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В целях поддержки продвижения научных жур-
налов в 2020 г. Министерство науки и высшего об-
разования РФ объявило конкурсы на создание се-
ми электронных архивов выпусков журналов по
математике, медицине, химии, общественным и
ряду других наук.

Конкурсы объявлены в рамках федеральной це-
левой программы (ФЦП) “Исследования и разра-
ботки по приоритетным направлениям развития
научно-технологического комплекса России” на
2014–2020 гг.

Институт физической химии и электрохимии
им. А.Н. Фрумкина РАН выиграл конкурс по со-
зданию архива по тематическому направлению
“Химия, биология и физиология”. Основой данно-
го архива станет коллекция выпусков ведущих
журналов Российской академии наук за период с
2000 по 2008 г.: “Доклады академии наук”, “Жур-
нал физической химии”, “Физикохимия поверх-
ности и защита материалов”, “Радиохимия”,
“Электрохимия”, “Коллоидный журнал”, “Нефте-
химия”, “Журнал прикладной химии”, “Высоко-
молекулярные соединения. Серия А”, “Высокомо-
лекулярные соединения. Серия B”, “Высокомоле-
кулярные соединения. Серия C”.

Основными целями создания открытого элек-
тронного архива в соответствии с заданием Мини-
стерства являются: распространение научных зна-
ний и создание научно-популярного, информаци-
онного издания, объясняющего общественную
ценность научной деятельности; вовлечение рос-
сийского общества в изучение текущих и прошлых
достижений российской науки; раскрытие богат-
ства и многообразия научной жизни России; в по-
пулярном, понятном виде создание коллекций до-
кладов на научных конференциях, учебных курсах,
лекциях российских и зарубежных ученых на про-
ходящих в России научных мероприятиях; демон-
страция научных комментариев к событиям и яв-
лениям в природе и обществе.

В рамках данного проекта будет создан архив из
скан-копий российских журналов и материалов
научных мероприятий по тематическим направле-
ниям в области химии, биологии и физиологии. На
основе коллекции электронных версий ведущих
научных журналов будут сформированы профиль-
ные ресурсы научного и научно-популярного ха-
рактера в свободном доступе.

Работа по созданию архива должна быть завер-
шена к концу 2020 г. Каталог архива будет разме-
щен на сайте PhysChemBio.ru.
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В обзоре в сжатой форме приведены сведения о механизмах транспорта белков, жиров и углеводов в
кишечнике рыб. Описаны механизмы макро- и микромолекулярного транспорта. Особое внимание
уделено различиям некоторых механизмов микромолекулярного транспорта пептидов, аминокислот и
гексоз, а также кранио-каудальных градиентов транспорта у рыб и млекопитающих. Показано, что
транспортные белки появляются на самых ранних этапах онтогенеза рыб – до перехода личинок на эк-
зогенное питание. Анализируются причины отличий транспортных систем кишечника.
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ВВЕДЕНИЕ
Всасывание, или транспорт нутриентов у рыб,

как и у других позвоночных животных, осуществ-
ляется преимущественно в кишечнике. При этом у
высших позвоночных существует тесная связь
между мембранным гидролизом пищевых субстра-
тов, в результате которого в зоне щеточной каймы
энтероцитов образуются три-, ди- и мономеры, и
транспортными системами [1, 2]. Исследование
мембранного пищеварения у рыб позволило вы-
явить принципиальное сходство структурных и
функциональных основ этих процессов у рыб и
млекопитающих [3–5]. Изучение транспортных
процессов, напротив, выявило, наряду со сход-
ством, ряд существенных отличий от такового у
высших позвоночных [4, 6–10].

1. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ МЕХАНИЗМОВ 
ТРАНСПОРТА НУТРИЕНТОВ

Изучение транспортных процессов подтверди-
ло наличие у рыб двух основных механизмов
транспорта нутриентов – макро- и микромолеку-
лярного [3, 4, 6, 7, 9, 11–14].

Макромолекулярный транспорт обеспечивает
перенос крупных молекул и надмолекулярных аг-
регаций по межклеточным пространствам (пер-
сорбция) и щелевым контактам [2]. По межклеточ-
ным пространствам переносится часть воды и
электролитов, а также другие вещества, в том числе
белки и пептиды. Помимо персорбции у рыб в от-
личие от высших позвоночных значительную роль

играет трансцеллюлярный перенос различных мо-
лекул через плазматические мембраны, осуществ-
ляемый с помощью эндоцитоза [15, 16]. Эндоци-
тоз, включающий фагоцитоз и пиноцитоз, тесно
связан с внутриклеточным пищеварением, В це-
лом ряде работ продемонстрирована возможность
поглощения крупных пептидов, а также молекул
белков в дистальном отделе кишечника рыб путем
эндоцитоза [11–19]. Высказано предположение,
что эндоцитозу белков предшествует их соедине-
ние с кишечным белком I-FABP, связывающим
жирные кислоты [18]. Роль этого механизма осо-
бенно велика в проникновении интактного белка
через кишечный барьер на ранних этапах развития
рыб [20].

Микромолекулярный транспорт обеспечивает
перенос во внутреннюю среду организма различ-
ных ионов, аминокислот, сахаров и жирных кислот
[12], а также пептидов с небольшой молекулярной
массой [21]. Различают два типа микропереноса ве-
ществ – пассивный и активный. Пассивный транс-
порт, реализующийся благодаря наличию электро-
химического градиента и пор, включает в себя такие
разновидности, как ультрафильтрация, конвенция и
диффузия. Возможны несколько вариантов диффу-
зии веществ через клеточные мембраны – простая,
ограниченная, облегченная и обменная. Первые два
механизма обеспечивают поступление в энтероцит
различных низкомолекулярных субстратов (вода,
мочевина, жирные кислоты) по градиенту концен-
трации [2]. Наличие механизма простой диффузии
продемонстрировано у целого ряда морских и
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пресноводных рыб при изучении всасывания угле-
водов [6, 22] и аминокислот [23, 24]. Обменная
диффузия обеспечивает микроциркуляцию ионов
между периферической областью клетки и окружа-
ющей ее микросредой [7].

Облегченная диффузия, обладающая сходством
как с простой диффузией, так и с активным транс-
портом реализуется при помощи специальных пе-
реносчиков – белковых молекул, облегчающих
проникновение дипептидов, аминокислот и саха-
ров через мембрану за счет концентрационного
градиента без затраты энергии [2]. Наличие у рыб
облегченной диффузии доказано при исследова-
нии всасывания углеводов с использованием спе-
цифического блокатора опосредованного транс-
порта – флоридзина [22, 25, 26]. Так, при исполь-
зовании в качестве ингибитора опосредованного
транспорта глюкозы флоридзина в концентрации
10–4 М у леща Abramis brama выявлен значительный
флоридзин-зависимый компонент, свидетельству-
ющий о том, что на долю облегченной диффузии
приходится 51% транспорта глюкозы [26].

Активный транспорт у рыб, как и у млекопита-
ющих, осуществляется против концентрационного
градиента с затратой энергии при участии специ-
альных каналов и белков-переносчиков. Последу-
ющий транспорт молекул нутриентов через базола-
теральную мембрану в кровяное русло осуществля-
ется с помощью облегченной диффузии [6, 9, 12].
Активный транспорт, как и облегченная диффузия,
характеризуется порогом насыщения, обусловлен-
ным ограниченностью количества транспортеров
(насосов, переносчиков, каналов и пор) в мембра-
не кишечной клетки [6, 11, 25].

Переносчики или каналы участвуют в переносе
одного или ограниченного числа типов молекул
через мембрану либо по электрохимическому гра-
диенту, либо благодаря сопряжению с транспор-
том другого вещества, движение которого по гра-
диенту концентрации служит источником энергии
для сопряженного с ним процесса. Используются
различные ионные градиенты без непосредствен-
ного участия АТФ, в большинстве случаев электро-
химический градиент Na+, реже – градиенты Cl–,
K+ и H+ [1, 2, 9]. Транзитный перенос нутриентов
создается благодаря наличию Na+-зависимых
транспортеров на апикальной мембране, а натрие-
вых насосов – на базолатеральной. Источником
энергии в большинстве случаев служит энергия
макроэргических связей АТФ, а роль насосов вы-
полняют транспортные АТФ-азы, такие как Ca2+–
Mg2+-АТФаза и, особенно Na+- K+-АТФаза, под-
держивающая градиент Na+ и K+ между вне- и
внутриклеточными жидкостями. Мобильный пе-
реносчик связывает транспортируемые субстраты
на одной поверхности мембраны, освобождая их
на другой. Канал характеризуется наличием посто-

янной или индуцированной поры, через которую
проходит транспортируемое вещество [1, 2, 9].

2. ОСОБЕННОСТИ ТРАНСПОРТА 
РАЗЛИЧНЫХ НУТРИЕНТОВ У РЫБ

Изучение механизмов переноса во внутреннюю
среду организма гексоз, липидов, аминокислот и
пептидов из просвета кишечника рыб интенсифи-
цировалось во второй половине прошлого века [6,
11, 22, 23, 25, 26]. Гиперболическая кинетика насы-
щения, характерная для активного транспорта нут-
риентов, выявлена при исследовании всасывания
глюкозы, галактозы и ряда аминокислот, причем
константы сродства (Кt) щеточнокаемного прямо-
го потока сахаров и аминокислот в кишечнике рыб
колеблются в пределах 0.1–20 мМ [6, 23]. Наличие
активного транспорта аминокислот и гексоз в ки-
шечнике рыб было подтверждено в опытах с ис-
пользованием 2,4-динитрофенола, подавляющего
процессы окислительного фосфорилирования, и
фторида натрия, подавляющего процессы глико-
лиза [7, 22].

Транспорт аминокислот. В настоящее время
твердо установлено, что в транспорте нейтральных
аминокислот участвует транспортный белок B0
[27, 28], основных аминокислот – y- [27], ди- и три-
пептидов – транспортеры PepT. Транспорт ди- и
трипептидов, образующихся в результате гидроли-
за белка, и аминокислот, реализуется при участии
H+-зависимого транспортного белка PepT1
(SLC15A1), а также транспортного белка PepT2
(SLC15A2). Транспортеры PEPT кодируются гена-
ми slc15a [10, 13, 29–37]. Первый из них обладает
более низким сродством к субстрату, а второй – бо-
лее высоким сродством к транспортируемым моле-
кулам дипептидов. В энтероцитах часть пептидов
гидролизуется до уровня аминокислот, другая
часть транспортируется через базолатеральную
мембрану, очевидно, с помощью транспортного
белка. В последние годы показано, что в отличие от
млекопитающих, обладающих двумя транспорте-
рами пептидов (PepT1 и PepT2), у рыб есть три
транспортера с двумя паралогами PepT1 [14, 30, 31].
Однако механизм этого транспорта остается мало-
изученным [29]. Также важно отметить, что при
исследовании японского угря Anguilla japonica
транспортер PEPT1 выявлен в апикальной мем-
бране энтероцитов личинок, а начало экспрессии
мРНК PEPT1 совпадает с таковой трипсиногена,
одновременно увеличиваясь на 5–7-е сутки после
вылупления [37].

Вместе с тем в кишечнике рыб не выявлены та-
кие Na+-зависимые транспортеры аминокислот,
как A, ASC, b0,+ и другие транспортеры, функцио-
нирующие у высших позвоночных животных [9].
Интересные данные получены при исследовании
всасывания аминокислот в кишечнике европей-
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ского угря A. anguilla, показавшие наличие четырех
различных систем Na+-зависимого транспорта
аминокислот, аналогичных транспортным систе-
мам млекопитающих. Это система включает транс-
портеры кислых ( ), основных (y–) и нейтраль-
ных (B0) аминокислот, а также транспортеры ими-
нокислот (IMINO/PAT), локализованных в
апикальной мембране энтероцитов [27, 38]. Транс-
портер иминокислот существенно отличается от
аналогичной системы млекопитающих, поскольку
полностью ингибируется аланином [38], и, частич-
но, фенилаланином [27].

Наряду с Na+-зависимым существует Na+-неза-
висимый механизм транспорта, реализующийся
благодаря специфическим олигомерным структу-
рам – пищеварительно-транспортным комплек-
сам [1]. У рыб обнаружен Na+-независимый транс-
портер для аланина, глицина и лизина, аналогич-
ный транспортной системе нейтральных и
основных аминокислот у млекопитающих [27, 39].
При этом L-гистидин в кишечнике рыб, по-види-
мому, транспортируется с участием высоко специ-
фичного транспортного белка, так как другие ами-
нокислоты, присутствующие в полости тонкой
кишки, не оказывают влияние на интенсивность и
кинетические характеристики его транспорта [40].
Субстратная специфичность транспортеров ами-
нокислот может варьировать у разных видов рыб
[12].

Важно отметить, что экспрессия специализиро-
ванных насосов, транспортеров и каналов, ответ-
ственных за поглощение питательных веществ че-
рез апикальную мембрану микроворсинок щеточ-
ной каймы энтероцитов, отмечается на ранних
этапах развития рыб. Однако исследований, посвя-
щенных экспрессии пептидных транспортеров на
ранних стадиях развития рыб, мало. Возможность
поглощения аминокислот на ранних стадиях онто-
генеза рыб была доказана при исследовании аб-
сорбции свободных аминокислот, меченных C14,
личинками атлантического палтуса Hippoglossus
hippoglossus, перешедшими на экзогенное питание.
Авторами использовались растворы, подаваемые в
кишечник через зонд. Было показано, что прибли-
зительно 71% заменимых (аланин, глутамат) и не-
заменимых (аргинин, лизин) аминокислот абсор-
бируется в течение 30 мин после их поступления в
кишечник. При этом эвакуация аминокислот ли-
чинками была низкой и составляла в среднем толь-
ко 6% от дозы, полученной через зонд [41].

Также при исследовании личинок значительное
внимание было уделено пептидным транспортерам
PepTs. Как указывалось выше, эти транспортеры
играют особо важную роль при абсорбции ди- и
трипептидов. У Danio rerio экспрессия гена пептид-
ного транспортера PepT1 зарегистрирована до на-
чала экзогенного питания личинок [13]. Анализ
экспрессии генов пептидных транспортеров у мо-

−
AGX

замбикской тилапии Oreochromis mossambicus на
протяжении 12 сут развития (от 3 до 14 сут после
оплодотворения – момента завершения абсорбции
желточного мешка) позволил выявить существен-
ные различия как во времени появления, так и в ха-
рактере динамики экспрессии вариантов PepT1 и
PepT2. При этом экспрессия slc15a1a выявляется на
4-е сутки после оплодотворения, увеличивается в
период от 6 до 10, уменьшается на 11-е и 12-е сутки
после оплодотворения, а затем снова увеличивает-
ся. Экспрессия транспортера slc15a1b появляется
на 6-е сутки после оплодотворения, резко увеличи-
вается в период от 7 до 10 сут после оплодотворе-
ния, а затем изменяется подобно slc15a1a. Экспрес-
сия транспортера slc15a2 значительно не изменяет-
ся в период от 3 до 10 сут после оплодотворения, а
затем последовательно увеличивается с максиму-
мом на 14-е сутки после оплодотворения. При этом
PepT1a обнаружен в эзофагусe, а также в переднем
и среднем отделах кишечника, PepT1b – только в
районе среднего отдела кишечника, PepT2 опреде-
ляется лишь в заднем отделе кишечника [14].

При исследовании ювенильных особей атлан-
тической трески Gadus morhua экспрессия мРНК
PepT1 выявлена в пилорических придатках и во
всех отделах кишечника. Следовательно, у молоди
рыб весь кишечник участвует в абсорбции пепти-
дов. Однако в дистальном сегменте экспрессия
PepT1 была ниже по сравнению с проксимальным
сегментом. При этом выявлена зависимость соот-
ношения экспрессии мРНК PepT1 в пилорических
придатках и в различных сегментах кишечника от
состава корма [24].

Транспорт углеводов. Транспортеры сахаров от-
ветственны за всасывание моносахаридов (глюко-
зы, галактозы и фруктозы) из просвета кишечника
в кровь. Доказано, что транспортер SGLT1, распо-
ложенный на апикальной мембране щеточной
каймы энтероцитов, переносит глюкозу и галакто-
зу при участии Na+ из просвета кишечника внутрь
энтероцитов у различающихся по таксономии мле-
копитающих [42–44]. Транскрипция SGLT1 про-
исходит преимущественно в криптах, причем они
встраиваются в мембрану по мере миграции клеток
к верхушкам ворсинок. Транспортер фруктозы
GLUT5 также локализуется на апикальной мем-
бране энтероцитов. Показано, что транспортная
активность GLUT5, в отличие от SGLT1, может ре-
гулироваться диетой. Предполагается, что это свя-
зано с синтезом de novo мРНК GLUT5 в клетках,
выстилающих ворсинки. Переход гексоз из энте-
роцитов в кровь обеспечивает расположенный на
базолатеральных мембранах транспортер GLUT2
[42]. Кроме того, выявлен Na+-независимый меха-
низм транспорта гексоз, связанный с переносом
через мембрану глюкозы, образующейся при мем-
бранном гидролизе [1].
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Уже в ранних работах было показано, что D-глю-
коза, D-галактоза и 6-дезокси-D-глюкоза могут
аккумулироваться внутриклеточно в концентра-
ции, превышающей таковую в полости кишечни-
ка рыб. При этом эпителий кишечника рыб мо-
жет реализовать трансэпителиальнный транс-
порт D-глюкозы и D-галактозы против
электрохимического градиента в условиях in vivo
и in vitro [6, 25, 26, 45–48]. Растительноядные и
всеядные виды могут адаптировать транспорт глю-
козы через апикальную мембрану щеточной каймы
энтероцитов в соответствии с изменениями в уров-
не углеводов пищи, изменяя Vmax [12]. Важно отме-
тить, что конкурентный ингибитор транспорта са-
харов флоридзин (10–4–10–5 М) вызывает сниже-
ние аккумуляции и транспорта моносахаридов в
кишечнике морских и пресноводных рыб [22, 25, 26].

Также доказана важность ионов Na+ для актив-
ного транспорта глюкозы у рыб. При исследовании
целого ряда видов рыб установлено, что оуабаин
(10–2–10–5 М), блокирующий Na+–K+–АТФ-азу и
сопряженный с Na+ активный транспорт глюкозы,
снижает долю активного компонента при низких
концентрациях глюкозы почти до 1/3 [23, 26, 49].
Близкие эффекты вызывают ионы цианада, инги-
бирующего образование АТФ, а также замена
ионов Na+ ионами K+ или Li+ [50]. Слабый эффект
торможения или его отсутствие у рыб при действии
ингибиторов в концентрациях 10–5–10–7 М, эф-
фективных для высших позвоночных животных,
позволил предположить меньшее количество пере-
носчиков опосредованного транспорта в кишечни-
ке рыб [7].

У рыб в транспорте глюкозы и, по-видимому,
D-галактозы также наиболее важную роль играет
Na+-зависимый транспортер глюкозы SGLT1 и
транспортер GLUT2 [9, 12, 47, 51, 52]. Первый ло-
кализован на апикальной мембране энтероцитов,
второй – на базолатеральной мембране [12, 53].
При этом скорость базолатерального транспорта
ниже, чем у млекопитающих. Так, при исследова-
нии обыкновенного карпа Cyprinus carpio и белого
амура Ctenopharingodon idellus показано, что мРНК
glut2 в основном экспрессируется в печени, перед-
ней и средней частях кишечника. Через 3 ч после
введения глюкозы экспрессия гена glut2 значи-
тельно повышается в переднем отделе кишечника.
Поскольку изменения в уровне мРНК glut2 в пече-
ни не обнаружены, авторы заключили, что glut2
участвует в поглощении глюкозы только в кишеч-
нике [54, 55]. Переносчик D-фруктозы, такой как
GLUT5, у рыб не найден, но есть сведения о том,
что фруктоза (10 мМ) поглощается кишечником
леща A. brama и обыкновенного карпа C. carpio [46].
Предполагается, что в абсорбции фруктозы прини-
мает участие транспортер GLUT2, локализован-
ный на мембранах щеточной каймы энтероцитов
[9].

Всасывание липидов. Механизмы всасывания
жира в кишечнике рыб не вполне ясны, но предпо-
лагается сходство с таковыми у млекопитающих
[56]. Возможность абсорбции жира энтероцитами
рыб была продемонстрирована еще в начале
ХХ века и затем подтверждена в многочисленных
работах при помощи гистологических и цитологи-
ческих методов [57]. В межклеточных простран-
ствах и lamina propria слизистой оболочки кишеч-
ника липидные частицы появляются в виде липо-
протеинов очень низкой плотности и
хиломикронов [58]. Предполагалось, что жир вса-
сывается путем эндоцитоза. Однако данные ряда
электронно-микроскопических и биохимических
исследований свидетельствуют о преимуществен-
ном всасывании липидов путем диффузии [59, 60]
в форме моноглицеридов и свободных жирных
кислот, которые могут поступать в кровеносную
систему рыб в свободном виде или в форме тригли-
церидов, ресинтезированных внутри энтероцитов
и включенных в состав хиломикронов [61, 62]. По-
скольку дисперсные липиды хорошо растворяется
в мембранах, а их концентрация в полости высока,
возможно, что липиды могут пассивно переме-
щаться по градиенту их концентрации из полости
кишечника через апикальную мембрану энтероци-
тов в цитозоль [8]. Есть данные о том, что липид-
ные капли накапливаются в надъядерном про-
странстве энтероцитов [63], реэстерифицируются в
триацилглицериды [58] и выходят из энтероцитов
путем экзоцитоза [63].

При исследовании арктического гольца Salveli-
nus alpinus показано, что наибольшая скорость аб-
сорбции характерна для насыщенных кислот с
длинной цепи 12:0, скорость абсорбции кислот
14 : 0, 16 : 0 и 18 : 0 и мононенасыщенных с длинной
цепи 22 : 1 ограничена скоростью липолиза [64].
Жирные кислоты с короткой и средней цепью, от-
личающиеся относительно высокой растворимо-
стью в воде, быстро абсорбируются в самой прок-
симальной части кишечника, вероятно, не включа-
ясь в мицеллы [65, 66]. Насыщенные жирные
кислоты с длинной цепью абсорбируются труднее,
чем ненасыщенные жирные кислоты с аналогич-
ной длиной цепи. Предполагается, что свободные
жирные кислоты и фосфатидилхолин усваиваются
легче, чем триацилглицеролы [67]. Также предпо-
лагается, что жирные кислоты, высвобождаемые из
мицелл, поглощаются при помощи облегченного
транспорта. Однако участие такого рода транспор-
теров при исследовании рыб не подтверждено [9].

Вместе с тем при исследовании данио D. rerio и
обыкновенного карпа C. carpio найден белок, свя-
зывающий жирные кислоты (FABP), транскрипты
которого экспрессируются в кишечнике и могут
участвовать в интернализации жирных кислот [18,
68]. При этом у личинок данио D. rerio сильная экс-
прессия гена этого выявляется до полного рассасы-
вания желтка и первого кормления, а уровни
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мРНК и белка FABP постепенно снижаются в ди-
стальном направлении кишечника [68]. Следова-
тельно, у личинок, как и у взрослых костистых рыб,
основное место абсорбции липидов находится в
проксимальном отделе кишечника. Показано, что
ген, кодирующий FABP в кишечнике данио D. rerio
появляется через 12 ч после оплодотворения [8].

Поскольку получены данные, позволяющие
предположить, что жирные кислоты пищи в ком-
плексе с FABP, связывающими внутриклеточные
липиды, могут достигать ядер энтероцитов и вли-
ять на ядерную активность, следует подробно оста-
новиться на результатах работы, выполненной на
данио D. rerio. Так как белки, связывающие жир-
ные кислоты FABP1 и FABP2, высоко экспресси-
руются в тканях, участвующих в активном метабо-
лизме липидов (печени, переднем отделе кишеч-
ника и головном мозге), была исследована
дифференциальная экспрессия транскриптов
fabp1b.1, fabp1b.2 и fabp2 в этих тканях. Было пока-
зано, что FABP локализованы в микроворсинках,
цитозоле и ядрах большинства энтероцитов слизи-
стой оболочки переднего отдела кишечника, а
транскрипция fabp1b.1 и fabp2 активируется после
кормления и регулируется в соответствии с соста-
вом корма. Важно, что в ядрах FABP локализуются
большей частью в межхроматиновом простран-
стве. Также продемонстрировано связывание ме-
ченных жирных кислот с рекомбинантными
Fabp1b.1 и Fabp2 [69].

Роль отдельных механизмов транспорта мономе-
ров. Сопоставление роли отдельных механизмов
транспорта мономеров свидетельствует о том, что у
рыб при низких концентрациях субстрата (<0.5 мМ)
наиболее значительную роль играют процессы ак-
тивного транспорта и облегченной диффузии. В
случае глюкозы активный транспорт может наблю-
даться при концентрациях 0.05–2.5 мМ [7, 11]. При
более высоких концентрациях субстрата значи-
тельно возрастает доля пассивной и облегченной
диффузии [7, 22, 26]. Соотношение указанных ме-
ханизмов транспорта у разных видов рыб различно
и в значительной мере зависит от характера пита-
ния, функционального состояния организма, при-
роды и силы воздействия абиотических факторов.
Обязательным этапом транспорта пищевых суб-
стратов во внутреннюю среду организма является
их перенос через слой слизистых наложений ки-
шечника, установленный при исследовании транс-
порта неорганических ионов [70] и сахаров [7].

3. ТОПОГРАФИЯ ТРАНСПОРТНЫХ 
ПРОЦЕССОВ У РЫБ

Для кишечника рыб, как и для других позвоноч-
ных, характерно наличие кранио-каудальных
(проксимо-дистальных) градиентов всасывания
пищевых веществ. Более высокая скорость всасы-
вания зарегистрирована в проксимальных отделах

тонкой кишки, а более низкая – в дистальных [17,
46, 50, 51, 63, 66, 71–73]. Однако у некоторых видов
всеядных и плотоядных рыб различия в скорости
всасывания аминокислот и сахаров в различных
участках кишки отсутствуют [50]. При этом систе-
мы активного транспорта характерны практически
для всего кишечника [17], включая наиболее ди-
стальные его части [16, 17, 37, 73].

Кроме того, важно отметить как сходство, так и
вариабельность проксимо-дистальных градиентов
транспорта одного и того же вещества у рыб разных
видов. Так, липиды всасываются преимуществен-
но в пилорических придатках и проксимальных
участках кишечника [3, 4, 9, 57, 63, 66]. Проксимо-
дистальные градиенты транспорта аминокислот и
гексоз у рыб разных видов различны [51, 71, 72]. В
условиях in vitro аккумуляция и транспорт амино-
кислот максимальны в пилорических придатках
[17], средних [23] или задних участках кишечника
[72, 74], моносахаридов – в пилорических придат-
ках [17], переднем [6, 74], среднем [45] или заднем
отделе кишечника [46, 74].

