальным уклоном (до
‒20° в группе 62Д), не демонстрируя какого-либо
возрастного тренда (F(9.18) = 1.170; p > 0.05) (рис. 1d,

черные кружки). В то же время сома SMI-32(+)
клеток на сагиттальных срезах ориентирована с ро-
стральным уклоном, который значительно усили-
вается с возрастом (F(9.15) = 6.653; p < 0.001) (рис. 1d,

серые кружки): от –24° у новорожденных до –46° у
взрослых животных (0Д vs Взр., p < 0.01).

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате было определено, что: 1) сома SMI-
32(+) клеток имеет вытянутую форму; 2) по мере
постнатального развития происходит разворот
длинной оси сомы по отношению к межслойной
границе на сагиттальных, но не фронтальных сре-
зах; 3) площадь сомы на сагиттальных срезах боль-
ше, чем на фронтальных, и с возрастом это разли-
чие увеличивается.

Возможна следующая интерпретация наблюда-
емых зависимостей (рис. 1e). Фронтальная плос-
кость резки в целом проходит перпендикулярно
межслойной границе слоев А и А1, в то же время
сома SMI-32(+) клеток имеет некоторый ростраль-
ный уклон относительно этой границы. Для реги-
страции максимальной площади сомы необходимо
произвести резку по длинной оси клетки. По всей
видимости, это условие выполнено в большей сте-
пени при резке в сагиттальной плоскости, нежели
во фронтальной. В результате получается, что реги-
стрируемая площадь сомы на фронтальных срезах
меньше таковой на сагиттальных. Происходящий с
возрастом ростральный поворот сомы усиливает
наблюдаемую разницу в ее площади на фронталь-
ных и сагиттальных срезах. Кроме того, наблюдае-
мый поворот может объяснить недельную разницу
в окончании роста сомы SMI-32(+) клеток (в две
недели – на фронтальных срезах и три недели – на
сагиттальных срезах): на фоне перманентного ро-
ста сомы нейронов НКТд происходит ее поворот в
сагиттальной плоскости, что уменьшает захватыва-
емую в процессе резки площадь сечения клеточной
сомы на фронтальных срезах; таким образом оба
параметра компенсируют друг друга на фронталь-
ных, но не сагиттальных срезах. Поскольку первый

Таблица 1. Отличие (ОТЛ) между площадью сомы
SMI-32 иммунопозитивных нейронов (абсолютное
отличие – ОТЛа, и процентное отличие – ОТЛп)
между сагиттальной и фронтальной плоскостями
резки у животных разных возрастов (0–123 дня и
взрослые животные – Взр.). * р < 0.05

Возраст ОТЛа, мкм2 ОТЛп, % Nested t-тест

0Д 19.49 15.1 p = 0.22

4Д 30.9 17.7 p = 0.05

10Д 50.38 22.1 p = 0.09

14Д 75.43 30 p = 0.07

21Д 87.63 34.1 p = 0.15

28Д 103.47* 39.5 p = 0.05

34Д 95.13* 36.5 p = 0.02

62Д 100.12* 37.3 p = 0.01

123Д 91.07 32.1 p = 0.06

Взр. 127.06* 41 p = 0.04
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месяц жизни крайне важен для развития зритель-
ного анализатора кошки [28], недельная разница в
определении временных границ роста сомы пред-
ставляется существенной.

Ориентация сомы SMI-32(+) нейронов, выяв-
ленная в данной работе, близка к направлению
изолиний ретинотопической карты зрительного
пространства, представленной в НКТд [29–31]. В
свою очередь другие наблюдения показывают, что
вытянутость сомы нейронов НКТд зачастую сов-
падает с общей ориентацией их дендритного древа
[32, 33]. Несмотря на то что антитела SMI-32 выяв-
ляют сому и лишь проксимальные отростки круп-
ных клеток НКТд [34, 35], можно предположить,
что дендритное древо описанных в данной работе
SMI-32(+) клеток, как и их сома, в целом вытянуто
параллельно изолиниям ретинотопического пред-
ставительства вне зависимости от возраста. Изме-
нение угла наклона сомы в сагиттальной плоскости
говорит о ранее неизвестных изменениях внутрен-
ней структуры НКТд кошки (в частности, смеще-
нии изолиний ретинотопического представитель-
ства), происходящих наряду с общим увеличением
его объема [36, 37]. Также постнатальный рост кле-
ток НКТд сопровождается увеличением диаметра
и реорганизацией их дендритного древа [38–40],
морфометрические показатели дендритного древа,
в связи с вышеизложенными предположениями,
вероятно, так же, как и размер сомы, могут отли-
чаться в зависимости от анализируемой плоскости
резки.

Таким образом, наблюдаемая в работе разница в
размере сомы SMI-32(+) клеток на фронтальных и
сагиттальных срезах определяется ростральным
уклоном их сомы по отношению к межслойной
границе слоев А и А1. С возрастом ростральный
уклон сомы становится более выраженным, увели-
чивая регистрируемую разницу в размере сомы на
фронтальных и сагиттальных срезах и, возможно,
отражая смещение структур, отвечающих за общую
архитектонику НКТд.

Данные результаты указывают на важность уче-
та особенностей залегания анализируемых клеток
в исследуемой структуре при анализе временного
паттерна развития их морфометрических характе-
ристик.
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FEATURES OF THE AGE-RELATED DYNAMICS OF CAT LATERAL 
GENICULATE NUCLEUS NEURONS 

AS REVEALED IN FRONTAL VERSUS SAGITTAL SLICES
A. A. Mikhalkina, # and N. S. Merkulyevaa

a Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: mikhalkin@infran.ru

We carried out a comparative morphometric analysis of neurons in the cat dorsal lateral geniculate nucleus
(dLGN) in frontal vs. sagittal slices. Using the SMI-32 antibody to non-phosphorylated domains of heavy-chain
neurofilaments, the postnatal dynamic of soma parameters (area, roundness, orientation) of dLGN neurons was
studied. Measurements were performed in kittens aged 0, 4, 10, 14, 21, 28, 34, 62, 123 days, and in adult cats. A
comparison of data obtained in frontal vs. sagittal slices revealed the following significant differences: 1) the soma
area of the immunopositive neurons was smaller in frontal vs. sagittal slices in all age groups, and this difference
increased with age; 2) the soma orientation was also different in two cutting planes, and a significant age-related
change in the soma orientation occurred only in the sagittal, but not frontal, plane. We assume that the difference
in the soma area is due to the spatial arrangement of SMI-32-immunopositive neurons in the dLGN, because of
which, in the sagittal plane, in contrast to the frontal, neuronal somas were cut parallel to their long axis. In turn,
age-related changes in the soma orientation may reflect an internal rearrangement of the dLGN retinotopic or-
ganization with age.

Keywords: morphometry, cutting plane, lateral geniculate nucleus, SMI-32, ontogenesis



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2021, том 57, № 5, с. 380–391

380

ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ АЗИДА, ФТОРИДА, ОРТОВАНАДАТА И ЭДТА НАТРИЯ 
НА ЭКТО-АТФАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ ЭРИТРОЦИТОВ СКОРПЕНЫ 
(SCORPAENA PORCUS L.) И МОРСКОЙ ЛИСИЦЫ (RAJA CLAVATA L.)

© 2021 г.   Ю. А. Силкин1,*, Е. Н. Силкина1, М. Ю. Силкин1

1 Карадагская научная станция им. Т.И. Вяземского – природный заповедник РАН – филиал Федерального 
государственного бюджетного учреждения науки Федерального исследовательского центра “Институт биологии 

южных морей имени А.О. Ковалевского РАН”, Феодосия, Россия
*e-mail: ysilkin@mail.ru

Поступила в редакцию 15.04.2021 г.
После доработки 23.05.2021 г.

Принята к публикации 29.05.2021 г.

Исследовали влияние солей азида, фторида, ортованадата и ЭДТА натрия на экто-АТФазную актив-
ность эритроцитов скорпены (Scorpaena porcus L.) и морской лисицы (Raja clavata L.). Показано, что в
ответ на воздействие миллимолярных (мМ) концентраций выбранных биохимических агентов выявле-
ны значительные различия гидролитической активности экто-АТФаз плазматической мембраны эрит-
роцитов хрящевых и костистых рыб. Так, экто-АТФаза эритроцитов морской лисицы была практиче-
ски нечувствительна к действию азида натрия. Напротив, экто-АТФаза эритроцитов скорпены была
чувствительна к действию азида натрия, который при 20 мМ концентрации на 65% блокировал актив-
ность фермента. Фермент эритроцитов ската сохранял значительную активность (37%) при высоких
(60 мМ) концентрациях фторида натрия, а экто-АТФаза эритроцитов скорпены при этой концентра-
ции блокировалась почти полностью. ЭДТА выступал как модификатор активности экто-АТФазы
морской лисицы: при концентрации его до 6 мМ активно блокировался гидролиз АТФ (на 58%), а при
более высоких концентрациях происходила стимуляция (до 20%) активности экто-АТФазы. Увеличе-
ние концентрации ЭДТА (до 12 мМ) в суспензиях эритроцитов скорпены постоянно стимулировало
ингибиторный эффект комплексона (до 52% от контроля). Ортованадат слабо блокировал активность
экто-АТФаз эритроцитов исследованных рыб. Указанные различия отражают большую толерантность
экто-АТФазы эритроцитов морской лисицы, к действию взятых в опыты химических реагентов по
сравнению со скорпеной. Отсутствие ингибирующего эффекта азида натрия на экто-АТФазу эритро-
цитов морской лисицы позволяет предположительно отнести эту экто-НТФДазу к семейству экто-
НТФДаз 2-го типа, тогда как экто-НТФДаза эритроцитов скорпены к экто-НТФДазам 1-го типа,

Ключевые слова: рыбы, эритроциты, экто-АТФазы, натриевые соли азида, фторида, ортованадата,
ЭДТА
DOI: 10.31857/S0044452921050077

Хорошо известно, что эритроциты позвоночных
выделяют АТФ во внеклеточное пространство ли-
бо в виде патологического или физиологического
ответа на деформацию и стресс [1]. Установлено,
что АТФ и другие макроэргические фосфаты пу-
рин-пиримидиновой природы, взаимодействуя с
P2X и P2Y рецепторами, являются важными регу-
ляторами межклеточных коммуникаций. Выде-
ленная, внеклеточная АТФ и другие макроэргиче-
ские фосфаты разрушаются в крови рыб за счет ак-
тивности экто-нуклеотидаз эритроцитов и других
экто-ферментов клеток кровеносной системы. По-
этому экто-нуклеотидазы являются основными ре-
гуляторами уровня выделенных эритроцитами в
плазму крови межклеточных медиаторов и обеспе-
чивают «выключение» сигнала, вызванного взаи-

модействием сигнальной молекулы и рецептора
[2]. Наши ранние исследования свойств экто-нук-
леотидаз эритроцитов скорпены (Scorpaena porcus L.)
и ската – морской лисицы (Raja clavata L.) показа-
ли, что фермент имел высокую ферментативную
активность (6.4 и 3.0 ммоль Фн/мин/мл эритроци-
тов соответственно). Экто-АТФаза была наделена
широкой субстратной специфичностью, имела
широкий диапазон рН оптимума, требовала для
проявления своей максимальной активности при-
сутствия двухвалентных катионов Ca2+ или Mg2+ [3,
4]. Все найденные ранее свойства указывали на то,
что экто-нуклеотидаза эритроцитов рыб относится
к ферментам семейства Е-типа, которые часто в
литературе называют экто-АТФазами, экто-апира-
зами, нуклеозидтрифосфат-дифосфо-гидролаза-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ми (НТФДазы). Ингибиторный анализ является
важным инструментом исследования свойств фер-
ментов. В отношении экто-нуклеотидаз это осо-
бенно актуально, так как поиск специфических
ингибиторов позволит упорядочить классифика-
цию энзимов, выявить особенности их строения. В
прикладном аспекте, как показали недавние ис-
следования, это может иметь выходы на полезные
терапевтические эффекты. Так, НТФДазы эритро-
цитов и других форменных элементов отвечают за
уровень нуклеозиддифосфатов в плазме крови и
тем самым регулируют тромборегуляторную функ-
цию крови и функцию сосудистого тонуса. Изме-
нение внеклеточных нуклеотидов и аденозина мо-
жет увеличивать или уменьшать активность P1 и P2
рецепторов и тем самым открывает перспективу
использования различных веществ в качестве
имунномоделирующих, противораковых агентов, а
также лечения расстройств сердечно-сосудистой и
нервной системы. Многие патогенные организмы
содержат экто-АТФазы, которые за счет влияния
на внеклеточную концентрацию АТФ способны
нарушать иммунные ответы хозяина. Поэтому
экто-АТФазы патогенных организмов являются
привлекательными мишенями для воздействия на
них лекарственных средств [5]. Е-АТФазы по спо-
собности подвергаться воздействию миллимоляр-
ных концентраций азида натрия (NaN3) были раз-
делены на два подсемейства: чувствительные и не-
чувствительные к действию ингибитора [6]. Азид
является хорошо известным ингибитором мито-
хондриальной АТФазы и цитохром с оксидазы [7].
В связи с этим важно было понять наличие влия-
ния NaN3 на активность экто-нуклеотидаз эритро-
цитов рыб и действие выбранных реагентов на дру-
гие энергетические пути в клетке. В этих исследо-
ваниях мы попытались оценить влияние на
активность экто-АТФазы эритроцитов рыб фтори-
да (NaF) и ортованадата (Na3VO4) натрия, которые,
как известно, являются ингибиторами гликолиза.
Важной характеристикой фермента является изу-
чение воздействия на его активность ЭДТА дина-
триевой соли, которая осуществляет связывание
двухвалентных катионов, необходимых для про-
цесса ферментативного гидролиза АТФ. Таким об-
разом, в задачи настоящего исследования входило
изучение влияния на активность экто-АТФаз эрит-
роцитов рыб азида, фторида, ортованадата и ЭДТА
натрия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследованиях использовали два вида рыб –

скат, морская лисица (Raja clavata L.) и скорпена
(Scorpaena porcus L.). Рыб отлавливали в прибреж-
ной акватории Карадагской бухты (Юго-восточ-
ный Крым), используя для поимки скатов донные
снасти с крючками, а для скорпены – донные сети.
Отловленных рыб помещали в бассейны с морской

водой с искусственной аэрацией. Скаты содержа-
лись в бассейне объемом 25000 л, а скорпена – в
бассейнах 1000 л. Забор крови проводили после не-
дельной аклимации рыб в бассейнах. У ската кровь
отбирали пункцией сердца, а у скорпены – пунк-
цией хвостовой вены. Условия содержания рыб и
все процедуры по отбору образцов соответствовали
этическим стандартам, утвержденным правовыми
актами РФ, принципам Базельской декларации,
международным, национальным и/или институ-
циональным принципам. Отобранную кровь сразу
помещали в охлажденный физиологический рас-
твор в соотношении 1:20. Состав физиологическо-
го раствора для ската (мМ): 220 NaCl + 400 мочеви-
на + 10 Трис НCl + 5 Ед/мл гепарин (рН = 7.3–7.4); для
скорпены (мМ): 180 NaCl + 10 Трис НCl + 5 Ед/мл ге-
парин (рН = 7.3–7.4). Эритроциты от надосадоч-
ной жидкости отделяли путем центрифугирования
на центрифуге К-23 (Германия) в течение 10 мин
при относительном центробежном ускорении ро-
тора (RCF – relative centrifugal field) 377–671 g и
температуре +4оС . Надосадочную жидкость отса-
сывали, а полученные клетки разводили до гемато-
крита (Ht) = 0.05–0.07, полученную суспензию
клеток использовали в экспериментах.

Для изучения воздействия биохимических аген-
тов инкубацию подготовленных суспензий эритро-
цитов скорпены и ската проводили в средах с ко-
нечной концентрацией (мМ): азида натрия
(NaN3) – 2.5, 5, 10, 15, 20; фторида натрия (NaF) –
10, 20, 30, 40, 50, 60; ЭДТА – 2, 4, 6, 8, 10; ортована-
дата натрия (Na3VO4) – 1, 2, 3, 4, 5.

Для определения активности экто-АТФазы в
цельных эритроцитах использовали методику
А. Казеннова и соавт. [8]. Инкубационная среда
для определения активности экто-АТФазы эрит-
роцитов скорпены содержала в конечной концен-
трации (мМ) следующие ингредиенты: 125 NaCl +
+ 5 KCl + 6 MgCl2 + 50 Трис-HCl, рН 7,4; для эрит-
роцитов ската: 400 мочевина + 135 NaCl + 5 KCl +
+ 6 MgCl2 + 50 Трис-HCl, рН 7, 4. В инкубацион-
ных пробирках смешивали 0.1 мл инкубационной
среды, 0.1 мл Н2О (контроль) или 0.1 мл раствора
ингибитора, 0.1 мл раствора АТФ-Na2 до концен-
трации 0.5 мМ. Реакцию запускали добавлением
0.1 мл суспензии эритроцитов. Температура инку-
бации в стандартных условиях и при определении
кинетических констант составляла +20°С. Реак-
цию останавливали добавлением 0.2 мл 20%-ной
ТХУ. Затем пробы центрифугировали в течение
5 мин при RCF = 1958 g. В надосадочной жидкости
по модифицированному А. Казенновым и М. Мас-
ловой [9] методу Чена и соавт. [10] определяли со-
держание неорганического фосфата, по накопле-
нию которого судили об активности фермента. Ак-
тивность экто-АТФазы выражали в нмоль
Фн/мин/мкл упакованных клеток. При сравнении
эффективности ингибиторного воздействия для
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каждого действующего вещества рассчитывали
концентрацию 50% ингибирования активности
экто-АТФазы эритроцитов рыб (I50). Для удобства
сравнительного анализа воздействия выбранных
солей на экто-АТФазную активность эритроцитов
рыб все графики выполнены с использованием
процентного изменения активности фермента от-
носительно активности физиологического опти-
мума энзима (контроль).

Во всех экспериментах использовали стандарт-
ные методы статистической обработки результатов.
Все результаты представлены в виде x ± Sx. Досто-
верность различий определяли с помощью критерия
Стьюдента. Различия считались достоверными при
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Результаты проведенных исследований пред-

ставлены в табл. 1 и на рис. 1–4. Как видно в табл. 1
и на рис. 1 азид натрия (NaN3) по-разному воздей-
ствовал на активность экто-АТФазы эритроцитов у
скорпены и морской лисицы. У скорпены при на-
растании концентрации ингибитора активность
фермента падала примерно пропорционально ве-
личине действующей концентрации. На графике
это падение имело вид практически прямой линии
с максимумом снижения активности на 65% от ис-
ходной, при действующей концентрации азида в 20
мМ (рис. 1). Концентрация ингибитора (NaN3),
при которой активность экто-АТФазы эритроци-
тов скорпены составляла половину от ее контроль-
ного уровня (I50), оказалfсь равной 15 мМ (табл.1).

У морской лисицы ингибирующий эффект ази-
да (на 19%) отмечен только на фоне добавления на-
чальной концентрации (2.5 мМ) агента. Дальней-

шее увеличение концентрации NaN3 не приводило
к изменению активности экто-АТФазы эритроци-
тов ската (рис. 1), что свидетельствовало об отсут-
ствии чувствительности фермента к этому реаген-
ту.

Ингибирующий эффект фторида натрия (NaF)
на экто-АТФазную активность эритроцитов скор-
пены имел нелинейный характер (рис. 2). Незна-
чительное снижение (на 4%) активности фермента
при 10 мМ концентрации фторида сменялось его
стремительным падением при увеличении его кон-
центрации. Наиболее значительное снижение
уровня активности фермента наблюдалось при
концентрации фторида в 20 и 30 мМ (65% и 44% от
исходного уровня соответственно). Дальнейшее
увеличение концентрации реагента приводило к
замедлению падения активности фермента. При
40 мМ концентрации NF уровень активности фер-
мента составлял 35% от контрольного уровня, а
при 50 мМ концентрации активность экто-АТФа-
зы не превышала 21%. При 60 мМ концентрации
фторида натрия активность энзима составляла все-
го 6% от исходного уровня, что свидетельствовало
о высокой эффективности ингибирующего воздей-
ствия NaF (рис. 2).

Влияние NaF на активность экто-АТФазы эрит-
роцитов морской лисицы имело сходные черты с
его воздействием на активность экто-фермента
эритроцитов скорпены. Однако в эритроцитах ска-
та падение активности фермента под действием
фторида было менее стремительным. Так, при
30 мМ концентрации фторида снижение активно-
сти экто-АТФазы составляло 37% от контрольного
уровня, а при 60 мМ концентрации реагента актив-
ность фермента снижалась на 63%. Остаточная ак-

Рис. 1. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций азида натрия (NaN3).
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Рис. 2. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций фторида натрия (NaF).
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Таблица 1. Влияние различных ингибиторов на активность экто-АТФазы эритроцитов скорпены и морской лисицы

Вид Ингибитор
Концентрация

ингибитора
(мМ)

Активность
(нмольФн/мин/мкл)

Активность
в (%) к контролю

Число 
опытов

I50 (мМ)

С
К

О
РП

Е
Н

А
 (S

C
O

R
PA

E
N

A
 P

O
R

C
U

S 
L

.)

NaN3 (азид натрия) 0 (контроль) 4.8 ± 0.3 100 ± 6 7 15
2.5 4.5 ± 0.3 94 ± 7 7
5 3.8 ± 0.2 79 ± 5 7
10 3.1 ± 0.2* 65 ± 7 7
15 2.6 ± 0.1* 54 ± 4 7
20 1.7 ± 0.02* 35 ± 1 7

NaF (фторид натрия) 0 (контроль) 4.8 ± 0.3 100 ± 6 7 37
10 4.6 ± 0.2 96 ± 4 5
20 3.1 ± 0.2 65 ± 6 6
30 2.1 ± 0.05* 44 ± 2 6
40 1.7 ± 0.04* 35 ± 2 6
50 1.0 ± 0.03* 21 ± 3 6
60 0.3 ± 0.01* 6 ± 3 6

ЭДТА 0 (контроль) 4.8 ± 0.3 100 ± 6 7 12
2 4.7 ± 0.3 98 ± 4 7
4 3.8 ± 0.2 79 ± 3 7
6 3.2 ± 0.2 67 ± 6 7
8 2.9 ± 0.1* 60 ± 3 7
10 2.7 ± 0.1* 56 ± 4 7
12 2.3 ± 0.08* 48 ± 3 7

Na3VO4 (ортованадат 
натрия)

0 (контроль) 5.0 ± 0.2 100 ± 4 7
1 4.9 ± 0.3 98 ± 6 7
2 4.8 ± 0.1 96 ± 2 7
3 4.3 ± 0.1 86 ± 2 7
4 4.4 ± 0.2 88 ± 5 7
5 4.7 ± 0.1 94 ± 2 7

М
О

Р
С

К
А

Я
 Л

И
С

И
Ц

А
 (R

A
JA

 C
L

AV
AT

A
 L

.) NaN3 (азид натрия) 0 (контроль) 3.7 ± 0.1 100 ± 3 7 –
2.5 3.0 ± 0.2 81 ± 7 7
5 3.0 ± 0.2 81 ± 7 7
10 3.0 ± 0.2 81 ± 7 7
15 3.2 ± 0.2 86 ± 6 7
20 3.2 ± 0.2 86 ± 6 7

NaF (фторид натрия) 0 (контроль) 3.8 ± 0.2 100 ± 6 7 51
10 3.6 ± 0.05 95 ± 1 7
20 3.2 ± 0.1 84 ± 3 7
30 2.4 ± 0.1 63 ± 4 7
40 2.0 ± 0.1* 53 ± 5 7
50 1.6 ± 0.1* 42 ± 6 7
60 1.4 ± 0.1* 37 ± 7 7
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тивность экто-АТФазы эритроцитов морской ли-
сицы при 60 мМ концентрации NF была в 6 раз вы-
ше, чем у скорпены и составляла 37% от
контрольного уровня (рис. 2, табл. 1). На более вы-
сокую ингибирующую активность фторида натрия
в отношении экто-АТФазы эритроцитов скорпены
указывает его I50 (37 мМ), что почти в 1.4 раза мень-
ше, чем I50 для эритроцитов морской лисицы
(51 мМ) (табл. 1).

Воздействие ЭДТА на активность экто-фермен-
тов у исследованных костистых и хрящевых рыб
также имело свои особенности. При возрастании
концентрации ЭДТА до 6 мМ комплексон вызывал
торможение активности экто-АТФазы эритроци-
тов как у скорпены, так и у морской лисицы (табл.
1, рис. 3). Однако ингибирующий эффект ЭДТА у
эритроцитов морской лисицы был более выражен
и, уже при 4 мМ концентрации ЭДТА, активность
фермента снижалась на 50% от контрольного уров-
ня. В эритроцитах скорпены при нарастании кон-
центрации ингибитора от 2 до 12 мМ снижение ак-
тивности происходило медленнее и 50% ингибиро-
вание (I50) наступало при концентрации
ингибитора в 12 мМ. В отличие от скорпены у мор-
ской лисицы, начиная с 8 мМ концентрации ЭД-
ТА, происходило увеличение активности фермен-
та, который к 12 мМ уровню реагента составлял
62% от контроля (рис. 3). Таким образом, у мор-
ской лисицы ЭДТА в зависимости от действующей
концентрации вызывал как ингибирование, так и
стимулирование активности экто-АТФазы плазма-
тической мембраны ее эритроцитов. У скорпены
подобный эффект не наблюдался.

Результаты действия ортованадата натрия пред-
ставлены в табл. 1 и на рис. 4. Как видно из пред-
ставленных данных действие ортованадата на ак-
тивность экто-АТФазы эритроцитов скорпены по-
добно действию ЭДТА на экто-фермент красных
клеток крови морской лисицы (рис. 3). При низких
концентрациях (1–3 мМ) ортованадат вызывал
слабое ингибирование фермента, максимум актив-
ности которого составлял 86% при 3 мМ концен-
трации этого реагента. При дальнейшем увеличе-
нии концентрации Na3VO4 (4 и 5 мМ) наблюдалась

Примечание: достоверность различий по сравнению с контролем p < 0.05.

ЭДТА 0 (контроль) 3.9 ± 0.2 100 ± 5 7 4
2 3.6 ± 0.2 92 ± 6 5
4 1.95 ± 0.1* 50 ± 5 5
6 1.65 ± 0.1* 42 ± 6 5
8 1.9 ± 0.1* 49 ± 5 5
10 2.1 ± 0.1* 54 ± 5 5
12 2.4 ± 0.1 62 ± 4 5

Na3VO4 (ортованадат 
натрия)

0 (контроль) 3.4 ± 0.2 100 ± 6 5
1 2.9 ± 0.1 85 ± 3 5
2 2.6 ± 0.1 77 ± 4 5
3 2.5 ± 0.1 74 ± 4 5
4 2.5 ± 0.1 74 ± 4 5
5 2.4 ± 0.1 71 ± 4 5

Вид Ингибитор
Концентрация

ингибитора
(мМ)

Активность
(нмольФн/мин/мкл)

Активность
в (%) к контролю

Число 
опытов

I50 (мМ)

Таблица 1. Окончание

Рис. 3. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций ЭДТА.
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стимуляция активности экто-АТФазы, которая на
фоне 5 мМ концентрации ортованадата натрия со-
ставляла 94% от исходного уровня.

Ортованадат в эритроцитах морской лисицы, по
мере возрастания его концентрации, также как и у
скорпены, слабо ингибировал экто-АТФазную ак-
тивность. Максимум ингибиторного эффекта при
5 мМ концентрации ортованадата составлял 29% и
был несколько выше у морской лисицы, чем у
скорпены (24%). Ортованадат натрия у морской
лисицы не вызывал повышения активности при
высоких концентрациях в среде инкубации и не
выступал как модификатор экто-нуклеотидазы
ската (рис. 4, табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Азид натрия является хорошо известным инги-
битором митохондриальной АТФазы (F1 Fo) типа с
I50 ≈ 0.04 мкм [7]. Так как NaN3 ингибирует и водо-
растворимую АТФазу (F1), был сделан вывод о том,
что местом связывания ингибитора является F1
субъединица фермента, часто называемая факто-
ром сопряжения. Точный механизм взаимодей-
ствия ингибитора с фактором сопряжения неизве-
стен, однако считается, что азид действует через
механизм стабилизации неактивной формы фер-
мента –  . АДФ . Mg [11]. Для определения в го-
могенатах тканей активности АТФаз V- и P- типа,
в реакционную смесь включают азид натрия (1–
5 мМ) для подавления митохондриальной актив-
ности в препаратах. В 1962 г. Джонесу и Эрнстеру
при исследовании микросомальных препаратов
печени крыс удалось выявить еще одну азидинги-
бируемую АТФазу, не связанную с митохондри-

1*F

альным комплексом гепатоцитов [12]. Эта АТФаза
отличалась по своим биохимическим свойствам от
АТФазы (F1 Fo), она была наделена широкой суб-
стратной специфичностью и, кроме АТФ, могла
гидролизовать и другие нуклеозидтрифосфаты
(НТФ) и некоторые нуклеозиддифосфаты (НДФ),
поэтому получила название НТФДифосфогидро-
лаза (НТФДаза). Важным отличием найденной
НТФДазы было то, что концентрация азида на-
трия, необходимая для полумаксимального инги-
бирования активности фермента, была в мМ диа-
пазоне, что на порядок было больше концентрации
NaN3, необходимой для I50 АТФазы (F1 Fo). Доказа-
тельства того, что ингибированная азидом АТФаза
встроена в плазматическую мембрану с наружной
ее стороны, были получены в 90-х годах прошлого
века [13]. В настоящее время известно, что
АТФазы, активный центр которых, находится на
поверхности мембраны, составляют одно семей-
ство Е-АТФаз (Е – обозначает экто). Эти АТФазы
характеризуются широкой субстратной специфич-
ностью, необходимостью присутствия, для прояв-
ления активности ионов двухвалентных катионов
Ca2+ или Mg2+ и практически полным отсутствием
чувствительности к действию специфических ин-
гибиторов АТФаз V и F –типа [14]. Трудности ис-
следования экто-АТФаз обусловлены их высокой
чувствительностью к инактивации детергентами.
Поэтому попытки выделения экто-НТФДаз из
мембран клеток часто заканчивались неудачами и
только в 1992 г. гликопротеин фермента, из попе-
речных канальцев мышечных волокон кролика,
был успешно очищен в чистом виде [15]. Даль-
нейшие исследования позволили выявить четы-
ре экто-нуклеозид-трифосфат/дифосфогидролазы
(НТФДаз), которые были разделены на подсемей-
ства с порядковыми номерами 1, 2, 3 и 8 (НТФДаза 1,
НТФДаза 2, НТФДаза 3, НТФДаза 8) [16]. В лите-
ратуре нами не найдено примеров выделения чи-
стых препаратов экто-НТФДаз из эритроцитов
рыб, других позвоночных животных и человека.