Вместе с тем функциональная топография ки-
шечника рыб необычайно пластична и может из-
меняться в зависимости от структуры пищевых
субстратов, вида рыб, их функционального состоя-
ния, а также целого ряда биотических и абиотиче-
ских факторов [7]. В частности, характер прокси-
мо-дистальных градиентов транспорта одного и
того же вещества в значительной мере зависит от
особенностей питания рыб [51, 74], а также интен-
сивности питания рыб – при переходе от голодно-
го к сытому состоянию скорость транспорта нутри-
ентов увеличивается на всем протяжении кишеч-
ника, что обусловлено локальной стимуляцией
транспортных процессов [23, 46, 75]. Так, повтор-
ное кормление морского окуня Dicentrarchus labrax
стимулирует экспрессию мРНК PepT1 в прокси-
мальном отделе кишечника [75]. При исследова-
нии кранио-каудальных градиентов транспорта
свободной глюкозы, а также глюкозы, образую-
щейся из поли- и дисахаридов у леща A. brama и
карпа C. carpio была выявлена зависимость величи-
ны абсорбции от степени полимеризации гексоз и
способа расчета [46].

4. СОПРЯЖЕНИЕ ПРОЦЕССОВ ГИДРОЛИЗА 
И ТРАНСПОРТА

Ранее была высказана гипотеза о существова-
нии ферментативно-транспортных комплексов,
обеспечивающих прямую передачу продуктов гид-
ролиза олигомеров на вход в транспортные систе-
мы без рассеивания в водной фазе и независимых
транспортных путей для свободных мономеров и
мономеров, образующихся из олигомеров [1].
Позднее была предложена модель мультиканаль-
ных котранспортеров для Na+ и глюкозы, а также
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Na+ и других нутриентов [1, 2]. Сведения, касаю-
щиеся сопряжения пищеварительно-транспорт-
ных процессов у рыб, немногочисленны и доволь-
но противоречивы. В ряде работ установлено, что
скорость аккумуляции глюкозы, образующейся
при гидролизе мальтозы у щуки Esox lucius, окуня
Perca fluviatilis и карпа C. carpio, выше скорости аб-
сорбции свободного мономера [22]. Всасывание
глицина в кишечнике радужной форели S. gairdnerii
происходит быстрее из глицилглицина, чем из рас-
твора, с эквивалентным количеством свободной
аминокислоты [23].

Сопоставление в условиях in vitro эффектов ин-
гибитора опосредованного транспорта глюкозы
флоридзина (10–4) М на транспорт свободной глю-
козы, а также глюкозы, образующейся из мальтозы
и крахмала у леща A. brama, показало, что флорид-
зин-зависимый компонент в случае олигомерного
транспорта (мальтоза) несколько выше, чем в слу-
чае мономерного (56 и 51% соответственно), поли-
мерного (крахмал) – еще ниже (32%). При изуче-
нии влияния оуабаина в той же концентрации на
транспорт свободной глюкозы, глюкозы, образую-
щейся из мальтозы и крахмала в эквимолярной
концентрации (2.5 мМ), у рыб этого же вида пока-
зано, что ингибитор Na+–K+-АТФазы блокирует
мономерный транспорт глюкозы на 30%, олиго-
мерный – на 32%, полимерный – на 18% [27].

Однако в ряде работ, выполненных на рыбах,
напротив, выявлено преобладание скорости акку-
муляции свободных моносахаридов и аминокислот
по сравнению с олигомерным транспортом [3, 22].
Указанные противоречия, вероятно, свидетель-
ствуют о слабом развитии у рыб ферментативно-
транспортных комплексов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, механизмы транспорта нутри-
ентов у рыб и высших позвоночных достаточно
близки. Однако скорость транспорта нутриентов у
первых на порядок ниже, чем у вторых. У высших
позвоночных доминирует активный транспорт, не-
которую роль на ранних этапах онтогенеза играет
облегченная диффузия, а доля простой диффузии
ничтожно мала. У рыб, напротив, в случае высоких
концентраций субстратов преобладают механизмы
простой или облегченной диффузии. Доля актив-
ного компонента транспорта у рыб по сравнению с
высшими позвоночными низка. Несмотря на эти
различия, транспортные белки энтероцитов, по-
видимому, достаточно консервативны и не изме-
няются в процессе эволюции позвоночных. Вместе
с тем у рыб заметно ниже относительная площадь
всасывающей поверхности кишечника и меньше
число транспортных белков на единицу поверхно-
сти кишечника, по сравнению с млекопитающими.
Кроме того, для рыб характерна слабая степень со-

пряженности пищеварительных и транспортных
процессов, меньшая зависимость транспорта от
концентрации кислорода, значительная роль ди-
стальных отделов кишки во всасывании нутриен-
тов по сравнению с высшими позвоночными жи-
вотными. Эти особенности, по-видимому, связаны
с более низкими метаболическими потребностями
и энергозатратами на локомоции у рыб, обуслов-
ленные в значительно мере с их обитанием в гипо-
гравитационной среде.
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The heart is … an organ that gives motion to circulatory fluid
(Randall, Davie, 1980)

The word heart is used to denote chambered circulatory pumps, but is also applied to any
segment of the circulation that pumps fluid

(Simões-Costa et al., 2005)
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Сердце бесчелюстных рыбообразных (Cyclostomata; миноги, миксины) и костистых рыб (Teleostei) го-
мологично сердцу высших позвоночных животных. Изучение сердца архаичных Cyclostomata и Teleostei,
обладающих разным эволюционным “возрастом”, молекулярно-генетическими характеристиками и
переносимостью гипоксии, представляет особый интерес при поиске факторов устойчивости миокар-
да к кислородной недостаточности. Cyclostomata и Teleostei объединяет жаберный тип дыхания и нали-
чие только одного круга кровообращения. Главный сократительный орган, обеспечивающий циркуля-
цию крови – жаберное сердце – состоит из двух камер. Миксины составляют самый старый класс су-
ществующих позвоночных, кровообращение которых поддерживается за счет не имеющего
иннервации (аневрального) жаберного сердца и трех наборов добавочных “сердец”. Миноги являются
первыми позвоночными, у которых появляется иннервация сердца в виде блуждающего нерва. В свою
очередь, Teleostei впервые получают симпатическую иннервацию сердца, которая осуществляется “ва-
госимпатическими стволами”. В сердце Cyclostomata и Teleostei не найдено признаков организации про-
водящей системы, подобной таковой у высших позвоночных, что не отменяет существования четко
скоординированного механизма распространения возбуждения и сокращения миокарда. Механизм ге-
нерации сердечного ритма связывает возникающие и распространяющиеся в миокарде электрические
процессы с экспрессией управляемых циклическими нуклеотидами гиперполяризационно-активиру-
емых каналов (HCN-каналов). В сердце миксин и костистых рыб экспрессируется шесть изоформ
HCN-каналов. Регулируемая плотность распределения HCN-каналов в миокарде может предшество-
вать проводящей системе сердца, характерной для высших позвоночных. Экспрессия HCN2, HCN3 и
HCN4 в сердце миксин, как реликтового таксона, предполагает их присутствие в миокарде общего
предка позвоночных до момента дивергенции с Myxiniformes, что допускает особую значимость HCN2-
HCN4 в формировании сердечной активности в момент возникновения камерного миогенного сердца.
Предполагается, что эволюционный прогресс архаичных групп “первых” позвоночных направлен на
“создание” более быстрой эффекторной системы регуляции сердечной деятельности и двойного (воз-
буждающего/тормозного) контроля функций миокарда.

Ключевые слова: циклостомы, рыбы, сердце, гипоксия, проводящая система сердца, HCN-каналы
DOI: 10.31857/S0044452921020029

ВВЕДЕНИЕ

Главный орган сердечно-сосудистой системы –
сердце позвоночных животных – было и остается
центром множества морфологических, функцио-
нальных и молекулярных исследований [1]. Из-
вестно, что сердце эндотермных животных (вклю-

чая человека) является аэробным органом, ухудше-
ние поступления кислорода (О2) к которому
приводит к серьезным нарушениям функций мио-
карда. Кислородная недостаточность/гипоксия яв-
ляется одной из основных причин и следствием
развития сердечной патологии, что вызывает опре-
деленный интерес к поиску данных о механизмах,

ОБЗОРЫ
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обеспечивающих устойчивость миокарда к дефи-
циту О2.

В настоящее время с учетом впечатляющего
вклада подобного рода исследований в медицин-
скую науку возрастает интерес к изучению биоло-
гии разнообразных видов костистых рыб (в частно-
сти, Medaka Oryzias latipes, Danio rerio, Oncorhynchus
mykiss, Fundulus heteroclitus и др.) [2]. Исходя из го-
мологичности сердца рыб сердцу человека [3], в
эксперименте воссоздают различные формы пато-
логии миокарда [4], что предоставляет новые меха-
нистические идеи [5] и идеальные сравнительные
биологические модели для слабо изученных аспек-
тов физиологии сердца [2]. Несмотря на принци-
пиальные различия между костистыми рыбами и
человеком, очевидным является существование
высокого уровня генетической сохранности опре-
деленных базовых механизмов работы сердца, по-
вторяющихся в разных таксономических группах
позвоночных [2]. Физиологические механизмы и
патологические состояния, которые присутствуют
как у млекопитающих, так и у рыб, вероятно, име-
ют фундаментальное значение, что, в свою оче-
редь, может быть экстраполировано на клинику и
использовано в качестве патогенетически обуслов-
ленного лечения (терапии) [5].

При поиске маркеров устойчивости к кислород-
ному голоданию практикуют филогенетический и
онтогенетический подходы к изучению анатомии и
физиологии в систематических группах позвоноч-
ных с разным происхождением, в частности, бесче-
люстных позвоночных, как более древних, с отно-
сительно современными представителями – че-
люстноротыми (костистые рыбы, Teleostei).

Известно, что существующие ныне традицион-
ные группы позвоночных – Бесчелюстные (над-
класс Agnatha) и Челюстноротые (надкласс Gnatho-
stomata) – разделились на самых ранних этапах
эволюции хордовых около 535–462 млн. лет назад
[6, 7]. Класс Круглоротые (Cyclostomata), который
представлен миксинами (Myxiniformes) и миногами
(Petromyzontiformes), является реликтовой группой
ныне живущих бесчелюстных позвоночных (Agna-
tha) со многими примитивными чертами строения
как следствия их древнего происхождения. В про-
цессе эволюции Cyclostomata приобрели уникаль-
ную степень устойчивости к гипоксии/аноксии [8],
изучение которой способно расширить границы
современных представлений об эталоне сердечной
деятельности с максимальным анаэробным потен-
циалом.

Вопрос филогенетического родства Cyclostomata
(миног, миксин) и челюстноротых остается дис-
куссионным. На основе неонтологических и мор-
фологических признаков была предложена класси-
фикация “парафилетических циклостом”, соглас-
но которой миноги и челюстноротые позвоночные
формируют отдельную от миксин систематиче-

скую группу; такого рода классификация сохраня-
ется до настоящего времени наряду с гипотезой
“монофилетических циклостом” как систематиче-
ской группы, разделившейся с Gnathostomata рань-
ше разделения самих Agnatha [6, 9]. Точный пат-
терн ветвления самих Agnatha не известен, однако
допускают, что миксины и миноги представляют
собой две разных группы бесчелюстных, которые
разошлись в начале эволюции позвоночных более
400 миллионов лет назад. Хотя Myxiniformes и Petro-
myzontiformes относят к Cyclostomata, с точки зрения
геологического времени эволюционное “расстоя-
ние” между миксинами и миногами, которое про-
шло с момента их расхождения, похоже на то “рас-
стояние”, что пролегает между современными
людьми и хрящевыми рыбы [6]. Исходя из приве-
денных доводов, миноги предоставляют возмож-
ность изучения общих с Gnathostomata признаков,
выступая в качестве наиболее эволюционно арха-
ичных позвоночных. С другой стороны, миног
можно рассматривать в качестве “внешней” груп-
пы при изучении эволюционных инноваций Gna-
thostomata [7].

Таким образом, сравнительный анализ анато-
мии сердца и физиологических механизмов, обес-
печивающих его работу, в группах позвоночных
животных – Agnatha (класс Cyclostomata) и Gnatho-
stomata (клада Teleostei), обладающих разным эво-
люционным “возрастом”, молекулярно-генетиче-
скими характеристиками (в том числе по призна-
кам дупликации генома и экспрессии Hox и
ParaHox генов, участвующих в морфогенезе, регу-
ляции паттерна анатомического развития) [6, 7, 9]
и, очевидно, степенью приспособления к условиям
сниженного содержания О2, характерного для вод-
ной среды обитания, представляет определенный
интерес при поиске факторов устойчивости мио-
карда к острой кислородной недостаточности.

ОСОБЕННОСТИ СИСТЕМЫ 
КРОВООБРАЩЕНИЯ БЕСЧЕЛЮСТНЫХ 
РЫБООБРАЗНЫХ И КОСТИСТЫХ РЫБ

Бесчелюстных рыбообразных и костистых рыб
объединяет жаберный тип дыхания и наличие
только одного круга кровообращения. Главный со-
кратительный орган, обеспечивающий циркуля-
цию крови – жаберное (системное) сердце, – со-
стоит из двух камер в виде тонкостенного предсер-
дия и толстостенного мускулистого желудочка [3],
которые всегда заполнены венозной кровью.

У миксин и миног сердце имеет S-образную
форму, сопоставимую с зародышевым сердцем ко-
стистых рыб [10]. Предсердие и желудочек Cyclosto-
mata поддерживают дорсокаудальное или лате-
ральное пространственные отношения, которые
контрастируют с дорсальной позицией предсер-
дия, наблюдаемой у большинства рыб, и с крани-
альной позицией предсердия, характерной для
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сердца высших позвоночных – птиц и млекопита-
ющих [1]. Стенки предсердия и желудочка строят-
ся из губчатого (трабекулярного, некомпактного,
spongiosa) миокарда, в котором мышечные клетки
не формируют компактного листа, а образуют кле-
точные шнуры, дающие многочисленные проек-
ции в просвет камер сердца [3]. Трабекулы (мы-
шечные тяжи) желудочка отчетливо крупнее и бо-
лее плотно компонуются по сравнению с
трабекулами стенки предсердия.

В сердце круглоротых и костистых рыб выделя-
ют так называемые придаточные отделы в виде ве-
нозного синуса (sinus venosus, SV), артериальной
луковицы (у Teleostei) или артериального конуса (у
Elasmobranchii); последние образуют тракт оттока
крови из сердца (outflow tract, OFT), переходящий в
вентральную (брюшную) аорту. Термин “артери-
альная луковица” используют в том случае, когда
стенка отдела OFT не содержит миоциты; при на-
личии мышечных элементов такое расширение
между желудочком и вентральной аортой называ-
ют “артериальным конусом” [11]. Количество за-
ключенных в полости перикарда компонентов, от-
носящихся к структурам сердца (компартменты,
компоненты, иногда называют камерами), состав-
ляет три у круглоротых, поскольку в сердце Cyclos-
tomata компоненты OFT отсутствуют либо не иден-
тифицируются, и четыре – у костистых рыб [1, 11].
Все компоненты сердца, кроме аортальной луко-
вицы, обычно сократимы и разделены клапанами,
которые также обнаруживаются между желудоч-
ком и луковицей аорты [2].

Будучи центральным органом кровеносной си-
стемы, жаберное (системное) сердце собирает ве-
нозную кровь из всех регионов тела и продвигает ее
по вентральной аорте вперед к жаберному аппарату
[1, 3] в приносящие (афферентные) жаберные со-
суды. В органах жаберного аппарата – жабрах и жа-
берных мешках – кровь обогащается О2. Артери-
альная кровь через выносящие (эфферентные) жа-
берные сосуды поступает в дорсальную (спинную)
аорту, откуда разносится ко всем органам. От
спинной аорты вперед отходят две сонные арте-
рии, снабжающие кровью голову, главный же ток
крови осуществляется в каудальном направлении
по дорсальной (спинной) аорте. Венозная кровь из
задней части тела собирается в каудальную (хво-
стовую) вену, которая затем разделяется на две зад-
ние кардинальные вены. Парные передние карди-
нальные или верхние яремные вены несут кровь от
верхней части головы. Венозная кровь от органов и
тканей оттекает по передним и задним кардиналь-
ным венам, которые впадают непосредственно в
SV у круглоротых, а у костистых рыб кровь в SV со-
бирается через парные Кювьеровы протоки. Отли-
чительными особенностями схемы кровеносной
системы круглоротых является наличие еще одной
магистральной вены (нижней яремной), вынося-
щей кровь из вентральной части головы, и отсут-

ствие Кювьеровых протоков. Кроме того, сердеч-
но-сосудистая система миксин предусматривает
наличие дополнительных органов, обеспечиваю-
щих кровоток.

Как упоминалось выше, сердце Cyclostomata и
рыб считают гомологичным сердцу высших позво-
ночных животных [3].

ОСОБЕННОСТИ АНАТОМИИ 
И ФИЗИОЛОГИИ СЕРДЦА МИКСИН

Жаберное (системное) сердце миксин
Находящиеся в основании эволюционной лест-

ницы миксины (Myxiniformes) составляют самую
старую группу существующих позвоночных и обла-
дают необыкновенно высокой толерантностью к
аноксии и еще более высокой устойчивостью к CO2
[12]. Кровообращение миксин поддерживается за
счет основного жаберного (системного) сердца и
трех наборов так называемых добавочных “сердец”
[11].

Жаберное (системное) сердце миксин включает
в себя SV, предсердие и желудочек, которые разде-
лены клапанами. SV является результатом слияния
задней кардинальной и внутренней яремной вен,
впадает в предсердие, открываясь с его левой сто-
роны [13]. Данная часть сердца состоит из двух –
переднего и заднего – округлых отсеков, которые
разделены небольшой выемкой по левому боково-
му контуру [14]. Стенка SV состоит из соединитель-
ной ткани и очень тонкого слоя кардиомиоцитов
толщиной менее 100 μм [13]. Предполагают, что SV
миксин аналогичен, но не гомологичен SV высших
позвоночных. Наличие двух больших “рабочих”
камер – предсердия и желудочка – позволяет счи-
тать жаберное (системное) сердце миксин типич-
ным сердцем черепных (Craniata). Две сердечные
камеры соединяются удлиненным атриовентрику-
лярным сегментом (AV-сегментом) и разделяются
двустворчатым клапаном [1]. SV, предсердие и же-
лудочек располагаются в перикардиальной поло-
сти, которая сообщается с брюшной полостью.

Жаберное (системное) сердце миксин выделя-
ется своим относительно большим размером. Так,
у атлантической миксины (Myxine glutinosa) сердеч-
ный индекс составляет порядка 0.18% [15] при от-
носительной массе желудочка около 0.1% [16].
Масса предсердия может составлять около одной
трети массы желудочка [17].

У миксин OFT отсутствует, отток крови из серд-
ца осуществляется через расширение брюшной
аорты [8, 18], не составляющей морфологически
оформленной структуры [11, 19]. Отсутствие ком-
понентов OFT является характерной чертой сердца
Cyclostomata [11, 18]. Тем не менее в проксимальной
части вентральной аорты было выделено незначи-
тельное утолщение, которое, вероятно, можно
идентифицировать как артериальную луковицу [2].
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У тихоокеанской миксины (Eptatretus stoutii) такое
утолщение оснащено двухстворчатым клапаном [2,
20]. В то же время у Eptatretus cirrhatus место соеди-
нения желудочка с брюшной аортой ограничено
парой полулунных клапанов [11, 18]. Карманопо-
добные листочки клапанов простираются от кра-
ниального конца желудочка до аорты, где соединя-
ются асимметрично и включают в себя ганглиопо-
добную структуру. Примечательная относительная
жесткость проксимальной части вентральной аор-
ты миксин определяет падение диастолического
кровотока в самом сосуде до нуля [19].

Кардиомиоциты миксин имеют малый объем,
что связывают с функциональной неспособностью
сердца создавать высокое кровяное давление.
Клетки миокарда наделены обширным саркоплаз-
матическим ретикулумом (SR) и содержат в сарко-
плазме гранулы гликогена и атрионауретического
пептида (atrial natriuretic peptide, ANP, предсердный
натрийуретический фактор, предсердный натрий-
уретический гормон, атриопептин). Межклеточ-
ные контакты миоцитов обеспечиваются десмосо-
мами [11, 22].

По разным данным частота сердечных сокраще-
ний (ЧСС) миксин составляет от 10.4 ± 1.3 уда-
ров/мин (у тихоокеанской миксины, Eptatretus
stoutii) [21] до 20–30 ударов/мин (у атлантической
миксины, Myxine glutinosa) [14]. Сердце миксин ге-
нерирует самое низкое кровяное давление (поряд-
ка 8–15 мм рт.ст. [23] среди позвоночных живот-
ных, что обеспечивает нормальное функциониро-
вание жаберных мешочков [24]. Низкая выходная
мощность жаберного (системного) сердца миксин
также может определяться большой длительно-
стью потенциалов действия миоцитов, медленной
скоростью проведения возбуждения, длительно-
стью каждого из компонентов ЭКГ на фоне отно-
сительно редких сокращений миокарда [16]. При
сокращении сердца миксин ни SV, ни предсердие
не опорожняются полностью; остаточные объемы
крови составляют чуть менее половины их диасто-
лического содержимого. Сокращение желудочка
также сопровождается довольно значительным,
но все же не полным его опорожнением [14].
Вместе с тем сердечный выброс (cardiac output)
миксин сопоставим с сердечным выбросом мно-
гих таксономических групп бесчелюстных рыбо-
образных и рыб [17, 24] и обычно составляет 9–
16 мл/мин–1/кг–1, что соизмеримо с аналогичным
показателем бентосных костистых рыб при сход-
ной температуре [17]. Сердечный выброс обладает
чрезвычайной чувствительностью к объему веноз-
ного возврата (преднагрузка) и давлению в вен-
тральной аорте (постнагрузка). Кроме того, для
миокарда миксин характерно низкое энергопо-
требление, которое позволяет поддерживать адек-
ватный сердечный выброс даже во время острой
гипоксии [17]. Несмотря на высокую активность
гликолитических ферментов по сравнению с фер-

ментами аэробного метаболизма именно низкий
уровень потребления энергии миокардом миксин
определяет его высокую степень переносимости
гипоксии [17, 24]. Известно, что миксины обитают
в соседствующих с донными отложениями слоях
воды, обедненных О2 [21], оставаясь активными
даже при РО2 ниже 3 кПа. Хотя кровь миксин обла-
дает низкой способностью к переносу О2, метабо-
лически активные ткани способны эффективно
его экстрагировать даже при их относительно мед-
ленной перфузии [11]. Показано, что ЧСС тихо-
океанской миксины (E. stoutii) после 1-часовой
экспозиции в аноксической среде снижается с
10.4 ± 1.3 до 8.1 ± 0.8 ударов/мин [21]. По-видимо-
му, E. stoutii может считаться самым толерантным к
гипоксии позвоночным животным, поскольку в
условиях длительной дефицита О2 сохраняет по-
рядка 70% эффективности работы сердца, харак-
терной для нормоксии [21, 25]. В пост-аноксиче-
ский период ЧСС E. stoutii увеличивается до
17.5 ударов/минуту, что на фоне нарастающего сер-
дечного выброса почти вдвое превышает исходные
показатели. Таким образом, в течение короткого
периода при переключении сердца миксины с
анаэробного [8, 26] на аэробный путь метаболизма,
ЧСС увеличивается практически в четыре раза (с
4 до 17 ударов/мин, пост-аноксическая тахикар-
дия) [21].

Дополнительные “сердца” миксин
Показано, что объем крови миксин составляет

примерно 180 мл/кг (около 18% массы тела) [17],
что 5-кратно превышает показатели костистых
рыб; объем крови миксин считается самым боль-
шим среди циклостом и рыб. Помимо кровенос-
ных сосудов кровь распределяется по трем об-
ширным подкожным пазухам (синусам) [24, 27]
– самому большому каудальному (хвостовому),
окружающим жаберные мешки – околожаберным
и задненебному.

В системе подкожных синусов миксин заключе-
но порядка 30% общего объема крови; через сину-
сы кровь циркулирует с гораздо меньшей скоро-
стью, чем “центральный” объем крови в кровенос-
ных сосудах [24], что составляет так называемый
феномен экстравазации или циркуляции в лаку-
нарных пространствах (кровяных синусах) с пря-
мым сообщением с настоящими кровеносными
сосудами [14]. Предполагают, что подкожные си-
нусы миксин, привносящие элемент неполной за-
мкнутости в систему кровообращения (“полуза-
мкнутая система” [14]), являются предшественни-
ками менее емкостной второй системы
кровообращения [27], которая осуществляет сооб-
щение между артериями и венами [14]. Содержа-
щаяся в синусах кровь возвращается в центральное
русло при сокращении специальных дополнитель-
ных органов – трех “наборов” [17] из пяти вспомо-
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гательных “сердец” [2]. Дополнительные “сердца”,
которые осуществляют свою функцию с помощью
скелетных мышц, называют термином “пропуль-
соры” (propulsors) [27]. В отношении таких допол-
нительных “сердец” миксин, приводимых в дей-
ствие за счет сокращения скелетных мышц при
движении животного, также используют термин
“нейрогенное сердце” vs. “миогенное” жаберное
(системное) сердце, обладающее способностью к
сокращению (автоматизм сердца) за счет собствен-
ных, встроенных в него механизмов [8]. Основная
функция дополнительных “сердец” состоит в об-
легчении венозного возврата в системе кровообра-
щения с низким давлением.

Первое из дополнительных “сердец” – каудаль-
ное (хвостовое) – образовано парными мешочка-
ми, которые располагаются по обе стороны хорды
[3]. Эти парные мешочки собирают кровь из под-
кожного синуса в области хвоста и перекачивают ее
в эфферентные сосуды, которые формируют сре-
динную хвостовую вену. “Вход” и “выход” из ме-
шочков ограничиваются клапанами. Известно, что
мешочки каудального “сердца” не сокращаются
сами по себе, а наполняются и опустошаются за
счет слаженного действия двух соматических
мышц (musculus cordis caudalis). Сократительные
элементы упомянутых соматических мышц нахо-
дятся под рефлекторным контролем, который ис-
чезает при разрушении спинного мозга. Каудаль-
ное “сердце” перекачивает кровь в задние карди-
нальные вены. После того, как животное перестает
двигаться, частота сокращений каудального “серд-
ца” становится заметно меньше [27].

Второе дополнительное “сердце” миксин обра-
зовано расширением портальной вены печени; его
называют портальным “сердцем”, “сердцем” во-
ротной вены [3]. Оснащенное собственными мы-
шечными волокнами портальное “сердце” собира-
ет кровь из надкишечной воротной вены и правой
передней кардинальной вены, перекачивая ее в пе-
чень через общую портальную вену [17]. Наличие
вспомогательного портального “сердца” также
связывают с формированием низкого кровяного
давления миксин [3]. Отмечено, что ЭКГ порталь-
ного “сердца” очень схожа с электрической актив-
ностью предсердия жаберного (системного) серд-
ца, однако признаков синхронизации работы этих
двух структур не найдено [28].

Кроме того, сходные с описанными выше
“сердцами” дополнительные образования были
обнаружены в парной передней кардинальной вене
миксин, которые получили название кардинально-
го “сердца” [14]. Кардинальное “сердце” перека-
чивает кровь из околожаберных и задненебного си-
нусов в нижнюю яремную вену.

Дополнительные “сердца” обеспечивают ток
венозной крови [14, 23]. В свою очередь в продви-
жении фракций артериальной крови миксин опре-

деленную роль играет работа жаберного аппарата,
поскольку стенки жаберных мешочков содержат
крупные поперечно-полосатые мышечные волок-
на [14]. После каждого сокращения таких мышеч-
ных волокон кровь, находящаяся в сосудах жабр,
изгоняется в дорсальную аорту. Сокращение мыш-
цы тела в области жабр также может способство-
вать опорожнению околожаберных синусов.

Таким образом, очевидно, что система кровооб-
ращения миксин характеризуется децентрализаци-
ей сил, продвигающих кровь от сердца к жабрам и
жаберным мышцам, а также обеспечивающих цир-
куляцию в венозной части кровотока с помощью
вспомогательных “сердец” [14, 23].

Жаберное (системное) сердце миксин и “кальцие-
вый парадокс”. Отличительной особенностью кар-
диомиоцитов желудочка сердца миксин считают их
нечувствительность к изменениям внеклеточной
концентрации ионов Са2+ [29, 30], что при ише-
мии/реперфузии миокарда высших позвоночных
животных вызывает так называемый “кальциевый
парадокс” (перегрузку кардиомиоцитов ионами
Са2+ на этапе реперфузии, возникающую в резуль-
тате усиления входа Са2+ после периода снижения
его внеклеточной концентрации и тесно связан-
ную с нарушением Na+/Са2+ обмена). В частности,
проявление Ca2+-парадокса наглядно было проде-
монстрировано на изолированных полосках мио-
карда человека, полученных при операции на от-
крытом сердце [31]. Известно, что перегрузка кар-
диомиоцитов ионами Са2+ ведет к замедлению
процесса расслабления сердца (реперфузионная
контрактура), сопровождающемуся уменьшением
диастолического объема сердца и снижением сер-
дечного выброса. Патогенез подобной сократи-
тельной дисфункции связан не только с замедле-
нием релаксации кардиомиоцитов, но и с развити-
ем энергодефицита, который вызван тем, что
большая часть энергии, образующейся в митохон-
дриях, расходуется на аккумуляцию Са2+ во внут-
риклеточных депо.

Показано, что ишемия/реперфузия изолиро-
ванного сердца миксин не сопровождается разви-
тием “кальциевого парадокса”; данный факт сви-
детельствует о функциональной адаптации меха-
низмов, которые обеспечивают секвестрацию Са2+

и производство энергии [29]. Миксины отличают-
ся от большинства позвоночных практически “за-
крытыми” от внеклеточного Са2+ клетками мио-
карда [30], по-видимому, за счет особенностей
Са2+-каналов, которые практически не “отвечают”
на действие активаторов каналов [29]. Источника-
ми Са2+ для сокращения миоцитов служат внутри-
клеточные свободные и связанные в органеллах
ионы. Внеклеточный пул Са2+ “связывает” необы-
чайно толстый гликокаликс в непосредственной
близости к сарколемме (SL) кардиомиоцитов [17,
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30], что является важным компонентом защиты от
поступления внеклеточных ионов в клетки, в част-
ности, при внеклеточном ацидозе [30]. Данные ре-
зультаты указывают на некоторые уникальные ка-
чества SL кардиомиоцитов миксин, обладающей
экстраординарной буферной емкостью для Са2+

при сопутствующей ограниченной проницаемости
для данного катиона. Отсутствие “кальциевого па-
радокса” в сердце миксин может отражать некото-
рые критические свойства клеточной мембраны
миоцитов, которые, без сомнения, существенно
различаются между высшими и низшими позво-
ночными [30].

Хромаффинные клетки сердца миксин. В настоя-
щее время очень мало известно о механизмах
управления сердцем миксин. У высших позвоноч-
ных животных контроль сердечного ритма вклю-
чает симпатический (стимулирующий β-адренер-
гический) и парасимпатический (ингибирующий
холинергический) механизмы. Гормональный
контроль работы миокарда опосредуется катехо-
ламинами (КА: норадреналин, адреналин), вы-
свобождаемыми либо из ткани надпочечников, ли-
бо из других хромаффинных тканей. Миксины
считаются уникальными представителями позво-
ночных животных, у которых сердце полностью
лишено соответствующей иннервации (“aneural
heart”, аневральное сердце) [18, 25]. Показано, что
аневральное сердце миксин реагирует на введение
КА и обладает своим собственным запасом КА [8,
18, 22, 25].

При изучении сердец трех видов миксин Myxine
glutinosa, E. stoutii и E. cirrhatus в миокарде и адвен-
тиции брюшной аорты была выявлена популяция
КА-содержащих хромаффинных клеток [18], кото-
рые оказались гомологичны клеткам мозгового ве-
щества надпочечников млекопитающих [32]. Вме-
сте с тем при сравнении с млекопитающими (кро-
лики и собаки) концентрация КА в сердце миксин
оказалась в 50 раз выше [33]; причем доля адрена-
лина могла достигать 99%. Уровень адреналина яв-
ляется преобладающим в желудочке, в то время как
концентрация норадреналина достигает максиму-
ма в предсердии, портальном “сердце” миксин [11,
16, 34] и во втором по значимости “депо” КА – зад-
ней кардинальной вене [34]. Благодаря большей
массе тканей сердца и более высокой концентра-
ции адреналина в миокарде аккумулировано при-
мерно в три раза больше КА, чем в задней карди-
нальной вене [35]. Очевидно, что сердце миксин
действует как КА-высвобождающая железа, ока-
зывающая паракринное действие на клетки мио-
карда. В частности, было показано, что КА в боль-
ших количествах высвобождаются при острой ги-
поксии [34], причем гипоксемия определяет
значительное увеличение уровня норадреналина в
плазме при отсутствии изменений содержания ад-
реналина [35].

Соотношение секреции норадреналина и адре-
налина позволяет предположить, что у миксин, по-
добно другим позвоночным, эти медиаторы хра-
нятся в разных типах хромаффинных клеток [34].

Как известно, у большинства позвоночных жи-
вотных контроль высвобождения КА осуществля-
ется преганглионарными симпатическими волок-
нами [34, 36]. Миксины являются исключением из
этого общего правила, поскольку их основная КА-
содержащая ткань – хромаффинные клетки жабер-
ного (системного) сердца – не иннервируется [22].
Кроме того, инъекции ацетилхолина и М-холи-
ноблокатора атропина не оказывают заметного
влияния на ЧСС миксин, что свидетельствует об
отсутствии аппарата холинорецепторов в тканях
сердца [37]. Очевидно, что регуляция секреции КА
у этих примитивных позвоночных воплощается
исключительно посредством нехолинергических
механизмов [34].

В отсутствие внешней иннервации высвобожда-
емые хромаффинными клетками КА могут контро-
лировать сократительную активность кардиомио-
цитов и гладкомышечных клеток аорты [17, 18] пу-
тем связывания с их β-адренорецепторами [16].
Предполагается, что “рутинная” ЧСС (ЧСС покоя)
у миксин устанавливается посредством аутокрин-
ного адренергического тонического воздействия,
реализующегося в основных клетках-пейсмейке-
рах водителя сердечного ритма, которые у высших
животных располагаются в синоатриальном (SA)
узле (не идентифицированы у миксин) и задают ча-
стоту сокращений [11]. В пользу такого предполо-
жения свидетельствуют ингибирование сократи-
тельной активности миокарда и развитие бради-
кардии у E. stoutii и у M. glutinosa при истощении
запасов КА в сердце миксин в ответ на введение ре-
зерпина [20, 32].

К вопросу иннервации сердца миксин

Как упоминалось выше, миксин считают уни-
кальными представителями позвоночных живот-
ных, у которых сердце полностью лишено иннер-
вации (так называемое “аневральное сердце”) [18,
25].

Вместе с тем при окрашивании тканей кали-
форнийской миксины (E. stoutii) в непосредствен-
ной близости к жаберному (системному) сердцу
был обнаружен крупный нервный ствол, содержа-
щий крупные и мелкие миелинизированные во-
локна, а также располагающиеся в миокарде желу-
дочка клетки, которые были идентифицированы
как ганглионарные [33]. Ганглионарные клетки
выстраивались в цепочки по краю трабекул вблизи
основных просветов желудочка и предсердия. Кро-
ме того, внутри петель рыхлых сетей волокон мио-
карда распределялись одиночные, соединяющиеся
длинными отростками аналогичные клетки. Оче-
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видно, в пределах сердца миксин ганглионарные
клетки составляли единую, непрерывную систему.
Связанные с ганглионарными клетками нервные
волокна оказались сопоставимы с волокнами, ко-
торые находят в тканях эпикарда у основания серд-
ца и в межпредсердной перегородке высших позво-
ночных животных (включая человека). Считают,
что упомянутые нервные волокна могли относить-
ся к волокнам блуждающего нерва (n. vagus) [33], в
частности, его кишечной ветви, также проходящей
вблизи портального “сердца” [3].

Другая система крупных ганглионарных клеток
была связана с зернистыми аргирофильными во-
локнами и распределялась по внешнему краю аор-
ты и в тканях желудочка вдоль края эндокарда [33].
Ганглионарные клетки также присутствовали в
фиброзном эпикарде. Весь миокард был пронизан
сетью грубых и тонких аргирофильных волокон и
веточками фибрилл, сходной со сплетением; дан-
ные волокна имели определенное сходство с во-
локнами, отмечаемыми в сердце костистых рыб и
амфибий.

Приведенные анатомические детали противо-
речат утверждению, что сердце миксин аневраль-
но, т.е. не имеет иннервации [33]. Вместе с тем в от-
ношении жаберного (системного) сердца миксин
продолжают использовать термин “функциональ-
но аневральное” (functionally aneural) [38].

Интересно, что сердце эмбрионов млекопитаю-
щих проходит через аневральную стадию развития;
в частности, у эмбрионов крысы сердце начинает
сокращаться на 9-й день, однако волокна блужда-
ющего нерва устанавливают контроль над миокар-
дом только начиная после 21-го дня развития [39].
Кроме того, после хирургической трансплантации
сердце человека также является аневральным. Тем
не менее у миксин отсутствие выраженной иннер-
вации не препятствует эффективной модуляции
сердечного ритма.

Проводящая система сердца миксин

Скоординированное ритмическое сокращение
является фундаментальным принципом работы
сердца [10]. У высших позвоночных животных
клетки, задающие сердечный ритм (pacemaker cells,
пейсмейкерные клетки, клетки водителя сердечно-
го ритма), представляют собой узкоспециализиро-
ванные клетки миокарда, чья способность ритми-
чески деполяризоваться и инициировать возник-
новение потенциала действия (ПД) отвечает за
воспроизведение базовой ЧСС. Пейсмейкерные
клетки напрямую связаны друг с другом, а также с
соседними рабочими клетками миокарда с помо-
щью щелевых контактов, построенных коннекси-
нами (семейства трансмембранных белков, участ-
вующих в формировании щелевых контактов – Cx)
с различными проводящими свойствами. Основ-

ными коннексинами, экспрессируемыми в рабо-
чем миокарде, являются быстропроводящие Cx43
и Cx40. Напротив, пейсмейкерные клетки экспрес-
сируют медленно проводящие коннексины, Cx45 и
Cx32 [10]. Подобное распределение коннексинов
обеспечивает однонаправленное распространение
электрического сигнала от пейсмейкерных клеток
к “рабочим” клеткам миокарда. Способность гене-
рировать ПД без внешней стимуляции отличает
пейсмейкерные клетки от окружающих их “рабо-
чих” кардиомиоцитов. Их диастолический мем-
бранный потенциал не стабилен, постепенно депо-
ляризуется до порога, с которого запускается но-
вый ПД. Кроме того, пейсмейкерные клетки также
имеют еще одну важную особенность – они не
имеют независимого от времени фонового калие-
вого тока (фоновый калиевый ток входящего вы-
прямления, IK+), который присутствует в желудоч-
ковых клетках. Такая особенность сообщает пей-
смейкерной клетке высокий входной импеданс,
что свидетельствует о значительном влиянии ма-
лых токов на фоновую электрическую активность.
Одним из наиболее важных малых токов является
активируемый гиперполяризацией входящий ток
(If), который является своего рода мишенью при
адренергической и холинергической модуляции
сердечного ритма. Структура доминирующего во-
дителя ритма (dominant pacemaker) позвоночных и
некоторых беспозвоночных животных обычно рас-
полагается между синусом и предсердием (синоат-
риальный узел, SA-узел) [10, 40].

Несмотря на значение миксин для воспроизве-
дения целостной эволюционной картины, инфор-
мация о сердечном ритмогенерирующем механиз-
ме миксин крайне ограничена [11, 41].

В ЭКГ миксин выделяют отчетливую волну ак-
тивации мышечных волокон SV с последующей за-
держкой перед активацией предсердия (P-зубец)
[40]. SA-узел не был идентифицирован ни у одного
из видов миксин; вместе с тем анализ ЭКГ E. cirrha-
tus наводит на предположение о его наличии, по-
скольку присутствующая на ЭКГ V-волна соответ-
ствует сокращению SV, предшествующему связан-
ному с сокращением миокарда предсердия Р-зубцу
[25, 28]. Одновременно у нескольких видов миксин
во всех компартментах сердца регистрировались
характерные для пейсмейкерных структур ПД и
медленная спонтанная диастолическая деполяри-
зация кардиомиоцитов [42]. Несмотря на тот факт,
что миксины обладают ЭКГ, сопоставимой с выс-
шими позвоночными животными, электрическая
проводимость в пределах сердца миксин характе-
ризуется меньшей скоростью, что, по-видимому,
является свидетельством отсутствия скоординиро-
ванной проводящей системы сердца и плохого
межклеточного сопряжения внутри такой потен-
циальной системы [43].
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Механизм генерации сердечного ритма высших
позвоночных описывают две взаимодополняющие
гипотезы [10], которые связывают возникающие и
распространяющиеся в миокарде электрические
процессы с экспрессией управляемых циклически-
ми нуклеотидами гиперполяризационно-активи-
руемых каналов HCN (hyperpolarization-activated cy-
clic nucleotide-activated channels, HCN; неселектив-
ные лиганд-зависимые катионные каналы). HCN-
каналы принадлежат к суперсемейству потенциал-
зависимых калиевых каналов (Kv) и каналов,
управляемых циклическими нуклеотидами, кото-
рые являются специфическими для пейсмейкер-
ных клеток. Известно, что HCN-каналы активиру-
ются при гиперполяризации мембраны, в то время
как обычно ионные каналы активируются при де-
поляризации. Функцией данных каналов является
обеспечение ионных Na+/K+ токов (“a funny cur-
rent”, If); результирующий ток через HCN-каналы
имеет входящее направление и натриевую приро-
ду, в то время как ионы К+ при таких значениях по-
тенциала будут выходить из клетки. Кроме того,
HCN-каналы также связывают с осцилляциями
высвобождения ионов Ca2+ из SR (Ca2+-часы, Ca2+-
clock). Предполагают [25, 44], что существенная
роль в инициации сердцебиений отводится имен-
но HCN-каналам (мембранные часы). За свою вы-
сокую специфичность и участие в генерации рит-
мической активности миокарда HCN-каналы ино-
гда называют “каналами-водителями ритма”.
Различное соотношение экспрессии HCN-каналов
vs. тетродоксин-чувствительных потенциал-управ-
ляемых Na+ каналов (voltage-gated Na+ channels
(Nav), вероятно TTX-sensitive inactivation-resistant
Na+ channels, NaTTX), существенная роль ионных
токов, создаваемых NaTTX-каналами (INaTTX) в рас-
пространении волны возбуждения от предсердия к
желудочку являются гипотетическими механизма-
ми контроля последовательного распространения
возбуждения, присутствующими во всех камерах
сердца миксин [25].

В сердце миксин были идентифицированы
шесть изоформ гена HCN – HCN2a, HCN2b,
HCN3a, HCN3b, HCN3c и HCN4, что отличает
миксин от млекопитающих, экспрессирующих
только четыре изоформы HCN (HCN1- HCN4)
[25]. В отличие от преобладающего в сердце млеко-
питающих гена HCN4 [45], HCN3a является ос-
новной изоформой, экспрессируемой в предсер-
дии и желудочке миксин [44]. Кроме того, оказа-
лось, что у миксин ген HCN3b существует в виде
двух паралогов (копий генов) – HCN3bi и HCN3bii
[44]. Филогенетический анализ показал, что
HCN3b и HCN3c являются генами “прародителя”
(ancestor), за которыми появились формы HCN3a,
HCN4 и HCN2.

По-видимому, для обеспечения синхронизации
сокращения миокарда миксин необходим более

высокий уровень экспрессии мРНК HCN-каналов
в предсердии для всех изоформ (кроме сходной
экспрессии для HCN3b), что позволяет укоротить
время развития ПД клеток-пейсмейкеров предсер-
дия по сравнению с желудочком [44]. Для сравне-
ния у млекопитающих экспрессия гена HCN на
единицу массы в предсердии и особенно в SA-узле
намного выше, чем в желудочках [45, 46]. Таким
образом, более высокая экспрессия HCN-каналов
в предсердии обеспечивает большую плотность
входящих токов (If) и более быструю деполяриза-
цию до порогового потенциала между ПД, которые
обеспечивают его сокращение, предшествующее
сокращению желудочка. У миксин экспрессия 4 из
5 изоформ была примерно в два раза выше в пред-
сердии vs. желудочек [44]. Предполагается, что воз-
буждение и, следовательно, синхронность сокра-
щения камер сердца миксин контролируется в ос-
новном плотностью распределения канала HCN3a,
а не вариабельностью экспрессии специфических
изоформ HCN-каналов. По-видимому, регулируе-
мая плотность распределения каналов HCN по
всему миокарду может быть предшественником
проводящей системы сердца, характерной для
сердца высших позвоночных [25]. Наличие HCN2,
HCN3 и HCN4 в сердце миксин предполагает их
присутствие до дивергенции Myxiniformes и позво-
ночных и особую значимость в формировании сер-
дечной активности в момент возникновения ка-
мерного миогенного сердца.

Известно, что сердце миксин находится под то-
ническим паракринным β-адренергическим воз-
действием, источником которого являются запасы
КА в миокарде [47]. Механизмы гормонального
контроля миокарда КА-ми реализуются путем их
взаимодействия с HCN-каналами при прямом уча-
стии цАМФ, вызывающей конформационные из-
менения белков канала, что позволяет осуществ-
лять тоническую регуляцию формирования ЧСС.
Синтез цАМФ осуществляется с помощью (транс-
мембранной и растворимой) аденилатциклазы из
АТФ. цАМФ может воздействовать на проводи-
мость HCN-каналов и влиять на ЧСС путем пря-
мого связывания с HCN-каналами, а также высту-
пать модулятором циклических изменений внут-
риклеточной [Ca2+], запуская механизм Ca2+-
часов. При присоединении цАМФ к HCN-каналам
происходит их открытие, сопровождающееся уве-
личением ЧСС. При нормоксии КА не оказывают
выраженного действия на ЧСС миксин [25, 37].
При снижении РО2 стимуляция β-адренорецепто-
ров инактивирует трансмембранную форму адени-
латциклазы (tmAC), обспечивающую синтез
цАМФ; в упомянутых условиях открытие HCN-ка-
налов минимально.

Аноксия сопровождается утратой тонического
КА-ергического контроля сокращений миокарда,
связанного с аппаратом β-адренорецепторов, что
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приводит к практически 2-кратному уменьшению
ЧСС миксин. В пост-аноксический период при
восстановлении сердечной функции для стиму-
ляции сердечного ритма задействуется другой
механизм “подачи” цАМФ, который связан с
растворимой формой аденилатциклазы (sAC)
[25]. sAC отличается от tmAC тем, что активиру-
ется бикарбонат-ионами ( ), а не КА. При
аноксии концентрация  в плазме и внутри
клеток обусловлена отсутствием продукции CO2
вследствие перехода энергетического метаболиз-
ма к анаэробному гликолизу и развитию метаболи-
ческого ацидоза [26]. При восстановлении орга-
низма после аноксии потребление O2 быстро уве-
личивается [26], что способствует активной
выработке CO2 и повышению содержания .
Исходя из предположения, что sAC действует как
метаболический датчик изменений концентрации
CO2/ , сердце миксин может достаточно
быстро регулировать свою ЧСС при отсутствии ин-
нервации сердца [25].

После возврата к нормоксии ЧСС миксин мо-
жет увеличиваться в четыре раза по сравнению с
аноксией и существенно превышать исходные,
нормоксические показатели [26] благодаря комби-
нации продукции цАМФ с помощью sAC и восста-
новленной продукции цАМФ посредством tmAC
[25]. Как следствие, в течение 1.5 ч после аноксии
ЧСС может практически удвоиться по сравнению с
обычной ЧСС и увеличиться в четыре раза по срав-
нению с ЧСС при аноксии без какого-либо кон-
троля со стороны нервной системы.

Таким образом, независимо от каких-либо дис-
куссий о филогенетическом положении, с точки
зрения анатомии и физиологии сердца, миксины,
по-видимому, являются более примитивными жи-
вотными, чем миноги [2, 11, 19].

ОСОБЕННОСТИ АНАТОМИИ 
И ФИЗИОЛОГИИ СЕРДЦА МИНОГ

Особенности строения сердца миног
Миноги (Petromyzontidae) являются обладателя-

ми рудиментарных позвонков, что оставляет отк-
рытым вопрос об их принадлежности к настоящим
позвоночным животным. Тем не менее особенно-
сти строения двухкамерного петлевого сердца поз-
воляют разместить миног на эволюционной лест-
нице рядом с известными классами рыб (Хряще-
выми и Костистыми) [48].

У миног описаны “централизация” кровотока и
отсутствие вспомогательных “сердец” [3, 19]. Рас-
полагающееся позади последней пары жаберных
мешков жаберное (системное) сердце миног не-
обычайно велико по меркам позвоночных живот-
ных [11, 49]. По разным сообщениям сердечный

−
3HCO

−
3HCO

−
3HCO

−
3HCO

индекс миног составляет от 0.59% [49] до 0.25–
0.41% при относительной массе желудочка около
0.07% у Lampetra planeri [11]. Относительные разме-
ры сердца речной миноги (Lampetra fluviatilis) в
3 раза превышают таковые костистых рыб (0.3 и
0.1% соответственно) [50]. Большую массу сердца
миног связывают с большим размером его миоци-
тов.

Размеры кардиомиоцитов желудочка миноги
составляют 65–75% размера миоцитов млекопита-
ющих и примерно на порядок больше, чем кардио-
миоциты костистых рыб. Аналогично сердцу мик-
син кардиомиоциты миног содержат четко ориен-
тированные миофибриллы, разветвленный SR и
соединяются десмосомами [32]. Вместе с тем, чер-
той, объединяющей кардиомиоциты миноги и ко-
стистых рыб, является расположение миофибрилл
на периферии клеток [50].

Как упоминалось выше, сердце миног состоит
из тонкостенного предсердия, лежащего в левой
части околосердечной сумки, и более плотного
толстостенного желудочка; обширный мешковид-
ный SV и камеры сердца полностью окружены хря-
щевой капсулой перикарда [22], что может исполь-
зоваться для создания отрицательного и положи-
тельного давления “прокачивания”. У миног
предсердие и желудочек сохраняют боковое про-
странственное отношение [1]; положение SV относи-
тельно предсердия сходно с тем, которое наблюдает-
ся у миксин. Стенки желудочка построены губчатым
миокардом без коронарного кровоснабжения. Отток
крови из желудочка контролируется двумя полулун-
ными клапанами [2, 11]. Вне пределов перикарда
OFT имеет вид расширения, переходящего в брюш-
ную аорту. Стенка брюшной аорты построена глад-
комышечными клетками с большим количеством
коллагеновых волокон и заметно толще, чем у мик-
син, что, по-видимому, сопряжено с более высо-
ким давлением в кровеносной системе миног [49,
51].

Уникальной особенностью миног являются
располагающиеся вблизи сердца внутриартериаль-
ные “подушки”, которые представляет собой силь-
но ограничивающие просвет брюшной аорты обра-
зования из рыхлой соединительной ткани [1, 3, 51].
Функция этих соединительнотканных “подушек”
не известна; предполагают, что они могут способ-
ствовать созданию турбулентного тока крови для
ограничения оседания эритроцитов либо участво-
вать в регуляции просвета сосуда (вазоконстрик-
ция) [51]. Наличие двух “подушек” в качестве
сфинктеров над артериальными клапанами остает-
ся отличительной чертой кровеносной системы
миног [1].

ЧСС у миног значительно выше, чем у миксин
[11, 22] и составляет 33–50 ударов/мин у Lampetra
fluviatilis [52] и 23–37 ударов/мин у Geotria australis
[53].



112

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 2  2021

КОЛЕСНИКОВА

Среднее давление в брюшной аорте у Ento-
sphenus tridentatus составляет от 2.5 до 4.4 кПа (от
18.75 до 30 мм рт.ст.), пульсовое давление (разница
между систолическим и диастолическим давлени-
ем) обычно колеблется в пределах менее 1.2 кПа
(9 мм рт.ст.) [54]. Приведенный факт означает, что
сердце миноги может генерировать артериальное
давление в два-четыре раза выше, чем сердце мик-
син, с учетом большей (в 2–6 раз) сердечной мас-
сы. Вместе с тем удельная выходная мощность
миокарда миног существенно ниже, чем у кости-
стых рыб [11].

Миноги обладают полностью замкнутой систе-
мой кровообращения. Объем крови миног велик
по стандартам позвоночных животных и составля-
ет порядка 8% массы тела [46]; вместе с тем он при-
мерно вдвое меньше, чем у миксин.

Хромаффинные клетки сердца миног

Сердце миног также содержит хромаффинные
клетки в стенках предсердия и желудочка [55]. Хро-
маффинные клетки распределяются между клетка-
ми миокарда таким образом, что они не “открыва-
ются” ни в полость перикарда, ни в полость сердца;
кроме того, их находят в эндокарде и в перикарде.
По-видимому, разрозненные хромаффинные
клетки образуют “внутреннюю” систему контроля
циркуляторной функции [56]. В ответ на приноси-
мые с током крови стимулы скопления “адренали-
новых” хромаффинных клеток сердца высвобож-
дают вырабатываемый ими адреналин; в свою оче-
редь, адреналин стимулирует высвобождение
норадреналина. Главной мишенью норадреналина
является миокард, также, возможно, норадреналин
способствует высвобождению дофамина. Предпо-
лагают [57], что за счет скоплений хромаффинных
клеток жаберное (системное) сердце миног может
также осуществлять эндокринную функцию. Соот-
ношение содержания адреналина к норадреналину
варьируется в тканях сердца: адреналин преоблада-
ет в желудочке и предсердии, норадреналин доми-
нирует в SV [11]. За счет КА-содержащих гранул
хромаффинные клетки, располагающиеся подобно
цепи ганглионарных клеток по всем трем отделам
сердца и, в меньшей степени в яремной вене, со-
ставляют некое подобие адренергических нервных
волокон [22].