Экто-НТФДазы хрящевых и костистых рыб де-
монстрировали разную чувствительность к дей-
ствию мМ концентраций азида натрия (рис. 1).
Экто-НТФДаза морской лисицы была малочув-
ствительна к действию азида, в то время как экто-
АТФаза скорпены ингибировалась под действием
азида, демонстрируя довольно высокие значения
I50 = 15 мМ (табл. 1). Исходя из полученных дан-
ных, ввиду того что НТФДазы – 2-го типа других
клеток вообще были нечувствительны к действию
мМ концентраций азида натрия [17], экто-НТФДа-
зы скорпены и морской лисицы могут быть отнесе-
ны к разным подсемействам. Экто-НТФДаза скор-
пены к экто-НТФДазам – 1-го типа, а морской
лисицы – к экто-НТФДазам – 2-го типа. Линей-
ный ход кривой ингибирования экто-НТФДазы
эритроцитов скорпены азидом натрия свидетель-

Рис. 4. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций ортованадата натрия (Na3VO4).
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ствовал о том, что ингибирование фермента носит
дозозависимый характер. Возрастающая концен-
трация ингибитора пропорционально тормозила
ферментативную активность экто-АТФазы, что
свидетельствовало о достаточно высокой ингиби-
рующей активности азида в отношении экто-
НТФДазы скорпены. Экто-НТФДаза эритроцитов
ската проявляла высокую устойчивость к действию
ингибитора и при возрастании его концентрации
до 20 мМ, фермент стабильно сохранял активность
на уровне 86% (см. табл. 1 и рис. 1). Причины такой
стабильности неизвестны, но можно предполо-
жить, что активный центр экто-НТФДазы эритро-
цитов морской лисицы отличается от экто-фер-
мента скорпены и возможно его устройство обес-
печивает толерантность к присутствию высоких
концентраций азида натрия.

Фторид натрия достаточно эффективно инги-
бировал работу экто-АТФаз эритроцитов рыб при
I50 = 37 мМ – для скорпены и I50 = 51 мМ – для мор-
ской лисицы (табл. 1). Поэтому фторид натрия
можно отнести к высокоактивным ингибиторам
[18], способным при мМ концентрациях блокиро-
вать работу экто-НТФДаз в эритроцитах рыб. Ход
кривых ингибирования экто-НТФДаз у морской
лисицы и скорпены имеют сходный характер. Тем
не менее, ингибирование фермента у скорпены,
при аналогичных условиях, было более значимым
и при 60 мМ концентрации NaF активность энзи-
ма, блокировалась полностью (на 94%) (см. рис. 2).

Фторид натрия в мМ концентрациях является
эффективным блокатором многих ферментов,
включая и АТФазы [19]. Специальных исследова-
ний по определению механизма ингибирования
фторидом натрия экто-НТФДаз нами в литературе
найдено не было. Однако известно, что соедине-
ния фтора обладают высоким сродством к ионам
ряда металлов и в частности к иону Ca2+. Известно,
что все экто-АТФазы функционируют в присут-
ствии двухвалентных катионов Mg2+ или Ca2+.
Можно предположить, что хотя магний и не обра-
зует стабильных комплексов с фторид-ионом, но
он может взаимодействовать с ним [20], вызывая
изменение фермент-субстратного комплекса в ви-
де ингибиторного эффекта. Кроме того, ионы фто-
ра способны связываться с функциональными
группами аминокислотных остатков в активном
центре ферментов, что также вызывает их ингиби-
рование. Таким же путем ингибируются активно-
сти Na+ K+ – АТФазы и ряда других фосфатаз [19].
Как показали исследования Н.И. Агалаковой и
Г.П. Гусева [20], воздействие фторида натрия ин-
дуцирует апоптоз эритроцитов крыс. Как полагают
исследователи, активация гибели эритроцитов
происходит за счет увеличения внутриклеточной
концентрации Ca2+, которую провоцирует фторид
в результате активации неселективных Ca2+-про-
ницаемых каналов и ингибирования активности

мембранной Ca2+АТФазы. Кроме того, цитозоль-
ный Ca2+ вызывал, за счет активации Ca2+ активи-
руемых-K+-каналов, резкое падение внутрикле-
точной концентрации ионов К+. Вместе с потерей
K+ происходил выход, осмотически связанной во-
ды и сморщивание клеток, что в конечном счете
приводило к гибели эритроцитов крыс.

Ингибиторный эффект in vitro высоких концен-
траций фторида натрия антиоксидантных (су-
пероксиддисмутаза, каталаза, глутатионперокси-
даза) ферментов показан на эритроцитах человека
[21]. Отмечено дозозависимое ингибирование ак-
тивностей указанных выше антиоксидантных фер-
ментов, что вызывало рост активных форм кисло-
рода (АФК) и формирование реакции окислитель-
ного стресса на мембранах и во внутриклеточном
пространстве эритроцитов. Как полагают J. Gutiér-
rez-Salinas и соавт. [22], это приводит к перекисно-
му окислению липидов мембран, повреждению
белковых макромолекул на поверхности и внутри
клеток, падению энергетического метаболизма.
Доказательством падения энергетического обмена
в эритроцитах является наблюдаемое снижение
внутриклеточной концентрации АТФ и АДФ под
воздействием NaF [23]. Падение энергетического
заряда эритроцитов обусловлено блокированием
NaF-енолазы – одного из ключевых ферментов
гликолиза. [24]. Однако в настоящее время получе-
ны данные о том, что енолаза не всегда является
мишенью фторида [25]. Согласно современной ги-
потезе, гликолиз тормозится в результате внутри-
клеточного подкисления, которое возникает в про-
цессе окислительного стресса индуцированного
высокими концентрациями фторида натрия [26].
Кроме этого, фторид натрия дезорганизует работу
митохондрий, вызывая падение мембранного по-
тенциала и образования гигантской поры в их на-
ружной мембране [27]. Это приводит к набуханию
матрикса, разрыву наружной мембраны и выходу
из митохондрий цитохрома с. Все это тормозит ра-
боту дыхательной цепи, подавляет синтез АТФ и, в
конечном счете, ведет к развитию апоптоза и гибе-
ли клеток [28]. Таким образом, воздействие фтори-
да натрия на эритроциты рыб носит многовектор-
ный характер, последствие которого выражается в
необратимом падении активности экто-НТФДаз
на фоне оксидативного стресса, внутриклеточного
энергетического коллапса и, в конечном счете –
гибели клеток.

Ортованадат натрия (Na3VO4) относится к со-
единению с широким спектром действия на раз-
личные ферменты живой клетки. Считается, что
среди многочисленных неорганических солей пя-
тивалентный ванадий является наиболее токсич-
ным [29]. Показано, что ортованадат (VO4

3–) в
эритроцитах снижал скорость гликолиза, ингиби-
руя активность глицеральдегид-3фосфатдегидро-
геназы [30]. Ванадат проявлял нейротоксичные
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свойства, блокируя в нейронах работу холинэсте-
разы и Ca2+, Mg2+ АТФазы [31]. В почечных ка-
нальцах ванадат ингибировал Na+, K+-АТФазу, что
приводило к отеку и натрийурии [32]. Также вана-
дат является эффективным ингибитором экто-
АТФаз эпителия куриного яйцевода [6] и поэто-
му использование его в настоящем исследовании
можно считать вполне обоснованным. В наших
исследованиях действие ортованадата на экто-
НТФДазу эритроцитов рыб выражалось в незна-
чительном снижении активности фермента (рис. 3,
табл. 1). Ферментативный ответ экто-АТФазы
эритроцитов морской лисицы был более выражен
и его активность, после воздействия в 2 мМ кон-
центрации, падала на 25%, оставаясь на этом уров-
не вне зависимости от последующего увеличения
действующей концентрации ортованадата. Макси-
мальный ингибиторный эффект на активность
экто-АТФазы эритроцитов скорпены наблюдался
при 3 мМ концентрации реагента, а дальнейшее
увеличение действующей концентрации ортована-
дата приводило к стимуляции активности фермен-
та. Такое действие ортованадата можно рассматри-
вать как модификацию активности фермента, а
сам ортованадат следует рассматривать как моди-
фикатор активности экто-АТФазы, а не только как
ее ингибитор. Эффекты, которые показывает вана-
дий, при воздействии на ферменты многообразны
и зависят от типа ткани, собственных свойств фер-
мента и даже концентрации ванадата [33]. Меха-
низм действия ванадата на активность АТФаз до
конца не расшифрован. Полагают, что тетраэдри-
ческий анион ванадата подобен фосфатному анио-
ну и поэтому ванадат может взаимодействовать с
различными физиологическими субстратами, с ко-
торыми функционирует анион фосфата. В общих
чертах, ванадатная и фосфатная группы по своей
тетраэдрической морфологии очень похожи сфе-
рическим распределением заряда во внешней сфе-
ре. Однако чистый ионный заряд этих ионов при
рН, близкому к 7.0, отличается, что может приво-
дить к различным взаимодействиям с электро-
фильными группами в активном центре АТФаз.
Существуют и другие различия, основным из кото-
рых является восприимчивость ванадата к (одно-
электронному) восстановлению, вследствие нали-
чия низколежащих d орбиталей и координацион-
ных чисел больше 4, обычно 5 или 6. Следствием
этого является генерация пяти- или шестикоорди-
натных анионов, фиксации ванадата координаци-
ей к функциональным группам, обеспечиваемым
аминокислотными боковыми цепями белков [34]
Таким образом, ванадат структурно может высту-
пать конкурентом в занимаемых фосфором местах,
в активных центрах ферментов и других местах.
Кроме того, ванадат может связываться с АДФ и
другими макроэргическими соединениями и тем
самым влиять на активность АТФаз через модифи-
кацию захватываемых ими субстратов [35].

ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота и
ее динатриевая соль) относится к малотоксичным
анионитам и ее главное свойство – образование
устойчивых водорастворимых комплексов с иона-
ми металлов. Экто-НТФДазы в качестве субстрата
используют двухкомпонентный Mg2+(Ca2+)-АТФ
[11]. ЭДТА-Na2 препятствует формированию ме-
талл-нуклеозид-трифосфатного комплекса и тем
самым является ингибирующим фактором, спо-
собным блокировать гидролиз экто-ферментами
макроэргических фосфатов. ЭДТА была использо-
вана в качестве мощного ингибитора поверхност-
ных НТФДаз еще в самом раннем периоде изуче-
ния экто-энзимов. Так, в 1957 г. Т.В. Венкстерну и
В.А. Энгельгардту [36] при помощи 1 мМ ЭДТА
удалось полностью блокировать экто-АТФазу
эритроцитов голубя и доказать, что взрывной ха-
рактер гидролиза гомогенатов эритроцитов птицы,
обусловлен активностью именно этого фермента.
Ими было подчеркнуто, что действие ЭДТА носит
обратимый характер и добавление Mg2+ или Са2+ на
фоне блокатора полностью восстанавливало ак-
тивность экто-АТФазы.

В наших экспериментах ЭДТА был малоэффек-
тивным ингибитором и вызывал частичное блоки-
рование (40–50%) активности фермента в эритро-
цитах рыб даже при 12 мМ концентрации. Эта кон-
центрация на порядок превышала концентрацию
комплексона, использованного в опытах на эрит-
роцитах голубя (рис. 4, табл. 1). В экспериментах с
эритроцитами скорпены для ЭДТА константа ин-
гибирования (I50) составляла 12 мМ, что совпало с
максимальной концентрацией реагента использо-
ванной в этих экспериментах. В отношении экто-
НТФДазы эритроцитов морской лисицы ингиби-
торный эффект ЭДТА наблюдался только при низ-
ких концентрациях блокатора (2, 4, 6 мМ). При
6 мМ концентрации ЭДТА активность фермента
снижалась максимально (на 58%). Константа ин-
гибирования (I50) для этой части кривой составляла
4 мМ (рис. 4). При более высоких концентрациях
(8, 10, 12 мМ) наблюдалась реверсивная активация
активности экто-НТФДазы, которая постепенно
возрастала на 20% (табл. 1) и I50 для этой части кри-
вой составляла 9 мМ. В данном случае ЭДТА вы-
ступал как модифицирующий агент. Причины ак-
тивации активности экто-АТФазы эритроцитов
морской лисицы неизвестны. Однако присутствие
ЭДТА способно вызывать активацию Са2+ АТФазы
мембран эритроцитов человека. По мнению Воль-
фа [37] эти изменения могут происходить в резуль-
тате «частичной денатурации» фермента под дей-
ствием комплексона. Ингибиторный эффект
ЭДТА у морской лисицы заканчивался, когда кон-
центрация ингибитора и концентрация присут-
ствующего в среде инкубации Mg2+ выравнивались
до эквимолекулярных значений. У скорпены по-
следующее наращивание концентрации ингибито-
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ра вызывало лишь незначительное понижение ак-
тивности фермента. При таких концентрациях
ЭДТА в среде инкубации уже не должно было бы
быть свободных двухвалентных катионов. Тем не
менее экто-НТФДаза исследованных рыб продол-
жала сохранять активность на уровне 50–60%. Эти
результаты свидетельствовали в пользу особых
способностей экто-НТФДаз эритроцитов рыб.
Можно полагать, что экто-НТФДазы эритроцитов
рыб способны функционировать в условиях дефи-
цита двухвалентных катионов, что маловероятно,
или иметь их внутриклеточные резервы, при выхо-
де которых из эритроцитов в окружающее про-
странство они способны поддерживать активность
поверхностных АТФаз. Такие возможности у эрит-
роцитов есть. Еще в 1969 г. при изучении движения
Ca2+ через мембрану эритроцитов человека было
установлено наличие активной экструзии Са2+ из
эритроцитов, что может поддерживать или даже
активировать активность Mg2+, Ca2+- АТФазы [38].
Согласно современным исследованиям, механизм
экструзии опосредован мощным трансмембран-
ным кальциевым насосом, который способен
быстро удалять кальций из цитозольного про-
странства эритроцитов [39]. Нельзя не отметить
важность и мембранного Са2+. Высокие концен-
трации ЭДТА могут удалить все двухвалентные ка-
тионы из инкубационной среды суспензии эритро-
цитов, но не могут удалить мембраносвязанный
кальций [40], что может обеспечивать поддержа-
ние активности экто-АТФаз.

Полученные в наших исследованиях эффекты
необходимо рассматривать как интегральный от-
вет активности экто-НТФДазы эритроцитов рыб
ввиду многовекторности действий выбранных реа-
гентов. С этим связаны трудности интерпретаций
полученных результатов при работе с суспензиями
цельных эритроцитов. Как уже указывалось выше,
в доступной нам литературе ссылок на выделение
из плазматических мембран эритроцитов позво-
ночных и получение чистых препаратов экто-
НТФДаз нами не найдено. При выделении экто-
НТФДаз из других клеток исследователи сталкива-
ются с трудностями, связанными с очень большой
чувствительностью экто-АТФаз к действию детер-
гентов и других агентов, применяемых для дезин-
теграции мембраны. Под действием этих веществ
поверхностно-локализованные АТФазы распада-
ются на фрагменты с потерей активности [41]. Ме-
стом приложения для выбранных ингибиторов яв-
ляются не только активный центр и белковая моле-
кула экто-фермента, не только катионы металлов,
но и энергетика эритроцитов в целом. Блокирова-
ние гликолиза и дыхания митохондриального ком-
плекса эритроцитов посредством ингибирования
ключевых ферментов и дезинтеграции функцио-
нирования митохондриального матрикса приводит
к существенному снижению энергетического по-

тенциала эритроцитов и может оказывать влияние
на работу экто-НТФДаз.

Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод о том, что экто-НТФДазы эритроцитов хряще-
вых и костистых рыб существенно различаются по
резистентности к действию выбранных биохими-
ческих агентов. Экто-НТФДаза эритроцитов мор-
ской лисицы обладает большей устойчивостью к
выбранным нами реагентам. Возможно, причины
такой устойчивости обусловлены наличием особой
толерантности эритроцитов хрящевых рыб к высо-
ким концентрациям мочевины (у морской лисицы
около 400 мМ), которую они накапливают в плазме
крови для поддержания осмотического равновесия
с окружающей средой. Во всяком случае, это требу-
ет особых конструктивных решений на молекуляр-
ном уровне ввиду того, что мочевина для осталь-
ных эритроцитов позвоночных является сильней-
шим ядом, и даже небольшие сбои в фильтрующей
системе почек ведут к катастрофическим послед-
ствиям. Отсутствие ингибирующего эффекта азида
натрия на экто-АТФазу эритроцитов морской ли-
сицы позволяет предположительно отнести эту
экто-НТФДазу к семейству экто-НТФДаз 2-го ти-
па, тогда как экто-НТФДаза эритроцитов скорпе-
ны к экто-НТФДазам 1-го типа. Функциональное
назначение экто-АТФаз плазматических мембран
эритроцитов рыб не установлено, но присутствие
постоянно высоких концентраций АТФ [42] в
плазме крови рыб и высокие значения удельной
активности экто-ферментов рыб [3, 4] свидетель-
ствуют о значимой роли этих АТФаз в физиологии
эритроцитов и кровотока в целом.
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THE EFFECT OF AZIDE, FLUORIDE, ORTHOVANADATE, AND EDTA SODIUM 
SALTS ON ECTO-ATPASE ACTIVITY OF RED BLOOD CELLS 

IN A SCORPIONFISH (SCORPAENA PORCUS L.) 
AND THORNBACK RAY (RAJA CLAVATA L.)

Yu. A. Silkina, #, E. N. Silkinaa, and M. Yu. Silkina

a T. I. Vyazemsky Karadag Scientific Station – Nature Reserve of the Russian Academy of Sciences − Branch of A.O. Kovalevsky 
Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Feodosiya, Russia

#e-mail: ysilkin@mail.ru

The effect of azide, f luoride, orthovanadate and EDTA sodium salts on the ecto-ATPase activity in red blood
cells (RBCs) of a scorpionfish (Scorpaena porcus L.) and thornback ray (Raja clavata L.) was studied. It was
shown that under the influence of millimolar (mM) concentrations of the selected biochemical agents, signifi-
cant differences in the hydrolytic activity of RBC plasma membrane ecto-ATPases were revealed in cartilaginous
vs. teleost fish. For example, thronback ray RBC ecto-ATPase was practically insensitive to sodium azide. In
contrast, scorpionfish RBC ecto-ATPase was sensitive to sodium azide, which blocked the enzyme activity by
65% at a concentration of 20 mM. Thornback ray RBC ecto-ATPase retained a significant activity (37%) at high
(60 mM) concentrations of sodium fluoride, while scorpionfish RBC ecto-ATPase was almost completely
blocked at this concentration. EDTA acted as a modifier of thornback ray ecto-ATPase activity: at concentrations
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of up to 6 mM, ATP hydrolysis was actively blocked (by 58%), and at higher concentrations, ecto-ATPase activity
was stimulated (up to 20%). An increase in the EDTA concentration (up to 12 mM) in suspensions of scorpion-
fish RBCs constantly stimulated the inhibitory effect of the chelator (up to 52% vs. control). The activity of ecto-
ATPases in RBCs of the studied fish species was weakly blocked by sodium orthovanadate. These differences may
reflect a higher tolerance of thornback ray RBC ecto-ATPase to the effect of the above chemical reagents com-
pared to a scorpionfish. The absence of the sodium azide inhibitory effect on thornback ray RBC ecto-ATPase
suggests that this ecto-ATPase may be referred to a family of type 2 ecto-NTPDases (ENTPD2), while scorpi-
onfish ecto-ATPase may belong to type 1 ecto-NTPDases (ENTPD1).

Keywords: fish, erythrocytes, ecto-ATPases, sodium salts of azide, f luoride, orthovanadate, EDTA



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2021, том 57, № 5, с. 392–401

392

СЕЗОННАЯ ДИНАМИКА СИСТЕМЫ КРАСНОЙ КРОВИ МАЛОЙ ЛЕСНОЙ 
МЫШИ (APODEMUS URALENSIS) В ГОРАХ ЦЕНТРАЛЬНОГО КАВКАЗА
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Исследован комплекс показателей системы крови широко распространенного вида – малой лесной
мыши (Apodemus uralensis Pall.) в горах Кавказа (1800 м над ур. м.) с охватом всех сезонов года. Иссле-
дование было проведено на взрослых животных, отловленных зимой, весной, летом и осенью в сосно-
вом лесу (Национальный парк Приэльбрусье, КБР). При действии хронической гипоксии у вида пока-
зана сезонная динамика эритропоэза костного мозга, поступления молодых эритроцитов (ретикулоци-
тов) в периферическую кровь и особенности поддержания кислородной емкости крови в разные
сезоны года. Кроветворная функция костного мозга A. uralensis в среднегорьях сохраняется на высоком
уровне в течение всего годового цикла, при этом наиболее активное кроветворение наблюдается в зим-
ний и летний периоды, и менее активное – в весенний и осенний. Обитание в условиях хронической
гипоксии обусловливает необходимость высокого оснащения организма A. uralensis кислородом неза-
висимо от сезона года. В способах поддержания кислородной емкости крови в разные сезоны года име-
ются существенные различия: в холодный осенне-зимний период она обеспечивается увеличением об-
щей поглотительной поверхности для кислорода, в весенне-летний – поступлением в кровоток эрит-
роцитов с качественно иными свойствами. Выявленная сезонная изменчивость в показателях
эритрона малой лесной мыши обеспечивает поддержание как оптимальной кислородной емкости кро-
ви, так и гомеостаза всего организма в горах Центрального Кавказа.

Ключевые слова: Apodemus uralensis, Кавказ, сезонная изменчивость, адаптация, система крови,
эритропоэз, эритроциты
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ВВЕДЕНИЕ
Как известно, гипоксия является одним из глав-

ных факторов эволюционной адаптации, которая
приводит к появлению большого разнообразия
адаптивных стратегий [1]. Исследование физиоло-
гических, а в последние десятилетия и молекуляр-
но-генетических основ адаптаций к гипоксии у
разных видов, остается одним из актуальных во-
просов современной биологии [2–6]. Эти адапта-
ции направлены на увеличение подачи кислорода к
тканям и/или снижение потребности в кислороде
на клеточном уровне [5, 7]. Адаптивные реакции
малой лесной мыши (Apodemus uralensis Pall.) к
условиям гор относятся к первому типу. Увеличе-
ние пропускной способности кислорода в крови у
вида обеспечивается изменениями в эритропоэти-
ческой активности костного мозга и соответствую-
щим поступлением в периферическую кровь боль-
шого числа молодых эритроцитов – ретикулоцитов –
и качественными особенностями этих клеток: бо-
лее высокое содержание гемоглобина при меньших

размерах [8]. В результате высокой кислородной
емкости крови увеличивается нагрузка на сердце,
что выражается в относительно больших размерах
сердца [8].

Горные условия характеризуются комбиниро-
ванным воздействием гипоксии и холода, что со-
здает серьезные физиологические проблемы для
млекопитающих, поскольку реакция метаболизма
на эти два фактора противоположна [5, 9]. Эти
стрессовые факторы накладываются на сезонную
цикличность сдвигов условий существования (как
климатических, так и кормовых). При значитель-
ном объеме исследований по различным аспектам
адаптации к гипоксии нет четкого понимания того,
каким образом в разные сезоны года обеспечивает-
ся поддержание кислородного запроса организма в
экстремальных условиях гор.

Цель работы состояла в исследовании особен-
ностей обеспечения кислородного запроса орга-
низма широко распространенного вида – Apodemus

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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uralensis, в разные сезоны года в горах Центрально-
го Кавказа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования, согласно типизации А.К. Тембо-
това [10], проводись в условиях среднегорий субаль-
пийского пояса эльбрусского варианта Центрального
Кавказа. Эльбрусский вариант относится к конти-
нентальному подтипу восточно-северокавказского
(полупустынного) типа поясности. Здесь Главный
и Боковой хребты состоят из больших вершин, в
силу чего влажные средиземно-черноморские вет-
ры задерживаются, их влияние здесь отсутствует.
Климат континентальный, за счет свободного про-
никновения сухих воздушных потоков с Прикаспий-
ской низменности в горы. Отлов животных про-
водили в сосновом лесу с примесью березы на
территории Национального парка “Приэльбрусье”,
окр. пос. Эльбрус, высота местности – 1800 м над
ур. м., GPS координаты – 43°15' с.ш., 42°38' в.д.

Объект исследования (Apodemus uralensis Pall.) –
доминирующий вид в сообществе мелких млекопи-
тающих субальпийского пояса эльбрусского вариан-
та. Ареал вида на Кавказе в высотном направлении
простирается до 3000 м над ур. м. [11]. Молекулярно-
генетическими исследованиями на Центральном
Кавказе, в пределах КБР, установлено обитание ге-
нетически однородных животных, которые иденти-
фицируются как Apodemus uralensis [12].

В работе использовано 170 особей малой лесной
мыши с охватом всех сезонов года: зима (январь) –
11 самцов, 10 самок; весна (апрель) – 22 самца, 12 са-
мок; лето (июль) – 32 самца, 33 самки; осень (ок-
тябрь) – 20 самцов, 30 самок. Животных отлавли-
вали стандартным методом ловушко-линий [13].
Изучались взрослые особи, возраст которых опре-
деляли на основании комплекса признаков стерто-
сти зубов, массы тела, состояния генеративных ор-
ганов. Работа выполнена с соблюдением этических
стандартов, утвержденных правовыми актами РФ,
международных принципов Базельской деклара-
ции о гуманном отношении к животным и правил
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных.

Костный мозг получали из бедренной кости.
Препараты костного мозга готовили на предмет-
ных стеклах и окрашивали комбинированным ме-
тодом (по Май-Грюнвальд и Романовскому-Гим-
за, MiniMed, Россия). Морфологический анализ
клеток костного мозга (соотношение клеток лей-
коцитарного и эритробластного ряда, эритробла-
стограмма) проводился с помощью микроскопа
Axio Imager, (Carl Zeiss, Германия), окуляр – 10,
объектив – 100 с масляной иммерсией. Ретикуло-
циты крови (RET) и их парциальный состав иссле-
довали на микропрепаратах, окрашенных 1% рас-
твором красителя бриллиант-крезилблау. Расчет

проводили на 10 тыс. эритроцитов. По степени зре-
лости различали 5 групп ретикулоцитов (0, I, II, III,
IV). Концентрацию гемоглобина (HGB, г/л) опре-
деляли унифицированным гемоглобинцианидным
методом на гемоглобинометре фотометрическом
МиниГЕМ-540 (Техномедика, Россия), гемато-
критное число – соотношение плазмы и формен-
ных элементов (HCT, об.%) – микрометодом на ге-
матокритной центрифуге CM-70 (ELMI, Латвия),
подсчет количества эритроцитов (RBC, млн в 1 мкл)
проводился в камере Горяева. Диаметр эритроци-
тов (микрометры) измерялся прямым микромет-
рическим методом с помощью винтового окуляр-
микрометра МАВ 1-16х на сухих окрашенных пре-
паратах крови. Измеряли диаметр 100 различных
эритроцитов, результаты распределяли по группам
(по величине диаметра эритроцитов). Рассчитыва-
ли среднее содержание гемоглобина в эритроците
(MCH) в пикограммах (пг), среднюю концентра-
цию гемоглобина в эритроците (MCHC) в г/л,
средний объем эритроцита (MCV) в кубических
микрометрах (мкм3) [14, 15].

Статистическая обработка данных проводилась
с использованием пакета программ “Statistica-10
for Windows”. Влияние факторов проанализирова-
но двухфакторным дисперсионным анализом
(Factorial ANOVA). При оценке различий (поло-
вых, сезонных) использовали Tukey-тест. Кластер-
ный анализ проводили на основе матрицы дистан-
ций Махаланобиса методом Варда (Ward’s method,
1 – Pearson –r). Для всех статистических тестов
принят 5% уровень значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Двухфакторный дисперсионный анализ пока-
зал, что система крови малой лесной мыши в усло-
виях среднегорья Центрального Кавказа претерпе-
вает значительные сезонные изменения (F = 3.6,
p = 0.000), не зависит от пола животных (F = 0.6,
p = 0.867) и совместного действия рассматривае-
мых факторов (F = 1.3, p = 0.104).

Согласно результатам дискриминантного анализа
82% животных соответствуют классификационной
матрице, однородность зимней, весенней и осенней
выборок составляет 80–88%, летней – 77%.

Система крови A. uralensis в зимний период (ян-
варь). Активная часть паренхимы костного мозга у
всех изученных особей в зимний период была густо
заполнена кроветворными клетками. Эритроид-
ные клетки на препаратах равномерно располага-
лись между другими кроветворными элементами
лейкоцитарного ряда и эритроцитами. На каждое
поле зрения их приходилось от 15 до 35. Среди этих
клеток эритроидного ряда в стадии митоза были 1–3.
Жировые клетки встречались в небольшом количе-
стве и не в каждом поле зрения. В парциальном со-
отношении клеточных групп костного мозга
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эритроидные клетки составили 21.65% у самцов и
21.45% у самок, оставшиеся около 80% приходятся
на лейкоцитарный ряд (табл. 1). В эритрограмме
выявлен сдвиг в левую сторону за счет молодых
клеток (эритробластов и базофильных нормобла-
стов).

В периферической крови содержание молодых
эритроцитов (ретикулоцитов) высокое и составля-
ет 35.47‰ у самцов и 35.67‰ у самок. В парциаль-
ном их составе преимущественное содержание ре-
тикулоцитов третьей стадии (около 20‰ у живот-
ных обоих полов). Число эритроцитов в 1 мкл
крови также высоко, причем как у самок, так и у
самцов малой лесной мыши (около 11 млн), при
этом они небольших размеров (5.15 и 5.16 мкм со-
ответственно). Концентрация гемоглобина в крови
в среднем высокая, у особей обоих полов (табл. 2).
По системе крови в зимний период по полу разли-
чия не отмечены.