Поскольку характер распределения и форма от-
дельных хромаффинных клеток сердца миног ана-
логичны ганглионарным клеткам, преполагают
[22], что они могут быть идентичны ганглионар-
ным клеткам малого типа, которые также демон-
стрируют специфическое окрашивание солями
хрома. Упомянутый пул хромаффинных клеток
располагается преимущественно вдоль внутренней
поверхности полостей сердца. Если такое предпо-
ложение справедливо, то в отличие от миксин

сердце Petromyzonidae обладает нервными элемен-
тами в виде ганглионарных клеток [22].

Ганглионарные клетки в сердце миног
В сердце миног встречаются два типа ганглио-

нарных клеток – крупные и малые. Средний раз-
мер клеток крупного типа обычно составляет 13–
14 мкм, в то время как клетки малого типа достига-
ют размера около 5–7 (иногда до 9) мкм [22].

В предсердии и желудочке ганглионарные клет-
ки группируются и образуют цепи вдоль мышеч-
ных пучков. Отдельные цепочки ганглионарных
клеток распределяются вдоль поверхностей основ-
ных, центральных полостей желудочка и предсер-
дия; в периферических рыхлых сетях пучков мио-
карда встречаются одиночные клетки, которые со-
единяются друг с другом длинными отростками.
Ганглионарные клетки в стенках SV, их клеточные
цепи внутри предсердия, в атриовентрикулярном
локусе и желудочке соединены между собой. В ат-
риовентрикулярном локусе ганглионарные клетки
присутствуют даже в соединительной ткани у осно-
вания клапанов, а также на поверхностях клапа-
нов. Отмечают [22], что система ганглионарных
клеток образует некий континуум в границах серд-
ца. Кроме того, сеть ганглионарных клеток сердца
миног также находится в контакте с ганглионарны-
ми клетками Кювьеровых протоков, вероятно, от-
носящихся к симпатической нервной системе.

Иннервация и особенности 
нервной регуляции сердца миног

Миноги считаются первыми позвоночными
животными, у которых появляется иннервация
сердца в виде n. vagus [47]. Автономный контроль
работы сердца миног отличается от типичного пат-
терна регуляции сердечной функции высших по-
звоночных целым рядом особенностей. Так, серд-
це миног осуществляет свою функцию при полном
отсутствии симпатического адренергического кон-
троля. Симпатические цепи полностью отсутству-
ют, хотя рассеянные кластеры нейронов встреча-
ются вдоль кардинальных вен в брюшной полости
миног [58]. Несмотря на тот факт, что сердце миног
лишено контроля со стороны симпатической нерв-
ной системы, эндотелиальная поверхность мио-
карда содержит хромаффинные клетки, которые
могут высвобождать оказывающие влияние на со-
кращение кардиомиоцитов адреналин и норадре-
налин [22]. В отсутствие симпатической иннерва-
ции сердце миног демонстрирует положительные
инотропный и хронотропный ответы на β-адре-
нергическую стимуляцию [22].

Холинергический n. vagus, проходящий вдоль
срединной яремной вены, осуществляет иннер-
вацию стенки SV [22]. Показано, что стимуля-
ция n. vagus активирует работу сердца миног че-
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рез аппарат никотиновых рецепторов, состав-
ляя уникальную особенность сердца миног;
обычно у позвоночных стимуляция n. vagus вы-
зывает брадикардию, опосредуемую мускарино-
выми рецепторами.

Проводящая система сердца миног

В настоящее время механизмы генерации
сердечного ритма миног остаются практически
не известны. Ультраструктурно сердечная мыш-
ца миноги сходна с таковой у других позвоноч-
ных [59]. Существует мнение, что миноги лише-
ны собственного водителя ритма (т.е. обладают
“нейрогенным сердцем”, требующим приложения
внешнего воздействия для генерации сокращений)
[48]. Вместе с тем, опираясь на опыты Д. Йенсена,
[60] К. Ровайнен [59] пришел к заключению о су-
ществовании собственного, встроенного водителя
ритма в сердце миног (“миогенное сердце”). Пред-
полагается, что у миног механизм, задающий сер-
дечный ритм, может быть подобен механизму,
описанному для аневрального сердца миксин [60];
такое предположение важно с точки зрения фило-
генетического становления ритмогенерирующей
ткани сердца. Вместе с тем существует вероятность
того, что механизмы, отвечающие за воспроизведе-
ние сердечных сокращений, в двух группах Cyclos-
tomata развивались независимыми путями. Одно-
временно чувствительная к изменениям кровяного
давления часть механизма, регулирующего сердеч-
ные сокращения в миокарде желудочка морской
миноги (Petromyzon marinus), обладает определен-
ным сходством с таковой у представителя кости-
стых рыб, радужной форели (Salmo gairdnery) [60].

Участие сакрполазматического ретикулума, Са2+ 
и рианодиновых рецепторов в регуляции 

сократительной активности миокарда миног

SR кардиомиоцитов, играющий важную роль в
управлении потоками ионов Са2+, у миног чрезвы-
чайно развит [50]. Данный факт может свидетель-
ствовать о том, что у общего предка всех позвоноч-
ных сопряжение между возбуждением и сокраще-
нием сердца (excitation-contraction coupling, e-c-
coupling) могло довольно сильно зависеть от запа-
сов Ca2+ в саркоплазматической сети.

Известно, что каждое сердцебиение иницииру-
ется электрическим возбуждением SL кардиомио-
цитов в форме ПД [50]. Возбуждение сопрягается с
сокращением миоцита через кратковременное по-
вышение внутриклеточной концентрации свобод-
ных ионов Ca2+, величина которой отражает сте-
пень активации миоцита. Поступление Ca2+ из
внеклеточного пространства действует как триггер
для дальнейшего высвобождения ионов из внутри-
клеточных депо в SR через механизм Ca2+-индуци-

рованного высвобождения (CICR) либо, если ко-
личество Ca2+ достаточно велико, то этот пул
ионов может непосредственно активировать со-
кращение кардиомиоцита [50].

Было установлено, что SR сердца миноги обла-
дает очень существенными запасами Ca2+ [50]. Ко-
личество высвобождаемого под действием кофеи-
на депонированного в SR Ca2+ оказалось примерно
в два раза больше депонированного SR Ca2+ в кар-
диомиоцитах млекопитающих, однако меньше за-
пасов Ca2+ в клетках форели [61, 62]. У млекопита-
ющих большая часть содержащегося в SR Ca2+ (50–
70%) высвобождается при каждом сердцебиении,
что требует эффективных циклических переходов
Ca2+ между цитозолем и SR от сокращения к сокра-
щению миокарда. Было установлено, что в сердце
миноги потребности в Ca2+ для активации миофи-
ламентов совпадают с таковыми в сердце млекопи-
тающих; однако, в отличие от млекопитающих за-
пасы SR Ca2+ у миноги таковы, что их хватило бы
для 2–3 сокращений [50].

Высвобождение ионов Ca2+ из SR происходит
через рианодиновые рецепторы (RyR) – встроен-
ные в мембраны SR Са2+-каналы (рианодин-чув-
ствительные каналы). Ионы Ca2+ связываются с
RyR, активируя их, что в свою очередь сопровож-
дается увеличением внутриклеточной [Ca2+]. Чис-
ло RyR необычайно высоко в сердце миноги [50]: в
желудочке экспрессия RyR достигает практически
68% от их количества у крысы и аналогично экс-
прессируемому количеству в желудочке налима
(Lota lota) [63].

Показано, что характер электрической активно-
сти сердца (форма зубцов ЭКГ) у Lampetra fluviatilis
сходен с ЭКГ миксины E. cirrhatus [28, 64]. Вместе
с тем ЧСС миног оказалось значительно выше
ЧСС миксин [11, 22]; в частности, ЧСС L. fluvialis
составляет порядка 34–50 ударов/мин [65]. Следо-
вательно, можно предположить, что особенности
e–c-сопряжения миног, нуждающихся в эффек-
тивной системе кровообращения для отлова своей
добычи по сравнению со слабоактивными, питаю-
щимися падалью миксинами, обеспечивают отно-
сительно высокий сердечный выброс [11]. Подоб-
ное предположение может объяснить, почему у
миксин отсутствуют признаки, которые характер-
ны для более мощного сердца миног (в виде боль-
шего размера сердца, существенной зависимости
сокращений от запасов SR Ca2+). Возможно, что
физиологические особенности e-c-сопряжения
миног воспроизводят процессы, сопровождавшие
сокращения миокарда общего предка всех позво-
ночных, однако впоследствии миксины утратили
такие специфические качества [66].



114

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 2  2021

КОЛЕСНИКОВА

Адренергическая и холинергическая регуляция 
входящих кальциевых токов в сердце миног

Определенный интерес представляет адренер-
гическая и холинергическая регуляция входящих
кальциевых токов (ICa2+) миокарда миноги. Инду-
цированное β-адреномиметиком изопреналином
увеличение ICa2+ удостоверяет, что, несмотря на
отсутствие адренергической иннервации, β-адре-
нергические рецепторы присутствуют на кардио-
миоцитах желудочка и они связаны с SL Ca2+-кана-
лами. С другой стороны, нечувствительность ICa2+

к ацетилхолину показывает, что холинергическая
стимуляция сердца миноги не опосредована SL
ICa2+. В совокупности эти результаты соответству-
ют предположению, что ацетилхолин косвенно мо-
жет стимулировать сократимость миокарда миног,
содействуя высвобождению КА из хромаффинных
клеток [22]. В свою очередь, высвободившиеся под
действием ацетилхолина КА связываются с β-адре-
норецепторами миоцитов сердца и таким образом
увеличивают ICa2+ [64].

ОСОБЕННОСТИ АНАТОМИИ 
И ФИЗИОЛОГИИ СЕРДЦА КОСТИСТЫХ РЫБ

Особенности строения сердца костистых рыб

Сердце костистых рыб располагается вблизи
жаберного аппарата в небольшой околосердечной
полости и заключено в перикардиальный мешок
(перикардиальную мембрану). Сердце состоит
только из двух камер – предсердия и желудочка
(двухкамерное сердце), хотя в анатомической тра-
диции различают четыре исходных сегмента серд-
ца в виде SV, предсердия, желудочка и луковицы
аорты (bulbus arteriosus). Все отделы сердца рыб рас-
полагаются S-образно.

Главным компонентом стенки SV является со-
единительная ткань, соседствующая с эндотелием
и эпикардом; кроме того, стенка SV оснащена ва-
рьирующим между видами количеством мышеч-
ных элементов – от сплошного мышечного слоя до
полного его отсутствия [67, 68], что определяет сла-
бую сократимость SV. Объем SV также существен-
но различается между видами; у некоторых видов
рыб объем SV может быть равен объему предсердия
[68]. Функциональная роль SV связана с инициа-
цией и контролем сердечных сокращений, по-
скольку является местом расположения специали-
зированных клеток в синоатриальной области [69]
либо в месте соединения SV и Кювьеровых прото-
ков [70]. Клапаны между SV и Кювьеровыми про-
токами, которые могли бы предотвратить ретро-
градный кровоток, отсутствуют [68].

Предсердие имеет вид мышечной камеры не-
правильной формы с тонкой трабекулированной
стенкой [70]. Масса предсердия составляет при-
близительно 8–25% массы желудочка и 0.01–0.03%

массы тела рыб. В отличие от млекопитающих у
рыб объем предсердия приблизительно равен объ-
ему его желудочка [70, 71].

У костистых рыб на границе предсердия и желу-
дочка мышечные волокна образуют кольцо ком-
пактного миокарда, образованного за счет аккре-
ции слоев мышечных пучков независимо от нали-
чия компактного слоя [72]. Более плотный,
кольцеобразный AV-сегмент миокарда поддержи-
вает клапаны и устанавливает структурные и функ-
циональные связи между предсердием и желудоч-
ком; AV-сегмент иногда выделяют в отдельную
часть сердца.

Клапан на границе предсердия и желудочка
обычно состоит из двух листочков (двустворчатый
клапан), которые содержат сгруппированные в
плотное ядро многочисленные клетки с большим
количеством соединительной ткани, коллагена и
эластина [72]. Листочки прикрепляются к тканям,
обрамляющим синоатриальное отверстие, и высту-
пают в полость предсердия. Края листочков могут
быть полностью свободными или прикрепляться к
трабекулам предсердий. Клапан между камерами
сердца может также отсутствовать [1].

Желудочек сердца рыб обеспечивает сердечный
выброс и генерирует высокое давление крови.
Масса желудочка может достигать 60–80% от об-
щей массы сердца, а относительная масса желудоч-
ка варьирует от 0.035 до 0.38% [70]. Клетки желу-
дочка содержат больше миофиламентов и мито-
хондрий, чем клетки предсердия, и имеют много
пузырьков диаметром 0.1–0.3 мкм, функция и со-
держимое которых не установлены [73].

По сравнению с предсердием желудочек отли-
чается относительным разнообразием массы,
морфологии, гистологии и васкуляризации, что
заставляет говорить об отсутствии “типичной
формы” сердца рыб [70]. Форма желудочка пред-
ставлена тремя различными разновидностями –
трубчатой, мешкообразной  и пирамидальной [74].
Разные формы желудочка связаны с двумя струк-
турно различными типами организации миокарда
[75] – губчатого (трабекулярного) и компактного.
Мышечные волокна губчатого (трабекулярного)
миокарда имеют продольную, поперечную и на-
клонную ориентацию таким образом, чтобы
уменьшить сопротивление ткани при заполнении
и растяжении желудочка. Между пучками волокон
губчатого миокарда наблюдаются многочисленные
щелевидные пространства (лакуны), выстланные
эндотелием, которые сообщаются между собой и с
главной полостью (просветом) желудочка. Spongio-
sa составляет большую часть массы ткани желудоч-
ка; такая организация миокарда позволяет каждой
отдельной лакуне функционировать по принципу
“много маленьких сердец” в границах “большого”
желудочка [79]. Компактная часть миокарда вклю-
чает кортикальный слой – эпикард и субэпикард,
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обеспечивает механические качества миокарда и
способность выдерживать высокое давление кро-
ви. Смешанная разновидность миокарда характе-
ризуется наличием кортикального слоя перемен-
ной толщины, наружного компактного и внутрен-
него губчатого слоев, в котором компактный слой
получает оксигенированную кровь из коронарных
сосудов [76].

У костистых рыб желудочки формируются пре-
имущественно губчатым (трабекулярным) мио-
кардом либо наружный слой губчатого миокарда
соседствует с компактной разновидностью мио-
карда, представленного слоем более плотно упа-
кованных кардиомиоцитов. Степень выраженно-
сти (толщина) компактного слоя миокарда сердеч-
ной камеры в значительной мере отражает его
рабочий потенциал [77].

У костистых рыб существует достаточно тесная
взаимосвязь между двигательной активностью, ар-
хитектурой миокарда и типом кровоснабжения же-
лудочка. Так, малоподвижные виды обладают
мешкообразными или трубчатыми желудочками,
состоящими из трабекулярного миокарда и содер-
жащими лакунарные венозные цепи [75, 76]. В
свою очередь, физически активные, подвижные
виды рыб “оснащены” большими желудочками
пирамидальной формы с миоархитектурой сме-
шанного типа, дополненной хорошо развитым ко-
ронарным кровоснабжением, которое поддержи-
вает высокий метаболический запрос миокарда
[75].

С учетом разнообразия вариантов организации
миокарда желудочков была создана классифика-
ция сердец костистых рыб [76, 77], которая базиру-
ется на наличии/отсутствии компактного слоя, от-
носительной его толщине и степени васкуляриза-
ции миокарда, что позволило выделить четыре
основные морфологические категории (типы).
Сердца I типа имеют полностью трабекулирован-
ные желудочки без компактного слоя, вместе с тем
разделяясь еще на несколько разновидностей (под-
типов). Большинство рыб обладают сердцем
Iа подтипа, в котором венозная кровь, содержаща-
яся в просвете камеры и внутритрабекулярных
пространствах желудочка (просветная кровь),
обеспечивает единственный вариант кровоснабже-
ния миокарда (отсюда термины венозное, лакунар-
ное или аваскулированное сердце; например, Ba-
listes carolinensis) [70]. Сердца подтипов Ib и Ic ха-
рактеризуются наличием поверхностной коронар-
ной артерии, однако распределение ее русла огра-
ничено либо эпикардом (подтип Ib, например,
Pleuronectes platessa) либо непосредственно связа-
но с внутритрабекулярными пространствами
(подтип Ic, лишенные гемоглобина антарктиче-
ские ледяные рыбы семейства Channichthyidae,
Nothotenia angustata).

Желудочки остальных типов строения оснаще-
ны внешним компактным и внутренним трабеку-
лярным слоями. Сердца типа II обладают капилля-
рами компактного слоя, отходящими от коронар-
ных сосудов, которые отсутствуют в губчатой части
миокарда (лососевые, Oncorhynchus nerka); желу-
дочки типа III уже имеют сосуды не только в ком-
пактном слое, но и губчатой части миокарда (Elas-
mobranchii). Желудочки типа IV отличаются от же-
лудочков типа III тем, что значительная часть их
массы образована компактным миокардом (более
30%). Большинство костистых рыб, которые обла-
дают компактным слоем миокарда, имеет желудоч-
ки типа II; активно передвигающиеся виды рыб яв-
ляются обладателями желудочков типа IV (Thunni-
ni, Katsuwonus pelamis).

Таким образом, типичное сердце рыб (“веноз-
ное сердце”) (рис. 1, [79, 80]) построено из губчато-
го (трабекулированного) миокарда, снабжается ве-
нозной кровью из межтрабекулярных пространств
(трабекулярных полостей, лакун) [76], которые, в
свою очередь, заполняются кровью из желудочка
через сосуды Тебезия (Тебезиевы сосуды). В клас-
сическом варианте у рыб отсутствует коронарное
кровообращение. При усложнении архитектуры
сердца губчатая часть миокарда обеспечивается ве-
нозной кровью из трабекулярных лакун, а ком-
пактный слой получает артериальную кровь по ги-
побронхиальным артериям второй пары жаберных
дуг.

По сравнению с сердцем гомойотермных жи-
вотных (птиц, млекопитающих), сердце рыб обыч-
но функционирует как область низкого давления,
сталкиваясь с относительно низкими и перемен-
ными уровнями парциального давления кислорода
(PO2) [70, 78]. Среди позвоночных животных ко-
стистые рыбы демонстрируют самые высокие меж-
видовые различия не только в мио-ангио-архитек-
туре, но и в паттернах морфодинамических меха-
нических характеристик сердца [70, 78].

Луковица аорты имеет вид камеры грушевидной
формы белого цвета и представляет собой расши-
ренную часть брюшной аорты, которая состоит из
гладкой мускулатуры, не имеет клапанов и функ-
ционирует как конденсатор, поддерживая непре-
рывный кровоток в направлении жаберных дуг.
Эволюция четвертого отдела сердца, вероятно,
связана с необходимостью демпфирования систо-
лических колебаний кровяного давления и крово-
тока до того, как они достигнут капилляров жабер-
ных ламелл.

Хромаффинные клетки рыб

У костистых рыб хромаффинные клетки содер-
жатся преимущественно в стенках задних карди-
нальных вен, а также разбросаны в ткани передней
(головной) почки [35]. Хромаффинные клетки по-
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лучают иннервацию преганглионарными холинер-
гическими волокнами симпатической нервной си-
стемы [81]. У атлантической трески (Gadus morhua)
электрическая стимуляция этих волокон [81], либо
искусственное введение ацетилхолина [82] вызы-
вает высвобождение КА. Следовательно, преобла-
дающим механизмом мобилизации КА при стрессе
in vivo является стимуляция хромаффинных клеток
нервными волокнами [36]. Кроме того, вполне ве-
роятно, что изменения в химическом составе кро-
ви, включая содержание кислорода [82], могут не-
посредственно вызывать высвобождение КА из
хромаффинных клеток.

Вероятно, роль циркулирующих в крови КА в
регуляции сердечно-сосудистой функции имеет
меньшую значимость у костистых рыб [83] за счет
развитой иннервации сосудов и сердечной ткани
адренергическими вегетативными нервными во-
локнами.

Иннервация сердца рыб

Волокна, иннервирующие сердце костистых
рыб, относятся к вегетативной нервной системе и
имеют двойное происхождение – спинномозговые
(симпатические) и ветви черепно-мозговых (кра-
ниальных, парасимпатических) нервов [1]. Крани-
альные волокна достигают сердца в составе парных
сердечных ветвей n. vagus, тогда как симпатические
волокна подходят к миокарду, присоединяясь к во-
локнам блуждающего нерва (отсюда термин “ваго-
симпатические стволы”), либо идут в составе неза-
висимых спинномозговых нервов [84]. Костистые
рыбы являются первыми позвоночными, у кото-
рых симпатическая иннервация сердца осуществ-
ляется “вагосимпатическими стволами”. Подоб-
ный двойной контроль со стороны вегетативной
нервной системы повышает адаптивные возмож-
ности сердца костистых рыб к меняющимся усло-
виям водной среды. Костистых рыб можно считать
самой ранней группой позвоночных, обладающих

как симпатическим, так и парасимпатическим
контролем над сердцем. Блуждающий нерв реали-
зует свой эффект в сердце костистых рыб через му-
скариновые холинорецепторы и вызывает тормоз-
ную реакцию, что проявляется в уменьшении ЧСС.
В свою очередь изменение ингибирующего тони-
ческого воздействия n. vagus, обусловленные ак-
тивностью преганглионарных нейронов сердца
продолговатого мозга, являются преобладающими
факторами, обеспечивающими у рыб кардиоре-
спираторное взаимодействие [85]. Точный кон-
троль ЧСС включает в себя модуляцию сердечного
ритма к ритму дыхательного цикла, что может про-
являться в кардиореспираторной синхронизации в
формате “один к одному”.

Проводящая система сердца рыб

Для маркирования клеток сердца, наделенных
способностью генерировать электрические им-
пульсы – автоматизмом, у высших позвоночных
животных используют экспрессию транскрипци-
онных факторов Isl1 и Tbx3. В частности, в миокар-
де Danio rerio Isl1- и Tbx2b-позитивные области бы-
ли обнаружены на границе между SV и предсерди-
ем [84]. Установлено, что у D. rerio количество
клеток, экспрессирующих Isl1, относительно неве-
лико; Isl1-позитивные клетки образуют кольцеоб-
разную структуру специализированной сердечной
ткани, которая отличается от более компактного
SA-узла млекопитающих, имеющего веретенооб-
разную форму либо форму запятой с четко диффе-
ренцированной структурой [79]. У млекопитаю-
щих экспрессия Isl1 (Islet-1) выявляется на ранних
стадиях развития эмбрионов в прогениторных кар-
диальных клетках; в сердце взрослых животных
экспрессия Isl-1 ограничивается только SA-узлом.
Одновременно в кольцеобразном SA-пейсмейкере
D. rerio экспрессируются HCN4 [1, 79, 86]. Кроме
D. rerio специфическая ритмогенерирующая ткань

Рис. 1. “Венозное” сердце костистых рыб: а – сагиттальный разрез сердца Danio rerio [79]. б – Сердце Scorpaena porcus [80].
sv – венозный синус, a – предсердие, v – желудочек, ba – луковица аорты (bulbus arteriosus), avc – атриовентрикулярный
канал, Аo – брюшная аорта.
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на стыке предсердия и SV была идентифицирована
еще у нескольких видов рыб [67].

Окрашивание специализированной ткани SA-
области показало, что она содержит волнистые
нервные пучки, ганглионарные клетки с зернистой
цитоплазмой (диаметром 12–22 мкм) и отчетливо
отличающиеся от других клеток миокарда широ-
кие мышечные волокна с крупными ядрами (моди-
фицированные кардиомиоциты) [67].

Хотя доминирующий водитель ритма сердца
большинства Teleostei, по-видимому, дислоцирует-
ся в области SA-“перекрестка” [87], оказалось, что
такое его расположение не является универсаль-
ным. Например, у европейской камбалы (Pleu-
ronectes platessa) клетки водителя ритма рассредото-
чиваются по всей стенке предсердия [73], а у обык-
новенного речного угря (Anguilla anguilla)
аналогичные клетки локализуются на границе
между SV и протоками Кювье.

Кроме того, специализированные клетки обна-
руживаются не только в SA-области, но и, в гораздо
меньшей степени, в атриовентрикулярной (AV) во-
ронке [67]. В желудочке костистых рыб не установ-
лено каких-либо высокоспециализированных про-
водящих участков миокарда; вместе с тем маркиру-
емые при адгезии полисиаловой кислоты полоски
трабекулярного миокарда, простирающиеся от
предсердно-желудочкового канала до верхушки
желудочка, по-видимому, обеспечивают его функ-
циональную непрерывность [88]. Предполагается,
что за счет этих компонентов миокарда сердце рыб
способно активироваться от верхушки до основа-
ния желудочка (the apex-to-base ventricular activation
pattern) подобно варианту активации сердца выс-
ших позвоночных, однако при явном отсутствии
дифференцированных проводящих путей. Одно-
временно присутствующие в губчатом миокарде
желудочка медленные проводящие мышечные во-
локна обеспечивают его двойную функцию в виде
проведения возбуждения и сокращения per se [13].

Картирование электрической активности серд-
ца рыб установило, что SA-область является ме-
стом проявления “нормальной” активности води-
теля ритма/проводящей системы [89], обеспечива-
ющей поддержание сердечного ритма в пределах
20–35 ударов/мин [90]; кроме того, в AV-области
присутствует второй водитель ритма [89], подклю-
чающийся к генерации ритма при удалении SA-
структур. Клетки водителя ритма в SA- и AV-обла-
стях оснащены β2-адренергическими и холинерги-
ческими мускариновыми рецепторами (М-холи-
норецепторы), т.е. сердце костистых рыб имеет все
общепринятые признаки контроля сердца позво-
ночных со стороны автономной нервной системы.

Одновременно SA-узел атлантического лосося
(Salmo salar) содержит набор натрийуретических
пептидов – sCP (salmon cardiac peptide) и VNP (ven-
tricular natriuretic peptide), что указывает на возмож-

ную нейромодуляторную и/или нейротрансмит-
терную роль данных агентов в сердце костистых
рыб, направленную на регуляцию кровяного дав-
ления и механической нагрузки сердца [67, 91].
Высвобождение синтезируемых миокардом на-
трийуретических пептидов происходит при растя-
жении тканей предсердия и желудочка, а также под
действием нейрогуморальных стимулов, сопро-
вождающих развитие сердечной недостаточности.

Водитель ритма сердца рыб (включая механиз-
мы его нейрогуморальной регуляции) функцио-
нально сопоставим с SA-узлом млекопитающих
[88]. Для костистых рыб описано равномерное
(изотропное) распространение электрического
импульса в предсердии [90]. Миокард рыб AV-об-
ласти выполняет ту же роль, что и AV-узел высших
позвоночных, т.е. создает временную задержку
между сокращением предсердия и желудочка и
предотвращает возникновение предсердных тахи-
аритмий [88, 90]. Тем не менее существование
быстропроводящего компонента в желудочковом
миокарде как функционального эквивалента си-
стеме пучка Гиса – волокон Пуркинье остается
дискуссионным [88]. Несмотря на отсутствие
быстропроводящих волокон у рыб существует чет-
ко скоординированный механизм распростране-
ния желудочкового сокращения [1].

Таким образом, очевидно, что специфическая
ткань, обеспечивающая ритмические сокращения
миокарда у Teleostei, не обладает организованными
узлами или проводящими путями [90], что отража-
ет ее гораздо более простую организацию по срав-
нению с высшими позвоночными животными [92].

Ионные механизмы генерации сердечного ритма рыб 
(HCN-каналы)

Результаты исследований механизмов генера-
ции ритма у костистых рыб поддерживают непре-
кращающиеся дискуссии об относительной роли
мембранных и кальциевых часов в механизмах ге-
нерации сердечного ритма.

При изучении ионных механизмов регуляции
сократимости сердца кумжи (Salmo trutta fario) была
показана экспрессия шести изоформ гена (тран-
скриптов), кодирующих HCN-каналы (HCN1,
HCN2a, HCN2ba, HCN2bb, HCN3 и HCN4) [93].
Общее количество HCN-транскриптов, отмечае-
мое в ткани SA-пейсмейкера форели, было выше
по сравнению с предсердием и желудочком в 4.0 и
4.9 раза, соответственно. HCN3 и HCN4 являлись
основными изоформами субъединиц каналов,
представляющими около 35.8 и 25.0%, соответ-
ственно, от общего числа HCN-транскриптов.

Кроме SA-ткани транскрипты HCN-каналов
экспрессировались в некотором количестве по все-
му миокарду S. trutta fario, однако If отмечался толь-
ко в незначительной субпопуляции SA-клеток
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(24%) и полностью отсутствовал в миоцитах пред-
сердия и желудочка [93], что свидетельствовало об
отсутствии ведущей роли If в воспроизведении сер-
дечного ритма. Интересен тот факт, что ткани SA-
пейсмейкера бурой форели практически в равной
степени содержали цАМФ-нечувствительные
(HCN3 и HCN1) и цАМФ-чувствительные изо-
формы субъединиц (HCN4 и HCN2a) ионных ка-
налов, тогда как предсердие и желудочек были
оснащены преимущественно цАМФ-нечувстви-
тельными субъединицами. Физиологическое зна-
чение этих различий остается неясным при отсут-
ствии функционального If, что в значительной ме-
ре противоречит модели мембранных часов.

Вместе с тем, опыты с эмбрионами Danio rerio –
носителями мутации slow mo (smo), ограничиваю-
щей быструю составляющую If и вызывающую бра-
дикардию (2-кратное снижение ЧСС) [94], все же
предоставляют веские генетические доказатель-
ства непосредственного участия If в генерации и
контроле сердечного ритма. При smo-мутации бы-
ло найдено избирательное снижение быстрого ки-
нетического компонента If при сохранении мед-
ленного компонента тока, что заставляет предпо-
лагать существование двух “кинетических”
разновидностей каналов, обеспечивающих If [94].
Наличие только одной разновидности каналов с
измененной “мутантной” кинетикой противоре-
чило бы устойчивости медленного компонента If.
По-видимому, существует несколько избыточных
или резервных механизмов генерации ритма [94];
проявлением одного из таких механизмов может
быть сохраняющийся при smo медленный компо-
нент If. В любом случае очевидное нарушение су-
щественного компонента If позволяет сохранить
определенную способность генерировать ритм и
поддерживает проводимость миокарда. Вместе с
тем молекулярные основы генерации ритма оста-
ются плохо изученными, что требует установления
роли гена smo в качестве носителя информации о
самом канале или его регуляторе.

Согласно модели мембранных часов, кроме
призванного играть доминирующую роль в вос-
произведении ритма If, предполагается участие и
других ионных каналов и транспортеров SL мио-
цитов, включая K+-ток задержанного выпрямле-
ния (IKr и IKs), Ca2+-токи T- и L-типа (ICaT и ICaL),
натрий-калиевый ток (INa, K), фоновый ток (steady-
state background current, IST). Отсутствие If у S. trutta
fario [93] может указывать на существование аль-
тернативного/резервного механизма генерации
ритма в виде модели так называемых сопряженных
часов (the coupled clock). Основным нерешенным
вопросом в механизме воспроизведения ритма
сердца кужмы является источник входящего тока,
который вызывает раннюю диастолическую депо-
ляризацию в тот момент, когда исчезают выходя-

щие К+-токи. Если в модели мембранных часов
роль источника деполяризации осуществляет If, то
в сопряженных часах такую функцию выполняет в
основном натрий-кальциевый ток (INa,Ca). Другие
альтернативные варианты могут включать ICaT, IST,
INa,K и, возможно, IСaL, осуществляемый через
Cav1.3-каналы.

Модель ритмогенеза – Ca2+-часов – объясняет
обеспечение сердечных сокращений ритмически-
ми спонтанными переходами внутриклеточного
Ca2+ между SR и субсарколеммальным цитозолем:
поглощение Ca2+ саркоплазматической Ca2+-
ATФазой приводит к заполнению SR Ca2+-депо и
периодическому высвобождению Ca2+ из SR через
рианодиновые или инозитолтрисфосфатные ре-
цепторы. Поскольку внутриклеточный Ca2+-цикл
напрямую не влияет на величину мембранного по-
тенциала, Ca2+-часы как таковые не могут обеспе-
чить генерацию ПД клеток водителя ритма; следо-
вательно, Ca2+-часы должны быть связаны с мем-
бранными часами, чтобы сформировать
функциональный водитель ритма [93]. Сопряже-
ние Ca2+-часов с мембранными часами происходит
посредством тока Na+/Ca2+-обменника (NCX), ко-
гда высвобождаемый SR Ca2+ вытесняется из клет-
ки непосредственно через электрогенный обмен-
ник. В модели сопряженных часов цикличность
переходов SR Ca2+ играет доминирующую роль в
формировании сердечного ритма и реакциях на ве-
гетативную регуляцию, тогда как If и другие части
мембранных часов играют меньшую, хотя и необ-
ходимую роль в контроле ритмогенеза. Принимая
во внимание, что роль SR в инициации сокраще-
ния сердца у рыб намного меньше, чем у млекопи-
тающих, вероятно, участие SR Ca2+ и механизма
сопряженных часов будет не столь существенным
для работы SA-пейсмейкера рыб [93]. По-видимо-
му, модель мембранных часов и HCN-каналы
должны обеспечить альтернативное объяснение
работы механизма генерации ритма сердца рыб.
Вместе с тем остается возможность “разночтения”
роли HCN-каналов в упомянутых процессах за
счет различий в характерных для разных изоформы
HCN генетических последовательностях, что мо-
жет определять изоформ-специфичные и видоспе-
цифичные функции каналов [95].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Бесчелюстные рыбообразные и костистые рыбы
представляют разные ветви эволюционного древа
позвоночных, отражающие постепенное усложне-
ние анатомических и физиологических признаков
внутри таксономических групп. Отсутствие позво-
ночных элементов у миксин, по-видимому, явля-
ется атрибутом вторичной дегенерации критиче-
ских морфологических характеристик, определяю-
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щих их генеральную принадлежность к подтипу
Vertebrata [96].

Эволюционное становление Cyclostomata и ко-
стистых рыб сопровождается структурной и функ-
циональной диверсификацией системы кровооб-
ращения и архитектуры сердца, что способствует
однонаправленному кровотоку и генерации высо-
кого кровяного давления. Также очевиден тот
факт, что эволюционный прогресс работает на “со-
здание” более быстрой эффекторной системы ре-
гуляции сердечной деятельности и двойного (воз-
буждающего/тормозного) контроля функций мио-
карда [10].

Известно, что замкнутые системы кровообра-
щения позвоночных полагаются на строго однона-
правленный кровоток, управляемый единственной
доминирующей ритмогенерирующей структурой
[10]. В сердце круглоротых и рыб поддерживается
ограничительный тренд существования одного до-
минирующего водителя ритма, характерный для
высших позвоночных животных. Несмотря на
определенные анатомо-морфологические разли-
чия строения сердца в рассматриваемых таксоно-
мических группах, существует поразительная сте-
пень эволюционной сохранности основных спосо-
бов генерации и передачи возбуждения в пределах
миокарда. HCN-каналы являются неким универ-
сальным молекулярным механизмом генерации
сердечного ритма, появившимся в первых система-
тических группах позвоночных [44]. Очевидно, что
наличие и вовлечение HCN-каналов в воспроизве-
дение ритмических сокращений миокарда в арха-
ичных таксономических группах животных явля-
ется фундаментальным, “законсервированным”
механизмом, передаваемым по эволюционной
лестнице высшим позвоночным; очевидно, что
дальнейшее изучение HCN-каналов предоставляет
новые возможности для поиска средств терапии
аритмий различного генеза. Вместе с тем особен-
ности физиологических процессов в сердце Cyclos-
tomata и отдельных представителей костистых рыб
с высокой степенью устойчивости к гипоксии мо-
гут служить источником данных для поиска
средств терапии сердечной недостаточности.
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ANATOMICAL AND PHYSIOLOGICAL PECULIARITIES 
OF THE HEART IN JAWLESS AND JAWED FISH

Е. E. Kolesnikova
Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol, Russia

e-mail: dr-kolesnikova@mail.ru

The heart of jawless fish (Cyclostomata; lamprey, hagfish) and jawed fish (Teleostei) is homologous to the heart
of higher vertebrates. A study of this organ in archaic Cyclostomata and Teleostei, which are different in their evo-
lutionary “ages”, genetic characteristics and hypoxia tolerance, is of particular interest in the search for the fac-
tors that determine myocardial resistance to oxygen deficiency. Cyclostomata and Teleostei share the same bran-
chial type of respiration and the presence of only one circle of blood circulation. The principal contractile organ
that provides blood circulation, the branchial heart, consists of two chambers. Hagfish make up the oldest class
of extant vertebrates whose circulation is maintained by the non-innervated (aneural) branchial heart and three
sets of accessory “hearts”. Lampreys are the first vertebrates whose heart receives innervation from the vagus
nerve. In turn, Teleostei are the first to receive sympathetic innervation of the heart from the vagosympathetic
trunks. In the heart of Cyclostomata and Teleostei, no signs of the cardiac conduction system similar to that in
higher vertebrates were found, which does not negate the existence of a well-coordinated mechanism for the
propagation of myocardial excitation−contraction coupling. The mechanism of cardiac rhythm generation links
the electrical processes that arise in the myocardium with the expression of hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated channels (HCN channels). In the heart of hagfish and teleosts, six isoforms of HCN channels
are expressed. The regulated distribution density of HCN channels in the myocardium may be a precursor of the
cardiac conduction system which characterizes higher vertebrates. The expression of the three cardiac HCN iso-
forms (HCN2, HCN3 and HCN4) in such a relict taxon as hagfish suggests their presence in the myocardium of
the common ancestor of vertebrates before the divergence with Myxiniformes. This may also suggest a particular
significance of HCN2, HCN3 and HCN4 in the formation of cardiac activity at the time of the emergence of a
multi-chambered myogenic heart. It is assumed that the evolutionary progress in the archaic groups of primitive
vertebrates was aimed at the “creation” of a faster effector system for the regulation of cardiac activity and dual
(excitatory/inhibitory) control of myocardial functions.

Key words: cyclostomes, fish, heart, hypoxia, cardiac conduction system, HCN channels
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Хорионический гонадотропин человека (ХГЧ) и лютеинизирующий гормон (ЛГ) регулируют тестику-
лярный стероидогенез, взаимодействуя с ортостерическим сайтом, расположенным во внеклеточном
домене рецептора ЛГ (ЛГР). Применение ХГЧ и ЛГ в медицине сопряжено с побочными эффектами,
которые обусловлены гиперактивацией ЛГ-зависимых каскадов и развитием резистентности клеток-
мишеней к эндогенным гонадотропинам вследствие снижения активности и экспрессии ЛГР. Альтер-
нативой гонадотропинам являются низкомолекулярные соединения, взаимодействующие с трансмем-
бранным аллостерическим сайтом ЛГР. Целью работы было изучить взаимосвязь между стероидоген-
ными эффектами ХГЧ и тиено[2,3-d]пиримидиновых производных (ТР) с активностью ЛГР-агонистов
и их способностью влиять на экспрессию гена Lhr, кодирующего ЛГР, in vitro при действии на первич-
ную культуру клеток Лейдига крысы и in vivo при введении самцам крыс. ХГЧ с высокой эффективно-
стью стимулировал продукцию тестостерона на ранней стадии воздействия на клетки Лейдига (через
30 мин) и при однократном введении самцам крыс (через 3 ч), превосходя по этому показателю ТР. Че-
рез 1–3 ч после обработки клеток Лейдига и при длительном введении крысам стероидогенный эффект
ХГЧ снижался и становился сопоставимым с ТР. В клетках Лейдига и семенниках крыс ХГЧ подавлял
экспрессию гена Lhr, которая в условиях in vivo частично восстанавливалась на 7–10-е сутки, что со-
провождалось небольшим повышением стероидогенного эффекта ХГЧ, но существенно ниже его зна-
чений в первый день. Обработка соединением ТР03, наиболее активным из изученных ТР, слабо вли-
яла на экспрессию гена Lhr в клетках Лейдига и значимо повышала ее в семенниках крыс при длитель-
ном введении препарата. Стероидогенный эффект ТР03 положительно коррелировал с экспрессией
гена Lhr. При обработке стареющих крыс стероидогенный эффект ТР03 снижался, что было ассоции-
ровано с отсутствием его стимулирующего эффекта на экспрессию ЛГР. Таким образом, при длитель-
ном введении ТР оказывают умеренно выраженный, стабильный во времени, стимулирующий эффект
на продукцию тестостерона, но не снижают экспрессию ЛГР, что предотвращает резистентность се-
менников к эндогенным гонадотропинам при стимуляции стероидогенеза.

Ключевые слова: аллостерический агонист, рецептор лютеинизирующего гормона, тестикулярный сте-
роидогенез, семенной каналец, хорионический гонадотропин
DOI: 10.31857/S0044452921020017

ВВЕДЕНИЕ
Эндогенными стимуляторами рецептора люте-

инизирующего гормона (ЛГР), относящегося к су-
персемейству G-белок-сопряженных рецепторов,
являются продуцируемые лютеотропоцитами аде-
ногипофиза гонадотропины – лютеинизирующий
гормон (ЛГ) и гипофизарная форма хорионическо-
го гонадотропина человека (ХГЧ). Они связывают-

ся с высокоаффинным ортостерическим сайтом,
который расположен в значительном по размеру
внеклеточном домене рецептора [1]. Результатом
такого связывания является активация Gs-белков,
ответственных за стимуляцию аденилатциклазы и
цАМФ-зависимых путей, и Gq/11-белков, осу-
ществляющих стимуляцию фосфолипазы С и каль-
ций-зависимых путей, а также активация регуля-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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торных белков β-аррестинов, контролирующих
лиганд-опосредуемый эндоцитоз ЛГР и стимуля-
цию каскада митогенактивируемых протеинкиназ
[2, 3]. Несмотря на структурное сходство и связы-
вание с одним и тем же рецептором, ЛГ и ХГЧ
функционально различаются, что обусловлено
различными путями эволюции их молекул у млеко-
питающих, которые привели к дивергенции сиг-
нальных путей и внутримолекулярных мишеней
ЛГ и ХГЧ у приматов и человека [4]. Так, ЛГ в боль-
шей степени контролирует каскад митогенактиви-
руемых протеинкиназ и 3-фосфоинозитидные кас-
кады, в то время как ХГЧ является мощным стиму-
лятором цАМФ-зависимых путей и зависимого от
них стероидогенеза.

В медицине для активации рецептора ЛГ обыч-
но используют выделяемый из мочи беременных
женщин плацентарный ХГЧ [5, 6]. Несмотря на
высокую активность ХГЧ, при длительном исполь-
зовании его фармакологических доз отмечают де-
сенситизацию ЛГР и развитие резистентности тка-
ней-мишеней к эндогенным гонадотропинам, по-
давление активности гипоталамо-гипофизарно-
гонадной оси, активацию пролиферативных про-
цессов в гонадах, что может привести к злокаче-
ственному перерождению клеток. Вследствие это-
го последние годы разрабатываются аллостериче-
ские агонисты и положительные модуляторы ЛГР,
которые специфично, хотя и с более низким срод-
ством в сравнении с гонадотропинами, взаимодей-
ствуют с ЛГР. Их мишенями являются аллостери-
ческие сайты, расположенные как в трансмем-
бранном канале ЛГР [7, 8], так и в его
цитоплазматических петлях [9, 10]. Следует отме-
тить, что в большинстве эволюционно древних G-
белок-сопряженных рецепторов ортостерический
сайт локализован внутри трансмембранного доме-
на. Вследствие этого предполагают, что в процессе
эволюции ЛГР и других рецепторов гликопротеи-
новых гипофизарных гормонов произошла инвер-
сия ортостерического сайта в аллостерический,
причем это произошло сравнительно недавно, что
предопределяет появление таких рецепторов толь-
ко у позвоночных животных [11, 12].

Наибольший интерес среди аллостерических
регуляторов ЛГР представляют низкомолекуляр-
ные полные агонисты трансмембранного аллосте-
рического сайта рецептора, сконструированные на
основе тиено[2,3-d]пиримидинов [7, 13, 14]. В
условиях in vivo при однократном введении самцам
крыс даже наиболее активные тиено[2,3-d]пири-
мидиновые производные (ТР) существенно усту-
пали ХГЧ по способности стимулировать про-
дукцию тестостерона [15–17]. В то же время при
длительном введении отмечали сближение стеро-
идогенных эффектов аллостерических агонистов и
гонадотропина, что может быть обусловлено сни-
жением чувствительности клеток Лейдига к стиму-
ляции гонадотропинами в условиях ХГЧ-индуци-

рованной стимуляции стероидогенеза. Имеются
основания полагать, что основной причиной этого
являются разнонаправленные изменения экспрес-
сии ЛГР в семенниках крыс, обработанных ТР и
ХГЧ.

Одним из основных направлений применения
гонадотропинов для коррекции мужских репро-
дуктивных дисфункций в клинике является лече-
ние различных форм гипогонадотропных состоя-
ний, а также предотвращение возрастного ослабле-
ния стероидогенной функции. Если при лечении
гипогонадотропного гипогонадизма чувствитель-
ность ЛГР к действию ЛГ, как правило, сохраняет-
ся и снижается только в процессе длительной гона-
дотропиновой терапии, то основной причиной
возрастного андрогенного дефицита является ре-
зистентность клеток Лейдига к действию ЛГ [18],
что делает терапию гонадотропинами в этом случае
малоэффективной. Именно этим обусловлено
снижение при старении продукции тестостерона
клетками Лейдига [19]. Вследствие этого примене-
ние аллостерических регуляторов ЛГР могло бы
стать хорошей альтернативой препаратам ЛГ и
ХГЧ.

Целью настоящей работы было сравнительное
изучение влияния однократного и длительного
введения самцам крыс разработанных нами ТР и
гонадотропина (ХГЧ) на продукцию тестостерона
и интратестикулярную экспрессию гена, кодирую-
щего ЛГР. При этом в случае пятидневного введе-
ния одного из таких производных (ТР03) и ХГЧ ис-
следовали молодых и стареющих животных с
ослабленной стероидогенной функцией, а также с
помощью иммуногистохимического подхода оце-
нивали у них количество и распределение ЛГР в се-
менниках. Изучали также кратковременные эф-
фекты ТР03 и ХГЧ на уровни тестостерона и экс-
прессию рецептора ЛГ в условиях in vitro при их
инкубации с первичной культурой клеток Лейдига
крысы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для экспериментов были взяты самцы крыс
Wistar возраста 3–4 и 18 месяцев, которых содержа-
ли на стандартном рационе со свободным досту-
пом к воде и пище. Все процедуры проводили в со-
ответствии с правилами, разработанными и утвер-
жденными Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН
(15.02.2018 г.), и правилами и требованиями, изло-
женными в документах “European Communities
Council Directive 1986” (86/609/EEC) и “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals”.

Синтез ТР – соединений 5-амино-N-(трет-бу-
тил)-2-(метилтио)-4-(3-(никотинамидо)фе-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида
(TP03), 5-амино-N-трет-бутил-4-(3-(1-метил-
1H-пиразол-4-карбоксамидо)фенил)-2-(метил-
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сульфанил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбокса-
мида (TP04) и 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(2-
метоксиникотинамидо)фенил)-2-(метилтио)тие-
но[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (TP21), осу-
ществляли путем ацилирования 5-амино-4-(3-
аминофенил)-N-трет-бутил-2-(метилсульфа-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида, как
описано ранее [20, 21]. Структуру синтезирован-
ных соединений подтверждали с помощью 1H-
ЯМР-спектроскопии, используя спектрометр
Bruker Avance III 400 (“Bruker”, Германия) и масс-
спектрометрию высокого разрешения, используя
спектрометр micrOTOF (“Bruker”, Германия).

В каждом эксперименте использовали по шесть
самцов крыс Wistar одинакового возраста, со сход-
ной массой тела и без видимых признаков патоло-
гии. ТР растворяли в ДМСО и вводили в/б, одно-
кратно или в течение нескольких дней (инъекции
выполняли ежедневно в 11.00) в суточных дозах
15 мг/кг/сутки для ТР03 и ТР04 и 25 мг/кг/сутки
для ТР21. ХГЧ (“Московский эндокринологиче-
ский завод”, Россия) вводили подкожно в те же
сроки в суточной дозе 50 МЕ/крысу. Используе-
мые дозы препаратов соответствовали тем дозам,
которые, по результатам предварительных экспе-
риментов, вызывали эффект, соответствующий
половине максимального стероидогенного эффек-
та TP. Контрольным крысам вместо препаратов
вводили ДМСО. Уровень тестостерона оценивали
через 3 ч после введения препаратов, перед декапи-
тацией, учитывая то, что в этот период времени
стероидогенный эффект гонадотропина еще не
снижался, а эффект ТР03, ТР04 и ТР21 выходил на
плато. Образцы крови для измерения уровня тесто-
стерона получали из хвостовой вены, наркотизи-
руя крыс с помощью 2%-ного раствора лидокаина
(2–4 мг/кг массы тела). Концентрацию тестостеро-
на определяли с помощью набора “Тестостерон-
ИФА” (“Алкор-Био”, Россия) и спектрофотометра
“Anthos Absorbance Reader 2020” (“Anthos Labtec
Instruments”, Австрия). После забора крови на те-
стостерон, через 3 ч после последней инъекции
препаратов, крыс наркотизировали с помощью ин-
галяции 4–5% (v/v) изофлураном и забирали у них
яички для оценки в них экспрессии генов ЛГР и
проведения иммуногистохимического анализа се-
менных канальцев.

Частично очищенные клетки Лейдига выделяли
из семенников самцов крыс в соответствии с мето-
дом [22], как описано ранее [23]. Крыс наркотизи-
ровали 4–5%-ным изофлураном, декапитировали
и извлекали семенники, которые затем декапсули-
ровали и промывали раствором Хенкса, содержа-
щим 20 мМ Na-HEPES-буфер (pH 7.4), 0.1% БСА и
0.025 мг/мл ингибитора трипсина (буфер А). В те-
чение 5–10 мин при 34°С проводили диссоциацию
клеток семенников с помощью коллагеназы
(0.25 мг/мл). Эту процедуру останавливали добав-
лением пятикратного объема буфера А, удаляли се-

менные канальцы пропусканием образовавшейся
суспензии через нейлоновый фильтр (d = 100 мкм).
Фильтрат центрифугировали (200 g, 10 мин), и оса-
жденные клетки дважды промывали буфером А.
Полученная фракция клеток, наряду с клетками
Лейдига, в небольшом количестве содержала гер-
минативные клетки, сперматозоиды и эритроци-
ты. Клетки суспендировали в среде инкубации
DMEM/F12 в соотношении 1:1, вносили в 24-лу-
ночные планшеты и инкубировали с ТР03 (в
ДМСО) или ХГЧ (в физиологическом растворе)
при температуре 37°С в атмосфере, содержащей 5%
СО2. Продолжительность инкубации составила
30 мин, 1 и 3 ч. В контрольные пробы добавляли
ДМСО. После обработки клеток ТР03 или ХГЧ со-
держимое лунок центрифугировали (10000 g,
5 мин), супернатант отбирали и использовали для
определения концентрации тестостерона в инку-
бационной среде с помощью набора “Тестостерон-
ИФА” (“Алкор-Био”, Россия).

Экспрессию мРНК гена Lhr, кодирующего ЛГР,
в семенниках крыс (in vivo) или в осажденных пу-
тем центрифугирования (10000 g, 5 мин) культиви-
руемых клетках Лейдига (in vitro) оценивали с по-
мощью количественной ПЦР в реальном времени,
как описано ранее [24]. Для этого из семенников с
помощью реагента ExtraRNA (“Evrogen”, Россия)
выделяли тотальную РНК. Обратную транскрип-
цию проводили, используя набор “MMLV RT Kit”
(“Evrogen”, Россия). Для количественной оценки
экспрессии гена Lhr использовали амплификатор
7500 Real-Time PCR System (“Thermo Fisher Scien-
tific Inc.”, США) и праймеры CTGCGCTGTCCT-
GGCC (For) и CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA
(Rev). В качестве референсного использовали ген
β-актина (Actb). Результаты анализировали с помо-
щью порогового метода ΔΔСt и программного
обеспечения 7500 Software v2.0.6 и Expression Suite
Software v1.0.3. Значения RQ рассчитывали по от-
ношению к контролю.