Морфологический анализ эритроцитов на пре-
паратах крови показал, что они нормохромные, и
процесс их поступления не нарушен, о чем свиде-
тельствует наличие 3–9 полихроматофильных
эритроцитов в каждом поле зрения (рис. 1).

В эритроцитах обнаружены включения телец
Хауэлла-Жолли (у 60% изученных животных). Все
это свидетельствует о высокой активности эритро-
поэза в зимний период.

Система крови A. uralensis в весенний период (ап-
рель). В весенний период эритроидные элементы
на препаратах костного мозга встречались в каж-
дом поле зрения в количестве до 30. В стадии мито-
за клетки красного ряда (2–3) отмечались не во
всех полях зрения. Жировых клеток больше, чем
зимой. Полученные результаты свидетельствуют о
некотором снижении активности эритропоэза в
весенний период, в сравнении с зимним (табл. 1).
В парциальной эритрограмме (рис. 2) более низкое

Таблица 1. Сезонная динамика параметров костного мозга малой лесной мыши (A. uralensis) в условиях среднегорий
Центрального Кавказа

Параметры пол
M ± SE

p < 0.05
Зима (1) Весна (2) Лето (3) Осень (4)

Эритробластный ряд в % ко всем 
ядерным клеткам костного мозга

♂ 21.65 ± 0.82 18.18 ± 0.63 22.59 ± 0.60 18.88 ± 0.70 1–2, 2–3, 3–4
♀ 21.45 ± 0.22 18.81 ± 1.34 23.47 ± 0.60 20.22 ± 1.02 2–3, 3–4

Соотношение лейкопоэз
эритропоэз

♂ 3.61 : 1 4.60 : 1 3.50 : 1 4.43 : 1
♀ 3.82 : 1 4.49 : 1 3.34 : 1 4.15 : 1

Таблица 2. Сезонная динамика параметров периферической крови малой лесной мыши (A. uralensis) в условиях
среднегорий Центрального Кавказа

Примечание: HGB – концентрация гемоглобина, HCT – гематокритное число, RBC – количество эритроцитов, MCH – среднее
содержание гемоглобина в эритроците, MCHC – средняя концентрация гемоглобина в эритроците, MCV – средний объем эрит-
роцита.

Параметры пол
M ± SE

p < 0.05
Зима (1) Весна (2) Лето (3) Осень (4)

HGB (г/л) ♂ 165.09 ± 3.0 164.90 ± 3.9 158.41 ± 1.8 157.21 ± 2.6
♀ 161.30 ± 3.1 158.82 ± 4.6 161.90 ± 2.0 154.71 ± 1.9

RBC (млн в 1 мкл) ♂ 11.002 ± 0.3 9.380 ± 0.3 9.220 ± 0.1 9.930 ± 0.2 1–2, 1–3
♀ 10.762 ± 0.4 9.898 ± 0.3 9.166 ± 0.2 10.203 ± 0.2 1–3, 3–4

HCT (об/%) ♂ 51.25 ± 1.4 51.65 ± 1.1 49.71 ± 0.6 49.50 ± 0.7
♀ 52.00 ± 1.1 50.83 ± 1.1 50.32 ± 0.8 49.31 ± 0.6

Диаметр эритроцитов (мкм) ♂ 5.15 ± 0.05 5.50 ± 0.03 5.43 ± 0.04 5.39 ± 0.03 1–2, 1–3
♀ 5.16 ± 0.04 5.41 ± 0.05 5.51 ± 0.04 5.35 ± 0.02 1–2, 1–3, 3–4

MCH (пг) ♂ 15.09 ± 0.4 17.87 ± 17.22 ± 0.6 15.84 ± 0.2 1–2, 1–3, 3–4
♀ 15.17 ± 0.6 15.88 ± 17.82 ± 05 15.22 ± 0.3 1–3, 2–3, 3–4,

MCV (мкм3) ♂ 47.83 ± 1.5 53.07 ± 53.96 ± 1.8 50.18 ± 0.6 1–3, 3–4
♀ 48.90 ± 1.9 51.62 ± 55.20 ± 1.3 48.76 ± 0.7 1–3, 3–4,

MCHC (г/л) ♂ 31.63 ± 0.05 31.49 ± 31.90 ± 0.4 31.39 ± 0.2
♀ 31.06 ± 0.04 30.77 ± 32.18 ± 0.5 31.25 ± 0.2 1–3
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содержание эритробластов, статистически значи-
мое в случае сравнения самок (p = 0.000).

Средние значения содержания этих клеток весной
составляют для самцов 2.59 ± 0.2% и 2.64 ± 0.50% для
самок. Также ниже относительное количество ок-
сифильных нормобластов – 47.93 ± 1.39% и 47.61 ±
± 3.25% (p = 0.000 и p = 0.009) соответственно.

Несмотря на это, содержание ретикулоцитов в
периферической крови остается на уровне зимних
значений, что свидетельствует об активном по-
ступлении красных кровяных телец и в весенний
период. Снижение показателей (рис. 3) отмечено
лишь для третьей стадии (у самцов – 11.18 ± 0.8‰,
у самок – 8.29 ± 0.4‰). Половые различия выра-
жены в парциальном составе ретикулоцитов: у са-

мок меньше зрелых клеток (III (p = 0.008) и IV (p =
= 0.029) стадий) и больше молодых (II стадии (p =
= 0.050), что связано с ускоренным выходом рети-
кулоцитов в периферическую кровь и способствует
повышению дыхательной функции крови.

В периферической крови содержание эритро-
цитов весной снижается, по отношению к зиме.
Размеры этих клеток весной увеличиваются (диа-
метр – у обоих полов, объем – MCV – достоверно
у самцов). Содержание гемоглобина в 1 мкл крови
и его средняя концентрация в эритроците остаются
на уровне зимних показателей (табл. 2). Насыщен-
ность эритроцитов гемоглобином (MCH) повыша-
ется у самцов, у самок остается на уровне зимних
значений. Морфологический анализ препаратов
крови показал, что поступающие клетки (эритро-
циты) из костного мозга в весенний период нормо-
хромные. Полихроматофильные эритроциты, ко-
торые встречались в каждом поле зрения, свиде-
тельствуют о нормальном процессе обновления
эритроцитов. В эритроцитах, как и зимой, обнару-
жены тельца Хауэлла-Жолли, у 71.6% особей. По-
ловые различия по параметрам периферической
крови в данном сезоне выражены по среднему со-
держанию гемоглобина в эритроцитах (p = 0.001).

Система крови A. uralensis в летний период
(июль). Эритроидные клетки на препаратах костно-
го мозга летом встречались в количестве до 45 в
каждом поле зрения. Отмечены 1–3 клетки в ста-
дии митоза не во всех полях зрения. Летом активи-
зируется эритропоэз костного мозга: значительно
повышается общее количество эритроидных кле-
ток у обоих полов. Их количество составило 22.59%
у самцов и 23.47% – у самок. В эритрограмме меня-
ется соотношение эритроидных клеток. Повыша-
ется количество эритробластов (3.21 ± 0.2% у сам-

Рис. 1. Микрофотография препарата крови A. ura-
lensis: нормохромные (1) и полихроматофильные
эритроциты (2).
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Рис. 2. Сезонная динамика содержания эритроидных клеток в костном мозге у малой лесной мыши (A. uralensis) в усло-
виях среднегорий Центрального Кавказа.
1 – эритробласты, 2 – базофильные, 3 – полихроматофильные, 4 – оксифильные нормобласты.
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цов и 2.86 ± 0.2% у самок), значительно снижается

(рис. 2) количество базофильных нормобластов

(6.57 ± 0.5 и 5.09 ± 0.4% соответственно). Числен-

ные данные по полихроматофильным и оксифиль-

ным нормобластам – близки с весенними показате-

лями. Летом в периферической крови по результатам

дисперсионного анализа наблюдается снижение по-

ступления ретикулоцитов, по сравнению с весной

(рис. 3), за счет более зрелых клеток (в основном

III стадии). При этом возрастает (рис. 3) доля мо-

лодых стадий (отмечены клетки первой стадии и

несколько увеличивается количество второй). Чис-

ло эритроцитов в периферической крови летом про-

являет тенденцию к снижению. У самцов A. uralensis
среднее содержание гемоглобина в эритроците со-

храняется на уровне весенних значений, а у самок

наблюдается его рост (до уровня самцов). Содержа-

ние гемоглобина в крови, гематокритный показа-

тель остаются близкими с весенними данными

(табл. 2). У самцов близки также летние и весенние

показатели по средней концентрации гемоглобина

и среднему объему эритроцитов. Морфологиче-

ский анализ эритроцитов на препаратах крови по-

казал, что они нормохромные, как и в предыдущие

сезоны, процесс поступления молодых эритроци-

тов (полихроматофильных) увеличен. В эритроци-

тах 83.3% изученных животных обнаружены тельца

Хауэлла-Жолли. Половые различия по изученным

параметрам системы крови в данном сезоне выра-

жены (по полихроматофильным нормобластам,
ретикулоцитам III стадии).

Система крови A. uralensis в осенний период (ок-
тябрь). Кроветворные клетки костного мозга осе-
нью на препаратах размещались равномерно.
Эритроидные клетки встречались в каждом поле
зрения в количестве до 40, отмечены клетки в ста-
дии митоза (1–2 не в каждом поле зрения). Диспер-
сионный анализ показал, что осенью количество
клеток эритроидного ряда в костном мозге малой
лесной мыши значительно снижается (у самцов и
самок p = 0.01), по сравнению с летним периодом.
При этом в парциальной эритрограмме у особей
обоих полов повышается содержание эритробла-
стов (у самцов – 4.07 ± 0.3%, у самок – 4.61% ±
± 0.2%) и базофильных нормобластов (11.10 ± 0.5 и
12.13 ± 0.7% соответственно). Доля более зрелых
клеток – полихроматофильных (достоверно у са-
мок) снижается. Процесс поступления молодых
эритроцитов (ретикулоцитов) в кровь осенью у
Apodemus uralensis более интенсивен по сравнению
с летним периодом, однако различия у самок не до-
стигают уровня достоверных различий (у самцов
p = 0.01, у самок p = 0.264). Изменения наблюдают-
ся в парциальном составе ретикулоцитов: увеличи-
вается число клеток третьей стадии (у самцов
11.18 ± 0.8, p = 0.03, у самок 8.29 ± 0.4, p = 0.01).

Данные, полученные по ретикулоцитам, вполне
согласуются с увеличением содержания эритроци-

Рис. 3. Сезонная динамика содержания ретикулоцитов в периферической крови Apodemus uralensis Pall.) в условиях Цен-
трального Кавказа (пос. Эльбрус, 1800 м над ур. м.)

1 – I стадия, II – стадия, III – стадия, IV – стадия, 5 – общее количество ретикулоцитов.
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тов в периферической крови. Осенью изменяются
не только количественные, но и качественные ха-
рактеристики этих клеток: они меньшего диаметра
и объема и менее насыщены гемоглобином, по
сравнению с летними (табл. 2). Морфологический
анализ эритроцитов на препаратах крови показал,
что они нормохромные и процесс поступления мо-
лодых эритроцитов (полихроматофильных) не на-
рушен. Тельца Хауэлла-Жолли в эритроцитах
встречаются, но меньше, чем летом – 60%.

В крови осенью содержание гемоглобина, гема-
токритный показатель близки к летним значениям.

Как видно из рис. 4, кластерный анализ по рас-
стоянию Махаланобиса (Ward’s method, 1 Pearson r)
на основе показателей эритропоэза, ретикулоци-
тов периферической крови показал разделение вы-
борок на 3 кластера. Выборки весны и осени наи-
более сходны и образуют один кластер, который
обладает большим сходством с зимними выборка-
ми, чем с летними.

Летние выборки отличаются от выборок других
сезонов и образуют отдельный кластер. По изучен-
ным параметрам системы крови выявлена парал-
лельная изменчивость самцов и самок малой лес-
ной мыши.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ сезонной изменчивости эритропоэза
свидетельствует о том, что у A. uralensis в среднего-
рьях эльбрусского варианта Центрального Кавказа
кроветворная функция костного мозга сохраняется

на высоком уровне в течение всего годового цикла,
и подвержена сезонной изменчивости. Наиболее
активное обновление крови наблюдается в зимний
и летний периоды, и менее активное – в весенний
и осенний. Процесс поступления молодых эритро-
цитов (ретикулоцитов) из костного мозга в пери-
ферическую кровь наиболее интенсивен зимой,
сохраняется на высоком уровне в весенний период,
а минимален – летом. Концентрация гемоглобина
в крови A. uralensis в среднегорьях Центрального
Кавказа стабильно поддерживается на высоком
уровне в течение всего годового цикла. По всей ве-
роятности, обитание в условиях хронической ги-
поксии обусловливает необходимость высокого
оснащения организма A. uralensis кислородом неза-
висимо от сезона года. В способах поддержания не-
обходимой кислородной емкости крови в разные
сезоны года имеются существенные различия, что
подтверждается результатами кластерного анализа.

Так, в летний период в периферическую кровь,
при активном эритропоэзе, из костного мозга по-
ступает относительно небольшое количество мо-
лодых эритроцитов (ретикулоцитов). Есть мнение
[16], что ретикулоцит, который не прошел барьер,
образованный стенкой сосудистого эндотелия, со-
зревает в паренхиме, утрачивает способность диа-
педеза, остается блокированным и фагоцитируется
макрофагами. Эти эритроциты входят в состав не-
эффективного эритропоэза.

Эритроциты A. uralensis в среднегорьях Цен-
трального Кавказа в летний период имеют каче-
ственные особенности: они более крупные по сво-

Рис. 4. Кластерный анализ по системе крови (20 параметров костного мозга, периферической крови) малой лесной мыши
(Apodemus uralensis Pall.) в условиях Центрального Кавказа (пос. Эльбрус, 1800 м над ур. м.).
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им размерам (диаметр, объем), с большим содержа-
нием гемоглобина. При этом их количество летом
падает до минимальных значений в годовом цикле.
Высокая эритропоэтическая активность костного
мозга при одновременном разжижении крови мо-
жет способствовать увеличению кислородной емко-
сти крови, при расчете на единицу массы тела [17].

Лесные мыши характеризуются относительным
несовершенством физической терморегуляции и
энергетические затраты их организма весьма значи-
тельны [18]. В зимний сезон, с низкими температу-
рами внешней среды, который предполагает более
высокий уровень метаболизма для поддержания по-
стоянной температуры тела, эритропоэтическая ак-
тивность костного мозга A. uralensis также высока,
но с выходом большого количества ретикулоцитов
(молодых эритроцитов) в периферическую кровь.
Число эритроцитов в крови достигает максималь-
ных значений в годовом цикле, причем размеры
(диаметр и объем) этих клеток – минимальны. Все
это обусловлено увеличением общей поглотитель-
ной поверхности для кислорода, а соответственно,
более эффективным обеспечением организма кис-
лородом. Известно [19], что меньшие по размеру
эритроциты имеют более эффективный обмен кис-
лорода. Увеличение доли “мелких” эритроцитов в
период значительного снижения температуры сре-
ды [20, 21] объяснимо и с физико-химических по-
зиций: чем более мелкодисперсная среда, тем
больше площадь соприкосновения двух фаз, выше
скорость диффузии. Большое число мелких эрит-
роцитов в крови зимой обнаружено у ряда грызунов
[11, 22–24]. Существует мнение, что уменьшение
размеров эритроцитов зимой может быть генетиче-
ски детерминированным [25]. Так, у высокогорных
Phyllotis xanthopygus rupestris, выдерживающих сезон-
ный перепад температур по меньшей мере 20°C,
потомство рожденное и выросшее в условиях по-
стоянной температуры, сохраняет сезонную из-
менчивость размеров эритроцитов [25]. Все выше
сказанное позволяет предположить, что изменение
размеров эритроцитов в первую очередь обуслов-
лено изменением температуры среды.

В весенний период кроветворная функция кост-
ного мозга Apodemus uralensis снижается. Однако
содержание ретикулоцитов, причем и более молодых
стадий, в крови высокое, при довольно значительном
снижении количества эритроцитов в перифериче-
ской крови. Можно полагать, что это обусловлено
увеличением эритродиереза, т.е. наблюдается уси-
ленный распад красных клеток крови. В этот период
года, по нашему мнению, и происходит замещение
“мелких” зимних эритроцитов на крупные клетки.

В осенний сезон изученные показатели перифе-
рической крови, за исключением диаметра эритро-
цитов, ближе в основном к зимним значениям, при
более низкой кроветворной активности костного

мозга и соответствующих более низких показате-
лях содержания ретикулоцитов в крови.

В эритроцитах малой лесной мыши (у более 70%
особей летом, около 60% в другие сезоны) в условиях
гор Центрального Кавказа отмечены тельца Хауэлла-
Жолли, которые являются мелкими остатками ядер-
ного материала. У желтогорлой мыши в Словакии
[26] этих включений в эритроцитах зимой меньше,
чем в другие сезоны. Присутствие их, возможно,
объясняется повышенной скоростью продуциро-
вания эритроцитов в момент регенеративного от-
вета [16, 17].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ комплекса гематологических показате-
лей широко распространенного вида – A. uralensis в
условиях среднегорий Центрального Кавказа поз-
волил выявить сезонную динамику как в кроветво-
рении, так и в показателях периферической крови.

Эритропоэтическая функция костного мозга
вида в течение всего года поддерживается на высо-
ком уровне, с выделением двух пиков: зимнего и
летнего. При этом сезонные тренды поступления
молодых эритроцитов (ретикулоцитов) отличны
(максимальное – зимой, минимальное – летом).
Динамика поступивших в кровь эритроцитов и со-
держания в них гемоглобина сходны: высокие по-
казатели в холодный зимний сезон и низкие – в
теплый летний. Изменчивость размеров эритроци-
тов – диаметра и объема – в противоположном на-
правлении: максимальные значения – в весенне-
летний период, минимальные – осенне-зимний.
Наиболее изменчивыми в системе красной крови в
сезонном аспекте являются эти показатели. В тече-
ние года стабильны – показатели содержания гемо-
глобина в крови и его концентрация в эритроцитах,
гематокритный показатель. Относительно постоян-
ные значения гематокритного числа A. uralensis
обусловлены разнонаправленной сезонной динами-
кой размера и количества эритроцитов. Так, количе-
ство эритроцитов увеличивается в зимний период
(что дает рост гематокритного числа), но одновре-
менно средний диаметр эритроцита уменьшается.
Соответственно, гематокритное число сохраняет
относительно стабильные значения. Постоянство
гематокрита позволяет избегать увеличения вязко-
сти крови [27] при увеличении транспорта кисло-
рода, что особенно важно в условиях действия хро-
нической гипоксии.

Полученные нами данные свидетельствуют о вы-
сокой кислородной емкости крови A. uralensis в
условиях гор Центрального Кавказа (1800 м над ур. м.)
в течение всего годового цикла. При этом обеспе-
чение высокого кислородного запроса вида в горах
в разные сезоны года осуществляется разными
способами. В осенне-зимний период – увеличени-
ем общей поглотительной поверхности для кисло-
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рода, обусловленное увеличением количества эрит-
роцитов и уменьшением их размеров. В весенне-
летний – поступлением в кровоток эритроцитов с
качественно иными свойствами: более “крупных” с
повышенным содержанием связывающего кисло-
род гемоглобина (при относительно небольшом их
количестве). Обнаруженные качественные измене-
ния эритроцитов обусловливаются сезонными пе-
рестройками в эритропоэзе костного мозга.

У самцов и самок A. uralensis сезонная изменчи-
вость по большинству изученных показателей син-
хронна. Половые различия по показателям систе-
мы красной крови у вида в условиях среднегорий
Центрального Кавказа выражены слабо, вероятной
причиной чего могут являться суровые климатиче-
ские условия [28]. В отдельных случаях на сезон-
ные изменения климатических факторов самцы
реагируют быстрее самок, что согласуется с эволю-
ционной теорией пола [29]. Так, объем эритроци-
тов и насыщение их гемоглобином достигают мак-
симальных значений у самок летом, тогда как у
самцов уже весной. В целом половые различия по
показателям системы крови более выражены в ве-
сенне-летний период. Вероятнее всего это связано
с процессами размножения и соответствующими
изменениями гормонального фона.

Выявленная сезонная изменчивость в показате-
лях костномозгового кроветворения и перифери-
ческой крови малой лесной мыши обеспечивает
поддержание, как оптимальной кислородной ем-
кости крови, так и гомеостаза всего организма в го-
рах Центрального Кавказа.
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SEASONAL DYNAMICS OF ERYTHROPOIESIS IN THE PYGMY WOOD MOUSE
(APODEMUS URALENSIS) OF THE CENTRAL CAUCASUS MOUNTAINS

M. M. Emkuzhevaa, F. A. Tembotovaa, Z. А. Bersekovaa,
Z. Kh. Bottaevaa , and А. Kh. Chapaeva

a Tembotov Institute of Ecology of Mountain Territories, Russian Academy of Sciences,
Nalchik, Russia

A complex of erythropoietic parameters has been studied for the first time in a pygmy wood mouse Apodemus
uralensis Pall., which is widespread in the Caucasus Mountains. Studies were carried out on adult animals cap-
tured in winter, spring, summer and fall in a pine forest (Elbrus National Park, KBR) at the height of about 1800 m
above sea level. The seasonal dynamics of bone marrow erythropoiesis, the release of young erythrocytes (retic-
ulocytes) into the peripheral blood, and the peculiarities of maintaining optimal blood oxygen capacity (BOC)
during different seasons of the year under conditions of chronic oxygen deficiency were studied. Bone marrow
erythropoiesis in A. uralensis is maintained at a high level throughout the annual cycle, while being most active
in winter and summer compared to spring and fall. Living under conditions of chronic hypoxia necessitates a high
oxygen supply to the organism of A. uralensis regardless of the season. However, in different seasons, BOC is
maintained in different ways. During a cold fall–winter period, this is provided by an increase in the total cell
surface area for oxygen absorption, whereas in a spring–summer period, this is achieved by the release of eryth-
rocytes with qualitatively different properties into the bloodstream. The revealed seasonal variability in the pa-
rameters of the A. uralensis erythron ensures the maintenance of both the optimal BOC and whole-organism ho-
meostasis in the middle mountains of the Central Caucasus.

Keywords: Apodemus uralensis, blood, erythrocyte, erythropoiesis, adaptation, seasonal variability
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Исследовали влияние воспалительной боли у новорожденных крысят на динамику содержания корти-
костерона в плазме крови, а в поздний препубертатный период развития (45–53 дня) – на процессы
пространственного обучения, кратковременной и долговременной памяти и реактивность гипотала-
мо-гипофизарно-адренокортикальной системы (ГГАКС) к стрессу принудительного плавания у крыс
обоего пола. Впервые обнаружено продолжительное усиление реактивности ГГАКС в ответ на перифе-
рический очаг воспалительной боли, вызванный инъекцией формалина, у новорожденных крысят, что
дало возможность предполагать о модификации в развитии ГГАКС и возможном ее участии в регуля-
ции когнитивных способностей. Обнаружено, что неонатальная боль вызывала дефицит простран-
ственного обучения и памяти, проявив половой диморфизм в реализации процессов пространственно-
го обучения и памяти. После регистрации долговременной памяти у 53-дневных крыс в ответ на при-
нудительное плавание обнаружено повышенное содержание кортикостерона по сравнению с
базальным уровнем, но различий в уровне гормона между крысами с неонатальной болью и контроль-
ными животными, как и половых различий, не было выявлено. Таким образом, у крыс в поздний пре-
пубертатный период развития не обнаружено прямой взаимосвязи между активацией ГГАКС неона-
тальной болью и показателями пространственного обучения и памяти, что, вероятно, указывает на во-
влечение других нейробиологических систем на влияние неонатальной боли на когнитивные
способности.

Ключевые слова: неонатальная воспалительная боль, кортикостерон, поздний препубертатный период,
когнитивные процессы, крыса
DOI: 10.31857/S0044452921050041

ВВЕДЕНИЕ
Неонатальный и препубертатный (подростко-

вый) периоды относятся к критическим периодам
развития, которые характеризуются реорганизаци-
ей нейробиологических систем, включая ГГАКС,
репродуктивную систему и различные нейротранс-
миттерные системы [1–5]. Интенсивно протекаю-
щее структурно-функциональное созревание го-
ловного мозга в критические периоды определяют
повышенную реактивность нервной системы к бо-
левым раздражителям [6, 7]. Боль в раннем воз-
расте модифицирует в постнатальном онтогенезе
не только ноцицепцию [8], но и функциональную
активность ГГАКС [9], что в дальнейшем вызывает
изменения разных типов поведения [6]. Ранее на-
ми было обнаружено, что очаг воспалительной бо-
ли на периферии у новорожденных крысят являет-

ся фактором риска формирования тревожно-де-
прессивного состояния, усиления болевого ответа
и ухудшения процесса обучения при достижении
животными раннего препубертатного периода раз-
вития (25–35 дней) [10]. В многочисленных иссле-
дованиях показано, что стресс, не связанный с бо-
лью, модифицирует развитие ГГАКС, что в даль-
нейшем проявляется в ухудшении процессов
обучения и памяти у взрослых [11, 12], но не извест-
но, на каком этапе развития становятся очевидны-
ми последствия именно болевого стресса, нередко
встречающегося в неонатальной клинике. Данные
литературы позволяют сопоставлять уровень раз-
вития головного мозга новорожденного крысенка
с уровнем развития головного мозга недоношенно-
го ребенка [13], поэтому в настоящей работе мы ис-
пользовали одно- и двухсуточных крыс в качестве

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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модели для исследования влияний повторной вос-
палительной боли у рожденного раньше срока ре-
бенка (модель недоношенной беременности). На
основании разных критериев развития нервной си-
стемы и поведения у крысы были установлены гра-
ницы препубертатного периода развития с 21-го по
59-й постнатальный день [14]. Использование раз-
нополых особей способствует изучению механиз-
мов исследуемых явлений. Однако работы преиму-
щественно проводятся только на самцах [15, 16].
Известно, что половое созревание у самок начина-
ется с 35 ± 2-го дня, а у самцов с 42 ± 2-го дня [2],
поэтому мы использовали 45–53-дневных крыс
(поздний препубертатный период), у которых уже
могут проявиться половые различия в когнитив-
ных процессах. В подростковом периоде начинают
проявляться последствия негативных воздействий,
которые испытал организм в раннем возрасте.
Изучение этих последствий на разнополых особях
именно на этом этапе индивидуального развития
является важным направлением в исследовании
механизмов неврологических и когнитивных нару-
шений с целью их возможной коррекции и восста-
новления нормальной жизнедеятельности.

В настоящей работе мы исследовали ранее не
изученное влияние воспалительной боли у ново-
рожденных крысят на реактивность ГГАКС, а в
позднем препубертатном периоде (45–53 дней) –
на процессы пространственного обучения, памяти
и на реактивность ГГАКС к стрессу принудитель-
ного плавания у самцов и самок крыс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на потомстве крыс линии Ви-
стар, полученных из Биоколлекции Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН (Санкт-Петер-
бург) и доставленных в виварий лаборатории. Все
процедуры работы с животными проводились в со-
ответствии с принципами Базельской декларации;
протоколы опытов утверждены комиссией по гу-
манному обращению с животными Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН. В виварии лабо-
ратории взрослые самки и самцы, как и их потом-
ство, содержались в стандартных условиях
(свободный доступ к стандартизированной пище и
воде, 12:00–12:00 включение и выключение света в
8 ч, 22–23°С). Беременность определяли по мазку
из влагалища на следующий день после подсадки.
После рождения крысят (P0, постнатальный день)
в каждом помете оставляли не более восьми живот-
ных. Для определения реактивности ГГАКС у но-
ворожденных крысят в ответ на создание очага вос-
палительной боли были использованы самки и
самцы (по два самца и две самки от каждой мате-

ри), рожденные от пятнадцати матерей (экспери-
мент 1). Крысята в первый день после рождения
были подвергнуты подкожной инъекции воспали-
тельного агента формалина (2.5%, 0.5 мкл) в по-
дошву задней конечности (контроль – инъекция
физиологического раствора). Через 30 мин после
этой процедуры декапитацией собирали кровь у
одной группы крысят, у крысят второй группы –
через сутки, третьей группы – через семь суток для
дальнейшего определения содержания кортико-
стерона в плазме крови (в каждой эксперименталь-
ной и контрольной группе 6–8 крысят). Кровь у
новорожденных собирали в одну пробирку от од-
ного самца и одной самки.

Для изучения влияния неонатального болевого
воздействия на когнитивные способности и реак-
тивность ГГАКС у крыс, рожденных от 16 матерей,
в препубертатный период развития очаг воспали-
тельной боли создавали аналогично вышеописан-
ному в одно- и повторно двухдневном возрасте
инъекцией формалина в подошву задней конечно-
сти, спинку этих подопытных крысят маркировали
(эксперимент 2). Контрольным крысятам инъеци-
ровали физиологический раствор в подошву зад-
ней конечности в то же место, в том же объеме.
Каждая группа состояла из 12–16 животных. Кры-
сят возвращали в гнезда к своим матерям, где они
находились до 30-дневного возраста, затем разно-
полых крыс рассаживали в разные клетки.

С 45-дневного возраста оценивали способность
к пространственному обучению нахождения плат-
формы в водном лабиринте Морриса [17, 18]; тре-
нировочные пробы продолжались в течение пяти
дней. План обучения каждый день был одинаков
для каждого животного: по четыре попытки в пер-
вой пробе, перерыв четыре минуты, и четыре по-
пытки во второй пробе; местоположение платфор-
мы в бассейне было постоянным. Бассейн был
условно разделен на четыре квадранта. В первую
попытку крысу помещали в 1-й квадрант бассейна,
во вторую – во 2-й, в третью – в 3-й и, наконец, в
четвертую попытку – в 4-й квадрант бассейна. В
бассейне (диаметр 120 см, высота 72 см), наполнен-
ном до 40 см водой (24°С), замутненной мелом, в
одном из квадрантов ниже воды на 2 см находилась
платформа, которую крыса должна была найти в
течение 60 с. На платформе крыса находилась 20 с,
во время которых она могла свободно ориентиро-
ваться в пространстве по окружающим предметам,
затем ее помещали на 15 с в сухую клетку для отды-
ха. В каждой попытке регистрировали латентный
период достижения платформы. На пятый день по-
сле первой пробы крыс оставляли в сухой клетке на
1 ч в другом помещении. Затем у этих животных ре-
гистрировали кратковременную память, для чего
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крысу помещали в бассейн без платформы и реги-
стрировали латентный период достижения целево-
го квадранта, места, где в тренировочных пробах
находилась платформа. После регистрации крат-
ковременной памяти крыс вытирали и возвращали
в свои клетки. Через 96 ч после регистрации крат-
ковременной памяти регистрировали долговре-
менную память в тех же условиях, что и кратковре-
менную память. Кроме латентного периода нахож-
дения целевого квадранта регистрировали время, в
течение которого крыса находилась в целевом
квадранте за период времени, равный 60 с. Реги-
страцию в водном лабиринте Морриса проводили
как визуально, так и с помощью вебкамеры и реги-
страции на компьютере с использованием специ-
альной компьютерной программы.

Определение реактивности ГГАКС у крыс в от-
вет на принудительное плавание осуществляли че-
рез 30 мин после завершения регистрации долго-
временной памяти. Кровь собирали декапитацией
у самцов и самок в разные пробирки, центрифуги-
ровали плазму и хранили при –20°С до проведения
иммуноферментного анализа (ИФА) на содержа-
ние кортикостерона.

Статистический анализ для первой (a) и второй
(b) проб, статистические сравнения влияния воз-
действия, пола и дня тестирования проведены с
помощью многофакторного дисперсионного ана-
лиза ANOVA. Факторы: пол (самцы, самки), воз-
действие (формалин, физиологический раствор) и
дни (1, 2, 3, 4, 5) для первой пробы и дни (1, 2, 3, 4)
для второй пробы. Влияние воздействия, пола и
дня тестирования на пространственную кратко-
временную и долговременную память проверяли с
использованием смешанного дисперсионного ана-
лиза ANOVA, факторы: пол (самцы, самки), воз-
действие (формалин, контроль), латентность
(кратковременная/долговременная память), время
пребывания в целевом квадранте (кратковремен-
ная/долговременная память). Для кортикостерона
новорожденных и 53-дневных крыс статистиче-
ский анализ проведен с использованием двухфак-
торного дисперсионного анализа. Факторы для но-
ворожденных: время после инъекции формалина:
30 мин, 1 сутки, 7 суток, и воздействие: базальный
уровень, физиологический раствор и формалин;
факторы для 53-дневных: пол и воздействие: ба-
зальный уровень, физиологический раствор и фор-
малин. Парные сравнения между группами прове-
дены с помощью теста Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Пространственное обучение. В препубертатный
период развития, как у контрольных, так и у под-

опытных крыс, обнаружена способность к про-
странственному обучению: латентный период до-
стижения платформы уменьшился к пятому трени-
ровочному дню. Для первой пробы (а) получены
значимые главные эффекты для факторов день:
F(2.6 152.7) = 122, p < 0.001, η2 = 0.678 (Greenhouse-
Geisser тест) и воздействие: F(1, 58) = 8, p = 0.007,
η2 = 0.120. Хотя взаимодействие пола и воздействия
не было получено, различия между формалином и
контролем проводились отдельно для самцов и са-
мок в целях единообразия представления результа-
тов в первой и второй пробе. Post-hoc анализ пока-
зал, что неонатальная воспалительная боль нару-
шила процесс обучения у самцов, увеличив у них
латентность в первой пробе в первый (р = 0.017) и
пятый (р = 0.002) тренировочные дни, у самок в
третий и четвертый день (p < 0.05, в обоих случаях
(рис. 1а).

Для второй пробы (b) получены главные эффек-
ты для факторов день: F(1.9 109.7) = 19.4, p < 0.001,
η2 = 0.250 (Greenhouse-Geisser тест), воздействие:
F(1, 58) = 14.7, p < 0.001, η2 = 0,202, пол: F(1, 58) =
= 12, p = 0.001, η2 = 0.172, а также взаимодействие
пола и воздействия: F(1, 58) = 4, p = 0.05, η2 = 0.062.
Post-hoc анализ показал, что неонатальная боль
увеличила латентный период у самцов (в первый,
третий и четвертый день p = 0.011, p = 0.003 и p =
= 0.04 соответственно) (рис. 1b). Половые разли-
чия выявлены во второй пробе у крыс с неонаталь-
ной болью с более высокой латентностью у самцов
(в 1, 3 и 4 день, p = 0.024, p = 0.01 и p = 0.04 соответ-
ственно) (рис. 1b).

Пространственная кратковременная и долговре-
менная память. Смешанный дисперсионный ана-
лиз ANOVA обнаружил значимый главный эффект
только для воздействия во времени пребывания в
целевом квадранте (кратковременная/долговре-
менная память) F(1.56) = 6.5, p = 0.013, η2 = 0.105.
Неонатальная боль не изменила кратковременную
память у крыс обоего пола, о чем свидетельствова-
ло отсутствие изменений в латентном периоде до-
стижения целевого квадранта, в котором находи-
лась платформа во время обучения. Парные срав-
нения по Бонферрони показали, что неонатальная
боль вызвала дефицит долговременной памяти
только у самцов, у которых латентность увеличи-
лась (р < 0.01) по сравнению с латентностью у кон-
трольных самцов, тогда как у особей женского
пола неонатальная боль нивелировала различия
в латентности между долговременной и кратко-
временной памятью, которые были обнаружены
у контрольных самок с большей эффективно-
стью осуществления задачи в долговременной
памяти (р < 0.05) (рис. 2a).
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При оценке памяти по другому показателю, вре-
мени пребывания в целевом квадранте неонаталь-
ная боль вызвала дефицит в кратковременной и
долговременной памяти у самцов: уменьшение по-
казателя в обоих случаях (р < 0.05) по сравнению с
временем пребывания в целевом квадранте у кон-
трольных самцов. Различия в эффективности меж-
ду кратковременной и долговременной памятью
отсутствовали как у контрольных, так и у подопыт-
ных крыс (рис. 2b).

Кортикостерон в плазме крови у новорожденных в
ответ на боль, вызванную формалином. Здесь полу-
чены значимые главные эффекты для обоих факто-
ров и значимо взаимодействие времени и воздей-
ствия, F(2.47) = 75.6, p < 0.001, η2 = 0.763, F(2.47) =
= 26.3, p < 0.001, η2 = 0.528 и F(4.47) = 9.7, p < 0.001,
η2 = 0.451, время и воздействие соответственно.
Post-hoc анализ показал, что содержание кортико-
стерона в плазме крови в ответ на воспалительную
боль в новорожденном возрасте увеличилось через
30 мин по сравнению с уровнем гормона у кон-
трольных крыс и базальным уровнем. Через сутки
эти различия сохранялись, исключая различия
между базальным кортикостероном и уровнем гор-
мона у контрольных крыс; через семь дней подоб-
ные соотношения наблюдались на уровне тенден-
ции (табл. 1).

Кортикостерон в плазме крови у 53-дневных сам-
цов и самок крыс после регистрации долговременной
памяти в ответ на принудительное плавание. Здесь

значим главный эффект воздействия: F(2.36) =
= 13.1, p < 0.001, η2 = 0.421. Post-hoc анализ показал,
что содержание кортикостерона в плазме крови у
подопытных и контрольных крыс было выше по
сравнению с базальным уровнем гормона, но раз-
личий в уровне гормона между подопытными и
контрольными крысами, как и между полами, не
было выявлено (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Приоритетные данные, полученные в настоя-
щей работе, свидетельствуют о том, что воспали-
тельная неонатальная боль, вызванная инъекцией
формалина в подошву задней конечности, увели-
чивает у новорожденных крысят содержание кор-
тикостерона в плазме крови по сравнению с кон-
тролем. Повышенный уровень стрессорного гор-
мона сохраняется через сутки после инъекции.
Периферический очаг воспаления в новорожден-
ном состоянии повышает уязвимость когнитивных
процессов у этих животных в поздний препубер-
татный период развития, притом четко проявляет-
ся половой диморфизм в протекании процессов
пространственного обучения и кратковременной,
и долговременной памяти. Однако не было выяв-
лено прямой взаимосвязи между активацией
ГГАКС неонатальной болью у новорожденных и
показателями пространственного обучения и па-
мяти у крыс в позднем препубертатном возрасте.

Рис. 1. Латентный период достижения платформы в водном лабиринте Морриса в первую пробу – в течение пяти дней
(а), и вторую пробу – в течение четырех дней (б), у самцов и самок крыс препубертатного возраста, подвергнутых в ново-
рожденном состоянии воспалительной боли.
По вертикали: латентный период (с), по горизонтали: номера тренировочных дней. В первой пробе уровень значимости:
* p < 0.05, ** p < 0.01, различия между формалином и контролем у самцов; + p < 0.05, различия между формалином и кон-
тролем у самок. Во второй пробе уровень значимости: * p < 0.05, ** p < 0.01, различия между формалином и контролем у
самцов; # p < 0.05, ## p < 0.01 половые различия.
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Полученные данные указывают на то, что нео-
натальная боль вызывает дефицит пространствен-
ного обучения у самцов в первой и второй трениро-
вочных пробах, а у самок – только в первой; даже в
последний пятый день латентный период достиже-

ния платформы был значительно больше по срав-
нению с контролем у самцов. Вторая за день тре-
нировочная проба наглядно продемонстрирова-
ла ухудшение способности повторить
выполнение задачи (спустя 4 мин после отдыха)

Рис. 2. Регистрация кратковременной (a) и долговременной (b) памяти в водном лабиринте Морриса у самцов и самок
крыс препубертатного возраста, подвергнутых в новорожденном состоянии воспалительной боли.
По вертикали: латентный период достижения целевого квадранта (с) и время нахождения в целевом квадранте (с). Белые
столбики – контроль, темные столбики – формалин. Уровень значимости: * p < 0.05, ** p < 0.01, различия между форма-
лином и контролем у самцов; # p < 0.05, различия в латентном периоде достижения целевого квадранта между кратковре-
менной и долговременной памятью у контрольных самок.
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Таблица 1. Влияние инъекции формалина или физиологического раствора в подошву задней конечности у новорож-
денных крысят на уровень кортикостерона в плазме крови через разные интервалы времени и у 53-дневных самцов
и самок крыс в ответ на принудительное плавание после тестирования долговременной памяти

Уровень значимости: *р < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001между контролем, формалином и базальным уровнем кортикостерона; +р <
< 0.05; ++p < 0.01, между формалином и контролем.

Возраст 
животных

Уровень кортикостерона (нмоль/л)

Базальный уровень

Время после введения веществ

Физиологический
раствор (Контроль) Формалин

Новорож-
денные

Одно-
суточные

Семи-
суточные 30 мин 24 ч 7 сут 30 мин 24 ч 7 сут

С 1-го по
7-й день 248.2 ± 67.3 184.9 ± 79.6 77.3 ± 28.3 449.3 ± 190.1** 211.9 ± 62.1 97.5 ± 31.2 721.6 ± 144.1++*** 331.6 ± 45.8+* 110.7 ± 39.3

53-дневные После теста Морриса + принудительное плавание

Самцы 166.5 ± 131.1 618.5 ± 233.6** 552.8 ± 108.0*

Самки 172.4 ± 79.2 610.3 ± 107** 577.2 ± 107.0**
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у самцов. Именно во второй пробе обнаружены
половые различия в латентном периоде достиже-
ния целевого квадранта.

При исследовании пространственной кратко-
временной и долговременной памяти более яркое
влияние неонатальной боли проявилось в показа-
теле продолжительности пребывания в целевом
квадранте, чем в показателе латентности достиже-
ния платформы. У самцов неонатальная боль вы-
звала дефицит как кратковременной, так и долго-
временной памяти. Следует подчеркнуть, что в
позднем препубертатном возрасте отсутствовали
различия в эффективности выполнения задачи
между кратковременной и долговременной памя-
тью, как у контрольных, так и у подопытных крыс.

Нам известно лишь о нескольких исследовани-
ях, выполненных на грызунах, по изучению влия-
ния неонатальной воспалительной боли, вызван-
ной каррагеном или адъювантом Фрейнда, на па-
мять. Например, воспалительная боль, вызванная
внутриплантарной инъекцией каррагена (1%) в
первый день жизни (P0), привела к дефициту про-
странственной памяти у взрослых крыс [19], а так-
же изменила регуляцию ГГАКС [20]. Инъекция
адъюванта Фрейнда на P1 не оказала влияния на
кратковременную или долговременную память у
крыс на P60, но привела к пространственному де-
фициту обучения у самцов крыс [21]. Боль, вызван-
ная у новорожденных крыс инъекцией формалина,
который производит менее длительную боль, чем
воспалительная боль, вызванная каррагеном или
адъювантом Фрейнда, нарушила пространствен-
ное обучение и память в радиальном лабиринте, в
котором используется пищевое подкрепление, у
взрослых крыс [22]. Не обнаруженная нами взаи-
мосвязь между активацией ГГАКС неонатальной
болью у новорожденных и показателями простран-
ственного обучения и памяти у крыс в позднем
препубертатном возрасте может быть обусловлена
использованием разной интенсивности действия
воспалительных агентов и разном их стрессорном
влиянии на ГГАКС.

Ранее мы показали, что воспалительная боль на
P1 и P2 не изменила пространственное обучение у
33-дневных самок-подростков в течение только
одного тренировочного дня [23]. Более детальное и
продолжительное изучение последствий воспали-
тельного болевого воздействия на когнитивные
способности и стресс-гормональную систему в
подростковом возрасте особенно важно, так как
нейробиологические и поведенческие изменения
существенно различаются на разных стадиях под-

росткового возраста, и эти изменения, вызванные
стрессовыми раздражителями в раннем возрасте,
могут проявляться неодинаково на каждой их этих
стадий.

Гиппокамп, медиальная префронтальная кора и
миндалина, структуры мозга, вовлеченные в регу-
ляцию ГГАКС [24] и когнитивных способностей
[25], могут влиять на чувствительность ГГАКС к
половым гормонам и изменять процессы обучения
и памяти. Поэтому не исключено, что половые гор-
моны могут быть одной из причин обнаруженных
нами различий в процессах обучения и памяти
между самцами и самками в этот критический пе-
риод развития крысы.

Полученное нами впервые продолжительное
усиление реактивности ГГАКС в ответ на воспали-
тельную боль, вызванную инъекцией формалина в
подошву задней конечности, у новорожденных
крысят, позволило предполагать о модификации в
развитии ГГАКС и возможном ее участии в изме-
нении когнитивных способностей. Ноцицептив-
ная система и ГГАКС тесно связаны благодаря вос-
ходящим проекциям от дорсального ядра шва, к
паравентрикулярному ядру гипоталамуса, а также
нисходящим проекциям из гипоталамуса к центру
серотонинергических нейронов головного мозга.
Однако наши эксперименты показали, что актива-
ция ГГАКС неонатальной болью не имеет прямой
взаимосвязи с пространственным обучением и па-
мятью у крыс позднего препубертатного возраста.
Во влияние боли у новорожденных могут быть
включены и другие физиологические системы, та-
кие как иммунная система, которая находится в
тесном взаимодействии с ГГАКС, реагирует на
воспаление и стресс и поэтому может влиять на
нейроны мозга и когнитивные функции. Половые
различия в микроглии, нейроиммунных клетках,
начинают проявляться в пренатальный период ор-
ганизации половой дифференциации мозга [26], и
иммунная система начинает функционировать как
регулятор половых различий в развитии мозга и
поведения [27, 28]. Современные данные указыва-
ют на взаимодействие иммунной и половой систем
с ГГАК системой [29]. Взаимосвязь между вышепе-
речисленными системами может обусловливать
наблюдаемые нами и половые различия во
влиянии неонатальной боли на пространственное
обучение и память. Можно предположить, что нео-
натальная боль, нарушая процессы торможения и
возбуждения в центральной нервной системе, из-
меняет синхронизацию развития ГГАКС, гипота-
ламо-гипофизарно-гонадной системы (ГГГС) и
иммунной системы, которые тесно взаимодейству-
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ют друг с другом и влияют на нейропластичность
структур, вовлеченных в процессы обучения и па-
мяти.

Надо отметить, что границы препубертатного
периода развития с 21-го по 59-й постнатальный
день [14] варьируют в зависимости от применяе-
мых критериев (морфогенетические, поведенче-
ские и нейрогормональные). Использование раз-
нополых особей способствует изучению механиз-
мов исследуемых явлений [30]. Вопрос о влиянии
неонатальной воспалительной боли на когнитив-
ные процессы и об участии в этом процессе ГГАКС
в ходе постнатального онтогенеза требует дальней-
ших исследований [31]. Полученные нами в насто-
ящей работе результаты на крысах позднего препу-
бертатного возраста, подвергнутых в новорожден-
ном состоянии воспалительной боли, могут быть
полезны педиатрам при лечении когнитивных от-
клонений у подростков с учетом полового димор-
физма. Работы, проводимые на животных с ис-
пользованием модели недоношенной беременно-
сти человека, должны осуществляться в тесной
связи с исследованиями педиатров с целью фарма-
кологической коррекции нарушений, вызванных
неонатальной болью, у подростков с учетом поло-
вого диморфизма.
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THE EFFECT OF NEONATAL INFLAMMATORY PAIN 
ON COGNITIVE PROCESSES AND REACTIVITY 

OF THE HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL AXIS 
IN PREPUBERTAL RATS

V. A. Mikhailenkoa, #, I. P. Butkevicha and , and E. A. Vershininaa

a Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: viktormikhailenko@yandex.ru

We investigated the effect of neonatal inflammatory pain on the plasma corticosterone level dynamics in new-
born rat pups, as well as on the processes of spatial learning, short- and long-term memory, and the hypothalam-
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ic–pituitary–adrenal (HPA) axis reactivity to forced swim stress in prepubertal (45–53 days) rats of both sexes.
We found a prolonged increase in the HPA axis reactivity in response to peripheral inflammatory pain induced
by formalin injection to newborn rat pups, suggesting the developmental modification of the HPA axis and its
possible involvement in the regulation of cognitive abilities. Neonatal pain caused deficits in spatial learning and
memory, disclosing a sexual dimorphism in the implementation of spatial learning and memory. After long-term
memory recording in 53-day-old rats in the forced swim test, the plasma corticosterone level was found to be in-
creased compared to the basal level, but no differences in the hormone level between rats with neonatal pain and
control animals, as well as no sex-related differences, were revealed. Thus, in the late prepubertal period, rats
showed no straightforward relationship between neonatal pain-induced activation of the HPA axis and the indi-
cators of spatial learning and memory, which may indicate the involvement of other neurobiological systems in
the effect of neonatal pain on cognitive abilities.

Keywords: neonatal pain, corticosterone, prepubertal period, cognitive processes, rat
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Современные стратегии лечения эпилепсии основаны главным образом на нормализации взаимодей-
ствия возбуждающей и тормозной системы, что оказывается не эффективным у пациентов с фармако-
резистентной формой эпилепсии. Нейровоспалительные процессы в эпилептическом очаге и в его пе-
рифокальной зоне могут быть причиной развития апоптоза, а также могут играть роль в формировании
лекарственной устойчивости. В биоптатах серого и белого вещества височной доли головного мозга
пациентов с фармакорезистентной эпилепсией, полученных интраоперационно, с помощью имму-
ноблоттинга было проанализировано содержание про- и антиапоптотических белков (p-NF-kB,
TNF-, p53, αFAS, caspase-3, caspase-9). В коре и белом веществе перифокальной зоны выявлено повы-
шенное содержание проапоптотических белков на фоне дисбаланса белков путей выживания. При
этом, вероятно, активация апоптоза по внешнему пути происходит в перифокальной зоне, тогда как в
эпилептическом очаге присутствуют белки, характерные для активации протективных путей. Актив-
ное нейровоспаление в эпилептическом очаге и перифокальной зоне височной доли может способ-
ствовать развитию резистентности к противоэпилептическим препаратам и прогрессированию нейро-
дегенерации у таких пациентов.

Ключевые слова: фармакорезистентность, височная эпилепсия, апоптоз, нейровоспаление, цитокины,
иммуноблоттинг
DOI: 10.31857/S004445292105003X

ВВЕДЕНИЕ
Каждый год в мире выявляется около 2 млн. но-

вых случаев эпилепсии. При этом Международной
противоэпилептической лигой (International
League Against Epilepsy-ILAE) установлено, что
риск смерти молодого пациента с эпилепсией вы-
ше в 4 раза по сравнению со среднепопуляционны-
ми показателями в этой же возрастной группе [1].
Частота встречаемости фармакорезистентной эпи-
лепсии (ФРЭ), требующей хирургического лече-
ния, составляет 30% от общего числа больных. По
данным исследователей, доля фармакорезистент-
ных форм оставалась неизменной на протяжении
последних 30 лет, несмотря на появление новых
противоэпилептических препаратов с принципи-

ально различными механизмами действия [2].
Устойчивые к медикаментозному лечению формы
эпилепсии характеризуются быстрым прогресси-
рованием и существенно снижают как качество
жизни пациента, так и его работоспособность [3].
При очаговой ФРЭ показано хирургическое лече-
ние, которое кроме того, что является травматич-
ным, только в 60% случаев приводит к положитель-
ному результату, из которых еще в 20% снижается
количество приступов, в – 20% наблюдается по-
вторная манифестация заболевания [4]. Эти дан-
ные подтверждают острую необходимость в поиске
новых патогенетических механизмов эпилепсии.

Эпилептогенез – это динамический процесс,
который постепенно изменяет возбудимость ней-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ронов, устанавливает критические взаимосвязи и
требует сложных структурных изменений до того,
как произойдет первый спонтанный припадок [5].
Эти изменения могут включать нейродегенера-
цию, нейрогенез, глиоз, аксональное поврежде-
ние, дендритную пластичность, повреждение гема-
тоэнцефалического барьера, рекрутирование вос-
палительных клеток в мозговую ткань,
реорганизацию внеклеточного матрикса и реорга-
низацию молекулярного функционирования от-
дельных нейрональных клеток [6].

Молекулярные механизмы, приводящие к из-
менению фармакочувствительности нейронов к
современным препаратам, до сих пор неизвестны.
Предполагается, что снижение числа потенциалза-
висимых каналов, выявленное как при экспери-
ментальной эпилепсии, так и у пациентов, может
быть клеточным механизмом фармакорезистент-
ности при хронической эпилепсии [7]. Ключевым
механизмом повреждения потенциалзависимых
каналов, а также гибели нейронов в контексте раз-
вития фармакоустойчивых форм эпилепсии может
оказаться нейровоспаление, наличие которого по-
казано у больных с другими нейродегенеративны-
ми заболеваниями (болезнью Альцгеймера, Пар-
кинсона, Гентингтона, Пика и т.д.) [8]. Использо-
вание в доклинических испытаниях нестероидных
противовоспалительных препаратов (НПВП) в ка-
честве средств, способствующих уменьшению кон-
вульсионной активности, не уменьшало долю
крыс, у которых развилась эпилепсия, но лечение
НПВП уменьшало частоту и продолжительность
приступов, снижало активацию микроглии и ин-
фильтрацию лейкоцитами, подавляло окислитель-
ный стресс и высвобождение цитокинов, а также
способствовало снижению нейродегенерации [9].

Нейровоспаление и апоптоз нервных клеток
могут играть существенную роль в патогенезе эпи-
лепсии. Последние данные подтверждают актив-
ный процесс гибели нейронов головного мозга при
височной форме этого заболевания [10]. Напри-
мер, у грызунов была показана повышенная экс-
прессия в мозге провоспалительных цитокинов
интерлейкина (IL-1β) и фактора некроза опухоли
(TNF-α), приводящая к нейровоспалительному
процессу в модели фокальной церебральной ише-
мии [11]. В мозге в состав клеточных постоянных
структур входят сразу несколько так называемых
рецепторов смерти, таких как TNFR1, FAS и DR4,
которые, при взаимодействии с TNF-α и FAS-L,
активируют внешнерецепторный путь апоптоза
[12]. Рецепторный механизм апоптоза при эпилеп-
сии ранее был подтвержден косвенно введением
нейтрализующих TNF-α антител, оказавшим ней-
ропротективный эффект in vitro [13].

Некоторые исследования сообщают о связи
нуклеарного фактора NF-kB, основного регуля-
тора воспаления, с эпилепсией у животных [14].

NF-kB состоит из двух субъединиц, его наиболее
распространенной формой является гетеродимер
p65 и p50, который обычно существует в цитоплаз-
ме в ингибированной белком IkB форме. Стимуля-
ция поверхностных клеточных рецепторов такими
факторами, как окислительный стресс, цитокина-
ми или патогенами вызывает активацию комплек-
са IkB. Протеасомная деградация IkB приводит к
высвобождению и транслокации димеров NF-kB в
ядро, где он способствует транскрипции генов-ми-
шеней для противодействия окислительному
стрессу и повреждению клеток [15]. Недавние ис-
следования подтвердили активацию NF-kB в боль-
шинстве типов клеток, включая нейроны, астро-
циты, микроглию и олигодендроциты [16]. In vitro в
культивируемых нейронах была обнаружена акти-
вация NF-kB под воздействием глутамата и β-ами-
лоида. In vivo подобную картину наблюдали в усло-
виях экспериментального аутоиммунного энцефа-
ломиелита, ишемии головного мозга, а также
болезни Альцгеймера [17]. Таким образом, NF-kB
играет важную роль сигнального пути в централь-
ной нервной системе, выполняющего функцию
активации каскадов выживания в ответ на повре-
ждение нейронов.

В противовес активации путей выживания
нервные клетки могут подвергаться апоптозу в от-
вет на внешние воздействия. Активация апоптоза
может происходить по внешнему (рецепторному) и
митохондриальному пути. И если протекание апо-
птоза по митохондриальному пути часто связано с
оксидативным стрессом клетки, то внешний путь
активируется в результате повреждения или кле-
точного иммунного ответа [18]. В качестве субстра-
та клеточного иммунитета в головном мозге может
выступать микроглия, активация которой приво-
дит к секреции провоспалительных факторов в
нервной ткани и вызывает нейровоспаление и апо-
птоз [19].

Цель работы – выявление молекулярных меха-
низмов патогенеза фармакорезистентной эпилеп-
сии (ФРЭ) у человека. В задачи работы входило вы-
явление возможной роли TNF-α и NF-kB-зависи-
мых сигнальных путей в экспрессии апоптоз-
ассоциированных молекул (р53, caspase-9 и -3) в
нервной ткани височной доли пациентов с ФРЭ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Все пациенты, включенные в данное исследова-

ние, наблюдались в клинике Российского научно-
исследовательского нейрохирургического инсти-
тута им. проф. А.Л. Поленова – филиала НМИЦ
им. В.А. Алмазова города Санкт-Петербург в 2013–
2020 г. В течение этого периода были проведены
обследование и хирургическое лечение 24 пациен-
тов (средний возраст 27.75 ± 2.46; 9 женщин,
15 мужчин) с установленным диагнозом по МКБ10
“G40.2 Височно-долевая фокальная эпилепсия
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структурной этиологии с частыми полиморфными
приступами, фармакорезистентное течение”. До-
бавление этих пациентов в наше исследование
происходило последовательно, критериями вклю-
чения для них являлись эпилептическая актив-
ность преимущественно в височной доле головно-
го мозга, подтвержденная при проведении инва-
зивного ЭЭГ-мониторинга, а также достаточность
материала, полученного при оперативном вмеша-
тельстве (например, выполненная блок-резекция
височной доли головного мозга) при имеющемся
от пациента информированном согласии на взя-
тие, транспортировку, хранение и исследование
биоптатов. В случае недостаточного количества
биологического материала (при выполнении сте-
реотаксического вмешательства или выраженной
фрагментации материала), при наличии новообра-
зований или инфекции головного мозга, а также при
выявленных аутоиммунных заболеваниях или имму-
нодефицитных состояниях в анамнезе, данные паци-
енты не включались в наше исследование. У этих па-
циентов согласно поставленному диагнозу и данным
ЭЭГ была проведена переднемедиальная темпораль-
ная резекция под электрофизиологическим контро-
лем. Зона эпилептического очага определялась с ис-
пользованием МРТ по программе “Эпилепсия”,
ПЭТ-КТ и инвазивного ЭЭГ-мониторинга. При
проведении инвазивного ЭЭГ-мониторинга уста-
навливается вовлеченность извилины в эпилепти-
ческий процесс. При проведении хирургического
вмешательства под контролем электрокортикогра-
фии уточняется зона эпилептиформной активно-
сти, фиксируется в протоколе оперативного вме-
шательства, выполняется блок-резекция передних
отделов височной доли. После поступления не-
фиксированного материала в патологоанатомиче-
ское отделение производятся анатомическая ори-
ентировка удаленного фрагмента вещества голов-
ного мозга, его измерение и фотофиксация.
Согласно протоколу оперативного вмешательства,
устанавливается зона эпилептического очага, по
которой производится перпендикулярный столу
разрез, формируется пластинка толщиной 0.2 см.
Из зоны пораженной извилины головного мозга
для исследования берутся фрагменты коры и под-
лежащего белого вещества непосредственно из
эпилептического очага, а также из перифокальной
зоны этого очага, маркируются, замораживаются.

В качестве группы сравнения выступали 6 паци-
ентов, сопоставимые с исследуемой группой по по-
лу и возрасту, прооперированные в связи с череп-
но-мозговой травмой (средний возраст 28.75 ±
± 3.73; 2 женщины, 4 мужчины) и включенные в
эту группу при условии отсутствия эпилептическо-
го синдрома в анамнезе, патологии нервной систе-
мы (опухолей, инфарктов мозга, кровоизлияний,
инфекций) и аутоиммунных заболеваний или им-
мунодефицитных состояний. Пациенты данной
группы поступали в стационар для проведения ре-

конструктивных вмешательств (пластика дефекта
костей свода черепа, иссечение спаек в зоне глио-
мезодермального рубца) в отдаленном периоде пе-
ренесенной травмы (0.5–1 год). Пациенты с острой
черепно-мозговой травмой в исследование не вхо-
дили. Все полученные образцы коры и белого ве-
щества, полученные при оперативном вмешатель-
стве, хранились при температуре –80°С.