Для иммуногистохимического анализа ЛГР се-
менники фиксировали в течение 48 ч (+4°C) в 4%-
ном растворе пара-формальдегида (“Sigma”,
США), промывали 0.9% натрий-фосфатным буфе-
ром (PBS), погружали в PBS, содержащий 30% са-
харозу (4°C) и замораживали на сухом льду с ис-
пользованием среды Tissue-Tek® (“Sacura Finetek
Europe”, Нидерланды). Серии поперечных срезов
из различных уровней яичка (6 мкм) готовили с по-
мощью криостата Leiсa CM-1520 (“Leica Microsys-
tems”, Германия) и монтировали на стеклах Super-
Frost/plus (“Menzel”, Германия). В дальнейшем
срезы промывали PBS, обрабатывали 0.6% переки-
сью водорода в PBS (30 мин) для блокирования ак-
тивности эндогенной пероксидазы, снова промы-
вали PBS (10 мин), а затем тем же буфером, но со-
держащим 0.1% Тритон X-100 (PBST) (20 мин).
Далее срезы инкубировали в течение 1 ч в блокиру-
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ющем растворе (3% сыворотки козы и 2% БСА в
PBST). Инкубацию с первичными поликлональ-
ными антителами кролика к ЛГР крысы (“LSBio”,
США) осуществляли в 1% блокирующем растворе
в разведении 1:1000 в течение ночи при комнатной
температуре. После отмывки в PBST (40 мин) сре-
зы инкубировали в течение 1 ч в PBST с вторичны-
ми биотинилированными антителами козы против
IgG кролика (“VectorLabs”, Великобритания) в
разведении 1 : 500. Затем срезы в течение 30 мин
промывали с помощью PBS и инкубировали в тече-
ние 1 ч в PBS, содержащем стрептавидин-перокси-
дазу (“BioLegend”, США) (разведение 1 : 700). По-
сле промывки в PBS срезы обрабатывали PBS, со-
держащим 0.03% перекиси водорода и 0.05% 3,3'-
диаминобензидина (“Sigma-Aldrich”, США). Реак-
цию останавливали промывкой дистиллированной
водой, после чего срезы помещали под покровное
стекло с глицерином. Специфичность иммунной
реакции контролировали с помощью отрицатель-
ного контроля (реакция в отсутствие антител).
Микрофотографии (по 20 для каждого животного)
с разных уровней семенников были получены с по-
мощью микроскопа “Carl Zeiss Imager A1” (объек-
тив ×20, “Carl Zeiss”, Германия) с одинаковыми
оптическими характеристиками для исследуемых
групп животных. Оптические плотности определя-
ли количественно с помощью программы Image J
NIH Analysis (“NIH”, США). На каждой микрофо-
тографии анализировали пять различных участков
семенных канальцев и определяли оптическую
плотность ЛГР-иммунопозитивного материала,
которую выражали в условных единицах. Результа-
ты нормировали относительно контроля, принято-
го за 1.00.

Статистический анализ экспериментальных
данных проводили с помощью программы “Micro-
soft Office Excel 2007”. Нормальность распределе-
ния проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Для сравнения двух выборок с нормальным
распределением использовали t-критерий Стью-
дента, для сравнения трех групп – дисперсионный
анализ с поправкой Бонферрони. Статистически
значимыми считали отличия при уровне значимо-
сти p < 0.05. Данные представляли как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Концентрация тестостерона в инкубационной

среде культуры клеток Лейдига, обработанных
10 мкМ ТР03, статистически значимо повышалась
через 30 мин, 1 и 3 ч (p < 0.05). При этом стероидо-
генный эффект ХГЧ (1 МЕ/мл) развивался быст-
рее, и через 30 мин прирост уровня тестостерона,
вызываемый гонадотропином, был в три раза выше
эффекта ТР03. Однако в дальнейшем эффект ХГЧ
нарастал медленнее, чем таковой ТР03 (рис. 1а).
Вследствие этого значения AUC0.5–3, представляю-
щие собой интегрированную площадь под кривой

“концентрация тестостерона (нМ) – время (ч)”,
для ТР03 и ХГЧ были сходными и составили 150 ± 8 и
167 ± 6 соответственно. При обработке ТР03 и ХГЧ
отмечали снижение экспрессии гена Lhr, кодирую-
щего ЛГР, но оно было выражено в большей степе-
ни в случае гонадотропина и через 1 и 3 ч экспрес-
сия гена Lhr в клетках Лейдига, обработанных
ТР03, была выше таковой в сравнении с клетками,
обработанными ХГЧ (рис. 1b). Эти данные свиде-
тельствуют о том, что при действии на культивиру-
емые клетки Лейдига как аллостерический, так и
ортостерический агонисты ЛГР, взятые в концен-
трациях, вызывающих полумаксимальный стерои-
догенный ответ, с одинаковой эффективностью
стимулируют продукцию тестостерона, а также
снижают экспрессию гена Lhr, причем ингибирую-
щее влияние гонадотропина выражено в большей
степени.

В экспериментах in vivo при введении поло-
возрелым трехмесячным самцам крыс ТР наблюда-
ли существенные различия в их эффектах на про-
дукцию тестостерона и экспрессию гена ЛГР в
семенниках. При однократном введении стерои-
догенный эффект ХГЧ (50 МЕ/крысу, п/к) превос-
ходил эффекты ТР03, ТР04 (оба – 15 мг/кг, в/б) и
ТР21 (25 мг/кг, в/б) (табл. 1), в то время как при
трехдневном введении стероидогеные эффекты ТР
и гонадотропина существенно не различались
(табл. 1). Исключение составляло только соедине-
ние ТР21, которое по своему стероидогенному эф-
фекту в третий день обработки уступало ХГЧ и
ТР03 (табл. 1). Через 3 ч после однократного введе-
ния ТР03, ТР04 и ТР21 экспрессия гена Lhr не ме-
нялась, в то время как в случае гонадотропина она
снижалась в два раза (табл. 1). На третьи сутки об-
работки отмечали почти полное подавление экс-
прессии гена Lhr в группе с обработкой ХГЧ, и, на-
против, ее повышение в группе с обработкой ТР03.
При этом в группах, которым вводили ТР04 и ТР21,
экспрессия гена рецептора ЛГ либо не менялась
(ТР04), либо имела тенденцию к снижению (ТР21)
(табл. 1). При этом отчетливо прослеживается вза-
имосвязь между величиной стероидогенного эф-
фекта и уровнем экспрессии гена Lhr.

На примере соединения ТР03 показано, что при
длительной, в течение 10 дней, обработке самцов
крыс стероидогенный эффект ТР03 менялся слабо
(рис. 2а). Экспрессия гена Lhr, увеличиваясь на
третий день введения, в дальнейшем оставалась
повышенной (рис. 2b). Только на 10-й день обра-
ботки отмечали небольшое снижение уровня те-
стостерона и экспрессии гена ЛГР (рис. 2). Стеро-
идогенный эффект ХГЧ на третий день снижался в
сравнении с первым днем обработки, и только на
7-й и 10-й дни в небольшой степени восстанавли-
вался (рис. 2а). В то же время экспрессия гена Lhr,
достигнув минимума на третий день, затем начина-
ла постепенно повышаться и на 10-й день уже зна-
чимо не отличалась от контроля (рис. 2b). Рассчи-
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танные значения AUC1–10(test) для продукции тесто-
стерона (интегрированная площадь под кривой
“концентрация тестостерона (нМ) – время (дни)”)
в группах с обработкой ТР03 и ХГЧ составили
664 ± 22 и 741 ± 32 и статистически значимо не раз-
личались, существенно превышая этот показатель
в контроле (145 ± 6, p < 0.05). Значение AUC1–10(expr)

для экспрессии гена Lhr (интегрированная пло-
щадь под кривой “RQ (отн. ед.) – время (дни)”) в
группе с обработкой ХГЧ (5.0 ± 0.3) было достовер-
но ниже значений AUC1–10(expr) как в контроле (9.1 ±
± 0.2), так и в группе с обработкой ТР03 (18.9 ± 0.9).
Таким образом, стероидогенный эффект ТР03 был
более устойчивым во времени, чем эффект ХГЧ, а
обработка крыс аллостерическим агонистом со-

провождалась не снижением, а повышением тести-
кулярной экспрессии гена, кодирующего ЛГР.

На заключительном этапе исследовали влияние
пятидневного введения ТР03 и ХГЧ на стероидоге-
нез, тестикулярную экспрессию гена Lhr, а также
на плотность и распределение ЛГР-иммунопози-
тивного материала в семенниках трехмесячных
(контроль) и стареющих (18 мес) самцов крыс. Не-
смотря на снижение базового уровня тестостерона
в крови стареющих животных, стероидогенные эф-
фекты ТР03 и ХГЧ у них сохранялись, хотя в группе

Рис. 1. Влияние инкубации первичной культуры клеток
Лейдига крысы с аллостерическим агонистом ТР03 и
гонадотропином на содержание тестостерона в инкуба-
ционной среде (а) и экспрессию гена рецептора лютеи-
низирующего гормона (b). a – различия между контро-
лем и группами с обработкой ТР03 и ХГЧ статистиче-
ски значимы при p < 0.05; b – различия между группами
с обработкой ТР03 и ХГЧ статистически значимы при
p < 0.05. Данные представлены в виде M ± SEM, n = 6.
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Рис. 2. Влияние однодневной и длительной обработки
самцов крыс с помощью ТР03 и ХГЧ на уровень тесто-
стерона в крови (а) и экспрессию гена рецептора люте-
инизирующего гормона в семенниках (b). Оценку уров-
ня тестостерона и определение экспрессии гена Lhr
проводили через 3 ч после введения препаратов. a –
различия между контролем и группами с обработкой
ТР03 и ХГЧ статистически значимы при p < 0.05; b –
различия между группами с обработкой ТР03 и ХГЧ
статистически значимы при p < 0.05. Данные представ-
лены в виде M ± SEM, n = 6.
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Ст + ТР уровень тестостерона был существенно
ниже, чем в группе К + ТР (рис. 3). В семенниках
стареющих крыс не было выявлено повышения
экспрессии гена Lhr при обработке ТР03, но в той
же степени, как и в контроле, была снижена экс-
прессия этого гена при обработке гонадотропином
(рис. 3).

Иммуногистохимический анализ семенников
трехмесячных крыс показал, что обработка ТР03
приводила к увеличению количества ЛГР-иммуно-
позитивного материала в семенных канальцах, в то
время как обработка ХГЧ на него не влияла
(рис. 4a–c, рис. 5). У стареющих крыс число ЛГР
существенно не менялось в сравнении с контро-
лем, а их обработка ТР03 и ХГЧ снижала количе-
ство ЛГР-иммунопозитивного материала, в наиболь-
шей степени в случае гонадотропина (рис. 4d–f, 5).
Несмотря на то, что наибольшее количество ЛГР
локализовано в клетках Лейдига, основных мише-
нях ЛГ, ЛГР-иммунопозитивный материал также
выявлен в головках созревающих сперматозоидов
(рис. 4a–c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Регуляторные эффекты гонадотропинов с ЛГ-
подобной активностью – ЛГ, гипофизарной фор-
мы ЛГ и плацентарного ХГЧ, а также низкомолеку-
лярных аллостерических агонистов на основе тие-
но[2,3-d]пиримидинов реализуются через ЛГР [2,
3, 6]. Гонадотропины специфично связываются с
внеклеточным доменом ЛГР, где локализован вы-
сокоаффинный ортостерический сайт, и потому их
относят к ортостерическим лигандам, в то время

как ТР проникают внутрь трансмембранного кана-
ла ЛГР и взаимодействуют с локализованным там
аллостерическим сайтом, вследствие чего их отно-
сят к аллостерическим агонистам этого рецептора
[2, 7, 8, 25]. С одной стороны, в обоих случаях про-
исходит переход ЛГР в активную конформацию, в
которой он приобретает способность функцио-
нально взаимодействовать с нижележащими транс-
дукторными белками – G-белками и β-аррестина-
ми, и вызывать ЛГ-зависимые ответы в клетке-ми-
шени. С другой стороны, гонадотропины стабили-
зируют множество активных конформаций ЛГР,
стимулируя сразу несколько внутриклеточных ми-
шеней, в том числе ответственных за десенсити-
зацию и даун-регуляцию ЛГР, в то время как ал-
лостерические агонисты стабилизируют преиму-
щественно одну активную конформацию ЛГР и
потому являются избирательными в отношении
ЛГ-зависимых путей [7, 8, 26]. При этом даже в
случае ЛГ и ХГЧ наблюдается определенная из-
бирательность активации ими внутриклеточных
мишеней, которая сформировалась в процессе
коэволюции этих гормонов и специфичного к
ним рецептора. Предполагают, что эта избира-
тельность обусловлена различным паттерном ал-
лостерических влияний на гормон-связанную
форму ЛГР [4].

Избирательность регуляции внутриклеточных
каскадов является общим свойством аллостери-
ческих регуляторов G-белок-сопряженных ре-
цепторов [27, 28]. Это является следствием про-
исходящей в процессе эволюции аллостериче-
ских влияний на паттерн активных конформаций
рецепторов [28]. Другим важным отличием алло-

Таблица 1. Влияние однократной и трехдневной обработки самцов крыс с помощью ТР03, ТР04 и ТР21 и гонадотро-
пина на уровень тестостерона в крови и экспрессию гена рецептора лютеинизирующего гормона в семенниках

Примечание. Оценка уровня тестостерона и определение экспрессии гена Lhr проводились через 3 ч после введения препаратов.
a – различия между контролем и группами с обработкой ХГЧ или ТР статистически значимы при p < 0.05; b – различия между
группами с обработкой ХГЧ и ТР статистически значимы при p < 0.05; c – различия между группами с обработкой ТР03 и ТР04
или ТР21 статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены в виде M ± SEM, n = 6.

Контроль, 
ДМСО/ 

Control, DMSO

ХГЧ, 50 
МЕ/крысу/ 

hCG, 50 IU/rat

ТР03, 15 
мг/кг/mg/kg

ТР04, 15 
мг/кг/mg/kg

ТР21, 25 
мг/кг/mg/kg

Уровень тестостерона в крови, нМ/Testosterone level in the blood, nM

Однократное введение/Single administration 17.4 ± 1.4 121.6 ± 9.0 a 63.6 ± 5.5 a,b 52.5 ± 2.8 a,b 47.8 ± 2.4 a,b

Трехдневное введение/3-day administration 15.1 ± 1.1 68.2 ± 5.1 a 76.9 ± 7.1 a 57.0 ± 2.8 a 43.4 ± 4.8 a,b,c

Экспрессия гена Lhr, RQ, отн. Ед/The expression of Lhr gene, RQ, arbitrary units

Однократное введение/Single administration 1.01 ± 0.03 0.49 ± 0.08 a 0.89 ± 0.05 0.94 ± 0.05 0.84 ± 0.06

Трехдневное введение/3-day administration 1.03 ± 0.06 0.17 ± 0.02 a 1.68 ± 0.12 a,b 1.12 ± 0.11 b,c 0.74 ± 0.08 b,c
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стерических агонистов от лигандов ортостериче-
ского сайта является более мягкая стимуляция
внутриклеточных эффекторов, что обусловлено
более низким сродством аллостерических агони-
стов к рецептору [28–30]. Принято считать, что
природные аллостерические агонисты эволюцио-
нировали от положительных аллостерических мо-
дуляторов, постепенно приобретая функции аго-
нистов. В случае ТР показано, что они способны

усиливать регуляторные эффекты низких концен-
траций ХГЧ, оказывая на ЛГ-зависимый сигналинг
потенцирующее действие и проявляя тем самым
свойства как агонистов, так и положительных мо-
дуляторов [25].

Нами показано, что ТР03, имеющий наиболь-
ший стероидогенный эффект среди разработанных
низкомолекулярных агонистов ЛГР, по активно-
сти уступает ХГЧ на ранней стадии инкубации с
клетками Лейдига (в первые 30 мин) и при одно-
кратном введении самцам крыс (через 3 ч). Ранее
нами было показано, что ТР в существенно мень-
шей степени стимулируют активность аденилат-
циклазы в тестикулярных мембранах, выделенных
из семенников крысы, в сравнении с гонадотропи-
ном [14, 20, 21]. В то же время повышение длитель-
ности воздействия на клетки-мишени приводит к
существенному изменению соотношений стиму-
лирующих эффектов ТР и ХГЧ. Так, уже через 3 ч
после инкубации клеток Лейдига с ТР03 его стеро-
идогенный эффект не уступал таковому гонадотро-
пина (рис. 1). При введении ТР самцам крыс в те-
чение 3 и более дней их стероидогенные эффекты
были сопоставимы с таковыми гонадотропина,
причем это было справедливо как для контроль-
ных, так и стареющих животных (табл. 1, рис. 2–4).
Одной из основных причин этого является сниже-
ние экспрессии гена, кодирующего ЛГР, в семен-
никах крыс, многократно обработанных гонадо-
тропином, а также в клетках Лейдига, инкубиро-
ванных с ХГЧ в течение 1 ч и более. При этом ТР не
снижали экспрессию гена Lhr, и более того, как
продемонстрировано нами для ТР03, повышали ее
при длительном введении самцам крыс. Необходи-
мо отметить, что в случае длительного введения го-
надотропина, на 7-й и 10-й дни обработки, экс-
прессия гена Lhr начинала восстанавливаться, что
сопровождалось плавным повышением стероидо-
генного эффекта ХГЧ, хотя и сильно уступающего
таковому в первый день обработки.

Важнейшим фактором, вызывающим ослаб-
ление экспрессии ЛГР, является вызываемая го-
надотропином гиперактивация цАМФ-зависи-
мых каскадов, которая происходит на ранних
стадиях обработки клеток Лейдига в условиях in
vitro и самцов крыс в условиях in vivo. Недавно
было показано, что индуцированная ХГЧ актива-
ция цАМФ-зависимых путей и их основного эф-
фекторного звена, протеинкиназы А, в клетках
Лейдига повышает экспрессию фарнезоидного
рецептора-α (Farnesoid-X-Receptor alpha, FXRα),
основного рецептора желчных кислот. Этот ре-
цептор в семенниках функционирует как тран-
скрипционный фактор, являясь негативным ре-
гулятором экспрессии гена Lhr [31–33]. Тем са-
мым реализуется короткая отрицательная
обратная связь между повышением уровня
цАМФ в клетках Лейдига в ответ на стимуляцию
гонадотропином и снижением гормональной

Рис. 3. Уровни тестостерона и экспрессия рецептора ЛГ
у контрольных и стареющих, 18-тимесячных крыс, и
влияние на них обработки ТР03 и ХГЧ в течение 5 дней.
a – различия между группами контрольных и старею-
щих крыс статистически значимы при p < 0.05; b – раз-
личия между группами крыс с обработкой ТР03 или
ХГЧ и без таковой статистически значимы при p < 0.05;
c – различия между группами, обработанными ТР03 и
ХГЧ статистически значимы при p < 0.05.

0

10

20

30

40

50

60

70

80

a, b

b, c b, c

90

100

b

a

b
b

(a)

Te
st

os
te

ro
ne

, n
M

Control
C + TP03
C + hCG
Aged
Ag + TP03
Ag + hCG

Control
C + TP03
C + hCG
Aged
Ag + TP03
Ag + hCG

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

2.8

3.2

a

b
(b)

R
Q

, a
rb

. u
ni

ts



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 2  2021

ВЛИЯНИЕ НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ АЛЛОСТЕРИЧЕСКИХ АГОНИСТОВ 131

чувствительности этих клеток [32]. ТР более мяг-
ко стимулируют продукцию цАМФ на ранних
стадиях воздействия на клетки-мишени [20, 21],
и тем самым не вызывают гиперактивации про-
теинкиназы А. Базируясь на этом и на обнару-

женном нами сохранении и даже повышении
экспрессии гена Lhr, имеются все основания по-
лагать, что ТР03 и, возможно, другие ТР слабо
влияют на активность фактора FXRα, предотвра-
щая тем самым его ингибирующее влияние на
экспрессию ЛГР.

В пользу взаимосвязи между стимулирующим
эффектом ТР на продукцию тестостерона и их вли-
янием на экспрессию гена Lhr свидетельствуют
данные по сравнительному анализу эффективно-
сти ТР03, ТР04 и ТР21 при их трехдневном введе-
нии самцам крыс. ТР03 имел наиболее выражен-
ный стероидогенный эффект и при этом повышал
экспрессию гена Lhr, в то время как ТР21 был наи-
менее активным стимулятором продукции тесто-
стерона, и это было ассоциировано со снижением
экспрессии ЛГР (табл. 1). В случае ХГЧ отмечали
значительное подавление экспрессии гена Lhr,
но стероидогенный эффект гонадотропина был
сопоставимым с таковым ТР03. Это может быть
обусловлено тем, что для умеренно выраженной,
стабильной во времени, стимуляции ЛГ-зависи-
мых путей в случае воздействия высокоактивного
ортостерического агониста достаточно небольшо-
го количества ЛГР в клетках Лейдига. Тем самым
при обработке ХГЧ в семенниках крыс запускают-
ся компенсаторные механизмы, которые направ-
лены на предотвращение гиперпродукции тесто-
стерона, и поддерживают стероидогенез на уровне,
который сопоставим с таковым при воздействии
ТР.

Рис. 4. Иммуномечение рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР) в семенниках трехмесячных (контроль) и старею-
щих самцов крыс Wistar и влияние на него пятидневной обработки с помощью ТР03 и ХГЧ. a – C (К), b – C + TP (К +
+ ТР), c – C + hCG (К + ХГЧ), d – Ag (Ст) , e – Ag + TP (Ст + ТР), f – Ag + hCG (Ст + ХГЧ). Черные стрелки указывают
на ЛГР-иммунопозитивность в клетках Лейдига, локализованных вокруг сосудов и капилляров между извитыми семен-
ными канальцами. Пунктирные стрелки указывают на ЛГР-иммунопозитивность в головках сперматозоидов. Масштаб,
100 мкм.

(a) (b) (c)

(b) (e) (f)

Рис. 5. Количество рецептора ЛГ в клетках Лейдига
трехмесячных (контроль) и стареющих самцов крыс по
данным иммуногистохимического анализа и влияние
на него обработки ТР03 и ХГЧ. По оси ординат – опти-
ческая плотность в условных единицах. a – различия с
контролем статистически значимы при p < 0.05; b – раз-
личия между стареющими крысами без введения пре-
паратов и с введением ТР03 и ХГЧ статистически зна-
чимы при p < 0.05; c – различие между группами, обра-
ботанными ТР03 и ХГЧ, статистически значимы при
p < 0.05.
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БАХТЮКОВ и др.

У стареющих крыс базовая продукция тестосте-
рона снижалась, что является характерным при-
знаком возрастного ослабления тестикулярной
функции [15, 34–36]. При этом нами показано, что
стероидогенный эффект ХГЧ при его введении ста-
реющим животным в течение пяти дней сохранял-
ся, в то время как соответствующий эффект ТР03
снижался. Это снижение было ассоциировано с от-
сутствием стимулирующего влияния ТР03 на те-
стикулярную экспрессию гена Lhr. Следует отме-
тить, что экспрессия этого гена у контрольных и
стареющих крыс, получавших ХГЧ, была сходной
(рис. 3). Иммуногистохимические исследования
показали, что в семенниках трехмесячных крыс,
получавших ТР03, количество ЛГР-иммунопози-
тивного материала повышалось, в то время как у
стареющих животных оно было снижено (рис. 4, 5).
При этом количество ЛГР-иммунопозитивного
материала в семенниках крыс, получавших ХГЧ,
снижалось как у молодых, так и у стареющих жи-
вотных (рис. 4, 5). Одними из причин изменений
стимулирующего эффекта ТР03 на экспрессию
ЛГР у стареющих крыс могут быть функциональ-
ные изменения в тестикулярных гормональных си-
стемах, в первую очередь в аденилатциклазной си-
стеме и цАМФ-зависимых сигнальных путях [37–
40], а также нарушение рибосомального синтеза и
посттрансляционного процессинга тестикулярных
белков, что характерно для старения и обусловлено
усилением окислительного стресса, воспаления,
стресса эндоплазматического ретикулума в семен-
никах [41, 42].

Таким образом, нами впервые показано, что ал-
лостерические агонисты ЛГР на основе тиено[2,3-
d]пиримидина как при однократном, так и при
длительном введении самцам крыс вызывают уме-
ренно выраженный стероидогенный эффект, но
при этом не подавляют экспрессии гена Lhr, а в
случае наиболее активного соединения ТР03 повы-
шают экспрессию этого гена. Это отличает их от
ХГЧ, стероидогенный эффект которого в первый
день обработки достигает максимума, затем в зна-
чительной степени ослабевает, что ассоциировано
с подавлением экспрессии гена Lhr, и только через
7 дней начинает постепенно восстанавливаться,
что обусловлено нормализацией экспрессии ЛГР.
Различия в динамике эффектов ТР03 и ХГЧ вос-
производятся и в условиях in vitro при воздействии
на систему стероидогенеза и экспрессию гена ЛГР
в первичной культуре клеток Лейдига. Показано,
что структурно различные ТР различаются по сте-
роидогенным эффектам и влиянию на экспрессию
гена Lhr, что, вероятно, обусловлено особенностя-
ми их взаимодействия с трансмембранным алло-
стерическим сайтом ЛГР. В семенниках старею-
щих крыс стероидогенный эффект ТР03 при его
длительном введении ослабевал, что было ассоци-
ировано с исчезновением его стимулирующего эф-
фекта на экспрессию ЛГР. Все вышесказанное поз-

воляет сделать вывод, что при длительном введе-
нии ТР умеренно стимулируют тестикулярный
стероидогенез и не вызывают снижения экспрес-
сии ЛГР, что важно для предотвращения разви-
тия резистентности семенников к эндогенным
гонадотропинам в условиях фармакологической
стимуляции стероидогенеза. Этот вывод важен в
плане использования аллостерических агони-
стов ЛГР во вспомогательных репродуктивных
технологиях, поскольку препараты ХГЧ и реком-
бинантного ЛГ при их введении женщинам с це-
лью обеспечения нормального созревания фол-
ликулов и индукции овуляции вызывают син-
дром гиперстимуляции яичников, как результат
гиперактивации ЛГ-зависимых систем, и прово-
цируют развитие резистентности яичников к го-
надотропинам [2, 6, 43, 44].
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THE INFLUENCE OF LOW-MOLECULAR-WEIGHT ALLOSTERIC AGONISTS 
OF THE LUTEINIZING HORMONE RECEPTOR ON ITS EXPRESSION 

AND DISTRIBUTION IN RAT TESTES
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Human chorionic gonadotropin (hCG) and luteinizing hormone (LH) regulate testicular steroidogenesis by in-
teracting with the orthosteric site located in the extracellular domain of the LH receptor (LHR). The use of hCG
and LH in medicine is fraught with side effects caused by hyperactivation of LH-dependent cascades and the de-
velopment of resistance of target cells to endogenous gonadotropins due to a decrease in the activity and expres-
sion of LHR. An alternative to gonadotropins is low-molecular-weight compounds which interact with the LHR
transmembrane allosteric site. The aim of this work was to study the relationship between the steroidogenic ef-
fects of hCG and thieno[2,3-d]pyrimidine derivatives (TPDs) with an activity of LHR agonists and their ability
to influence the expression of the LRH-encoding Lhr gene both in vitro, when acting on the primary culture of
rat Leydig cells, and in vivo, when administered to male rats. hCG stimulated testosterone production with a high
efficiency at an early stage of its effect on Leydig cells (after 30 min) and upon a single administration to male
rats (after 3 h), exceeding TPDs in activity by this parameter. After 1–3 h of acting on Leydig cells and long-term
administration to male rats, the steroidogenic effect of hCG decreased and became comparable to that of TPDs.
In Leydig cells and rat testes, hCG suppressed Lhr gene expression, which was partially restored in vivo on days
7–10 being accompanied by a slight increase in the steroidogenic effect of hCG, though to a significantly smaller
extent than on the first day. The treatment with TP03, which was the most active of the TPDs studied, had a little
effect on Lhr gene expression in Leydig cells but significantly increased it in rat testes after long-term adminis-
tration of the drug. The steroidogenic effect of TP03 positively correlated with Lhr gene expression. When TP03
was applied to aging rats, its steroidogenic effect decreased, most likely, due to the absence of its stimulating effect
on LHR expression. Thus, after long-term administration, TPDs exert a moderately expressed, stable over time,
stimulating effect on testosterone production but do not decrease LHR expression, which prevents testicular re-
sistance to endogenous gonadotropins under conditions of steroidogenesis stimulation.