Из исследуемых биоптатов максимально быстро
и при низких температурах отбирался фрагмент
массой от 0.03 г до 0.05 г, к фрагменту добавлялся
лизатный буфер в соотношении 1:10, смешанный
ex tempore с ингибиторами протеаз (ProteaseInhibi-
torCocktail, Sigma-Aldrich) и фосфатаз (PhosSTOP,
Sigma-Aldrich), затем образец гомогенизировали.
Полученный гомогенат отстаивали на холоде в те-
чение 30 мин, затем центрифугировали 15 мин при
температуре 4°C с относительным центробежным
ускорением 12 000 g. По окончании центрифугиро-
вания отбирали полученный супернатант, смеши-
вали с буферным раствором Лэммли и инкубиро-
вали в течение 5 мин при 95°С.

Исследовали уровень белков NF-kB p65 (phos-
pho S536) (1:500); FAS (1 : 1000); p53 (1 : 250); TNF
alpha (1 : 1000); STAT1 (1 : 1000); сaspase-9 (1 : 1000)
(Abcam, USA); сaspase-3 (1 : 1000), tubulin (1 : 1000)
(CellSignalling, USA) с помощью иммуноблоттинга.
Инкубацию в первичных антителах проводили при
температуре 4°C в течение 8–12 ч при постоянном
перемешивании. Для проведения реакции хеми-
люминесценции после инкубации во вторичных
антителах использовали ECL (SuperSignal WestDura
Extended Duration Substrate, ThermoScientific). Ре-
акцию оценивали с помощью гель-документирую-
щей системы ChemiDoc (BioRad) с последующей
денситометрией полученных блотов в программе
“ImageJ”. Статистическую обработку данных про-
водили с помощью пакета программ “GraphPad
Prism 8.0.1”. Значимость различий для количе-
ственных переменных между несвязанными груп-
пами оценивалась по критерию Краскела–Уолли-
са. Различия считались статистически значимыми
при p < 0.05.

Для проведения иммуногистохимического
(ИГХ) анализа экспрессии белков апоптоза допол-
нительно после операции височной блок-резекции
извлеченный биоптат височной доли фиксировали
в забуференном нейтральном формалине 10%
(pH 7.4), заливали в парафин по общепринятой ме-
тодике и готовили фронтальные срезы мозга тол-
щиной 6–7 мкм. В качестве группы сравнения ис-
пользовался аутопсийный материал от 5 умерших
(3 мужчин, 2 женщин) без эпилепсии в возрасте от
40 до 67 лет (средний возраст 54 ± 7.25), умерших в
результате травмы и не имеющих в анамнезе нев-
рологических данных. Посмертная задержка до
вскрытия составляла от 7 до 12 часов (в среднем
8.65 ± 2.2).
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Демаскировку белков проводили в цитратном
буфере при 95° в течение 20 мин, ИГХ реакцию
проводили с использованием кроличьих поликло-
нальных антител к caspase-3 (1 : 250) (Cell Signalling,
USA), срезы инкубировали в первичных антителах
в течение 12 ч при комнатной температуре. Инку-
бацию срезов во вторичных антителах осуществля-
ли в течение 1 ч при комнатной температуре, затем
выдерживали в Streptavidin−Peroxidase Polymer, Ul-
trasensitive (Sigma-Aldrich, USA). Для визуализации
использовали хромоген DAB (Sigma-Aldrich, USA).
После проведения ИГХ реакции срезы докрашива-
ли гематоксилином Гилла, заключали в синтетиче-
скую заливочную среду Bio Mount HM (BIO-OPTICA
Milano, Италия). Оценка результата реакции про-
водилась путем подсчета количества окрашенных
ядер (%) на 100 клеток в 10 полях зрения в каждом
случае.

Работа проведена на основе принципов добро-
вольности и конфиденциальности, все процедуры
выполнены в соответствии с Федеральным зако-
ном “Об основах охраны здоровья граждан в Рос-
сийской Федерации” от 21.11.2011 № 323-ФЗ. Про-
ведение исследования соответствуют этическим
стандартам, получены разрешение этического ко-
митета института и информированное согласие от
каждого пациента (Выписка из протокола заседа-
ния № 0305–2016 ЛЭК от 16.05.2016). Исследова-
ние проводилось в рамках оказания высокотехно-
логической помощи и одобрено этическим коми-
тетом НМИЦ им. В.А. Алмазова.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Наши результаты показали наличие нейровос-
паления и апоптоза в тканях головного мозга.
A. Rana и A.E. Musto [20] описывают, что у пациен-
тов, госпитализированных с судорожным синдро-
мом, выявлено повышение уровня провоспали-
тельного фактора TNF-α в спинномозговой жид-
кости и крови, кроме того, показано, что
экспрессия TNF-α повышается в гиппокампе у
крыс после судорог. Однако сравнение содержания
этого белка непосредственно в коре и белом веще-
стве эпилептического очага и перифокальной зоны
височной доли у человека с содержанием TNF-α в
коре и в белом веществе здоровых живых людей ра-
нее не было изучено. Известно, что провоспали-
тельный цитокин TNF-α высвобождается в мозге
из активированных микроглии и астроцитов [21].
Во взятых нами образцах выявлено повышенное
содержание TNF-α в эпилептическом очаге и в пе-
рифокальной зоне коры и белого вещества височ-
ной доли головного мозга (рис. 1). Аналогично на-
блюдалась усиленная экспрессия рецептора FAS в
эпилептическом очаге серого и белого вещества
височной доли по сравнению со значениями кон-
трольной группы. В перифокальной зоне экспрес-

сия FAS была увеличена только в коре, в белом ве-
ществе наблюдалась тенденция к росту. В исследо-
ваниях других авторов у пациентов с височной
эпилепсией отмечено повышение уровня рецепто-
ра к TNF-α - TNFR1, а также FAS-ассоциирован-
ного белка с доменом смерти (FADD) [22]. Обнару-
женное нами высокое содержание TNF-α в биоп-
татах коры и белого вещества височной доли на
фоне повышенной экспрессии рецептора к FAS-L
может свидетельствовать об активации иммунных
клеток в мозге больных ФРЭ, а также о протекании
апоптоза по внешнему пути непосредственно в
очаге в коре и в белом веществе. В перифокальной
зоне, вероятно, данные процессы тоже протекают,
но менее интенсивно. TNF-α, связываясь с соот-
ветствующим рецептором (TNFR1), активирует
TNFR-ассоциированный домен белка TRADD, то-
гда как FAS-L взаимодействуют с FAS-ассоцииро-
ванным доменом белка FADD [23]. В результате
включения TNF-α адаптера TRADD возможна ак-
тивация конкурентных параллельных путей подав-
ления клеточной гибели, вызванных фосфорили-
рованием белка-ингибитора, с которым связан
NF-kВ. Это явление может объяснять данные о
различном влиянии TNF-α на апоптоз. При этом
система FAS/FAS-L не инициирует иных парал-
лельных путей, кроме апоптоза [24].

Транскрипционный фактор NF-kB регулирует
экспрессию антиапоптотических белков [14]. Де-
градация комплекса NF-kB с IkB под влиянием
TRADD позволяет изоформе NF-kB р65 трансло-
цироваться в ядро, где она регулирует транскрип-
цию широкого спектра генов, отвечающих за син-
тез таких белков, как Bcl-2, IL-6, IL-8 и VEGF,
участвующих в выживании клеток [25]. Строение
р65 включает в себя С-концевой домен, состоящий
из 30 аминокислот, которые составляют наиболее
важный участок трансактивации NF-kB, фосфори-
лирование сайта S536 ведет к ускорению тран-
скрипции генов выживания, либо может быть пу-
тем альтернативной активации NF-kB пути вне ре-
гуляции IkB [26].

В наших образцах в эпилептическом очаге в ко-
ре и в белом веществе наблюдался рост содержания
фосфорилированной по S536 формы NF-kB, при
этом в перифокальной зоне содержание этого бел-
ка оставалось на том же уровне, что и у пациентов
без эпилепсии. Существенное содержание фосфо-
рилированной формы NF-kB непосредственно в
эпилептическом очаге может говорить об актива-
ции транскрипции провоспалительных и антиапо-
птотических генов в клетках под воздействием
TNF-α, что, как следствие, часто приводит по
большей части не к гибели клеток, а к их выжива-
нию. Однако выявленное нами высокое содержа-
ние TNF-α в очаге может указывать на наличие
предполагаемого нами нейровоспаления при ФРЭ.
В перифокальной зоне при такой же относитель-
ной концентрации TNF-α можно предположить,
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что не происходит запуска параллельного пути вы-
живания, так как разницы в содержании фосфори-
лированной формы NF-kB между контрольной
группой и группой с ФРЭ не выявлено, из чего мы
можем сделать вывод, что в перифокальной зоне на
фоне имеющегося нейровоспаления развитие про-
цесса апоптоза не сдерживается протективными
путями.

Выявленная нами повышенная экспрессия ре-
цептора FAS в очаге коры и белого вещества и в пе-
рифокальной зоне коры может быть вызвана тран-
скрипцией гена р53. Запускающий транскрипцию
этого гена белок р53 в цитоплазме находится в ла-
тентном состоянии и может быть активирован не
только в ответ на повреждение ДНК, но и в резуль-
тате действия окислительного стресса, патогенных
или цитотоксических агентов [27]. Инициация
апоптоза через активацию р53 происходит не-
сколькими путями, один из которых индуцирует
мРНК FAS и перемещение синтезированного FAS
на поверхность клетки [28]. Кроме того, р53 дей-
ствует непосредственно на внешнюю мембрану
митохондрий, проникая внутрь, где взаимодей-
ствует с Bcl-2 или Bak, что приводит к высвобожде-
нию цитохрома С и активации caspase-3 [18]. В на-
шем исследовании при эпилепсии отмечено увели-
чение содержания белка p53 в области
эпилептического очага и в перифокальной зоне в
височной коре и в белом веществе (рис. 2), что мо-

жет быть одной из причин роста FAS на мембране
клеток, тем самым стимулируя развитие апоптоза
под действием внешних факторов. При этом воз-
действие p53 на митохондрии выступает дополни-
тельным фактором активации каспаз и гибели кле-
ток.

В результате воздействия р53 с мембраной по-
врежденной митохондрии и высвобождения цито-
хрома С происходит формирование специфиче-
ского комплекса – апоптосомы, в состав которой
входит белок APAF-1 (апоптотический протеазаак-
тивирующий фактор), сам цитохром С и pro-
caspase-9. Слияние этих белков в апоптосому при-
водит к активации caspase-9. Caspase-9, в свою оче-
редь, вызывает активацию эффекторных каспаз, в
том числе caspase-3, которая высвобождает связан-
ную ДНКазу, разрушающую хроматин [23].

В исследуемых образцах серого вещества из
эпилептического очага выявлено высокое содер-
жание инициаторной caspase-9 по сравнению с об-
разцами, взятыми от группы контроля, при этом
содержание caspase-3 у тех же пациентов снижено
(рис. 2). В перифокальной зоне серого вещества со-
держание caspase-9 и caspase-3 подчиняется той же
тенденции, но менее выражено. В очаге и в пери-
фокальной зоне белого вещества наблюдается та
же картина. Сниженное содержание эффекторной
caspase-3 в сочетании с одновременным повыше-
нием caspase-9 может быть вызвано возможным

Рис. 1. Содержание TNF-α (a), FAS (b), p-NF-kB (c) в коре и в белом веществе височной коры головного мозга. Лизаты
биоптатов коры и белого вещества височной доли человека, исследованные на 10% полиакриламидном геле методом им-
муноблоттинга (d). a – различия в содержании белка в коре по сравнению с контрольной группой, статистически значимы
при p < 0.05; b – различия в содержании белка в белом веществе по сравнению с контрольной группой, статистически зна-
чимы при p < 0.05; с – различия в содержании белка в коре перифокальной зоны по сравнению с эпилептическим очагом,
статистически значимы при p < 0.05; d – различия в содержании белка в белом веществе перифокальной зоны по сравне-
нию с эпилептическим очагом, статистически значимы при p < 0.05.
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появлением расщепленной формы c-caspase-3, что
косвенно может говорить об активации апоптоза
по митохондриальному пути [10]. В ранее прове-
денном нами исследовании теми же методами мы
выявили повышенное содержание caspase-8 в эпи-
лептическом очаге и в перифокальной зоне коры
пациентов с ФРЭ [29], что свидетельствует об акти-
вации апоптотических сигнальных путей. В экспе-
рименте на крысах было показано, что ингибиторы
caspase-8 редуцируют протеазную активность
caspase-3 и -9, в то время как применение ингиби-
торов caspase-9 при височной эпилепсии незначи-
тельно влияет на активность эффекторной caspase-3
[22]. Таким образом, можно заключить, что при ви-
сочной эпилепсии преобладает внешнерецептор-
ный путь апоптоза. На активацию митохондриаль-
ного пути при височной эпилепсии указывают дру-
гие эксперименты, в которых показано наличие в
наружной мембране митохондрий проапоптотиче-
ского белка Вах после начала припадка [10, 20]. В
свою очередь, митохондриальная дисфункция яв-
ляется одним из ключевых механизмов патогенеза
нейродегенерации [22].

Исходя из полученных нами данных, можно вы-
двинуть предположение, что процессы апоптоза в
перифокальной зоне возбуждения протекают бо-
лее интенсивно, так как повышенного содержания
белков протективного NF-kB-каскада в перифо-
кальной зоне не было замечено, следовательно,

предполагается, что активации путей выживания
не произошло в достаточной степени. При этом пе-
рифокальная зона также подвержена действию
воспалительных факторов, как и очаг. Вовлечен-
ность перифокальных участков в воспалительные
процессы, а также недостаточность протективных
механизмов могут являться одними из факторов
развития резистентности эпилепсии.

Для установления клеточной специфичности
экспрессии проапоптотических белков было про-
ведено ИГХ исследование биоптатов, полученных
после височной блок-резекции. При ИГХ во всех
случаях у больных с ФРЭ наблюдается положи-
тельная ядерная экспрессия сaspase-3 не только в
нейронах, но и в глиальных клетках коры и белого
вещества головного мозга. В коре глиоциты имеют
высокую интенсивность ядерного окрашивания,
их распределение носит диффузный характер во
всех слоях коры, преимущественно в молекуляр-
ном слое (рис. 3а). Среднее относительное количе-
ство позитивных глиальных клеток с положитель-
ной реакцией на мечение антителами к caspase-3 в
коре у пациентов с ФРЭ составило 23.65 ± 0.82%. В
белом веществе ядерная экспрессия caspase-3 вы-
ражена умеренно, среднее относительное количе-
ство окрашенных ядер глиальных клеток в белом
веществе несколько ниже, чем в коре, и составило
17.45 ± 0.54% (рис. 3с). В контрольной группе экс-
прессия сaspase-3 в белом веществе не была выяв-

Рис. 2. Содержание caspase-9 (a), caspase-3 (b), p53 (c) в коре и в белом веществе височной коры головного мозга. Лизаты
биоптатов коры и белого вещества височной доли человека, исследованные на 10% полиакриламидном геле методом им-
муноблоттинга (d). a – различия в содержании белка в коре по сравнению с контрольной группой, статистически значимы
при p < 0.05; b – различия в содержании белка в белом веществе по сравнению с контрольной группой, статистически зна-
чимы при p < 0.05; с – различия в содержании белка в коре перифокальной зоны по сравнению с эпилептическим очагом,
статистически значимы при p < 0.05; d – различия в содержании белка в белом веществе перифокальной зоны по сравне-
нию с эпилептическим очагом, статистически значимы при p < 0.05.
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лена (рис. 3d), в коре наблюдались единичные
окрашенные клетки, чаще всего в области цито-
плазмы, ядерной экспрессии сaspase-3 выявлено
не было (рис. 3b). Таким образом, обнаруженная
экспрессия caspase-3 в глиоцитах коры и белого ве-
щества в эпилептическом очаге височной доли мо-
жет быть показателем вовлеченности глии в апо-
птотические процессы.

Ранее проведенные исследования пациентов с
ФРЭ и эксперименты на животных свидетельству-
ют о повышении экспрессии проапоптотических
белков в гиппокампе [18, 20]. В нашей работе мы
провели разделение изучаемой области на эпилеп-
тический очаг и перифокальную зону. Результаты
показали, что в эпиочаге у пациентов с височной
ФРЭ наблюдаются повышенная экспрессия про-
тективного p-NF-kB в очаге возбуждения, значи-
тельный рост содержания caspase-9 на фоне высо-
кого содержания провоспалительного TNF-α и
экспрессии рецептора FAS под влиянием p53.
Можно сделать вывод, что в этой зоне протекает
процесс нейровоспаления, приводящий к апоптозу
по внешнему (рецепторному) и митохондриально-
му пути, среди которых внешний преобладает. В
перифокальной зоне также наблюдалась экспрес-
сия проапоптотических белков, но менее интен-
сивно, при этом в данной области не отмечена ак-
тивация протекторных механизмов по NF-kB пути.
Таким образом, активное нейровоспаление в эпи-
лептическом очаге и перифокальной зоне височ-
ной доли, а также дисбаланс антиапоптотической
системы в перифокальной области способствуют
прогрессированию дегенерации в очаге гипервоз-
будимости и прогрессированию эпилептической

энцефалопатии, и могут быть причиной развития
терапевтической резистентности.
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MARKERS OF NEUROINFLAMMATION AND APOPTOSIS IN THE TEMPORAL 
LOBE OF PATIENTS WITH DRUG-RESISTANT EPILEPSY
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Modern antiepileptic strategies aim to normalize the interaction of the excitatory and inhibitory systems, which
turns out to be ineffective in treating patients with drug-resistant epilepsy. Neuroinflammatory processes in the
epileptic focus and in its perifocal area can trigger apoptosis and also contribute to the development of drug re-
sistance. The level of pro- and anti-apoptotic proteins (p-NF-kB, TNF-α, p53, FAS, caspase-3, caspase-9) was
analyzed in intraoperative biopsies of the temporal lobe gray and white matter in the brain of patients with drug-
resistant epilepsy. An increased level of pro-apoptotic proteins was revealed in the cortex and perifocal area white
matter against the background of an imbalance of protective anti-apoptotic proteins. It appears that the activa-
tion of the extrinsic pathway of apoptosis occurs in the perifocal area, while in the epileptic focus, there are pro-
teins responsible for the activation of the anti-apoptotic survival pathways. Active neuroinflammation in the ep-
ileptic focus and perifocal zone of the temporal lobe may contribute to the development of the resistance to an-
ticonvulsant drugs and the progression of neurodegeneration in such patients.

Keywords: drug resistance, temporal lobe epilepsy, apoptosis, neuroinflammation, cytokines, immunoblotting
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Сердце рыб представляет собой уникальную модель для сравнения устойчивости к гипоксии двух ка-
мер сердца (предсердие, желудочек), различающихся по строению и функциональной нагрузке. В
условиях острой гипоксии (0.9–1.2 мг O2 л–1, 90 мин) изучали активность оксидоредуктаз (МДГ,
1.1.1.37; ЛДГ, 1.1.1.27) и параметры аденилатной системы в камерах сердца черноморской скорпены.
Несмотря на главенствующую функциональную роль желудочка, активность МДГ в нем имела тенден-
цию к понижению по сравнению с предсердием при отсутствии различий в активности ЛДГ. Вместе с
тем разница в содержании аденилатов (АТФ, АДФ, АМФ), суммарном аденилатном пуле (АП) и аде-
нилатном энергетическом заряде (АЭЗ) между предсердием и желудочком была статистически незна-
чимой, хотя абсолютное значение АП желудочка было практически в два раза больше АП предсердия.
Величина АЭЗ перфузируемых венозной кровью предсердия и желудочка не превышала ~ 0.7 (против
максимальных значений этого показателя ~ 0.9–1.0), что, по-видимому, отображает энергетический
статус тканей, исходно адаптированных к условиям гипоксии. При острой гипоксии отмечалось две
стратегии преобразования метаболизма относительно камер сердца в виде падения активности МДГ в
2.4 раза (р < 0.05) в предсердии и прироста активности ЛДГ в 2.2 раза (р < 0.05) в желудочке. Вероятно,
снижение активности МДГ в ткани предсердия детерминировано более пассивной функцией этой ка-
меры сердца в обеспечении кровотока. Острая гипоксия приводила к уменьшению количества адени-
ловых нуклеотидов и убыванию АЭЗ в камерах сердца, что было наиболее явно выражено в миокарде
желудочка. При снижении РО2 сдвиги АЭЗ камер сердца происходили в достаточно узком диапазоне
(от 0.7 до 0.6), что указывало на сохранение определенного стационарного энергетического состояния,
достигаемого путем торможения потребления или потребности в АТФ. Предполагаемый нами меха-
низм удержания величины АЭЗ может базироваться на отрицательном хронотропном эффекте гипо-
ксии.

Ключевые слова: рыбы, гипоксия, камеры сердца, малатдегидрогеназа, лактатдегидрогеназа, аденилат-
ная система
DOI: 10.31857/S0044452921050089

ВВЕДЕНИЕ

Главный орган сердечно-сосудистой системы
позвоночных животных – сердце – является
аэробным органом, нуждающимся в постоянном
снабжении АТФ. Высвобождающаяся в результате
гидролиза АТФ энергия используется клетками
сердца – кардиомиоцитами – для осуществления
сокращений и поддержания внутриклеточного ба-
ланса ионов [1]; запас АТФ кардиомиоцитов огра-
ничен настолько, что может обеспечить лишь не-
значительное количество сокращений в течение
нескольких секунд.

Адаптивные возможности живых организмов в
водной среде с постоянно варьирующим уровнем
О2 (PwO2) в значительной степени зависят от эф-
фективности взаимодействия аэробного и анаэ-
робного путей энергетического метаболизма и ба-
ланса между энергетическим обменом и запросом
на макроэргические соединения. Реакции, кото-
рые обеспечивают оксидоредуктазы – малатдегид-
рогеназа (L-малат: НАД-оксидоредуктаза; МДГ,
1.1.1.37) и лактатдегидрогеназа (лактат: НАД-окси-
доредуктаза; ЛДГ, 1.1.1.27), являются неотъемле-
мой частью нормального метаболизма и адаптации
к изменяющимся условиям водной среды обита-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ния. Цитозольная форма МДГ принимает участие
в аэробном гликолизе и малат-аспартатном шунте,
окисляя поступающий из митохондрий малат в ок-
салоацетат с образованием НАДН, в то время как
ЛДГ катализирует заключительный этап анаэроб-
ного гликолиза. Оба фермента обеспечивают про-
изводство макроэргов и регуляцию окислительно-
восстановительного потенциала клеток; в качестве
показателя интенсивности и направленности
окислительных процессов в тканях используют со-
отношение их активности [2]. Изменение гидрохи-
мических характеристик среды, прежде всего со-
держания О2, вызывает сдвиги между аэробным и
анаэробным метаболизмом, включающие актив-
ность оксидоредуктаз.

Центральное место в энергообмене клеток всех
типов принадлежит аденилатной системе, включа-
ющей АТФ, АДФ и АМФ [3]. Причем энергетиче-
ский статус клеток в каждый определенный мо-
мент зависит от относительных концентраций всех
трех компонентов. Для оценки энергетического
состояния клеток используют показатель энерге-
тического заряда аденилатной системы (АЭЗ), ко-
торая осуществляет регуляцию внутриклеточных
процессов, ответственных за поставку и утилиза-
цию энергии, поддерживает оптимальный уровень
функционирования с наименьшими затратами
энергии.

Недостаточное поступление О2 (гипоксия) при-
водит к переключению аэробного энергетического
метаболизма на анаэробный путь, что ведет к
уменьшению количества производимого АТФ (вы-
рабатывается только 2 молекулы АТФ вместо 38),
нарастанием внутриклеточного ацидоза и некон-
тролируемым распадом АТФ на АДФ и АМФ [3].

Черноморская скорпена Scorpaena porcus явля-
ется объектом многочисленных исследований, об-
ладает значительной устойчивостью к действию
ряда стрессорных факторов, включая гипо-
ксию/аноксию [4, 5]. Как известно, сердце рыб го-
мологично сердцу человека [6]. Раскрытие сущно-
сти адаптивных процессов миокарда скорпены,
способной длительно находиться в среде с крайне
низкой концентрацией кислорода (менее
0.5 мг О2 л–1 vs. норма – 7–8 мг О2 л–1), представля-
ет не только теоретический, но и практический ин-
терес, который опирается на представление о су-
ществовании базовых, повторяющихся в разных
таксономических группах позвоночных механиз-
мах функционирования сердечной мышцы [7].
Вместе с тем считают, что сердце рыб обладает по-
разительной морфофункциональной пластично-
стью, проявляющейся при онтогенетических мета-
морфозах и эколого-физиологических трансфор-
мациях [8]. Оценка энергетической пластичности
миокарда рыб, относящегося к разным отделам
сердца с разной функциональной нагрузкой, также
способна расширить границы представлений об

эталоне сердечной деятельности с максимальным
анаэробным потенциалом.

Целью нашей работы было изучение активно-
сти ферментов энергетического обмена и парамет-
ров аденилатной системы в тканях камер сердца
Scorpaena porcus в условиях острой гипоксии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектом исследования служили половозрелые

особи Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 в летний пе-
риод (16 экз., длина тела – 13–17 см, вес – 100–
190 г, стадия зрелости гонад VI–II) при температу-
ре воды в море 21–23°С. Рыбу отлавливали в июле
2020 г. ставным неводом в прибрежной зоне на
внешнем рейде Севастопольской бухты (44°36'50"N
33°30'00"E) и доставляли в лабораторию в пласти-
ковых баках объемом 60 л с принудительной аэра-
цией. Для снятия стресса после отлова и транспор-
тировки скорпену содержали одну неделю в про-
точном аквариуме, кормили рыбным фаршем, в
работе использовали только подвижных и активно
питающихся особей.

Экспериментальная часть выполнена с приме-
нением специально разработанного стенда, кото-
рый позволяет стабилизировать температуру и
концентрацию кислорода в воде на протяжении
необходимого времени. Температура воды в рабо-
чей камере поддерживалась на уровне 21–22°С,
контрольная группа рыб содержалась при 5.6–
6.7 мг O2 л–1 (нормоксия). После адаптации к этим
условиям (24 ч) концентрацию кислорода в воде
снижали в течение 15–20 мин до 0.9–1.2 мг O2 л–1

путем прокачивания азота. Экспозиция особей в
эксперименте составляла 90 мин. Содержание кис-
лорода в воде контролировали потенциометриче-
ски с помощью оксиметра DO Meter ST300D RU
(“Ohaus”, США).

Препарирование тканей, гомогенизацию и цен-
трифугирование проводили при охлаждении
(0 ± 4°С). Сердце для исследования брали сразу по-
сле декапитации рыб и разделяли на предсердие и
желудочек (рис. 1), ткани до анализа активности
ферментов и содержания аденилатов хранили
при температуре –80°С в морозильной камере
(Farma 900 Series, TermoScientific, США).

Активность цитоплазматической МДГ и ЛДГ
измеряли спектрофотометрически (СФ-2000 ОКБ
“Спектр”, Россия) в кварцевой кювете c ходом лу-
ча 10 мм, объемом 3 мл при длине волны 340 нм по
скорости окисления восстановленной формы ко-
фермента НАДН, используя в качестве среды вы-
деления 0.2 М Трис-HCl буфер, рН 7.5, как описа-
но ранее [5]. Реакцию начинали внесением экс-
тракта и снимали отсчеты через 30 с в течение 2–
3 мин. Субстратом для определения активности
ЛДГ служил пируват, для МДГ – оксалоацетат. Ак-
тивность МДГ, ЛДГ определяли при температуре
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инкубации реакционной смеси 25°C. Удельную ак-
тивность ферментов выражали в мкмолях НАДН
мин–1 мг–1 белка супернатанта. Содержание белка
определяли микробиуретовым методом, экстинк-
цию измеряли при длине волны 330 нм. В качестве
стандарта для построения калибровочной кривой
использовали препарат кристаллического сыворо-
точного альбумина.

Содержание адениловых нуклеотидов миокарда
скорпены регистрировали хемилюминесцентным
методом [9]. Результаты выражали в мкмолях г–1

сырой массы ткани. Средняя масса навески пред-
сердия составляла 4.81 мг, желудочка сердца –
6.89 мг. Исследуемые ткани гомогенизировали в
0.1 М трис-ацетатном буфере, рН 7.75, на холоде.
Аденилатный комплекс экстрагировали в кипя-
щем буфере на водяной бане в течение 5 мин. По-
лученные экстракты замораживали до дальнейше-
го анализа. Определение АТФ проводили по стан-
дартной методике, по световой эмиссии с
добавлением люциферин-люциферазы на приборе

ATP-Luminometer 1250 (LKB, Швеция). АДФ и
АМФ восстанавливали до АТФ с применением эн-
зимов пируваткиназы и аденилаткиназы. Адени-
латный энергетический заряд (АЭЗ) рассчитывали,
используя концентрацию (С) нуклеотидов по фор-
муле [10]:

Результаты представлены как M ± m. Нормаль-
ность распределения проверена при помощи кри-
терия Пирсона. Статистически сравнения выпол-
нены на основе двустороннего t-критерия Стью-
дента. Различия считали значимыми при p < 0.05.
Парный линейный коэффициент корреляции
Пирсона (r) рассчитывали между активностью
МДГ, ЛДГ и содержанием АТФ в камерах сердца.
Статистическая обработка и графическое оформ-
ление полученной информации проводили при по-
мощи стандартного программного обеспечения
Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Полученные нами значения исследованных па-

раметров – активности МДГ, ЛДГ, содержания
адениловых нуклеотидов и величина АЭЗ – свиде-
тельствуют о существовании различий в энергети-
ческом обмене отделов миокарда Scorpaena porcus в
условиях нормоксии и острой гипоксии (рис. 2 и 3).