Keywords: allosteric regulator, luteinizing hormone receptor, chorionic gonadotropin, steroidogenesis, tes-
tosterone
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На тотальных препаратах сетчатки выполнено морфологическое исследование ганглиозного слоя сет-
чатки гребнезубого дельфина Steno bredanensis. Составлены карты распределения плотности ганглиоз-
ных клеток по поверхности сетчатки. Выявлены две области концентрации ганглиозных клеток: в на-
зальном и темпоральном секторах. Максимальные значения плотности ганглиозных клеток в назаль-
ном секторе составили 544 клеток/мм2, в темпоральном – 594 клеток/мм2. Диаметры ганглиозных
клеток лежали в пределах от 12 до 50 мкм, в среднем от 20 до 29 мкм в различных областях сетчатки.
Для полученных значений плотности ганглиозных клеток ретинальная разрешающая способность
составила 11'.

Ключевые слова: сетчатка, ганглиозные клетки, топография, ретинальное разрешение, гребнезубый
дельфин
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ВВЕДЕНИЕ
Исследования зрительной системы китообраз-

ных выявили особенности организации сетчатки
глаза, не характерные для большинства наземных
млекопитающих. В первую очередь, это касается
областей с высокой концентрацией ганглиозных
клеток, которые обеспечивают разрешающую спо-
собность сетчатки. Форма и положение этих обла-
стей могут быть различными у разных видов кито-
образных; эти различия зависят от условий обита-
ния и систематического положения вида [1].

Данные о топографии ганглиозных клеток, в
том числе о форме и расположении зон повышен-
ной концентрации клеток, были получены при ис-
следовании тотальных препаратов сетчатки (whole-
mounts). Метод исследования ретинальной топо-
графии на тотальных препаратах оказался
полезным также для исследования зрения малодо-
ступных видов морских млекопитающих, для кото-
рых применение других методов (электрофизиоло-
гических, поведенческих) сложно или практически
невозможно. Таким способом были получены дан-
ные об организации полей зрения у ряда видов ки-
тообразных [2–7].

Организация полей зрения существенно разли-
чается у разных видов китообразных. Это различие
в значительной степени обусловлено оптическими

свойствами среды обитания. У представителей не-
скольких семейств зубатых китов (Odontoceti) [2–
6] и некоторых усатых китов (Mysticeti) [7, 8], оби-
тающих в водах с высокой прозрачностью, в поле
зрения имеется две области высокого разрешения:
в назальном и в темпоральном секторах. Принци-
пиально иная организация поля зрения найдена у
представителя семейства Iniidae Inia geoffrensis,
обитающего в речных водах с низкой прозрачно-
стью. Помимо низкой плотности ганглиозных кле-
ток, у них обнаружена только одна зона повышен-
ного разрешения в дорзальной части поля зрения
[9].

В связи с данными о зависимости полей зрения
от свойств среды обитания китообразных, пред-
ставляет интерес рассмотрение организации поля
зрения у тех видов, образ жизни которых сочетает
пребывание в водах как высокой, так и низкой про-
зрачности. Одним из таких видов является гребне-
зубый дельфин Steno bredanensis Cuvier in Lesson,
1828 (Delphinidae, Odontoceti). Эти дельфины отно-
сительно небольшого размера обнаруживаются как
в мелких прибрежных водах, так и в глубоких океа-
нических водах тропической и субтропической зон
[10]. Зрительная система гребнезубого дельфина
практически не изучена. Имеется единственное
исследование роговицы глаза (визуальное керато-
метрическое наблюдение [11]). В литературе нет
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сведений ни по морфологии глаза, ни по ретиналь-
ной организации, ни по разрешающей способно-
сти зрительной системы этого вида. Поэтому неиз-
вестно, в какой степени организация поля зрения у
гребнезубого дельфина сходна с таковой у зубатых
китов, обитающих в прозрачных или малопрозрач-
ных водах. Решение этого вопроса может способ-
ствовать пониманию того, в какой степени органи-
зация полей зрения у китообразных зависит от си-
стематического положения вида, а в какой – от
условий обитания.

Задача данной работы состояла в том, чтобы ис-
следовать морфологию и геометрические парамет-
ры глаза, ретинальную топографию и организацию
поля зрения, а также ретинальную разрешающую
способность сетчатки гребнезубого дельфина
S. bredanensis.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материал. Материалом для исследования слу-
жили два глаза, взятые у одного взрослого дельфи-
на длиной тела 130 см, найденного на побережье в
районе острова Фукуи в Южно-Китайском море в
2002 г. во время работы совместной Российско-
Вьетнамской экспедиции. Найденное животное
было определено как гребнезубый дельфин S. bre-
danensis Cuvier in Lesson. До исследования матери-
ал хранился в 10%-ном буферном формалине, сме-
няемом ежегодно.

Подготовка материала. Оба глаза найденного
животного были использованы для приготовления
тотальных препаратов сетчатки (wholemounts).
Глаза были фиксированы в 10%-ном буферном
формалине. Такая фиксация наиболее приемлема
для изготовления тотальных препаратов сетчатки
большой площади.

Перед извлечением сетчатки делали наружные
обмеры глаза (диаметр и аксиальная длина глазно-
го яблока, размеры роговицы и зрачка). Для извле-
чения сетчатки удаляли роговицу, хрусталик и
стекловидное тело, открывая глазной бокал. Изме-
ряли хрусталик и внутренний диаметр глазного бо-
кала. На сетчатке делали насечки для обозначения
ее дорзального и вентрального полюсов, после чего
отделяли от пигментного эпителия. На извлечен-
ной сетчатке делали несколько радиальных надре-
зов, которые позволяли наклеить препарат на
плоское предметное стекло. Сетчатку наклеивали
ганглиозным слоем вверх и высушивали на возду-
хе. Препарат окрашивали по методу Ниссля 0.1%-
ным раствором крезил-виолета. Степень прокрас-
ки контролировали визуально и прекращали, когда
прокрашивался поверхностно лежащий ганглиоз-
ный слой, без окрашивания глубоких слоев сетчат-
ки. Этим обеспечивалось окрашивание всех по-
верхностно лежащих ганглиозных клеток, что было
важным условием для их подсчета. Окрашенный

препарат дегидратировали в последовательности
спиртов возрастающей концентрации, просветля-
ли в ксилоле и заключали в заливочную среду Per-
mount (Electron Microscopy Sciences, США). По
краям надрезов наблюдали незначительную усадку
препарата, возникшую в процессе дегидратации,
однако на всей остальной площади фиксация пре-
парата на предметном стекле не страдала.

Исследование препаратов. Распределения ган-
глиозных клеток в тотальном препарате сетчатки
исследовали, используя микроскоп Olympus BX41
(Япония). Объектив микроскопа (×20, не иммер-
сионный) фокусировали на глубину ганглиозного
слоя. Подсчет ганглиозных клеток проводили в
пределах этого слоя систематически по всей поверх-
ности сетчатки через 1 мм в квадратах 0.5 × 0.5 мм;
границы квадратов устанавливали по окулярной
сетке, окуляр ×10. Координаты участков, в кото-
рых подсчитывали клетки, задавали координатами
столика микроскопа. Как правило, в квадратах
площадью 0.25 мм2 насчитывали не менее 20 кле-
ток, а в зонах высокой плотности – до 150 клеток,
что мы считали достаточным для картирования с
удовлетворительным разрешением. Полученные
значения количества клеток в квадратах площадью
0.25 мм2 пересчитывали в плотность клеток (коли-
чество на 1 мм2) и для уменьшения разброса дан-
ных производили скользящее усреднение в блоках
2 × 2 мм. По этим результатам составляли карты
плотности ганглиозных клеток. Для построения
карт применяли программы собственной разработ-
ки с использованием программной оболочки Lab-
VIEW (National Instruments, США).

Карты распределения ганглиозных клеток ис-
пользовали также для вычисления общего количе-
ства клеток и площади сетчатки. Общее количество
клеток определяли как количество клеток во всех
квадратах площадью мм2 каждый. Площадь сетчат-
ки определяли как количество квадратов площа-
дью мм2 каждый.

Размеры клеток измеряли в областях сетчатки с
разной плотностью клеток: в областях высокой
концентрации (назальной и темпоральной) и в об-
ластях низкой концентрации (в дорзальном и вен-
тральном секторах). Измерения проводили на
цифровых микрофотографиях, сделанных с вы-
бранных участков тотальных препаратов сетчатки
(камера Moticam 2300, Китай), c использованием
программы Motic Image Plus 2.0 (Hong Kong). Из-
меряли площади профилей клеток и полученные
значения пересчитывали в диаметр равного по
площади круга, который принимали за размер тела
клетки.

Более подробно методики изготовления и ис-
следования тотальных препаратов сетчатки описа-
ны в ряде публикаций [12–14], в том числе для вод-
ных млекопитающих [15, 16].
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Геометрические характеристики глаза. Глаз

гребнезубого дельфина имел свойства, характер-
ные для большинства исследованных видов мор-
ских китообразных. Глазное яблоко имело конусо-
видную форму за счет развитых ретракторных
мышц, прикрепленных к заднему сегменту глаза.
Глазное яблоко было незначительно уплощено в
дорзовентральном направлении: горизонтальный
диаметр (26.5 мм) был больше вертикального
(24.5 мм). Хрусталик был слабо уплощен в аксиаль-
ном направлении: диаметр составлял 8 мм, акси-
альная длина 7 мм. Зрачок был вытянут горизон-
тально и имел размеры 6.5 × 3.4 мм. Верхний край
радужки образовывал язычок (оперкулюм) U-об-
разной формы. Хорошо развитый яркий сине-зеле-
ный тапетум покрывал все глазное дно, за исклю-
чением небольшой вентральной темнопигменти-
рованной области. Склера глаза была толстой,
передняя камера мелкой. Роговица слабо овальной
формы была уплощена в дорзовентральном на-
правлении: ее горизонтальный диаметр составлял
16.5 мм, вертикальный – 15 мм. Выход глазного
нерва находился 1–2 мм дорзальнее оси глазного
яблока. Диаметр зрительного нерва составлял 3 мм.

Характеристики ганглиозных клеток. Для иден-
тификации ганглиозных клеток применяли крите-
рии, предложенные в работах, выполненных на
других видах наземных [12, 14, 17–20] и морских [5,
15, 16] млекопитающих. В соответствии с этими
критериями, ганглиозными считали мультиполяр-
ные клетки поверхностного слоя сетчатки со сле-
дующими признаками: 1) размер не менее 10 мкм;
2) большое количество цитоплазмы с интенсивно
окрашенными глыбками субстанции Ниссля;
3) хорошо видимое светлое ядро с четким ядрыш-
ком (рис. 1). Ядро могло располагаться либо в цен-
тре клетки, либо эксцентрично.

Форма ганглиозных клеток была разнообраз-
ной. Большинство клеток были круглыми или
овальными, иногда с одним четко видимым от-
ростком. Встречались также клетки веретенообраз-
ной формы. У очень крупных нейронов были вид-
ны места отхождения от сомы клеток одного – двух
отростков.

Кроме типичных ганглиозных нейронов ган-
глиозный слой содержит мелкие клетки с темным
крупным ядром и узким ободком цитоплазмы, ко-
торые располагались на тех же уровнях, что и ган-
глиозные нейроны. Такие клетки, согласно крите-
риям, описанным в работах [14, 16–20], считали
амакриновыми; их исключали из дальнейшего рас-
смотрения.

Характерным свойством ганглиозного слоя сет-
чатки гребнезубого дельфина была низкая плот-
ность ганглиозных клеток: слой составлен редко
расположенными нейронами, разделенными боль-
шими межклеточными промежутками. Особенно

большими были межклеточные промежутки в зо-
нах низкой плотности клеток; в зонах повышенной
плотности клеток межклеточные промежутки бы-
ли несколько меньше, как видно на фрагментах то-
тальных препаратов, представленных на рис. 1.

Топографическое распределение ганглиозных кле-
ток. Как видно на микрофотографиях ганглиозно-
го слоя (рис. 1a, 1b), плотность ганглиозных клеток
в разных областях сетчатки значительно различается.
Количественные данные по топографическому рас-
пределению плотности ганглиозных клеток полу-
чены на обоих имевшихся тотальных препаратах,
условно обозначенных ниже как препараты № 1
(левый глаз) и № 2 (правый глаз).

Площади двух препаратов составили 665 и
780 мм2 (разница в 17%), в среднем 722 мм2. Общее
количество ганглиозных клеток сетчатки состави-
ло 137 тысяч у препарата № 1 и 147 тысяч у препа-
рата № 2 (разница в 7%), в среднем 142 тысячи.

Рис. 1. Микрофотографии ганглиозного слоя. (а) В зо-
не концентрации ганглиозных клеток. (b) В зоне низ-
кой плотности ганглиозных клеток.

100 мкм

(b)

(a)
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Ганглиозные клетки подсчитывали на всей пло-
щади препарата. Если в каком-то квадрате не нахо-
дили клеток (что было очень редким случаем), на
карте ставили «0». На краях радиальных надрезов,
где возникала незначительная усадка ткани при де-
гидратации, не наблюдали повышенной плотности
ганглиозных клеток. Это обстоятельство принима-
ли как указание на то, что усадка не оказывала су-
щественного влияния на картирование плотности
клеток.

Картирование ганглиозных клеток на обоих
препаратах (рис. 2) показало, что сетчатка содер-
жит две зоны повышенной плотности в виде вытя-
нутых овальных областей. На обоих тотальных пре-
паратах области повышенной плотности были
сходны по локализации, размеру, форме и ориен-
тации. Одна зона повышенной плотности клеток
была расположена в темпоральном квадранте, дру-
гая – в назальном квадранте сетчатки. Области
максимальной плотности располагались ближе к
периферии, чем к центру сетчатки, на расстоянии
12–13 мм от оптического диска. Максимальные
плотности клеток в обеих зонах различались незна-
чительно и составили соответственно 544 и
616 клеток/мм2 (различие 13%) у препарата № 1,
543 т 571 клеток/мм2 (различие 5%) у препарата
№ 2. Средние по двум препаратам значения макси-
мумов плотности составляли 544 и 594 клеток/мм2

(различие 7%) соответственно в назальном и тем-
поральном квадрантах.

Распределение плотностей ганглиозных клеток
на обоих исследованных препаратах демонстриру-
ется профилями распределения плотностей вдоль
линии, проходящей через обе зоны повышенной
плотности и центр сетчатки (рис. 3). При таком
представлении видны два пика повышенной плот-
ности в темпоральном и назальном секторах и зна-
чительное снижение плотности между ними.

Размеры ганглиозных клеток. На препарате № 1
измерены размеры 440 тел клеток в трех областях
сетчатки с различной плотностью ганглиозных
клеток. Результаты измерений представлены на
рис. 4: а – для темпоральной области высокой
плотности, в – для назальной области высокой
плотности (в обеих зонах плотность более 500 кле-
ток/мм2) и с – для области низкой плотности на
периферии назального сектора (плотность около
100 клеток/мм2). Размеры клеток лежали в преде-
лах от 12 до 50 мкм. В темпоральной и назальной
областях размер сомы клеток лежал в пределах от
12 до 28 мкм, в области низкой плотности – от 14 до
50 мкм. Средние размеры в темпоральной и назаль-
ной областях были практически одинаковыми и
составляли соответственно 20 и 21 мкм. В области
низкой плотности средний размер клеток был
больше: 29 мкм.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Размеры ганглиозных клеток. Для сетчатки греб-

незубого дельфина характерны крупные ганглиоз-

Рис. 2. Карта распределения плотности ганглиозных клеток в тотальном препарате сетчатки гребнезубого дельфина (ле-
вый глаз). Плотности клеток обозначены равноуровневыми линиями, значения которых указаны на сторонах карты.
D, V, N, T – соответственно дорзальный, вентральный, назальный и темпоральный полюсы сетчатки, OD – оптический
диск. Стрелками указаны радиальные разрезы, сделанные для расправления сетчатки на плоском стекле.
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ные клетки, разделенные большими межклеточ-
ными расстояниями. Крупные ганглиозные клетки
были описаны ранее у нескольких видов китов и
дельфинов [4, 6–8, 21, 22]. У них основная масса
клеток имеет диаметры от 20 до 35 мкм, а отдель-
ные нейроны достигают 60–75 мкм и более. В сет-
чатке косатки Orcinus orca были обнаружены ги-
гантские ганглиозные клетки размером от 80 до
100 мкм [5]. Таким образом, размеры основной
массы ганглиозных нейронов гребнезубого дель-
фина в основном сходны с размерами клеток в сет-
чатке большинства других исследованных китооб-
разных, хотя клетки размером более 50 мкм у греб-
незубого дельфина не обнаружены.

Количество ганглиозных клеток. Общее количе-
ство клеток в сетчатке гребнезубого дельфина
(142 тысячи) сопоставимо c таковым у других кито-
образных: 122 тысячи у кита белухи Delphinapterus
leucas [4, 6]; 112–199 тысяч в сетчатке косатки O. or-
ca [5] и ложной косатки Psеudorca crassidens [6];
220 тысяч у бутылконосого дельфина T. truncatus
[2]. Эти значения близки к данным о количестве
волокон в зрительном нерве белухи – 137 тысяч
[23], бутылконосого дельфина – от 157 до 185 тысяч
[22, 24, 25].

Плотность ганглиозных клеток. Для сетчатки
гребнезубого дельфина характерна относительно
низкая, по сравнению с наземными млекопитаю-
щими, плотность ганглиозных клеток. Низкая
плотность клеток отмечена и у других представите-
лей китообразных. Максимальная плотность ган-
глиозных клеток в сетчатке гребнезубого дельфи-
на, выявленная в настоящем исследовании
(594 клеток/мм2 в среднем по двум препаратам) со-
поставима со значениями 500–700 клеток/мм2 у

других видов дельфинов: бутылконосого дельфина
T. truncatus [2, 26], дельфина Долла Phocoenoides dal-
li [27]. Из всех видов китообразных, обитающих в
прозрачной морской воде, самая низкая плотность

Рис. 3. Распределения плотности ганглиозных клеток вдоль линии, проходящей через зоны высокой плотности и центр
препарата. L – левый глаз, R – правый глаз, M – средние значения по двум препаратам.
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(не более 330 клеток/мм2) найдена в сетчатке ко-
сатки O. orca [5].

Таким образом, плотность ганглиозных клеток
в сетчатке гребнезубого дельфина сопоставима с
таковыми у других зубатых китов. Эта плотность у
зубатых китообразных, в том числе у гребнезубого
дельфина, на порядок ниже, чем у наземных хищ-
ных, у которых она составляет от 7000 до 14000 кле-
ток/мм2 [14, 28, 29].

Топографическое распределение ганглиозных кле-
ток. Настоящее исследование выявило две области
повышенной плотности ганглиозных клеток в сет-
чатке гребнезубого дельфина. Аналогичная топо-
графия ганглиозных клеток с зонами максималь-
ной плотности, локализованными не в центре сет-
чатки, а на ее периферии, характерна для многих
видов китообразных: бутылконосого дельфина
T. truncatus [2], обыкновенного дельфина D. delphis
[30], дельфина Долла Ph. Dalli [31], ложной косатки
P. crassidens [6], белухи D. leucas [4, 6], китайского
речного дельфина Lipotes vexillifer и бесперой мор-
ской свиньи Nephocaena phocaenoides [32], дельфина
тукаши Sotalia fluviatilis [3]. Исключение состав-
ляет амазонский речной дельфин Inia geoffrensis,
живущий в мутной воде в условиях низкой осве-
щенности. Этот вид имеет лишь одну область по-
вышенной плотности ганглиозных клеток, рас-
положенную в вентральной области сетчатки,
проецирующуюся в верхний сектор поля зрения,
где освещенность выше [9].

Возможное функциональное значение двух зон
повышенной плотности ганглиозных клеток рас-
сматривалось ранее в связи со способностью ис-
пользовать различные области сетчатки для рас-
сматривания объектов и в воде, и в воздухе [2]. Две
области повышенной плотности клеток коррели-
руют с формой зрачка китообразных, у которых
верхний край радужки глаза образует выступ
(оперкулюм). При сокращении зрачка оперкулюм
выдвигается, так что зрачок приобретает U-образ-
ную форму, а при значительном перекрытии зра-
чок превращается в две щелевидные апертуры, рас-
положенные в темпоральной и назальной его ча-
стях [33–35]. Эти апертуры расположены напротив
областей повышенной плотности ганглиозных
клеток в темпоральной и назальной областях сет-
чатки. Свет попадает на области повышенной
плотности ганглиозных клеток, проходя через пе-
риферические области роговицы, затем через ще-
левидные апертуры зрачка и сферический хруста-
лик. При высокой освещенности (что характерно
для зрения в воздухе) свет попадает на сетчатку че-
рез периферическую часть роговицы, которая име-
ет значительно меньшую кривизну, чем остальная
поверхность роговицы. Благодаря меньшей кри-
визне периферии роговицы уменьшается миопия,
в воздухе образуется эмметропичное “оптическое
окно” [11, 36, 37]. При этом используется темпо-

ральная зона сетчатки, обеспечивающая фронталь-
ное зрение и, возможно, бинокулярное зрение [38].
При открытом зрачке (при слабой освещенности
под водой) свет попадает через расширенный зра-
чок на все области повышенной плотности, обес-
печивая широкое поле монокулярного зрения. Но
кривизна роговицы при этом не создает миопии,
поскольку коэффициенты преломления перед ро-
говицей (вода) и за ней (жидкость передней каме-
ры глаза) практически одинаковы. Благодаря тако-
му сочетанию оптической системы глаза и органи-
зации сетчатки китообразные имеют практически
эмметропичное зрение как в воде, так и в воздухе.

Разрешающая способность сетчатки. Разрешаю-
щая способность сетчатки может быть определена
как среднее угловое расстояние между соседними
ганглиозными клетками. Среднее линейное рассто-
яние может быть выведено из данных о плотности
ганглиозных клеток простым вычислением:

, (1)
где L (мм) – расстояние и D (клеток/мм) – плот-
ность. Чтобы перевести линейное расстояние в уг-
ловое, необходимо знать расстояние от задней уз-
ловой точки оптической системы до сетчатки (по-
стеронодальное расстояние):

, (2)
где α (град) – угловое расстояние между клетками
и r (мм) – постеронодальное расстояние. Значе-
ние D было получено в результате данного иссле-
дования, но постеронодальное расстояние r в дан-
ном исследовании не было измерено ввиду ограни-
ченности доступного материала. В качестве
первого приближения можно исходить из того, что
оптическая система глаза дельфина центрально
симметрична, причем центром системы является
общая точка центра хрусталика и центра ретиналь-
ной полусферы. Поскольку в воде роговица не ра-
ботает как светопреломляющий элемент, един-
ственным светопреломляющим элементом должен
быть почти сферический хрусталик. В этом случае
единственная нодальная точка оптической систе-
мы совпадает с центром хрусталика, а значит и с
центром ретинальной полусферы, а постероно-
дальное расстояние равно радиусу ретинальной
полусферы. При диаметре глазного бокала (сред-
нее значение между вертикальным и горизонталь-
ным диаметрами) 25.5 мм, постеронодальное рас-
стояние может быть принято равным 12.75 мм. Это
значение – приблизительная оценка, основанная
на ряде допущений, однако оно может быть ис-
пользовано, чтобы в первом приближении оценить
ретинальную разрешающую способность. Под-
ставляя в выражение (2) среднее значение плотно-
сти ганглиозных клеток в областях максимальрной
их концентрации (594 клеток/мм2) и принятое зна-
чение постеронодального расстояния (12.75 мм),
получаем: α = 0.18° = 11'. Это значение близко к

= 1/L D

α = π = π180 / 180/L r r D
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оценкам ретинального разрешения, полученным у
других зубатых китообразных (как семейства Del-
phinidae, так и других семейств), обитающих в про-
зрачных океанических водах (табл. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Топография ганглиозного слоя и разрешающая
способность сетчатки гребнезубого дельфина
принципиально не отличаются от таковых у других
зубатых китообразных, обитающих в океанических
водах. Особенности условий обитания этого вида
(как прибрежные воды низкой прозрачности, так и
океанические воды высокой прозрачности) не от-
ражаются в особенностях организации сетчатки.
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TOPOGRAPHY OF THE GANGLION RETINAL LAYER AND RETINAL 
RESOLUTION IN THE ROUGH-TOOTHED DOLPHIN STENO BREDANENSIS 

(CETACEA: DELPHINIDAE)

A. M. Massa,# and A. Ya. Supina

a Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
#e-mail: alla-mass@mail.ru

Morphological investigation of the retinal ganglion layer in the rough-toothed dolphin Steno bredanensis was
performed using the retinal wholemount technique. Mapping of the distribution density of ganglion cells re-
vealed two areas of their concentration: in the nasal (544 cells/mm2) and temporal (594 cells/mm2) quadrants.
Ganglion cell diameters ranged from 12 to 50 μm, with mean values varying from 20 to 29 μm in different areas.
The obtained cell distribution density corresponded to a retinal resolution of 11'.

Key words: retina, ganglion cells, topography, retinal resolution, rough-toothed dolphin
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АКТИВНОСТИ В 4-АМИНОПИРИДИНОВОЙ МОДЕЛИ 
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Известно, что эпилептические приступы (иктальные разряды, длящиеся десятки секунд) легче прово-
цируются в раннем возрасте, тогда как мозг взрослых более устойчив к этой форме патологической ак-
тивности. Считается, что бóльшая склонность к возникновению эпилептической активности обуслов-
лена преобладанием возбуждения над торможением в развивающемся мозге. Однако какие конкретно
молекулярные и нейрофизиологические механизмы лежат в основе этих возрастных различий – до
конца не выяснено. В данной работе мы сравнили иктальную активность, вызванную хемоконвульсан-
том 4-аминопиридином, в горизонтальных срезах энторинальной коры и гиппокампа 3- и 8-недельных
крыс Вистар. У 3-недельных крыс иктальному разряду всегда предшествует легко детектируемая пре-
иктальная активность в виде 3–4-секундных ГАМК-глутаматных событий, а у 8-недельных крыс такие
события обычно отсутствуют. Также различается устойчивость генерации иктальных событий по
отношению к внешним воздействиям. Генерацию иктальных разрядов в энторинальной коре 8-не-
дельной крысы можно полностью заблокировать и вызвать интериктальную активность (одновре-
менные 1–3-сек пачечные разряды нейронов) с частотой 0.2–0.3 Гц путем частичного ингибирования
КСС2-котранспортера или Na+/К+-помпы, а также с помощью низкочастотной электрической стиму-
ляции. Такие же воздействия на срезы мозга 3-недельных животных не приводят к подавлению икталь-
ной активности. Таким образом, наши данные показывают, что иктальные разряды в незрелом мозге
оказываются устойчивее к внешним воздействиям, чем в мозге 8-недельных животных. Интерикталь-
ная и иктальная формы эпилептиформной активности являются антагонистическими у 8-недельных
животных, и появление интериктальной активности полностью прерывает генерацию иктальных раз-
рядов, что может быть одним из противоэпилептических механизмов зрелого мозга.