Нормоксия. В предсердии скорпены зарегистри-
рована самая высокая активность МДГ (6.39 ±
± 0.92 мкмоль НАДН2 мин–1 мг–1 белка), что на
28% выше, чем в желудочке сердца (4.59 ±
± 0.87 мкмоль НАДН2 мин–1 мг–1 белка), однако
различия не были статистически значимы (p > 0.05)
(рис. 2а). Так же не выявлено существенных разли-
чий между отделами миокарда по активности ЛДГ

+
=

+ +
1/2

.АТФ АДФ

АТФ АДФ АМФ

С С
АЭЗ

С С С

Рис. 1. Сердце Scorpaena porcus. 1 – предсердие; 2 – же-
лудочек; 3 – луковица аорты; 4 – венозный синус, 5 –
брюшная аорта.
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Рис. 2. Активность оксидоредуктаз (a) и индекс МДГ/ЛДГ (b) в камерах сердца Scorpaena porcus. Светлые столбики – нор-
моксия, темные – острая гипоксия; 1 – МДГ; 2 – ЛДГ; * – достоверно по сравнению с нормоксией, p < 0.05; ** – досто-
верно при сравнении камер сердца, p < 0.05.
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(2.48 vs 2.26 мкмоль НАДН2 мин–1 мг–1 белка) и ве-

личине индекса МДГ/ЛДГ (2.57 vs 2.03) (рис. 2а и

2b). В желудочке величина коэффициента корре-

ляции (r) в системе МДГ↔ЛДГ достигала 0.85

(p < 0.05) (табл. 1).

Содержание каждого аденилата (АТФ, АДФ,

АМФ), их общий пул (АП) и АЭЗ были незначи-

тельно выше в желудочке сердца (p > 0.05) (рис. 3).

Величина r для АЭЗ между предсердием и желудоч-

ком составила 0.68 (p = 0.05). Корреляция между

активностью ферментов и содержанием АТФ до-

стигала 0.90–0.99 (p < 0.05–0.001) (табл. 1).

Острая гипоксия вызвала снижение активности

МДГ в предсердии в 2.4 раза (p < 0.05), активность

ЛДГ сохранилась на прежнем уровне, в результате

индекс МДГ/ЛДГ уменьшился в 2.5 раза (p < 0.05)

и составил 1.01 (рис. 2b). По сравнению с нормок-

сией корреляция в системе МДГ↔ЛДГ предсердия
увеличилась вдвое (r = 0.86, p < 0.05) (табл. 1).

Напротив, в желудочке сердца активность МДГ
незначительно снизилась, в то время как актив-
ность ЛДГ достоверно увеличилась в 2.2 раза до

5.01 мкмоль НАДН2 мин–1 мг–1 белка (p < 0.05)

(рис. 2а). Таким образом, активность ЛДГ в желу-
дочке вдвое превысила таковую в предсердии
(p < 0.05). Величина индекса МДГ/ЛДГ уменьши-
лась в 2.6 раза и составила 0.77 (p < 0.05) (рис. 2b).
Корреляция в системе МДГ↔ЛДГ желудочка серд-
ца еще более увеличилась (r = 0.98, p < 0.05)
(табл. 1).

В условиях острой гипоксии содержание АТФ,
АДФ, АМФ и величина АП в камерах сердца
уменьшались в 1.5–2.3 раза, наибольшие измене-
ния происходили с АТФ, но различия не были ста-
тистически значимы (p > 0.05) (рис. 3а). Корреля-
ция между активностью ферментов и содержанием
АТФ в желудочке составляла 0.96–0.99 (p < 0.001)
(табл. 1). АЭЗ незначительно понизился в предсер-
дии с 0.67 до 0.64, в желудочке – с 0.69 до 0.62
(рис. 3b). Величина r для АЭЗ между отделами
миокарда возросла до 0.82 (p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ

Для понимания механизмов устойчивости серд-
ца к гипоксии решающее значение имеют фунда-
ментальные знания о сердечном метаболизме [11].
“Пойкилотермное” сердце рыб представляет собой
уникальную модель для сравнения толерантности
к кислородному голоданию двух камер сердца, ко-
торые различаются по строению, функциональной
нагрузке и характеру кровоснабжения.

Как известно, заключенное в перикардиальный
мешок (перикардиальную мембрану) сердце ко-
стистых рыб находится вблизи жаберного аппарата
в небольшой околосердечной полости и состоит

Рис. 3. Содержание аденилатов (a) и аденилатный энергетический заряд (b) в камерах сердца Scorpaena porcus. Светлые
столбики – нормоксия, темные – острая гипоксия; 1 – АТФ; 2 – АДФ; 3 – АМФ; 4 – аденилатный пул.

180
(a) (b)

A
d

e
n

y
la

te
s 

le
v
e
ls

,

�M
 g
�1

 w
te

 m
a

ss
160

140

120

100

60

80

40

20

0

0.74

A
E

C

0.72

0.70

0.68

0.66

0.62

0.64

0.60

0.58

0.561 2 3 4 1 2 3 4

Atrium Ventricle Atrium Ventricle

Таблица 1. Коэффициент корреляции (r) между актив-
ностью МДГ, ЛДГ и содержанием АТФ при нормоксии
и острой гипоксии в камерах сердца Scorpaena porcus

Примечание. * – p < 0.05; ** – p < 0.001.

Ткани

Tissues

Концентрация кислорода, мг О2 л –1

Concentration of О2, mg L–1

5.6–6.7 0.9–1.2

Предсердие/Heart atrium

МДГ ↔ ЛДГ 0.42 0.86*

МДГ ↔ АТФ 0.66 0.78*

ЛДГ ↔ АТФ 0.77* 0.80*

Желудочек/Heart ventricle

МДГ ↔ ЛДГ 0.85* 0.98**

МДГ ↔ АТФ 0.90* 0.99**

ЛДГ ↔ АТФ 0.99** 0.96**
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только из двух камер – предсердия и желудочка
(двухкамерное сердце). Предсердие имеет вид мы-
шечной камеры неправильной формы с тонкой
трабекулированной стенкой [12]. По сравнению с
предсердием желудочек, обеспечивающий сердеч-
ный выброс и генерирующий высокое давление в
кровеносной системе, может отличаться относи-
тельным разнообразием массы, морфологии, ги-
стологии и васкуляризации у разных видов рыб
[12]. Вместе с тем типичное сердце рыб (“венозное
сердце”, сердце I типа) построено из губчатого
(трабекулированного) миокарда и снабжается
только венозной кровью из межтрабекулярных
пространств (трабекулярных полостей, лакун) при
полном отсутствии коронарного кровообращения
[14].

По сравнению с сердцем гомойотермных жи-
вотных (птиц, млекопитающих) сердце рыб обыч-
но функционирует, сталкиваясь с относительно
низкими и переменными уровнями парциального
давления кислорода (PO2) [12, 13]. Среди позво-

ночных животных костистые рыбы демонстрируют
самые высокие межвидовые различия в паттернах
морфодинамических механических характеристик
[12, 13] и способе снабжения кислородом структур
сердца [11], что определяет рабочий потенциал
миокарда камер сердца.

Активность оксидоредуктаз миокарда скорпены
при нормоксии. Малоподвижный образ жизни при-
донных видов рыб (включая скорпену) предпола-
гает наличие у них “аваскулированной/венозной”
разновидности сердца без коронарного кровоснаб-
жения [14]. Одновременно не вызывает сомнения
тот факт, что сердце скорпены является оксифиль-
ным органом, имеющим высокие энергетические
потребности, интенсивность метаболизма которо-
го сопоставима с ее мозгом [15, 5], что позволяет
синхронизировать высокую интенсивность аэроб-
ного и анаэробного метаболизма обеспечивающих
выживание организма структур. Вместе с тем нами
было установлено, что производство энергии в ка-
мерах сердца скорпены характеризуется следую-
щими отличительными чертами. При условии кро-
воснабжения камер сердца скорпены исключи-
тельно венозной кровью с характерным для рыб
низким напряжением кислорода (P

v
O2) [16], пред-

сердие и желудочек демонстрировали сопоставимо
высокие показатели активности МДГ по сравне-
нию со снабжаемым исключительно артериальной
кровью О2-зависимым мозгом [5].

Одновременно, несмотря на условно главен-
ствующую функциональную роль желудочка, ак-
тивность МДГ данной структуры имела тенденцию
к понижению по сравнению с предсердием. Доми-
нирующим фактором, влияющим на снабжение О2

структур сердца, являются тип и общая емкость
сердечного кровоснабжения [11], что, по-видимо-
му, может определять особенности энергетическо-

го метаболизма ткани. Для сердечной ткани рыб
некоторое снижение кровообращения может со-
провождаться понижением уровня ее метаболизма,
что проявляется на фоне вялой двигательной
функции донных рыб [15]. Сложная лакунарная
организация миокарда рыб по принципу “много
маленьких сердец” в границах “большого” желу-
дочка [17] позволяет предполагать высокую вариа-
бельность РО2 [14] либо наличие отрицательного

градиента Р
v
O2 по мере удаления от основного про-

света камеры до конечных участков лакун на фоне
замедленного кровотока, что, по-видимому, может
детерминировать флуктуации в работе оксидоре-
дуктаз энергетического метаболизма.

При нормоксии активность ЛДГ в обеих каме-
рах сердца скорпены имела сопоставимые значе-
ния. Считают, что более низкие значения активно-
сти ЛДГ, в частности, по сравнению с разновидно-
стью мышечной ткани – белыми мышцами,
являются характерной особенностью сердечной
мышцы, определяемой преимущественно аэроб-
ным метаболизмом данного органа [15].

Кроме того, в сердце скорпены было отмечено
достаточно высокое соотношение МДГ/ЛДГ как в
предсердии, так и желудочке относительно анало-
гичных показателей упоминавшихся выше тканей
мозга [5]. Предполагают, что такого рода высокие
значения индекса МДГ/ЛДГ могут свидетельство-
вать об ослабленном преобразовании пирувата в
лактат, что, как следствие, направляет метаболизм
углеводов в сторону их наиболее полного окисле-
ния [18]. Установленный нами характер отноше-
ния МДГ/ЛДГ является дополнительным свиде-
тельством “приверженности” миокарда скорпены
к аэробному метаболизму, его оксифильности.

Несмотря на характерные для рыб низкие зна-
чения PvO2 [16] перфузирующей сердце венозной

крови, вероятно, существует ряд механизмов, поз-
воляющих оксифильным кардиомиоцитам (в част-
ности, желудочка) увеличивать экстракцию О2.

Факторами, способствующими увеличению экс-
тракции О2, являются большая площадь поверхно-

сти губчатого миокарда, расположение трабекул
губчатого миокарда тонкими слоями для уменьше-
ния диффузионного расстояния, минимизация
внутреннего диффузионного расстояния за счет
веретенообразной формы мышечных клеток. Так-
же активность оксидоредуктаз может коррелиро-
вать с некоторыми чертами тканевой морфологии,
такими как соотношение миофибриллярных и пе-
риферических митохондриальных популяций
внутри кардиомиоцитов, объемная плотность ми-
тохондрий или разделение миокарда на типы кле-
ток, “предпочитающих” аэробный или анаэроб-
ный метаболизм [19, 20]. Дополнительным факто-
ром, поддерживающим высокую эффективность
энергетического метаболизма желудочка, может
быть повышенное содержание миоглобина в кар-
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диомиоцитах (myoglobin-rich hearts), которое позво-
ляет сердцу рыб экстрагировать постоянное коли-
чество кислорода даже при снижении его содержа-
ния в перфузате [21] независимо от скорости
перфузии [22].

Аденилатная система миокарда скорпены при
нормоксии. Разница в содержании аденилатного
пула (АП) между предсердием и желудочком была
статистически незначимой, хотя абсолютные зна-
чения АП между камерами сердца отличались
практически двукратно. Закономерность неравно-
мерного распределения аденилатов относительно
камер сердца ранее была зафиксирована у млеко-
питающих [23], у которых наибольшее количество
адениловых нуклеотидов приходится на желудочки
сердца. У скорпены абсолютная величина АП и
уровень АЭЗ миокарда желудочка как основной
нагнетающей камеры отражают его специфиче-
ские потребности в макроэргах и потенциальные
возможности для осуществления синтеза/ресинте-
за АТФ, которые определяют большие способно-
сти к напряжению мышечной ткани [24]. Вероят-
но, величина АЭЗ предсердия и желудочка, не пре-
вышающая ~0.7 (против максимальных значений
показателя ~0.9–1.0), также отображает энергети-
ческий статус тканей, адаптированных к условиям
гипоксемии.

Очевидно, что при кровоснабжении миокарда
венозной кровью уровень активности ферментов
цикла Кребса и гликолитических ферментов
(включая изучаемые нами МДГ, ЛДГ) на фоне
сравнительно невысоких показателей АЭЗ скорпе-
ны позволяет ей существовать за счет характерной
для пойкилотермных животных высокой аэробной
и гликолитической емкостей тканей сердца, опре-
деляемых соотношением активности креатинки-
назы к цитохром с-оксидазе и пируваткиназы к
цитохром с-оксидазе [25, 11], которые поддержива-
ют производство АТФ, и в полной мере удовлетво-
ряет энергетические запросы миокарда малоактив-
ного хищника-засадчика (“sit-and-wait” or ambush
predator) с низкой ЧСС (11–14 ударов/мин).

Активность оксидоредуктаз миокарда при
острой гипоксии. В условиях резкого ограничения
доступности O2 (гипоксии) анаэробный метабо-

лизм становится основным источником продук-
ции АТФ для кардиомиоцитов. Гипоксия сопро-
вождается увеличением удельной активности ЛДГ,
что характерно для многих тканей (печень, мозг,
мышцы), включая сердце, и указывает на их пере-
ход к анаэробному дыханию и снижению потреб-
ления энергии [26]. Так, в частности, подобное
воздействие гипоксии на активность ЛДГ было за-
фиксировано в миокарде ряда видов рыб – анголь-
ского клариуса Clarias batrachus [26], астронотуса
Astronotus crassipinnis и дискуса Symphysodon aequi-
fasciatus [27].

У скорпены, подвергшейся экспозиции к гипо-
ксии, изменения активности оксидоредуктаз отно-
сительно камер сердца носили разнонаправлен-
ный характер. Существенное падение активности
МДГ было найдено только в предсердии. Напро-
тив, в ткани желудочка заметно возросла актив-
ность ЛДГ. Вместе с тем соотношение МДГ/ЛДГ в
обеих камерах сердца уменьшалось пропорцио-
нально, что указывало на снижение выработки
АТФ (метаболическая депрессия).

Как известно, основная роль МДГ заключается
в обеспечении промежуточных метаболитов (окса-
лоацетата) для цикла Кребса, используемых в каче-
стве источника углерода в окислительном метабо-
лизме [26]. По-видимому, менее выраженное сни-
жение активности МДГ в желудочке скорпены под
воздействием гипоксии было сопряжено с двой-
ственной функцией этого фермента в аэробном и
анаэробном метаболизме [28], хотя следует при-
знать, что при включении резервных механизмов
анаэробного пути вклад МДГ не является опреде-
ляющим. С другой стороны, достоверное падение
активности МДГ в ткани предсердия может детер-
минироваться более пассивной функцией этой ка-
меры сердца в обеспечении кровотока.

Предполагают, что в направленности и “объеме”
метаболической реакции миокарда рыб на воздей-
ствие гипоксии существенное значение отводится
экспрессии изоформ ЛДГ [27]. Так, при снижении
РО2 в сердце Astronotus ocellatus происходит сниже-

ние экспрессии ЛДГ сердечного типа с сопутству-
ющим замещением этого типа фермента на ЛДГ
мышечного типа. Показано, что преобладание ЛДГ
мышечного типа в миокарде Astronotus crassipinnis
связано с активацией анаэробного гликолиза на
фоне накопления пирувата, которое возникает при
снижении окислительного метаболизма. Фактиче-
ски, в условиях кислородного голодания в миокар-
де наблюдается увеличение активности ЛДГ одно-
временно со снижением активности катализирую-
щей реакцию конденсации ацетата (ацетил-CoA) и
оксалоацетата цитратсинтазы (CS, citrate synthase),
лимитирующей первый этап цикла Кребса [27]. Та-
ким образом, в сердце таких животных происходит
подавление окислительного метаболизма с после-
дующей активацией анаэробного гликолиза, что
обычно наблюдается у так называемых “хороших
анаэробов”, таких, как водные черепахи и некото-
рые виды рыб [28]. Очевидно, что при острой гипо-
ксии миокард желудочка скорпены проявляет “хо-
рошие” анаэробные качества с высокой активно-
стью ЛДГ.

Анализ корреляционных связей между изучае-
мыми показателями сердца скорпены показывает
наличие очень тесной взаимосвязи между активно-
стью оксидоредуктаз энергетического метаболизма
и продукцией макроэргов, которая максимально
проявляется в его желудочке. При гипоксии уста-
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новленные связи подобного рода усиливаются во
всех камерах сердца, отражая высокую степень со-
пряжения и координации путей производства
АТФ, которые обеспечивают устойчивость мио-
карда к дефициту О2. Следует отметить определен-

ное постоянство проявления взаимосвязи актив-
ности ЛДГ и количества АТФ в камерах сердца при
разных значениях РwО2, “гарантирующее” резерв-

ные возможности миокарда.

Аденилатная система миокарда при гипоксии.
Экспозиция к гипоксии сопровождалась снижени-
ем содержания адениловых нуклеотидов в камерах
сердца скорпены. Данный факт согласуется с пере-
распределением топографии аденилатов в сердце
млекопитающих при снижении РО2 в виде резкого

уменьшение содержания АТФ в тканях желудочков
[23], что перекликается с распределением адени-
латов и АП per se в миокарде скорпены. По-види-
мому, выраженный характер изменения содержа-
ния АТФ, АДФ, АМФ на фоне убывания АЭЗ в
миокарде желудочка служит признаком физиоло-
гического напряжения данной камеры, опирающе-
гося на гликолиз в условиях гипоксии.

Вместе с тем при снижении РwО2 изменения

суммарного АП камер сердца сопровождались та-
кими сдвигами АЭЗ, которые, не будучи статисти-
чески достоверными, предполагают либо слабую
тенденцию к снижению АЭЗ, либо могут быть ис-
толкованы как удержание данного показателя в
определенных пределах (стационарное энергети-
ческое состояние). Величина АЭЗ определяет ско-
рости реакций цикла Кребса и других процессов,
связанных с преобразованием энергии, поскольку
заполнение системы АТФ—АДФ—АМФ высоко-
энергетическими фосфатными связями лежит в
основе аллостерической регуляции активности
ферментов, которые контролируют скорость про-
текания упомянутых процессов. Уменьшение АЭЗ
расценивается как явный маркер ухудшения энер-
гообеспечения ткани. Поскольку в условиях гипо-
ксии в камерах сердца скорпены удалось избежать
критического падения относительной величины
данного показателя, очевидно, что при сниженном
производстве макроэргов такая условная стабили-
зация, в частности, может достигаться путем тор-
можения потребления или потребности в АТФ.

Упомянутое снижение потребления/потребно-
сти в АТФ при гипоксии у рыб может быть связано
с замедлением работы сердца (брадикардией) [29],
приспособительным механизмом, обеспечиваю-
щим оптимальное перфузионно-вентиляционное
соотношение для жаберного аппарата. Причем
сердце рыб обладает способностью значительно
увеличивать ударный объем крови, что позволяет
поддерживать сердечный выброс при гипоксиче-
ской брадикардии [30].

Кроме внутриклеточной роли макроэргическо-
го соединения, АТФ принимает участие в межкле-

точной передаче сигналов, где выступает в качестве
трансмиттера или котрансмиттера [31]. Законо-
мерный вопрос о возможном привлечении части
аденилатов в механизмы регуляции функциональ-
ной активности миокарда при гипоксии требует
дальнейшего изучения. В настоящее время извест-
но, что анионные каналы могут позволить АТФ
проходить через мембрану кардиомиоцитов; в
частности, показано, что митохондриальные по-
тенциал-зависимые анионные каналы [32] и хло-
ридные каналы 116-pS сердечного саркоплазмати-
ческого ретикулума [33] способны проводить как
АТФ, так и адениновые нуклеотиды. Существуют
доказательства прямого действия АТФ на сократи-
мость миокарда [34]. На поверхности кардиомио-
цитов АТФ под действием эктонуклеотидаз быстро
распадается до АДФ, АМФ и аденозина [31]. В
свою очередь, АМФ и аденозин способны активи-
ровать пуринергические Р1-рецепторы, что сопро-
вождается уменьшением частоты и силы сокраще-
ния миокарда. Аденозин, связываясь с Р1-рецепто-
рами клеток синусно-предсердного узла,
подавляет его автоматию и вызывает отрицатель-
ный хронотропный эффект [35], проявляющийся
урежением сердечного ритма.

Полученные результаты свидетельствуют, что
реакция камер сердца скорпены на острую гипо-
ксию, исходно имевших статистически незначи-
тельные различия в своем метаболизме, по-види-
мому, детерминирована широким спектром “стар-
товых” характеристик этих структур, включающих
архитектуру миокарда, особенности его крово-
снабжения, степень функциональной нагрузки,
аэробную и анаэробную емкости, которые пред-
определяют манифестацию двух метаболических
стратегий при снижении PwO2. Так, на недостаток

кислорода предсердие реагирует резким уменьше-
нием О2-зависимого производства макроэргов, в то

время как желудочек активизирует гликолиз, поз-
воляющий сохранить соответствующий моменту
уровень рабочего потенциала данной камеры. Ве-
роятно, подобные изменения энергетического ме-
таболизма разворачиваются на фоне перехода к
брадикардии и устранения необходимости актив-
ного расходования производимой/ресинтезируе-
мой АТФ, что позволяет удержать энергетический
статус (АЭЗ) миокарда в определенном диапазоне.
Кроме того, очевидно, что в условиях снижения
PO2 сердце скорпены успешно разрешает основ-

ную парадигму современных сердечно-сосудистых
заболеваний, безусловно включающих элемент ги-
поксических состояний как результат дефицита
подаваемого и необходимого клеткам О2 [11]. В

частности, исходя из гомологичности сердца рыб и
человека паттерны “поведения” оксидоредуктаз и
аденилатной системы “венозного”/аваскулиро-
ванного сердца скорпены при кислородном голо-
дании могут представлять определенный интерес
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при разработке терапии окклюзии коронарных ар-
терий у людей с сопутствующей заболеванию ише-
мией, что может сочетаться с необходимостью
обеспечения трансмиокардиального кровотока из
полости левого желудочка подобно лакунарному
кровоснабжению миокарда “венозного” сердца
рыб.
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SYSTEM IN HEART CHAMBERS OF A BLACK SEA (SCORPAENA PORCUS L.) 

UNDER ACUTE HYPOXIA
E. E. Kolesnikovaa,#, А. А. Soldatova, I. V. Golovinaa, I. V. Sysoevaa,

А. А. Sysoeva, and Т. А. Kukharevaa

a A.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol, Russia
#e-mail: dr-kolesnikova@mail.ru

The fish heart is a unique model to compare the resistance to hypoxia of its two chambers (atrium and ventricle),
which are different in the structure and functional loading. The activity of oxydoreductases malate dehydroge-
nase (MDH, 1.1.1.37) and lactate dehydrogenase (LDH, 1.1.1.27), as well as the parameters of the adenylate sys-
tem in the heart chambers of a Black Sea scorpaena, were studied under acute hypoxia (0.9–1.2 mg O2 L–1,
90 min). Despite the leading functional role of the ventricle, MDH activity in this heart compartment tended to
decrease compared to the atrium in the absence of differences in LDH activity. At the same time, the difference
in the level of adenylates (ATP, ADP, AMP), total adenylate pool (AP), and adenylate energy charge (AEС) be-
tween the atrium and ventricle was statistically nonsignificant, although the absolute value of the ventricular AP
was almost twice as large as the atrial AP. The AEC values of the atrium and ventricle perfused only with venous
blood did not exceed ~0.7 (vs. the maximum of this parameter ~0.9–1.0), apparently reflecting the energy status
of tissues initially adapted to hypoxia. Under acute hypoxia, there were found two strategies for energy metabo-
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lism transformation in the heart chambers in the form of a 2.4-fold drop in MDH activity (р < 0.05) in the atrium
and a 2.2-fold increment in LDH activity (р < 0.05) in the ventricle. Probably, the decline in MDH activity in
the atrial tissue was determined by a more passive function of this heart chamber in providing the blood f low. The
exposure to acute hypoxia led to a decrease in the level of adenylate nucleotides and an AEC decline in the heart
chambers, as pronounced most distinctly in the ventricular myocardium. When decreasing PO2, the AEC in the
heart chambers shifted within quite a narrow range (from 0.7 to 0.6), indicating the retention of a certain station-
ary energy status achieved by inhibition of ATP consumption or demand. The putative mechanism for retaining
the AEC may be based on the negative chronotropic effect of hypoxia.

Keywords: fish, hypoxia, heart chambers, malate dehydrogenase, lactate dehydrogenase, adenylate system
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ПРОФИЛАКТИЧЕСКОЕ ВВЕДЕНИЕ БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА HSP70 
ОСЛАБЛЯЕТ ЛИХОРАДОЧНУЮ РЕАКЦИЮ ПРИ ЭНДОТОКСЕМИИ 
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Известно, что стресс-индуцибельный белок теплового шока 70 кДа (Heat shock protein 70, Hsp70) спо-
собен оказывать защитный эффект при эндотоксемии и сепсисе благодаря способности взаимодей-
ствовать с рецепторами иммунокомпетентных клеток и модулировать иммунный ответ. Однако оста-
ется не известным, способен ли Hsp70 ослабить лихорадочную реакцию, характерную для эндотоксе-
мии. Нами было выполнено сравнительно-физиологическое исследование, в ходе которого у голубей
и крыс с предварительно вживленными электродами и термисторами для регистрации показателей
терморегуляции (температуры мозга, периферической вазомоторной реакции, сократительной актив-
ности мышц) были изучены эффекты профилактического введения рекомбинантного Hsp70 человека
(HSPA1A) при эндотоксемии, вызванной введением липополисахарида (ЛПС), а также проанализиро-
вано изменение числа лейкоцитов у крыс в тех же условиях. Установлено, что профилактическое вве-
дение Hsp70 уменьшает величину ЛПС-индуцированного лихорадочного ответа у голубей и крыс и
ускоряет нормализацию числа лейкоцитов в крови у крыс. Полученные данные свидетельствуют об
универсальности физиологических механизмов реализации защитных свойств Hsp70 у данных пред-
ставителей теплокровных животных.

Ключевые слова: белок теплового шока 70 кДа, эндотоксемия, температура мозга, лейкоциты, голубь,
крыса
Список сокращений: Hsp70 – heat shock protein 70 kDa, белок теплового шока 70 кДа, IL-1β – interleukin-
1β, интерлейкин-1β, IL-6 – interleukin-6, интерлейкин-6, PGE2 – prostaglandine E2, простагландин Е2,
TLR – Toll-like receptors, Toll-подобные рецепторы, TNF-α – tumor necrosis factor α, фактор некроза
опухолей α, ЛПС – липополисахарид, САМ – сократительная активность мышц, Тм – температура
мозга, Ткп – температура кожных покровов, ЭМГ – электромиограмма
DOI: 10.31857/S0044452921050090

Эндотоксемия – состояние, вызываемое увели-
чением уровня эндотоксина грамотрицательных
бактерий липополисахарида (ЛПС) в крови. В
первую очередь ЛПС влияет на функции иммуно-
компетентных клеток и клеток эндотелия сосудов,
приводя к активации иммунной системы, усиле-
нию синтеза провоспалительных цитокинов, раз-
витию фебрильной реакции (лихорадки), измене-
ниям в функционировании нервной, эндокринной
и др. систем организма [1–3]. Лихорадка является
древним защитно-приспособительным механиз-
мом, характерным для эктотермных и эндотерм-
ных позвоночных, и направленным на обеспече-
ние оптимальных условий для функционирования
иммунной системы и элиминации патогена [2, 4].
У эктотермных животных при развитии иммунного

ответа наблюдается поведенческая лихорадка –
для повышения температуры тела они стараются
выбирать более теплое место [2, 4]. У эндотермных
животных (млекопитающих и птиц) регулируемое
повышение температуры тела при действии ЛПС
или других патогенов происходит благодаря огра-
ничению теплоотдачи за счет периферической ва-
зоконстрикции и усилению сократительного и не-
сократительного термогенеза [5–8]. Следует отме-
тить, что при изучении изменений терморегуляции
при эндотоксемии и других состояниях, сопровож-
даемых лихорадкой, основное внимание уделяется
оценке температуры тела, тогда как изучению тем-
пературы мозга (Тм) посвящено существенно мень-
ше исследований. Ряд данных литературы свиде-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тельствует о том, что повышение Тм при гипертер-
мии и ЛПС-индуцированной эндотоксемии может
усиливать проницаемость гемато-энцефалическо-
го барьера, влиять на активность нейронов и мета-
болизм головного мозга, способствовать усилению
продукции бета-амилоида [9–13]. Предполагается,
что повышение Тм является особенно критичным
для пациентов с черепно-мозговыми травмами,
ишемическими и геморрагическими инсультами,
маленьких детей со склонностью к фебрильным
судорогам [14, 15]. Такой сценарий может быть
опасен и для септических пациентов при развитии
хронической фебрильной реакции, например, при
повышении в крови количества ЛПС и наличии
бактериемии, или при развитии “цитокинового
шторма” и вирусного сепсиса, наблюдающегося в
тяжелых случаях при заражении SARS-coV-2 [16,
17].

Имеющиеся данные литературы свидетельству-
ют о том, что ЛПС-индуцированная эндотоксемия
вызывает у представителей различных групп жи-
вотных (млекопитающих, птиц, рыб, иглокожих)
усиление экспрессии стресс-индуцируемого белка
теплового шока с молекулярной массой 70 кДа
(Heat shock proteins, HSP70) в различных тканях
[18–22]. Hsp70 относится к эволюционно-древней
системе шаперонов, оказывающей защитный эф-
фект на клеточном и организменном уровнях при
действии различных стрессорных факторов и ха-
рактеризующейся чрезвычайно консервативной
структурой [23]. Известно, что Hsp70 способен вы-
ходить в системный кровоток и модулировать ак-
тивность иммунокомпетентных клеток, однако ме-
ханизмы его взаимодействия с различными типами
клеток до сих пор окончательно не изучены. Счи-
талось, что внеклеточный Hsp70, получивший на-
звание “шаперокин”, может выполнять функцию
“сигнала опасности” за счет взаимодействия с раз-
личными рецепторами моноцитов/макрофагов,
дендритных клеток и нейтрофилов (Toll-подобны-
ми рецепторами (Toll-like receptors, TLR 2,4),
CD91, CD40, Lox-1 и др.), вызывая выработку про-
воспалительных цитокинов и NO, а также участвуя
в презентации антигена [24–27]. Внутривенное
введение экзогенного Hsp70 способствует умень-
шению смертности при сепсисе, корректирует не-
которые показатели гемодинамики и свертываемо-
сти, нормализует уровень билирубина и креатини-
на, в экспериментах in vitro снижает продукцию NO
макрофагами, уменьшает продукцию активных
форм кислорода и частично нормализует апоптоз
нейтрофилов в модели эндотоксинового сепсиса
[28–31]. Приведенные выше данные свидетель-
ствуют о способности экзогенного Hsp70 влиять на
показатели иммунного ответа и оказывать защит-

ный эффект в моделях сепсиса, однако не позволя-
ют сделать вывод о том, происходит ли при этом
коррекция характерных для действия ЛПС измене-
ний температуры тела, периферической вазомо-
торной реакции, сократительного термогенеза.
Исследований, направленных на изучение влия-
ния экзогенного Hsp70 на показатели терморегуля-
ции при лихорадочной реакции, до сих пор не про-
водилось. Ранее было показано, что экзогенный
Hsp70, введенный в ликворную систему головного
мозга, способен вызывать снижение Тм, сократи-
тельного термогенеза и частоты сердечных сокра-
щений у голубей в контрольных условиях [32, 33].
Эти изменения были сопряжены с увеличением
длительности эпизодов и общего времени медлен-
ного сна, обладающего антистрессовой функцией.
Эти данные явились обоснованием для исследова-
ния эффектов экзогенного Hsp70 на терморегуля-
торные показатели лихорадочного ответа и показа-
тели системного воспаления (лейкоцитоз) в моде-
ли эндотоксемии у представителей животных
класса птиц (голуби Columba Livia) и млекопитаю-
щих (крысы популяции Вистар).

Проведение сравнительно-физиологического
исследования эффектов Hsp70 при эндотоксемии
позволит выяснить вклад стресс-индуцируемого
белка Hsp70 в механизмы регуляции лихорадочно-
го ответа при эндотоксемии, а также выявить об-
щие и специфические закономерности в проявле-
нии возможных защитных эффектов Hsp70 при
действии бактериальных эндотоксинов.

Задачей данного исследования явилось прове-
дение сравнительного анализа эффектов экзоген-
ного Hsp70 на показатели лихорадочной реакции
(Тм, периферическую вазомоторную реакцию, со-
кратительную активность мышц (САМ), и число
лейкоцитов) при ЛПС-индуцированной эндоток-
семии у голубей Columba Livia и крыс популяции
Вистар.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Электрофизиологические опыты

выполнены на взрослых голубях Columba livia обое-
го пола и массой 350–420 г и самцах крыс популя-
ции Вистар массой 280–320 г. Исследование числа
лейкоцитов выполнено на самцах крыс популяции
Вистар той же массы и возраста. Животных, пред-
назначенных для проведения электрофизиологи-
ческих экспериментов, за 7–10 дней до хирурги-
ческой операции помещали в изолированную от
звуковых и световых раздражителей эксперимен-
тальную камеру для адаптации к условиям содер-
жания (фотопериоду (свет–темнота 12 : 12 ч) и тем-
пературному режиму (23 ± 1°С). Во время экспери-
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мента животные находились в прозрачной клетке
из органического стекла. Распределение голубей в
экспериментальные группы происходило с помо-
щью простой рандомизации. Распределение крыс
осуществлялось на основе стратифицированной
рандомизации с использованием теста “открытое
поле” и оценки реакции на хэндлинг. В ходе тести-
рования были отобраны и распределены по экспе-
риментальным группам животные, продемонстри-
ровавшие высокую исследовательскую активность
и низкую тревожность.

Для голубей неактивной фазой суток является
темная, а для крыс – светлая. Эксперименты на го-
лубях начинали за 4 ч до наступления темной фазы
суток, на крысах – в начале светлой фазы суток.
Крыс, предназначенных для изучения числа лей-
коцитов, содержали в виварии при температуре
23 ± 1°С. Вода и пища были доступны без ограни-
чений. Все манипуляции с животными проводили
в соответствии с требованиями Базельской декла-
рации и протокола, утвержденного этическим ко-
митетом ИЭФБ РАН, находящимся в соответствии
с национальными и международными требования-
ми.

Препараты. Для индукции эндотоксемии у голу-
бей и крыс применяли эндотоксин ЛПС (Escherich-
ia Coli 0111:B4, Sigma Aldrich, USA). ЛПС растворя-
ли в апирогенном 0.9% изотоническом физиологи-
ческом растворе (физ. р-ре) и вводили
внутривенно (в/в) в дозе 100 мкг/кг и в объеме не
более 0.2 мл.

Очищенный рекомбинантный белок теплового
шока Hsp70 (HSPA1A) человека был получен из
экстракта E. coli, трансформированных плазмидой
pMSHsp70. Hsp70 выделяли методом ионно-об-
менной хроматографии с применением DEAE-
Sepharose (GE Healthcare) с последующей АТФ-аф-
финной хроматографией с применением АТФ-ага-
розы (Sigma, США). Далее при помощи геля поли-
миксина-В (Sigma, США) удаляли примесь бакте-
риального эндотоксина ЛПС. Оценку количества
ЛПС в растворе очищенного белка проводили с по-
мощью теста LALA E-Toxate (Sigma Aldrich, США).
Конечный раствор белка Hsp70 содержал менее
0.5 EU/мг ЛПС [34, 35]. Полученный препарат рас-
творяли в физ. р-ре и вводили животным (в/в) за
15 мин до введения ЛПС или контрольного раство-
ра в дозе 85 мкг/кг и в объеме не более 0.1 мл.

Для исключения влияния на результаты экспе-
риментов примеси контаминантов в препарате
Hsp70, основным из которых является ЛПС, была
выполнена серия опытов с применением термоде-
натурированного Hsp70 (Hsp70ден) в той же дозе.

Для этого Hsp70 нагревали на водяной бане до
100оС в течение 5 мин.

В качестве контрольного раствора животным
вводили физ. р-р, использовавшийся как раство-
ритель для препаратов ЛПС, Hsp70 и Hsp70ден.
Физ. р-р вводили в объеме 0.1 и 0.2 мл в качестве
контроля к Hsp70 и ЛПС соответственно.

Дизайн эксперимента. Для того чтобы изучить и
сравнить влияние Hsp70 на ЛПС-индуцированные
изменения показателей терморегуляции, на голу-
бях (n = 6) и крысах (n = 6) были выполнены следу-
ющие серии исследований с внутривенным (в/в)
введением препаратов в вышеуказанных дозах:

1) контрольная группа, введение (в/в) физ. р-ра
дважды с интервалом 15 мин;

2) введение физ. р-ра (в/в) за 15 мин до ЛПС
(в/в);

3) введение Hsp70 (в/в) за 15 мин до физ. р-ра
(в/в);

4) введение Hsp70 (в/в) за 15 мин до ЛПС (в/в).
Для того чтобы исключить влияние остаточной

контаминации (ЛПС) в препарате Hsp70 на физио-
логические показатели при эндотоксемии, на дру-
гой группе голубей (n = 5) и крыс (n = 5) было вы-
полнены серии экспериментов с применением
Hsp70ден в той же дозе.

Для изучения числа лейкоцитов у крыс брали
кровь из хвостовой вены через 1 ч и через 5 ч после
введения контрольных растворов, препаратов
Hsp70, ЛПС или профилактического введения
препаратов Hsp70 до ЛПС. Препараты вводили в
той же дозировке и в том же объеме, как и в случае
изучения электрофизиологических показателей.

Данная серия экспериментов включала следую-
щие группы:

1) контрольная группа, введение (в/в) физ. р-ра
дважды с интервалом 15 мин (n = 8);

2) введение физ. р-ра (в/в) за 15 мин до ЛПС
(n = 8);

3) введение Hsp70 (в/в) за 15 мин до физ. р-ра
(n = 8);

4)введение Hsp70 (в/в) за 15 минут до ЛПС (в/в)
(n = 8);

5) введение Hsp70ден (в/в) за 15 мин до физ. р-ра
(n = 6);

6) введение Hsp70ден (в/в) за 15 минут до ЛПС
(в/в) (n = 6).

Хирургические манипуляции. Хирургические
операции проводили под общим наркозом с ис-
пользованием золетил-100 (tiletamine hydrochloride
and zolazepam; Virbac, Carros, France). Голубям вво-
дили 55 мг/кг внутримышечно, крысам – 85 мг/кг.
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Изменения Тм и температуры кожных покровов
(Ткп) оценивали с помощью минитермисторов
(BetaTherm cat 2K7 MCD1, диаметром 0.46 мм, со-
противлением 1.5 кОм, США). Минитермистор,
предназначенный для измерения Тм, у голубей
устанавливали над областью гипоталамуса соглас-
но координатам: 9 мм ростральнее нулевой точки,
2 мм латерально от средней линии и 6 мм ниже по-
верхности черепа [36]. Крысам минитермистор
вживляли по следующим координатам: 0.5 мм ка-
удальнее брегмы, 2.5 мм латерально от средней ли-
нии и 5 мм ниже поверхности черепа [37]. Мини-
термистор для регистрации Тм и у голубей, и у крыс
закрепляли на поверхности черепа с помощью са-
моотвердевающей пластмассы “Акродент” (Стома,
Украина). Минитермисторы, регистрирующие Ткп
(для оценки периферической вазомоторной реак-
ции), фиксировали на неоперенной части ноги у
голубей и в основании хвоста у крыс. Для регистра-
ции электромиограммы (ЭМГ) вживляли крючко-
образные позолоченные электроды в грудную
мышцу голубям и в шейную мышцу крысам. Про-
вода от минитермисторов и электродов проводи-
лись под кожей до места прикрепления разъема. У
голубей все провода от вживленных электродов и
минитермисторов протягивались под кожей и под-
ключались к микросхеме – “рюкзачку” (15 г), наде-
тому на спину голубю. У крыс разъемы для под-
ключения кабеля устанавливали на голове и фик-
сировали с помощью “Акродент”. Провода от
электродов, регистрирующих ЭМГ и Ткп, также
проводили под кожей и подключали к общему
разъему. Сигналы от “рюкзачка” или разъема на
голове переключались на кабель, идущий к предва-
рительному усилителю, и затем через блок анало-
говой обработки и оцифровки поступали на ком-
пьютер для архивирования и обработки. Наличие
подвижного коммутатора предотвращало перекру-
чивание проводов и позволяло животным свобод-
но передвигаться. Эксперименты начинали после
полного восстановления животных после опера-
ции (через 12–14 дней).

Обработка сигнала. Регистрацию комплекса
электрофизиологических данных у голубей прово-
дили в течение 24 ч, у крыс – в течение 12 ч. Для ре-
гистрации и анализа электрофизиологических па-
раметров использовали оригинальную компьютер-
ную систему SASR–8800 (США) [38]. Первичное
усиление сигналов (в 100 раз) осуществлялось в
предусилителе. Далее сигналы поступали в блок
аналоговой обработки для дальнейшего усиления.
Для этого использовался аналого-цифровой пре-
образователь с 8 аналоговыми входами, диапазо-
ном входного напряжения ±5 В, уровнем шумов –

0.01%. Микрокомпьютер отбирал каждый сигнал
120 раз в секунду с помощью моделирующей систе-
мы АЦП емкостью 12 бит. Полномасштабный диа-
пазон для электродов был равен ±1 мВ. Частотный
диапазон для ЭМГ составлял 60–1000 Гц, сигналы
ЭМГ усреднялись таким образом, чтобы выдавать
10 измерений в секунду. Все полученные средние
величины сохранялись как двоичные целые числа с
определенным знаком и с разрешением 0.25 мВ.
[38]. Экспериментальная установка и компьютер-
ные программы позволяли измерять температуры с
точностью до 0.01 С. Повышение точности измере-
ния температуры определялось тщательным по-
строением калибровочной кривой. Калибровка
термисторов производилась в широком диапазоне
температур и каждая из температурных точек полу-
чалась путем усреднения 10 измерений за секунду.

Обработку электрофизиологических данных
проводили с помощью комплекса программ, раз-
работанных ранее сотрудником университета Тал-
лахасси (США) D. Ross [38] и сотрудником ИЭФБ
РАН А.Л. Зиминым. В наших экспериментах вы-
числялась средняя Тм и Ткп за 30 мин. Для оценки
уровня САМ производилась обработка ЭМГ, ам-
плитуда которой пропорциональна степени напря-
жения мышцы и расстоянию между отводящими
электродами. С помощью программного обеспече-
ния вычислялась средняя интегрированная ЭМГ
грудной мышцы за 1 ч.

Подсчет числа лейкоцитов. Определение сум-
марного пула циркулирующих в крови лейкоцитов
осуществляли с использованием стандартной ме-
тодики подсчета в камере Горяева. Для визуализа-
ции ядер лейкоцитов применяли 3% раствор уксус-
ной кислоты, окрашенной метиленовым синим.
Для подсчета числа лейкоцитов кровь разводили в
10 раз.

Методы статистической обработки результатов.
Для статистической обработки данных и подготов-
ки иллюстраций применяли программу GraphPad
Prizm 8. Для проверки нормальности распределе-
ния использовали критерий Шапиро–Уилка. Ана-
лиз изменений Тм, Ткп и САМ проводили с помо-
щью дисперсионного анализа с повторными изме-
рениями RM (repeated measures)-ANOVA. Для
обработки числа лейкоцитов применяли one-way
ANOVA для независимых выборок (с использо-
ванием post-hoc анализа с помощью критерия
Тьюки). Данные на рисунках представлены как
среднее ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM).
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Влияние Hsp70 на показатели терморегуляции 
при эндотоксемии у голубей и крыс

Проведенное исследование показало, что внут-
ривенное введение препарата Hsp70 ни у голубей,
ни у крыс не вызывало изменений Тм, перифериче-
ской вазомоторной реакции и САМ по сравнению
с контролем (рис. 1).

Введение ЛПС вызывало у голубей развитие ли-
хорадки, что проявлялось повышением Тм по срав-

нению с контролем в период с 3-го по 8-й ч в сред-
нем на 1.00 ± 0.10°С (р < 0.05) (рис. 1a). В течение
первых 3.5 ч выявлено снижение Tкп в среднем на
1.7 ± ± 0.2°С (р < 0.05), свидетельствовавшее о раз-
витии вазоконстрикции, приводящей к ограниче-
нию теплоотдачи и способствующей повышению
Тм (рис. 1b). Через 5.5 ч после введения ЛПС про-
исходило повышение Ткн в среднем на 1.9 ± 0.2°С
(р < 0.05), что свидетельствовало о том, что вазо-
констрикция сменялась на вазодилатацию, спо-
собствующую усилению теплоотдачи. Кроме того,

Рис. 1. Влияние препарата Hsp70 на показатели терморегуляции при эндотоксемии у голубей (a–c) и крыс (d–f). На
рисунках (a), (b), (d) и (f) представлены изменения температуры мозга (Tbr) и температуры кожных покровов (Tsk). По оси
ординат представлены значения температур мозга и кожных покровов в контроле (saline+saline), при введении Hsp70
(Hsp70 + saline), ЛПС (saline + LPS) и при профилактическом введении Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70 +
+ LPS), по оси абсцисс – время в часах. Для (a) F(3,20)=19.20, p < 0.0001; (b) F(3,20) = 3.855, p = 0.0251; (d) F(3,20) =
= 7.398, p = 0.0016; (e) F(3,20) = 5855, p = 0.0026. На рисунках (с) и (f) представлено изменение уровня сократительной
активности (CMA) у голубей и крыс при тех же воздействиях относительно контрольного уровня. Для (c) F(2,15) = 314.3,
p < 0.0001; для (f) F(2,15) = 334.3, p < 0.0001. ap < 0.05 достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с контролем;
bp < 0.05 достоверность отличий эффектов профилактического введения Hsp70 до ЛПС по сравнению с контролем;
cp<0.05 достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с действием профилактического введения Hsp70 до ЛПС .
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повышение Тм при эндотоксемии сопровождалось
увеличением САМ в среднем на 73% (р < 0.05) по
сравнению с контрольным уровнем, что свидетель-
ствовало об усилении теплопродукции (рис. 1с).

В конце активной фазы суток Тм у крыс в сред-
нем на 2 °С ниже, чем у голубей (рис. 1 d). При вве-
дении ЛПС у крыс повышение Тм (в среднем на
1.1 ± 0.08°С (р < 0.05)) начиналось на 1 ч раньше,
чем у голубей, и сохранялось в течение последую-
щих 5 ч (рис. 1d). Повышение Тм сопровождалось

схожим по динамике изменением Ткп, однако пе-
риод развития вазоконстрикции у крыс был ме-
нее продолжительным, чем у голубей (в течение
2-го часа), а период вазодилатации – наоборот, бо-
лее длительным (с 3-го по 7-й час) (рис. 1e). Как и
у голубей, у крыс при действии ЛПС наблюдалось
усиление САМ на 82% (р < 0.05), способствовавшее
повышению теплопродукции (рис. 1f).

Профилактическое введение Hsp70 голубям
ослабляло ЛПС-индуцированную лихорадку – по-

Рис. 2. Влияние Hsp70ден на показатели терморегуляции при эндотоксемии у голубей (a–c) и крыс (d–f). На рисунках (a),
(b), (d) и (e) представлены изменения температуры мозга (Tbr) и температуры кожных покровов (Tsk). По оси ординат
представлены значения температур мозга и кожных покровов в контроле (saline+saline), при введении
термоденатурированного Hsp70 (Hsp70den+saline), ЛПС (saline+LPS) и при профилактическом введении
термоденатурированного Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70den+LPS). По оси абсцисс – время в часах. Для (a)
F(3,16)=18.14, p < 0.0001; (b) F(3,16) = 8.42, p = 0.0014; (d) F(3,16) = 10.32, p = 0.0005; (e) F(3,16) = 8.44, p = 0.0014. На
рисунках (с) и (f) представлено изменение уровня сократительной активности (CMA) у голубей и крыс при тех же
воздействиях относительно контрольного уровня. Для (c) F(2,12)=210.1, p < 0.0001; (f) F(2,12)=323.9, p < 0.0001. ap < 0.05
достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с контролем; bp<0.05 достоверность отличий эффектов
профилактического введения термоденатурированного Hsp70 до ЛПС по сравнению с контролем.
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вышение Тм в среднем 0.52 ± 0.06°С (р < 0.05)) на-
блюдалось лишь в течение 1 ч (рис. 1a). Примене-
ние Hsp70 не предотвращало развитие перифери-
ческой вазоконстрикции у голубей, но приводило
к сокращению продолжительности периода вазо-
дилатации (рис. 1b). Кроме того, Hsp70 полностью
устранял ЛПС-индуцируемое усиление САМ, что
могло способствовать уменьшению теплопродукции
и выраженности лихорадочной реакции (рис. 1c).

У крыс профилактическое применение Hsp70 в
условиях эндотоксемии приводило к уменьшению
величины повышения температуры мозга с
1.1 ± 0.08°С (р < 0.05) до 0.56 ± 0.05°С (р < 0.05)
(рис. 1d), однако период повышения Тм у крыс со-
хранялся на 2.5 ч дольше, чем у голубей (рис. 1d).
Применение Hsp70 не устраняло развитие харак-
терной для действия ЛПС периферической вазо-
констрикции, однако продолжительность периода
вазодилатации уменьшалась (рис. 1e). У крыс, в от-
личие от голубей, применение Hsp70 не предотвра-
щало развитие ЛПС-индуцируемого усиления
САМ, но способствовало сокращению периода по-
вышения этого показателя по сравнению с дей-
ствием одного ЛПС (рис. 1f).

Несмотря на то что препарат Hsp70 после выде-
ления проходил очистку от эндотоксина с помо-
щью полимиксина-B, необходимо было выпол-
нить проверку на наличие остаточной примеси
ЛПС, которая могла бы повлиять на результат экс-
периментов. Известно, что ЛПС устойчив к дей-
ствию высоких температур, и для исключения воз-
можности его влияния на результат исследования

была выполнена дополнительная серия опытов с
применением препарата Hsp70ден. Данный препа-
рат был подвергнут нагреванию, которое вызывало
денатурацию и потерю активности Hsp70, но не
влияло бы на свойства возможной примеси ЛПС.
Выполненные нами эксперименты показали, что
введение (в/в) Hsp70ден не оказывало влияния на
характерные для эндотоксемии изменения показа-
телей терморегуляции (рис. 2f). Эти данные свиде-
тельствуют о том, что ослабление лихорадки у голу-
бей и крыс при профилактическом введении Hsp70
являлось собственным эффектом препарата.

Влияние Hsp70 на число лейкоцитов
при эндотоксемии у крыс

Многочисленные исследования свидетельству-
ют о способности Hsp70 модулировать функцио-
нирование иммунокомпетентных клеток, однако в
наших экспериментах было показано, что внутри-
венное введение экзогенного Hsp70 не вызывает
значимых изменений числа лейкоцитов ни через 1
ч, ни через 5 ч после инъекции (рис. 3a). Введение
ЛПС вызывало у крыс увеличение количества лей-
коцитов на 56% и 58% через 1 ч и через 5 ч соответ-
ственно (рис. 3a). При профилактическом введе-
нии Hsp70 через 1 ч наблюдалось уменьшение чис-
ла лейкоцитов по сравнению с действием одного
ЛПС. Через 5 ч значения этого показателя достига-
ли контрольного уровня (рис. 3a).

Наши эксперименты показали, что применение
препарата Hsp70ден не вызывало изменения числа

Рис. 3. Влияние Hsp70 и Hsp70ден на число лейкоцитов у крыс через 1 ч и через 5 ч после начала эндотоксемии. На рис.
(a) представлены изменения числа лейкоцитов в контроле (saline+saline), при введении Hsp70 (Hsp70+saline), ЛПС (sa-
line+LPS) и при профилактическом введении Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70+LPS), на рисунке (b) – в контроле
(saline+saline), при введении термоденатурированного Hsp70 (Hsp70den+saline), ЛПС (saline+LPS) и при профилактиче-
ском введении термоденатурированного Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70den+LPS). На рисунке (а) F(3,28) = 38.4,
p < 0.0001 (через 1 ч), F(3,28) = 70.11, p < 0.0001 (через 5 ч), на рисунке (b) F(3,26) = 48.2, p < 0.0001 (через 1 ч), F(3,26) = 50.1,
p < 0.0001 (через 5 ч). ap < 0.05 – достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с контролем; bp < 0.05 – достовер-
ность отличий эффектов профилактического введения Hsp70 или Hsp70den до ЛПС по сравнению с контролем; c p < 0.05 – до-
стоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с действием профилактического введения Hsp70 или Hsp70den до ЛПС.
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лейкоцитов, а введение Hsp70ден до индукции эн-
дотоксемии не корректировало характерный для
действия ЛПС лейкоцитоз (рис. 3b). Эти данные
подтверждают, что обнаруженная нами способ-
ность Hsp70 ослаблять ЛПС-индуцированный лей-
коцитоз является собственным свойством экзоген-
ного Hsp70.

ОБСУЖДЕНИЕ
Эндотоксин ЛПС является широко применяе-

мым препаратом для создания модели эндотоксе-
мии и изучения изменений различных показателей
терморегуляции. Проведенное нами исследование
показало, что введение ЛПС и у голубей, и у крыс
вызывало повышение Тм, сопровождавшееся раз-
витием вазоконстрикции и повышением уровня
САМ. Вазоконстрикция является периферической
сосудистой реакцией, направленной на ограниче-
ние теплоотдачи, и способствующей повышению
Тм. Усиление САМ при эндотоксемии является ме-
ханизмом, направленным на увеличение тепло-
продукции и способствует повышению температу-
ры тела [6, 8]. Последующее развитие вазодилата-
ции, наблюдаемое и у голубей, и у крыс, по-
видимому, могло являться механизмом, ограничи-
вающим дальнейшее повышение Тм. Таким обра-
зом, в нашем исследовании развитие эндотоксе-
мии у голубей и крыс характеризовалось схожими
изменениями показателей терморегуляции, что сви-
детельствует об общности терморегуляторных меха-
низмов реакции на эндотоксин у голубей и крыс. От-
личия в реакции голубей и крыс на ЛПС состояли в
том, что у крыс фебрильный ответ развивался рань-
ше, чем у голубей. Кроме того, период повышения
Тм, а также периоды вазоконстрикции и вазодилата-
ции имели различную продолжительность.

В нашем исследовании впервые выполнено
сравнительно-физиологическое исследование
влияния экзогенного Hsp70 на развитие лихора-
дочной реакции у представителей двух классов по-
звоночных животных. Наши эксперименты пока-
зали, что у голубей введение Hsp70 уменьшало при-
рост Тм и значительно ускоряло возвращение
температуры мозга к контрольным значениям. У
крыс, в отличие от голубей, Hsp70 ослаблял вели-
чину лихорадочного ответа, но повышение Тм со-
хранялось дольше, чем у голубей. И у голубей, и у
крыс сохранялась периферическая вазоконстрик-
ция, однако следующая за ней фаза вазодилатации
была менее выражена, что, вероятно, может быть
связано с ослаблением интенсивности фебрильной
реакции. О более выраженном антипиретическом
эффекте применения Hsp70 у голубей свидетель-
ствует также и отсутствие прироста САМ, вероят-

но, способствовавшее уменьшению теплопродук-
ции. В отличие от голубей, у крыс повышение САМ
сохранялось в течение 3 ч после введения ЛПС. Од-
нако восстановление этого показателя до кон-
трольных значений происходило раньше, чем при
действии одного ЛПС, и, вероятно, могло способ-
ствовать уменьшению теплопродукции и сниже-
нию Тм. Можно предположить, что для получения
более выраженного антипиретического эффекта
при ЛПС-индуцированной эндотоксемии у крыс
требуется применение более высокой дозы Hsp70.

В нашем исследовании было установлено, что
введение ЛПС приводило к развитию лейкоцитоза
у крыс. Увеличение числа лейкоцитов является од-
ним из маркеров воспалительного процесса [39].
Уже через 1 ч после профилактического введения
Hsp70 мы наблюдали снижение числа лейкоцитов,
а через 5 ч – нормализацию этого показателя. Ве-
роятно, уменьшение рекрутирования лейкоцитов
при профилактическом введении Hsp70 может
свидетельствовать о противовоспалительных свой-
ствах белка Hsp70. Таким образом, полученные на-
ми данные свидетельствуют о способности Hsp70
корректировать терморегуляторные показатели
ЛПС-индуцированной лихорадочной реакции и
воспалительную реакцию у голубей и крыс.

Известно, что основными участниками запуска
лихорадки при эндотоксемии являются провоспа-
лительные цитокины IL-1β, IL-6, TNF-α, а также
основной медиатор – простагландин Е2 (PGE2) [6,
40]. Однако вопрос о точных механизмах передачи
провоспалительного сигнала ЛПС у птиц остается
открытым, так как основная масса исследований,
посвященных этому вопросу, выполнена на млеко-
питающих. Предполагается, что у птиц, в отличие
от млекопитающих, более важную роль в запуске
лихорадки играет IL-6, и, вероятно, менее выраже-
но участие PGE2 [41]. Показано, что экзогенный
Hsp70 может взаимодействовать с рецепторными
комплексами мембран иммунокомпетентных кле-
ток (CD11b/CD18, TLR2 и TLR4) и модулировать
их активность. Это приводит к снижению продук-
ции активных форм кислорода, TNF-α, IL-6, экс-
прессии мРНК TLR4 и IL-1β [42–45]. Есть данные,
что противовоспалительный эффект Hsp70 может
быть также обусловлен индукцией противовоспа-
лительного цитокина IL-10 [46]. В опытах in vivo
было обнаружено, что профилактическое введение
Hsp70 способствует повышению выживаемости
животных при введении высоких доз ЛПС, коррек-
тирует ряд гемодинамических показателей и био-
химических параметров крови (концентрации би-
лирубина, креатинина и др.) [28–31]. Совокуп-
ность этих данных позволяет предполагать, что
профилактически введенный Hsp70 может конку-
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рировать с ЛПС за связывание с TLR2 и TLR4, бло-
кируя при этом активацию провоспалительного
каскада с участием фактора NF-κB. В пользу этого
предположения свидетельствуют данные о том, что
терапевтическое (после введения высокой дозы
ЛПС) применение Hsp70 не устраняло развитие та-
хикардии и не снижало уровень смертности [28].
Известно, что одним из ключевых участников за-
пуска фебрильной реакции является PGE2, проду-
цируемый периферическими макрофагами [6]. Ве-
роятно, способность Hsp70 взаимодействовать с
этими клетками приводит к снижению продукции
PGE2 и ослаблению лихорадочного ответа.

Следует отметить, что приведенные выше све-
дения о защитных эффектах экзогенного Hsp70
были получены с использованием культур клеток и
лабораторных млекопитающих (мышей и крыс). У
птиц были обнаружены те же типы иммунокомпе-
тентных клеток, наличие CD11b рецепторов и ос-
новные медиаторы воспаления (IL-6, IL-1β, TNF-
α, PGE2) [47, 48]. Вероятно, антипиретический эф-
фект Hsp70 у голубей и крыс мог реализовываться
за счет схожих механизмов и являться результатом
влияния на функционирование иммунокомпе-
тентных клеток и продукцию провоспалительных
цитокинов. Существует мнение, что птицы более
устойчивы к действию ЛПС, чем представители
млекопитающих. Комплекс TLR4 обнаружен и у
птиц, и у млекопитающих, однако у птиц не было
обнаружено липополисахарид-связывающего бел-
ка и свободной формы рецептора СD14, участвую-
щих в передаче сигнала у млекопитающих, а также
TLR4-опосредованного сигнального каскада,
обеспечивающего продукцию интерферонов [49,
50]. Возможно, с этой особенностью может быть
связан и более выраженный антипиретический эф-
фект Hsp70 у голубей.

Таким образом, проведенное исследование по-
казало, что введение Hsp70 уменьшает величину
лихорадочного ответа при действии ЛПС у голубей
и крыс, а также способствует нормализации числа
лейкоцитов в крови у крыс. Эти результаты свиде-
тельствуют о способности Hsp70 ослаблять систем-
ную воспалительную реакцию. Можно предполо-
жить, что механизмы реализации противовоспали-
тельного действия Hsp70 при эндотоксемии
являются общими для представителей млекопита-
ющих и птиц. Полученные данные могут являться
фундаментальным обоснованием для дальнейших
исследований в этом направлении с целью оценки
терапевтического потенциала экзогенного Hsp70
при эндотоксемии и сепсисе, что будет иметь важ-
ное значение для разработки новых подходов к ле-
чению этих состояний.
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PROPHYLACTIC ADMINISTRATION OF THE HEAT SHOCK PROTEIN HSP70 
RELIEVES ENDOTOXEMIA-INDUCED FEBRILE REACTION IN PIGEONS 

(COLUMBA LIVIA) AND RATS
K. V. Lapshinaa,#, I. V. Guzhovab, and I. V. Ekimovaa
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The stress-inducible 70 kDa heat shock protein (Hsp70) can exert a protective effect on endotoxemia and sepsis
due to its ability to interact with immune cells and modulate the immune response. However, it remains un-
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known whether Hsp70 is able to relieve endotoxemia-induced fever. We carried out a comparative study of the
effects of prophylactic administration of the human recombinant Hsp70 (HSPA1A) on lipopolysaccharide
(LPS)-induced endotoxemia in pigeons and rats with preliminarily implanted electrodes and thermistors for re-
cording the thermoregulatory parameters (brain temperature, peripheral vasomotor reaction, muscular contrac-
tile activity). Additionally, we analyzed the dynamics of the white blood cell (WBC) count in rats under the same
conditions. It was found that prophylactic administration of Hsp70 relieves the LPS-induced febrile reaction in
pigeons and rats and accelerates the restoration of the WBC count in rats. These data suggest that these warm-
blooded animals share the common physiological mechanism of the protective effect of Hsp70.

Keywords: heat shock protein 70 kDa, endotoxemia, brain temperature, white blood cells, pigeon, rat
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В ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЕ РЕГУЛИРУЕТСЯ ИНСУЛИНОМ 
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Полное и своевременное удаление апоптотических клеток и их фрагментов является жизненно важ-
ным для поддержания гомеостаза во всех тканях организма в норме и при патологических состояниях.
Поскольку удаление апоптотических субстратов осуществляется клетками, обладающими фагоцитар-
ной активностью, вопрос о регуляции последней представляет значительный интерес. В настоящей ра-
боте исследовали влияние двух биологически активных молекул – инсулина и ганглиозида GM1 на фа-
гоцитарную активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре. Показано, что инкубация кле-
ток с 1 мкМ инсулином приводила к достоверному снижению фагоцитарной активности астроцитов
(до 58.5% к контролю), а с 10 мкМ ганглиозидом GM1, напротив, вызывала повышение фагоцитарной
активности клеток (133.4% к контролю). Предварительная инкубация астроцитов мозга с ганглиозидом
GM1 полностью блокировала ингибиторный эффект инсулина. Результаты проведенного исследова-
ния могут быть использованы при выработке новых стратегий лечения нейродегенеративных заболе-
ваний, сопровождающихся появлением субстратов апоптотического типа.

Ключевые слова: астроциты, фагоцитоз, инсулин, ганглиозид GM1
DOI: 10.31857/S0044452921050107

Апоптоз является жизненно важным процес-
сом, который реализуется во всех тканях организма
в норме и при патологических состояниях [1]. Апо-
птотические субстраты, формирующиеся в резуль-
тате нормальной жизнедеятельности клеток раз-
ных органов, немедленно удаляются специфиче-
скими клетками, обладающими фагоцитарной
активностью. Своевременное и полное удаление
апоптотических субстратов необходимо для под-
держания тканевого гомеостаза, а также для того,
чтобы исключить возникновение аутоиммунных
реакций в ответ на внутриклеточные антигены, вы-
свобождающиеся из поврежденных и/или апопто-
тических клеток [2].

Фагоцитоз апоптотических субстратов является
комплексным рецептор-опосредованным процес-
сом, при котором координированное взаимодей-
ствие специфических рецепторов плазматической
мембраны клетки-фагоцита запускает сигнальные
механизмы, обеспечивающие поглощение и даль-
нейшее расщепление субстратов лизосомальным
аппаратом клетки [3]. Таким образом, связывание,

поглощение и расщепление явля.тся основными
стадиями фагоцитоза, которые в дальнейшем будут
именоваться 1-, 2- и 3-й стадиями соответственно.
При этом реализация одной из этих стадий процес-
са не влечет за собой автоматическую реализацию
последующей из них.

Фагоцитарная функция в ЦНС осуществляется
двумя типами клеток: микроглиальными и астро-
глиальными клетками. Первые из них являются
клетками гематопоэтического происхождения и
относятся к числу профессиональных фагоцитов,
тогда как вторые являются непрофессиональными
фагоцитами [4]. Астроциты – это наиболее много-
численные клетки нейроглии, количество которых
достигает 40% от общей популяции клеток голов-
ного мозга [5]. Эти клетки обеспечивают условия
для генерации и передачи нервных импульсов,
способствуя поддержанию и реализации синапти-
ческой функции, участвуют в формировании гема-
тоэнцефалического барьера, осуществляют опор-
ную, трофическую, секреторную и фагоцитарную
функции. Астроциты контролируют не только об-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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разование и функции синапсов, но и их устранение
в развивающемся и зрелом мозге [6]. При патоло-
гических состояниях различной этиологии (нейро-
дегенеративные болезни, ишемия, старение, трав-
матическое и радиационное повреждение мозга)
удаление апоптотических субстратов и дегенера-
тивного миелина астроцитами приобретает особое
значение [5].

Как известно на текущий момент, фагоцитар-
ная активность астроцитов опосредуется двумя ре-
цепторными белками плазматической мембраны:
MEGF10 (Multiple EGF-Like Domains 10) и рецеп-
торной тирозинкиназой MERTK (Mer proto-onco-
gene Tyrosine Kinase) [7]. Белки MEGF10 и MERTK
принимают участие в удалении синапсов, а также
поврежденных и/или апоптотических нейронов,
образующихся при старении и/или патологиче-
ских состояниях ЦНС [5]. Кроме этого, рецептору
MERTK отводят ключевую роль в процессе фаго-
цитоза миелиновых обломков, образующихся в хо-
де естественных процессов обновления миелина
[8].

В предварительных исследованиях нашей лабо-
ратории был детально изучен процесс фагоцитоза
апоптотических субстратов различного типа астро-
цитами мозга крысы в первичной культуре, изуче-
ны кинетические характеристики этого процесса и
показано, что фагоцитоз апоптотических субстра-
тов приводит к увеличению пролиферативной ак-
тивности астроцитов мозга.

Как известно, пролиферация астроглии являет-
ся отягощающим фактором при развитии патоло-
гических состояний ЦНС, сопровождающихся де-
генеративными изменениями и гибелью нервных
клеток. Накопление астроцитов в местах локаль-
ного повреждения способствует развитию астро-
глиоза, т.e. процессу замещения мертвых нейронов
клетками астроглии. В связи с этими данными во-
прос о способах оптимизации фагоцитарной ак-
тивности астроцитов (как в сторону ее увеличения,
так и в сторону ее уменьшения) является принци-
пиально важным для выработки стратегий коррек-
ции патологического процесса в зависимости от
стадии его развития.

В нашей лаборатории в течение последних лет
исследуются нейропротекторные эффекты ряда
природных биомолекул, а именно ганглиозидов и
инсулина при окислительном стрессе и ряде небла-
гоприятных воздействий на организм in vivo и in vi-
tro [9]. Поскольку удаление апоптотических суб-
стратов является жизненно важным фактором,
влияющим на выживание ЦНС в неблагоприятных
условиях, представлялось значимым выяснение
вопроса о возможности этих соединений регулиро-
вать фагоцитарную функцию астроцитов.

Ганглиозиды – сложные гликосфинголипиды
клеточных мембран – являются неотъемлемым
компонентом мозга, при этом в нашей лаборато-
рии показано, что у млекопитающих их относи-
тельное количество достигает 2.5 мг на 1 г ткани
мозга (GM1) [10]. При этом известно, что при деге-
неративных и травматических повреждениях мозга
происходит высвобождение ганглиозида GM1 в
межклеточное пространство, что позволяет пола-
гать возможность его взаимодействия с различны-
ми клетками мозга, включая астроциты. Кроме
этого, в нашей лаборатории было установлено, что
ганглиозид GM1 вызывает многократную актива-
цию фагоцитарной активности профессиональных
фагоцитов макрофагов [11].

Мозг является инсулин-зависимым органом, и
различные способы введения инсулина (интраце-
ребровентрикулярное, интраназальное, систем-
ное) способствуют изменению пищевого поведе-
ния и снижению веса у экспериментальных живот-
ных и человека [12]. Рецепторы инсулина
выявлены как на нейрональных, так и на глиаль-
ных клетках мозга, включая астроциты [13, 14].
Астроциты являются активными компонентами,
вовлеченными в метаболизм инсулина в ЦНС. При
этом астроциты не только экспрессируют рецептор
инсулина и инсулин-деградирующий фермент [13,
15], но и сами являются инсулин-секретирующими
клетками мозга [16], что указывает на важность ин-
сулинового сигналинга для обеспечения нормаль-
ного функционирования этих клеток.

В то же время в доступной литературе мы не об-
наружили данных о влиянии инсулина на фагоци-
тарную активность астроцитов мозга. Отсутствует
также информация о возможном модулирующем
эффекте ганглиозидов. Поэтому целью настоящего
исследования явилось выяснение вопроса о том,
как влияют инсулин и ганглиозид GM1 на фагоци-
тарную активность астроцитов мозга в культуре
клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичная культура астроглии

Исследования проводили на первичной культу-
ре клеток астроглии, которую выделяли из мозга
новорожденных крыс по методу [17]. Клетки куль-
тивировали в среде DMEM (Биолот, Россия), со-
держащей 10% инактивированной фетальной сы-
воротки теленка (Биолот, Россия) и антибиотики
(пенициллин G 50 Ед/мл и стрептомицин
50 мкг/мл, Биолот Россия) на чашках Петри
(Ø3.5 cм, Orange scientific), в течение 7–9 дней при
37°С и 5% СО2 до достижения 75% конфлюентно-
сти. О жизнеспособности клеток судили по окра-
шиванию Trypan Blue (Биолот, Россия), способно-
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му проникать через поврежденные клеточные мем-
браны.

Модель индуцированного фагоцитоза

В качестве апоптотического субстрата фагоци-
тоза использовали фракцию наружных сегментов
палочек (НСП) сетчатки крысы, которую выделя-
ли по модифицированному методу [18]. Конъюга-
цию препаратов НСП с флуоресцеин-изотиоциа-
натом (FITC, Merck, Германия) осуществляли, как
ранее нами было описано [18]. Клетки промывали
фосфатно-солевым раствором, рН 7.4 (PBS), после
чего инкубировали в среде DMEM, содержащей
2% инактивированной фетальной сыворотки те-
ленка и добавляли субстраты фагоцитоза в соотно-
шении 1:10 (клетка/субстрат фагоцитоза; подсчет
клеток и фрагментов НСП проводили с использо-
ванием камеры Фукса–Розенталя).

Обработка клеток модуляторами фагоцитарной 
активности

При анализе влияния инсулина на процесс фа-
гоцитоза клетки инкубировали с 1 мкм инсулина
(Sigma) в течение 1 ч, после чего добавляли конъ-
югат FITC-НСП. При исследовании влияния ган-
глиозида GM1 на процесс фагоцитоза клетки ин-
кубировали в течение 24 ч с препаратом GM1 в ко-
нечной концентрации 0.1 мкм, 1 мкм и 10 мкм,
после чего добавляли конъюгат FITC-НСП. Ган-
глиозид GM1 выделяли из полученного по методу
Фолча [19] экстракта липидов мозга быка как это
описано ранее [20].

При исследовании совместного действия инсу-
лина и ганглиозида GM1 клетки инкубировали в
течение 24 ч с препаратом GM1 в конечной кон-
центрации 0.1 мкм, 1 мкм и 10 мкм, после чего до-
бавляли инсулин в концентрации 1 мкм и выдер-
живали клетки в течение 1 часа. Далее добавляли
конъюгат FITC-НСП.

Анализ фагоцитарной активности

После окончания инкубации с НСП излишки
субстрата отмывали охлажденным PBS и проводи-
ли фиксацию клеток в течение 3–5 мин в 4% рас-
творе параформальдегида, приготовленного на
PBS. После промывки препаратов раствором PBS
проводили окраску ядер 0.001% раствором Hoechst
33258/PBS (Serva, Германия). Результаты опытов
оценивали с помощью флуоресцентного микро-
скопа Zeiss Imager.A1, Axio (Германия), оснащен-
ного цифровой камерой AxioCamMRc (Zeiss, Гер-
мания). Для оценки фагоцитарной активности
применяли программное обеспечение ImageJ
(NIH, США); при этом производили подсчет коли-

чества ядер клеток (синее окрашивание) и относи-
тельную площадь, занимаемую субстратом фаго-
цитоза (зеленое окрашивание). О фагоцитарной
активности клеток судили на основании оценки
эффективности реализации 1-й и 2-й стадий фаго-
цитоза. Количественную оценку процесса распо-
знавания и связывания субстрата с астроцитом
(1-я стадия фагоцитоза) осуществляли в условных
единицах, рассчитывая отношение площади флуо-
ресцентного субстрата к количеству ядер в препа-
рате. Морфологическим критерием для оценки по-
глощения субстрата астроцитами (2-я стадия фаго-
цитоза) служило наличие флуоресцентной метки
FITC в перинуклеарной области клетки, где реали-
зуется взаимодействие окрашенных красителем
фрагментов НСП с лизосомами (рассчитывали от-
ношение числа клеток с флуоресцентным субстра-
том в перинуклеарной области к количеству клеток
в препарате). Для количественного анализа клетки
фотографировали; при этом для каждой точки в
эксперименте использовали 2 параллельных стек-
ла. На каждом стекле проводили фотофиксацию
15 случайно выбранных полей, содержащих до
1500 клеток. Всего было проведено 3 независимых
эксперимента. Статистическую обработку резуль-
татов осуществляли на основании однофакторного
дисперсионного анализа (ANOVA), применяя тест
для множественных сравнений Бонферрони и ис-
пользуя программу GraphPad Prism (San Diego,
США). Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± ошибка среднего (M±SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Инкубация с ганглиозидом GM1 приводит 
к возрастанию фагоцитарной активности 

астроцитов мозга крысы в первичной культуре
В первой серии опытов нами была проведена

оценка фагоцитарной активности астроцитов в
присутствии ганглиозида GM1. В качестве субстра-
та фагоцитоза мы использовали препараты НСП
крысы, которые являются субстратом апоптотиче-
ского типа [21]. В предыдущих исследованиях нами
было показано, что препараты НСП эффективно
распознаются и поглощаются астроцитами мозга
крысы. При этом кинетические параметры фаго-
цитоза НСП сопоставимы с таковыми, характер-
ными для захвата и поглощения апоптотических
нейронов. Результаты опытов приведены на рис. 1
и в табл. 1. Как следует из данных рис. 1а, 1а', в кон-
трольных пробах флуоресцентный сигнал присут-
ствовал как на периферии клеток, так и в пери-
нуклеарной области, что свидетельствует о реали-
зации как 1-й, так и 2-й стадии фагоцитоза.

На рис. 1b, b' и в табл. 2 приведены результаты
опытов по оценке фагоцитарной активности аст-
роцитов мозга крысы в присутствии ганглиозида



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 5  2021

ФАГОЦИТАРНАЯ АКТИВНОСТЬ АСТРОЦИТОВ МОЗГА КРЫСЫ 445

GM1. Мы проанализировали эффект различных
концентраций ганглиозида GM1 в пределах от 0.1
до 10 мкм. Из приведенных данных следует, что в
результате инкубации астроцитов с ганглиозидом
GM1 общее количество флуоресцентного субстра-
та достоверно возрастает по сравнению с контро-
лем при концентрации GM1 от 1 до 10 мкм
(табл. 1). Количественная оценка числа астроци-
тов, содержащих флуоресцентный субстрат в пери-
нуклеарной области, также выявила достоверное
увеличение по сравнению с контролем (19.2 ± 2.7
и 19.5 ± 2.4 против 14.6 ± 1.5, или 131.5% и 133.6% от
контроля соответственно), (рис. 1b, b', табл. 2). Эти
данные свидетельствуют о том, что воздействие
ганглиозида GM1 стимулирует как процесс связы-
вания (1-я стадия фагоцитоза), так и процесс по-
глощения субстрата астроцитом (2-я стадия фаго-
цитоза).

Инкубация с инсулином приводит к снижению 
фагоцитарной активности астроцитов мозга крысы 

в первичной культуре

В результате инкубации астроцитов с инсули-
ном общее количество флуоресцентной метки до-
стоверно не отличалось от таковой, характерной
для контроля (рис. 1c, c', табл. 1, табл. 2). Однако
количество флуоресцентной метки в перинуклеар-
ной области клеток, прошедших прединкубацию с
инсулином, было достоверно снижено (до 58.5% от
контроля), что свидетельствует о замедлении реа-
лизации 2-й стадии фагоцитоза (рис. 1, табл. 2).
Действительно, флуоресцентный субстрат преиму-
щественно был локализован на периферии астро-
цитов, в ассоциации с плазматической мембраной
клеток. Таким образом, в отношении непрофесси-
ональных фагоцитов мозга инсулин явился мощ-

Рис. 1. Фагоцитарная активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре при различных условиях инкубации с ин-
сулином и/или ганглиозидом GM1. (a, a') – контрольные препараты астроцитов мозга после инкубации с конъюгатом
НСП-FITC в течение 3 ч. (a') получен с помощью наслоения на панель (a) снимка клеток в проходящем свете для визуа-
лизации их контура. (b, b') – препараты астроцитов мозга, прошедшие предварительную 24-часовую инкубацию с 10 мкм
ганглиозида GM1, и далее проинкубированных с конъюгатом НСП- FITC в течение 3-х часов. (b') получен с помощью на-
слоения на панель (b) снимка клеток в проходящем свете для визуализации их контура. (c, c') – препараты астроцитов
мозга крысы, подвергнутых предварительной 1-часовой инкубации с 1 мкМ инсулина, и далее проинкубированных с
конъюгатом НСП-FITC в течение 3 ч. (c') получен с помощью наслоения на панель (c) снимка клеток в проходящем свете
для визуализации их контура. (d, d') – препараты астроцитов мозга крысы, подвергнутых предварительной 24-часовой ин-
кубации с 10 мкМ ганглиозида GM1, далее проинкубированных в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, после чего проинкуби-
рованных с конъюгатом НСП-FITC в течение 3 ч. (d') получен с помощью наслоения на панель (d) снимка клеток в про-
ходящем свете для визуализации их контура. На всех рисунках стрелками отмечены субстраты в перинуклеарной области
(2 стадия фагоцитоза), а звездочками отмечены субстраты, связанные с плазматической мембраной (1 стадия фагоцито-
за).
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СОКОЛОВА и др.

ным ингибитором фагоцитарной активности этих

клеток.

Поскольку в нашей лаборатории проводятся ра-

боты по изучению комбинированного действия

инсулина и ганглиозида GM1, в следующей серии

опытов мы изучили вопрос о совместном влиянии

этих природных биологически активных молекул

на фагоцитарную активность астроцитов.

Совместная инкубация астроцитов мозга крысы 
с ганглиозидом GM1 и инсулином увеличивает 

фагоцитарную активность клеток

На рис. 1d, d' приведены результаты типичного

опыта, из которого следует, что применение ган-

глиозида GM1 приводит к резкому возрастанию

флуоресцентного сигнала в пробах. Действитель-

но, при концентрациях ганглиозида GM1 1 и

10 мкм достоверно возрастало не только количе-

ство связанного субстрата (табл. 1), но также и ко-

личество поглощенного субстрата, локализованно-

го в перинуклеарной области астроцитов (рис. 1d,

табл. 2). Расчет фагоцитарной активности показал,

что совместная инкубация астроцитов с ганглиози-

дом GM1 блокирует ингибирующий эффект инсу-

лина на фагоцитарную активность клеток. При

этом при концентрации GM1 1 мкм ингибирую-

щий эффект инсулина не проявлялся, а соответ-

ствующее значение количества поглощенного суб-

страта достигало значений, характерных для кон-

трольных образцов (15.4 ± 1.78 против 14.6 ± 1.5).

Примечательно, что при концентрации GM1

Таблица 1. Оценка эффективности 1-й стадии фагоцитоза (связывание субстрата) астроцитами мозга крысы в пер-
вичной культуре при различных условиях инкубации клеток с инсулином и ганглиозидом GM1

Примечание: эффективность 1 стадии фагоцитоза выражена в условных единицах; методика расчета приведена в разделе Мате-
риалы и методы.

(*) – различия достоверны при р ≤ 0.05

Проба
Эффективность 1-й стадии фагоцитоза

(в условных единицах)
% к контролю

контроль 198.2 ± 18.4 100

Инсулин 1 мкМ 207.4 ± 25.6 104.7

GM1 0.1 мкМ 242.4 ± 33.9 122.3

GM1 1 мкМ 334.3 ± 49.4 (*) 168.7

GM1 10 мкМ 328.8 ± 34.7 (*) 165.9

GM1 0.1 мкМ + инсулин 1 мкМ 234.3 ± 30.2 118.3

GM1 1 мкМ + инсулин 1 мкМ 327.0 ± 53.6 (*) 165.0

GM1 10 мкМ + инсулин 1 мкМ 339.9 ± 51.4 (*) 171.6

Таблица 2. Оценка эффективности 2-й стадии фагоцитоза (поглощения субстрата) астроцитами мозга крысы в пер-
вичной культуре при различных условиях инкубации клеток с инсулином и ганглиозидом GM1.

Примечание: за эффективность 2 стадии фагоцитоза принимали относительное количество клеток, содержащих конъюгат
НСП-FITC в перинуклеарной области/ к общему количеству клеток в препарате (%).

(**) - различия достоверны при р ≤ 0.01

Проба Эффективность 2-й стадии фагоцитоза % к контролю

контроль 14.7 ± 1.5 100

инсулин 1 мкМ 8.6 ± 1.2 (**) 58.5

GM1 0.1 мкМ 12.6 ± 1.8 86.2

GM1 1 мкМ 19.2 ± 2.7 (**) 131.1

GM1 10 мкМ 19.5 ± 2.4(**) 133.4

GM1 0.1 мкМ + инсулин 1 мкМ 13.8 ± 2.0 93.9

GM1 1 мкМ + инсулин 1 мкМ 15.4 ± 1.7 105.1

GM1 10 мкМ + инсулин 1 мкМ 26.6 ± 2.4 (**) 181.3
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10 мкм количество поглощенного субстрата (2-я

стадия фагоцитоза) астроцитами мозга двукратно

превышало контрольные значения (26.6 ± 2.4 про-

тив 14.6 ± 1.5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно последним данным нашей лаборато-
рии при экспериментальной ишемии у крыс in vivo
совместное введение инсулина и ганглиозида GM1
давало однонаправленный нейропротекторный
эффект. Эти данные хорошо согласуются с резуль-
татами настоящего исследования in vitro, при кото-
ром совместное действие этих биологически ак-
тивных компонентов превышало стимулирующий
эффект ганглиозида GM1 на фагоцитарную актив-
ность астроцитов.

Согласно данным, полученным в настоящей ра-
боте, ганглиозид GM1 в концентрации 1 и 10 мкм
обладает хорошо выраженной способностью до-
стоверно увеличивать фагоцитарную актив-
ность астроцитов при использовании в качестве
апоптотического субстрата НСП сетчатки крыс.
При этом GM1 увеличивал эффективность как
1-й, так и 2-й стадии фагоцитоза (связывание и
поглощение, соответственно). Такого рода эффек-
ты ганглиозида GM1 показаны нами впервые.
Примечательно, что ганглиозид GM1 является
наиболее стабильным из 4-х основных ганглиози-
дов мозга, которые обладают сходным нейропро-
текторным действием и, как правило, сходной
функциональной активностью [22]. Поэтому мож-
но полагать, что основные ганглиозиды мозга, по-
видимому, обладают способностью активировать
процессы фагоцитоза клетками астроглии, что по-
казано нами на примере GM1.

Впервые установленная нами способность ган-
глиозидов активировать процессы фагоцитоза апо-
птотических субстратов астроцитами мозга может
быть очень ценной для выработки новых стратегий
лечения различных патологических состояний,
связанных с разрушением нейронов, и, возможно,
других клеток мозга. Разрушение клеток в ЦНС
характерно для ишемических, травматических и
других поражений мозга, в том числе и для нейро-
дегенеративных заболеваний. Известно, что при
разрушении нейронов мозга в межклеточное про-
странство высвобождаются ганглиозиды, содержа-
ние которых в мозгу является значительным [10].
Ранее нами было установлено, что вещества из раз-
рушенных клеток мозга первоначально накаплива-
ются в сосудистом сплетении, а далее постепенно
из нее выводятся через спинномозговую жидкость.
Действительно, показано, что у детей с менингоэн-
цефалитами (исследования post-mortem) содержа-
ние ганглиозидов в сосудистом сплетении мозга
выше, чем в ткани мозга [23]. Таким образом, если
при разрушении нейронов и других клеток мозга
содержание ганглиозидов в спинномозговой жид-

кости существенно возрастает, то они могли бы ак-
тивировать процессы фагоцитоза апоптотических
нейронов астроцитами мозга, оказывая, таким об-
разом, нейропротекторный эффект на жизнеспо-
собные нейроны мозга.

Хотя к настоящему времени механизм действия
GM1 на фагоцитарную активность астроцитов
мозга неясен, представляют особый интерес дан-
ные о влиянии ганглиозидов на рецепторные тиро-
зинкиназы, к числу которых также относится фа-
гоцитарный рецептор MERTK. Кроме того, из-
вестно, что ганглиозиды могут проявлять свое
действие через тирозинкиназный Тrk-А рецептор,
активируя при этом PI3K-Akt1-mTOR сигнальный
путь [24, 25]. Как известно, активация mTOR при-
водит к ингибированию аутофагии [26]. В случае
непрофессиональных фагоцитов между процесса-
ми аутофагии и фагоцитоза имеется обратная зави-
симость, т.е. активация аутофагии может повлечь
за собой снижение фагоцитарной активности. По-
лагают, что этот эффект обусловлен конкуренцией
обоих процессов за использование лизосом, кото-
рые завершают процесс расщепления субстратов
фагоцитоза и/или аутофагии в клетках [27–29].

Кроме этого, благоприятный эффект ганглио-
зидов in vitro на фагоцитарную активность астро-
цитов может быть усилен при их совместном воз-
действии с инсулином, что подтверждает данные
нашей лаборатории, полученные в условиях in vivo.
В наших исследованиях инсулин оказывал ингиби-
рующее воздействие на фагоцитоз апоптотических
субстратов астроцитами мозга. Молекулярный ме-
ханизм, лежащий в основе этого эффекта, требует
дополнительного исследования, а данные, обнару-
женные нами в доступной литературе, немного-
численны. Например, сходные результаты были
получены на примере непрофессиональных фаго-
цитов эпителиальных клеток бронхоальвеолярного
эпителия [30]. Для объяснения этого феномена ав-
торы уделяют особое внимание АКТ-киназе в регу-
ляции фагоцитарной активности непрофессио-
нальных фагоцитов эпителиальных клеток бронхо-
альвеолярного эпителия [30].

С другой стороны, известно, что в большинстве
случаев ганглиозиды локализуются в мембранных
микродоменах, известных как липидные рафты, в
сочетании с другими сфинголипидами и холесте-
рином [31]. Взаимодействие липидных рафтов с
мембранными белками играет важную роль в кле-
точных процессах, таких как сигнальная трансдук-
ция цитокинов, адгезия, внутриклеточный транс-
порт и др. [32]. Недавно показано, что на плазмати-
ческой мембране эндотелиальных клеток аорты,
которые также можно рассматривать как непро-
фессиональные фагоциты [33], ганглиозид GM1
колокализован с рецептором инсулина, а наруше-
ние нормального стехиометрического взаимоотно-
шения инсулиновый рецептор/GM1 (в сторону
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увеличения GM1) приводит к блокаде инсулиново-
го сигналинга [34]. Примечательно, что в астроци-
тах мозга ганглиозид GM1 детектируется в незна-
чительных количествах [35], однако экзогенно до-
бавленный ганглиозид GM1 легко встраивается в
плазматическую мембрану астроцитов, приводя к
модификации мембранных микродоменов [36] и к
изменению клеточного ответа на ряд стимулов [37].
В этом плане полученные нами данные об отмене
ингибирующего эффекта инсулина в астроцитах,
прошедших предварительную инкубацию с ган-
глиозидом GM1, хорошо согласуются с данными
литературы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В тканях, ограниченных от общего кровотока
гематическими барьерами, удаление апоптотиче-
ских субстратов, образующихся в процессе их нор-
мальной жизнедеятельности, реализуется за счет
локальных клеток, проявляющих фагоцитарную
активность. Благодаря этим клеткам поддержива-
ется тканевой гомеостаз и исключается возмож-
ность развития аутоиммунных реакций, которые
могут появиться в ответ на выход внутриклеточных
компонентов из поврежденных или погибающих
клеток. В настоящей работе мы впервые приводим
данные о двух природных модуляторах, проявляю-
щих совместный стимулирующий эффект на фаго-
цитарную активность непрофессиональных фаго-
цитов мозга – астроглиальных клеток.
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THE PHAGOCYTIC ACTIVITY OF RAT BRAIN ASTROCYTES
IN PRIMARY CULTURE IS REGULATED 
BY INSULIN AND GM1 GANGLIOSIDE

T. V. Sokolovaa,#, M. P. Rychkovaa, N. E. Basovaa, D. S. Vasileva,
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A timely and efficient removal of apoptotic cells and their fragments is essential to maintain tissue homeostasis
in normal and pathological conditions. Since the removal of apoptotic substrates is carried out by the cells en-
dowed with phagocytic activity, the issue on its regulation is of particular interest. In this work, we studied the
effect of two biologically active substances, insulin and GM1 ganglioside, on phagocytic activity of primary rat
brain astrocytes. We showed that cell incubation with 1 μM insulin significantly decreased the phagocytic activity
of astrocytes (58.5% vs. control), whereas the incubation of astrocytes with 10 μM GM1 caused an increase in
phagocytic activity (133.4% vs. control). Preincubation of brain astrocytes with GM1 completely blocked the in-
hibitory effect of insulin. These results can be instrumental to developing novel therapeutic strategies for the
treatment of neurodegenerative diseases accompanied by the emergence of apoptotic substrates.

Keywords: astrocytes, phagocytosis, insulin, ganglioside GM1