Ключевые слова: височная эпилепсия, 4-аминопиридиновая модель, ГАМКБ-рецепторы, КСС2-ко-
транспортер, Na+/K+-помпа, защитные механизмы
DOI: 10.31857/S0044452921020078

ВВЕДЕНИЕ
Клинические исследования показывают, что

чаще всего судороги впервые возникают в раннем
детстве [1]. Также известно, что у 2–4% детей в воз-
расте от 6 мес до 5 лет при повышении температуры
тела могут наблюдаться фебрильные судороги [2].
То есть развивающийся мозг в большей степени
склонен к генерации эпилептиформной активно-
сти, чем мозг взрослого человека [3]. Причиной
этого считают преобладание возбуждения над тор-
можением в нервной ткани, которое может быть
обусловлено целым рядом причин. Так, в раннем
постнатальном периоде развития уровень экспрес-
сии КСС2-котранспортера составляет всего 5–15%
от такового во взрослом мозге, тогда как уровень

экспрессии NKCC1, наоборот, значительно пони-
жается с развитием [4–8]. КСС2-котранспортер
выводит ионы калия и хлора из клетки, а NKCC1-
котранспортер закачивает ионы натрия, калия и
хлора в клетку. Поэтому пониженный уровень экс-
прессии КСС2 и повышенный уровень NKCC1
способствуют повышенному уровню хлорид-
ионов в цитоплазме. В таких условиях действие ос-
новного тормозного нейромедиатора гамма-ами-
номасляной кислоты (ГАМК) неэффективно и да-
же может быть возбуждающим, поскольку потен-
циал реверсии хлорных ГАМКА-рецепторов
становится выше потенциала покоя.

Другое отличие свойств тормозной системы в
незрелом мозге обусловлено тем, что ГАМКБ-ре-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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цептор-опосредованные постсинаптические собы-
тия формируются на относительно поздних сроках
постнатального развития. Например, такие пост-
синаптические события регистрируются лишь у
крыс старше 22 дней [9, 10]. Постсинаптические
ГАМКБ-рецепторы оказывают тормозное и шун-
тирующие действие на нейрон, поскольку активи-
руют калиевые каналы – внутренние выпрямители
(inward rectifier, IR) [11].

Недавнее исследование выявило возрастные
различия в экспрессии субъединиц Na+/K+-помпы
с помощью иммуноблоттинга [12]. В коре и гиппо-
кампе у взрослой мыши значительно выше уровень
экспрессии α1- и α3-субъединиц Na+/K+-помпы
по сравнению с 6-м днем постнатального развития.
Субъединица α1 экспрессируется в глии и нейро-
нах, α3 – только в нейронах [12, 13].

Целью данной работы стало сравнение характе-
ристик эпилептиформной активности в срезах
мозга крыс разного возраста, а также поиск защит-
ных нейрофизиологических механизмов, препят-
ствующих генерации иктального разряда во взрос-
лом мозге.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Приготовление переживающих срезов 

энторинальной коры и гиппокампа
В эксперименте использовали 21-дневных и

8-недельных крыс Вистар (n = 25 и 18 соответ-
ственно). Животных содержали в стандартных
условиях (соотношение день/ночь составило
12 ч/12 ч, температура 24 ± 4°С) со свободным до-
ступом к корму и воде. Эксперименты выполняли
в соответствии с требованиями Комитета по биоэ-
тике ИЭФБ РАН, разработанными на основе меж-
дународных рекомендаций European Communities
Council Directive 1986 (86/609/EEC).

Метод приготовления горизонтальных срезов
энторинальной коры и гиппокампа подробно опи-
сан ранее [14]. Кратко: крыс декапитировали, за-
тем быстро извлекали головной мозг и помещали
его в охлажденную до 0°С искусственную спинно-
мозговую жидкость (ИСМЖ), аэрируемую газовой
смесью 95% O2 + 5% CO2.

Срезы мозга толщиной 350 мкм нарезали на
вибротоме Microm HM650V (Thermo Fisher Scien-
tific, США) и помещали в аэрируемую ИСМЖ при
35°С. ИСМЖ содержала следующие компоненты
(в мМ): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1 MgSO4,
2 CaCl2, 24 NaHCO3, 10 D-глюкозы.

4-аминопиридиновая модель in vitro
Для вызова эпилептиформной активности ис-

пользовался хемоконвульсант 4-аминопиридин
(4-АП), который блокирует несколько типов кали-

евых каналов, наиболее важными из которых явля-
ются потенциал-зависимые калиевые каналы [15,
16]. В 4-АП модели периодически наблюдается
синхронизованная активность всех нейронов ло-
кальной сети на протяжении десятков секунд, что
описывается как иктальный разряд и считается
аналогом эпилептического припадка в целом моз-
ге. В срезах редко могут возникать более короткие
залпы активности нейронов длительностью 1–2 с,
которые описываются как интериктальные разря-
ды. В 4-аминопиридиновой модели иктальному
разряду часто предшествуют короткие (3–4 с) пач-
ки синхронизованной активности, так называемые
преиктальные разряды.

В данной работе эпилептиформную активность
вызывали при 30°С эпилептогенным раствором
следующего состава (в мМ): 150 NaCl, 3.5 KCl,
1.25 NaH2PO4, 0.25 MgSO4, 2 CaCl2, 24 NaHCO3,
10 D-глюкозы, 0.10 4-АП.

Регистрация электрофизиологических показателей 
нейронов и динамики внеклеточной концентрации 

ионов калия

Изготовленные срезы перемещали в перфузиру-
емую камеру, нейроны глубоких слоев энториналь-
ной коры визуализировали с помощью микро-
скопа Nikon Eclipse FN1 (Nikon, Япония), осна-
щенного водно-иммерсионным объективом (×40),
оптическим блоком для дифференциального кон-
траста и цифровой камерой Grasshopper3 GS3-U3-
23S6M-C (FLIR, США). Электрофизиологическую
регистрацию проводили с помощью усилителя
HEKA EPC-10 USB (HEKA Electronic, Германия) и
программного обеспечения PatchMaster v2x90.4
(HEKA Electronic).

Активность сети отслеживали по генерации по-
тенциалов действия или по постсинаптическим то-
кам репрезентативного нейрона глубоких слоев
энторинальной коры, используя метод патч-кламп
в конфигурации “целая клетка” в режиме фикса-
ции тока или напряжения, соответственно. Для за-
писей в режиме фиксации тока использовался ка-
лий-глюконатный раствор следующего состава (в
мМ): 135 K-gluconate, 10 NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES,
4 ATP-Mg, and 0.3 GTP (pH был доведен до 7.25 с
помощью KOH). Для записей в режиме фиксации
потенциала использовался цезий-метансульфо-
натный раствор (в мМ): 127 CsMeS, 10 NaCl, 5 EGTA,
10 HEPES, 6 QX314, 4 ATP-Mg, and 0.3 GTP (pH
был доведен до 7.25 с помощью СsOH).

За момент генерации иктального разряда было
принято начало тонической спайковой активности
пирамидных нейронов, т.е. порог генерации пер-
вого спайка тонической фазы. В режиме фиксации
потенциала на уровне –27 мВ этому соответствует
точка начала первого входящего (возбуждающего)
тока.
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Тормозные постсинаптические токи (ТПСТ)
были зарегистрированы во время преиктальной ак-
тивности в срезах мозга 3-недельных крыс методом
патч-клампа в конфигурации «целая клетка» в ре-
жиме фиксации напряжения на уровне –27 мВ.
Преиктальная активность была охарактеризована
тремя параметрами: продолжительностью преик-
тальной активности, амплитудой и длительностью
первого ТПСТ. Продолжительность преиктальной
активности измерялась как временной интервал
между временем начала первого ТПСТ и временем
начала иктального разряда.

Регистрация внеклеточной концентрации ионов 
калия

Внеклеточную концентрацию калия регистри-
ровали с помощью калиевых электродов, частично
заполненных калиевым ионофором I-coctail A.
Метод изготовления электродов и регистрации по-
дробно описан ранее [17]. После записи концен-
трацию ионов калия рассчитывали по формуле:

[Κ+]0 = 3.5 mM , где коэффициент
α = 0.044 был определен при калибровке электро-
дов, Vbase – значение потенциала на калиевом элек-
троде в растворе, V(t) – регистрируемый потенциал
на калиевом электроде в срезе.

Фармакология
Все реактивы, использованные в работе, были

произведены компанией Sigma-Aldrich (США).
Для блокады KCC2-котранспортера использовался
ингибитор VU0463271 (10 μM), а нейрональной
Na+/K+-помпы – оуабаин (5 μМ).

Статистическая обработка
Анализ первичных электрофизиологических

данных производился с использованием програм-
мы Clampfit 10.5.2.6 (Molecular Devices, CША). Для
статистической обработки данных использовалась
среда R-Studio 8.12.175.481 (R-Tools Technology, Ка-
нада). Нормальность распределения данных оце-
нивалась по критерию Колмогорова–Смирнова.
Эффект действия блокаторов оценивался с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа с
последующими апостериорными сравнениями
средних значений по тесту Тьюки. Все значения
приведены как среднее ± стандартная ошибка
среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ
1. Эпилептиформная активность в срезах 

энторинальной коры и гиппокампа 3-недельной крысы
В срезах мозга 21-дневных крыс стабильная ик-

тальная активность возникала через 10–15 мин по-

α −( ( ) )baseV t Ve

сле применения эпилептогенного раствора. Ин-
тервал между иктальными разрядами составил
484 ± 26 с (число срезов n = 16), средняя продолжи-
тельность иктальной активности – 33 ± 4 с. При
этом интериктальная активность наблюдалась ред-
ко или полностью отсутствовала.

На рис. 1 приведена одновременная запись
спайковой активности одного репрезентативного
нейрона и постсинаптические токи другого нейро-
на энторинальной коры во время эпилептиформ-
ной активности. Чтобы одновременно отслеживать
как тормозные (потенциал реверсии порядка
‒50 мВ), так и возбуждающие (потенциал ревер-
сии порядка +10 мВ) постсинаптические токи, в
режиме фиксации потенциала удерживалось зна-
чение –27 мВ. Представленная на рисунке репре-
зентативная запись демонстрирует, что в 3-недель-
ном возрасте иктальному разряду обычно предше-
ствует преиктальная активность в виде одного или
нескольких продолжительных (3–4 с) ТПСТ, со-
провождающихся также спайковой активностью
75% пирамидных нейронов (118 из 160 наблюде-
ний). Порог генерации потенциалов действия пи-
рамидных нейронов энторинальной коры в клони-
ческой фазе иктального разряда составлял –
38.2 ± 1.0 мВ (n = 16). Однако во время преикталь-
ных разрядов у 38% (18/47) нейронов наблюдались
спайки с низким порогом –56.0 ± 1.1 мВ (рис. 1).
Такие же спайки зарегистрированы при локальной
активации светом хлорных светоуправляемых ка-
налов GtACR на мембране аксона [18]. Согласно
работе [19], низкопороговые спайки наблюдаются
в том случае, когда они инициированы дистальнее
аксонного холмика. Описаны также интернейро-
ны, которые имеют синаптические входы на аксо-
ны пирамидных нейронов, это аксо-аксональные
нейроны или клетки-канделябры [20]. Хотя клет-
ки-канделябры являются ГАМКергическими ней-
ронами, их синаптические входы могут оказаться
возбуждающими в условиях локального накопле-
ния в аксоне хлорид-ионов. Быстрому локальному
накоплению хлорид-ионов также способствует
низкий уровень экспрессии KCC2-котранспортера
у ювенильных животных [21], особенно в области
начального сегмента аксона.

Важной особенностью генерации иктального
разряда в срезах мозга 21-дневной крысы в 4-ами-
нопиридиновой модели является продолжитель-
ная преиктальная активность, сопровождающаяся
ТПСТ, т.е. генерация иктального разряда в незре-
лом мозге определяется первоначальной синхрон-
ной активацией ГАМКергических нейронов.

2. Эпилептиформная активность 
в срезах мозга 8-недельных крыс

При использовании эпилептогенного раствора
в срезах мозга 8-недельной крысы стабильная ик-
тальная активность обычно отсутствовала, чаще
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устанавливался режим интериктальной активно-
сти, когда пачки синхронизованной спайковой ак-
тивности нейронов продолжительностью менее се-
кунды генерировались с частотой 0.05–0.20 Гц.

Вызвать стабильную иктальную активность в
срезе можно было при соблюдении двух условий:
1) отсечении зоны СА3 гиппокампа, которая явля-
лась генератором интериктальной активности;
2) длительном предварительном выдерживании сре-
зов (не менее часа) в ИСМЖ с 0.1 мМ 4-АП. Поме-
щать срезы после порезки сразу в эпилептогенный
раствор нежелательно, поскольку это существенно
сокращает срок жизни срезов и длительность ста-
бильной генерации иктальной активности.

В режиме иктальной активности у 8-недельных
крыс, также как у 3-недельных, между иктальными
разрядами редко наблюдались интериктальные
разряды, т.е. после прекращения одного иктально-
го разряда срез молчит (рис. 2). Перед генерацией
следующего иктального разряда у 8-недельных
крыс может возникнуть одна короткая пачка син-
хронизованной активности (преиктальный раз-
ряд). В отличие от 3-недельных животных, она воз-
никала только в 28% (9/32) срезов (рис. 2а). Во вре-
мя преиктального разряда в половине этих срезов
(5/9) также наблюдались низкопороговые спайки
(рис. 2в), которые, возможно, свидетельствуют о
локальной деполяризации мембраны в аксонах за
счет накопления хлорид-ионов. Таким образом,
срезы 8-недельных крыс более возбудимы, по-
скольку в режиме готовности к генерации икталь-
ного разряда (в режиме преиктальной активности)
находятся короткое время (1–5 с у 8-недельных
крыс, 8–50 с у 3-недельных крыс).

3. Блокада КСС2-котранспортера в срезах мозга
8-недельной крысы прекращает иктальную 
активность, а в срезах 3-недельной – нет

КСС2-котранспортер отвечает за нормализа-
цию внутриклеточной концентрации хлорид-
ионов. Его недостаток приводит к деполяризации
потенциала реверсии ГАМКА-рецепторов, тем са-
мым делает неэффективной главную систему тор-
можения нейронов. В ряде работ [22, 23] была вы-
двинута гипотеза о том, что деполяризующее дей-
ствие ГАМК, возникающее при неправильном
функционировании КСС2-котранспортера, может
провоцировать иктальные разряды, кроме того,
спайки с низким порогом, которые мы наблюдали
во время преиктальной активности, могут свиде-
тельствовать о накоплении хлорид-ионов в нейро-
не в 4-АП модели. Поэтому мы изучили эффект
ингибирования КСС2-котранспортера на эпилеп-
тиформную активность, сравнив спайковую актив-
ность репрезентативного нейрона до и после до-
бавления в перфузирующий раствор ингибитора
КСС2-котранспортера VU0463271 (10 μM).

В срезах гиппокампа и энторинальной коры
3-недельной крысы ингибитор КСС2-котранспор-
тера VU0463271 (10 μM) не приводил к изменениям
свойств эпилептиформной активности (n = 4, рис. 3).

В срезах 8-недельных крыс иктальная актив-
ность вызывалась также, как описано в части 2, при
этом спустя 5–10 мин после аппликации блокатора
KCC2-котранспортера устанавливался режим
частой интериктальной активности, при этом мы
не наблюдали деполяризации нейрона или изме-
нения внеклеточной концентрации ионов калия

Рис. 1. Спайковая активность репрезентативного нейрона энторинальной коры 21-дневной крысы в 4-аминопиридино-
вой (4-АП) модели эпилептиформной активности in vitro. Cлева представлена одновременная запись спайковой активно-
сти одного нейрона и постсинаптических токов другого нейрона. Иктальному разряду предшествует преиктальная актив-
ность в виде продолжительных тормозных постсинаптических токов (ТПСТ), гиперполяризующих событий при фикса-
ции потенциала на –27 мВ. Справа представлены в увеличенном масштабе потенциалы действия во время преиктальной
активности (сверху в красной рамке) и во время клонической фазы иктального разряда (снизу в синей рамке). Пороги ге-
нерации первого потенциала действия в паттернах отмечены красной и синей точками соответственно.
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400 pA
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(n = 5, рис. 4). На рис. 4 показано, что после гене-
рации очередного иктального разряда, нейронная
сеть продолжает генерировать пачечную актив-
ность, характерную для клонической фазы.

Эта серия экспериментов позволяет сделать вы-
вод, что при блокаде КСС2-котранспортера не мо-
жет прекратиться клоническая фаза иктального
разряда в срезах 8-недельных крыс. Качественное
различие в эффектах блокады КСС2-котранспор-
тера у крыс разных возрастов требует дальнейшего
исследования.

4. Частичная блокада Na+/K+-помпы в срезах мозга 
8-недельных крыс прекращает иктальную 

активность, а у 3-недельных – нет

Поскольку возбудимость нервной ткани зави-
сит от внеклеточной концентрации ионов калия,
то еще одним механизмом, препятствующим эпи-
лептической активности, должно быть изменение
активности нейрональной Na+/K+-помпы [24].
Помпа выкачивает ионы натрия и закачивает ионы
калия в клетку из внеклеточного пространства. Мы

Рис. 2. Эпилептиформная активность в 4-аминопиридиновой модели в срезах энторинальной коры и гиппокампа 8-не-
дельной крысы Вистар. Пример эпилептиформной активности без (а) и при наличии (b) преиктального разряда. Во время
преиктальной активности наблюдаются спайки с низким порогом генерации потенциала действия. Cправа приведены
примеры спайков в увеличенном масштабе, синей и красной точками, соответственно, отмечены пороги генерации пер-
вого в паттерне потенциала действия в тонической фазе иктального разряда и во время преиктального события.
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Рис. 3. Эффект блокады KCC2-котранспортера с помощью VU0463271 (10 μM) в срезах мозга 3-недельных крыс.

2 min

VU0463271

30 mV

Рис. 4. Блокада KCC2-котранспортера с помощью VU0463271 (10 μM) в срезах энторинальной коры и гиппокампа с отсе-
чением зоны CA3 гиппокампа 8-недельных крыс препятствует генерации иктальных разрядов. Эффект продемонстриро-
ван с помощью одновременной регистрации внеклеточной концентрации калия и спайковой активности репрезентатив-
ного нейрона глубоких слоев энторинальной коры.
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изучили эффект частичной блокады нейрональной
Na+/K+-помпы оуабаином (5 μМ) на эпилепти-
формную активность.

В срезах мозга 3-недельных крыс аппликация
оуабаина постепенно уменьшала амплитуду и про-
должительность ТПСТ перед иктальным разрядом,
а также уменьшала время от начала преиктальной
активности до иктальной (однофакторный диспер-
сионный анализ с повторными измерениями, чис-
ло срезов n = 8, рис. 5). Таким образом, блокада
Na+/K+-помпы приводила к постепенному исчез-
новению преиктальной активности в срезах энто-
ринальной коры, а также сокращению интервала
между иктальными разрядами (однофакторный
дисперсионный анализ с повторениями F4, 12 = 25,
p < 0.05, n = 6).

В срезах мозга 8-недельных крыс иктальная ак-
тивность вызывалась способом, описанным в ча-
сти 2, при этом оуабаин (5 μМ) приводил к тому,
что после генерации очередного иктального разря-
да нейронная сеть оставалась в клонической фазе и
начинала генерировать постоянные интерикталь-
ные разряды с частотой 0.2–0.3 Гц (рис. 6, n = 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Cравнение эпилептиформной активности в

4-АП модели у 3- и 8-недельных крыс показывает,
что в зрелом мозге существуют защитные механиз-
мы, препятствующие регулярной генерации ик-
тальных разрядов. В энторинальной коре 8-недель-
ной крысы, в отличие от 3-недельной, иктальная
активность легко блокируется, когда поступает
входной сигнал из зоны CA3 гиппокампа, или при
блокаде катион-хлорного транспортера КСС2 или
Na+/K+-помпы. Таким же эффектом обладает низ-
кочастотная электрическая стимуляция [25]. При
действии любого из этих факторов устанавливается
стабильная интериктальная активность, которая
препятствует генерации иктального разряда.

Интериктальная активность подавляет 
иктальную в зрелом мозге, но не в ювенильном

Антагонистическое действие интериктальной
активности на иктальную в зрелом мозге было опи-
сано ранее в нескольких работах [26, 27]. H. Swartz-
welder и соавт. обнаружили этот эффект в модели
эпилептиформной активности in vitro с нулевым

Рис. 5. Эффект частичной блокады Na+/K+-помпы на преиктальную активность в срезах мозга 3-недельных крыс Вистар.
(a) Постсинаптические токи репрезентативного нейрона, записанные в режиме фиксации потенциала на уровне –27 мВ
в 4-АП модели, записанные с момента добавления в перфузирующий раствор оуабаина (5 μМ). В зеленой рамке приведен
в увеличенном масштабе первый иктальный разряд после аппликации оуабаина (I), в синей рамке – седьмой (VII) b–d.
Изменение характеристик иктальных разрядов со временем, по оси абсцисс точка Control – контроль, I – первый икталь-
ный разряд после аппликации оуабаина, II – второй и так далее. По оси ординат: амплитуда первого ТПСТ (b), длитель-
ность первого ТПСТ (c) и продолжительность преиктальной активности (d). F5,12 – результаты дисперсионного анализа
с повторными измерениями.
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магнием в срезах гиппокампа и энторинальной ко-
ры взрослых крыс [26], а M. Barbarosie и M. Avoli –
в 4-АП модели [27]. Интересно, что на органотипи-
ческой культуре гиппокампа было выявлено, что
гибель нейронов коррелирует с иктальной актив-
ностью, но не интериктальной [28]. Таким обра-
зом, генерация интериктальной активности в зре-
лом мозге может рассматриваться как потенциаль-
но важный нейропротекторный механизм.

Клинические данные показывают, что незре-
лый мозг больше склонен к генерации эпилептиче-
ских приступов, которые сложнее подавляются [1].
Мы недавно показали, что в срезах мозга ювениль-
ных крыс интериктальная активность, генерируе-
мая в зоне CA3 гиппокампа, равно как и низкоча-
стотная стимуляция не препятствуют генерации
иктальных разрядов в энторинальной коре. Сами
интериктальные разряды сложно вызвать в срезах
ювенильных крыс с помощью электрической сти-
муляции [25]. А если интериктальная активность
возникает, то она может провоцировать иктальный
разряд и поэтому в этом случае ее часто называют
преиктальной активностью [25].

В 4-АП модели различают два типа интерик-
тальной активности: ГАМК-глутаматные, которые
возникают из-за рекуррентного взаимодействия
интернейронов (деполяризация потенциала ревер-
сии ГАМКА-рецепторов приводит к деполяризую-
щему действию ГАМК), а также глутаматные, ко-
торые возникают из-за рекуррентного взаимодей-
ствия возбуждающих нейронов [14]. ГАМК-
глутаматные события регистрируются в срезах 3-не-
дельной крысы перед началом иктальной активно-
сти, они провоцируют генерацию иктального раз-
ряда. Глутаматные разряды более типичны для
взрослой крысы. Они регистрируются при сохра-
нении связей энторинальной коры с гиппокампом,
при низкочастотной электрической стимуляции, а
также генерируются при блокаде КСС2-котранс-
портера и Na+/K+-помпы. В срезах мозга 8-недель-
ной крысы в 4-АП модели генерация глутаматных

интериктальных разрядов препятствует развитию
иктального разряда.

Причины высокой готовности к генерации 
иктального разряда в незрелом мозге

Причины отличий во взаимоотношениях инте-
риктальной и иктальной активности в развиваю-
щемся и зрелом мозге, вероятно, обусловлены раз-
личиями в экспрессии ряда мембранных белков.
Например, до 22-го дня постнатального развития в
мозге крыс отсутствуют ГАМКБ-опосредованные
постсинаптические события [9, 10], которые обес-
печивают длительное следовое торможение. В ран-
нем постнатальном периоде меняется соотноше-
ние экспрессии хлорных котранспортеров KCC2 и
NKCC1. Уровень экспрессии KСС2 достигает мак-
симального значения лишь к концу второй недели
постнатального развития у крыс [4–8]. В этот же
период продолжается формирование связей между
гиппокампом и энторинальной корой [29].

KСС2-котранспортер

Роль KСС2-котранспортера в генерации и пре-
кращении иктальной активности противоречива.
Помимо обнаруженных нами различий в действии
ингибитора КСС2 у 3- и 8-недельных крыс, есть
данные о том, что при искусственном повышении
экспрессии КСС2 фотостимуляция парвальбумин-
позитивных интернейронов не способна иниции-
ровать иктальный разряд (в отличие от нормально-
го уровня экспрессии КСС2) [30]. Это еще раз до-
казывает то, что одной из причин генерации ик-
тального разряда в незрелом мозге может являться
возбуждающее действие ГАМК вследствие накоп-
ления хлорид-ионов из-за недостаточной работы
КСС2-котранспортера. Кроме того, у некоторых
людей с эпилепсией зарегистрированы мутации ге-
на КСС2 [31, 32]. У таких пациентов из-за ослаб-
ленной функции КСС2-котранспортера действи-

Рис. 6. Эффект частичной блокады Na+/K+-помпы на эпилептиформную активность в срезах мозга 8-недельных крыс
Вистар.
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2.8 mM
Ouabain

3 mM
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тельно должен реализовываться сценарий возбуж-
дающего действия ГАМК.

У 3-недельных крыс наблюдаются продолжи-
тельные ГАМК-глутаматные события во время
преиктальной активности и в клонической фазе
иктального разряда. Не исключена роль положи-
тельного действия ГАМК из-за повышения кон-
центрации хлорид-ионов в инициации таких собы-
тий [33, 34].

Na+/K+-помпа

Последние исследования выявили возрастные
различия в экспрессии субъединиц Na+/K+-помпы
[12]. В коре и гиппокампе у взрослой мыши значи-
тельно выше уровень экспрессии α1- и α3-субъ-
единиц Na+/K+-помпы по сравнению с 6-м днем
постнатального развития. Более активная работа
Na+/K+-помпы позволяет быстро нормализовать
внутриклеточную концентрацию ионов натрия и
внеклеточную концентрацию ионов калия, т.e.
контролирует возбудимость нейронов. По такому
механизму Na+/K+-помпа может защищать зрелый
мозг от эпилептической активности. Согласно на-
шим данным о действии оуабаина, в срезах мозга
3-недельной крысы ослабление работы Na+/K+-
помпы приводит к сокращению преиктальной ак-
тивности и увеличению частоты иктальных разря-
дов, т.e. имеет проэпилептический эффект. В сре-
зах мозга 8-недельных крыс при блокаде помпы ре-
жим иктальной активности сменяется режимом
интериктальной активности.

ГАМКБ рецепторы

Ранее мы выявили возрастные различия в эф-
фекте низкочастотной электрической стимуляции
на иктальную активность в срезах мозга крыс в
4-АП модели [25]. Во время низкочастотной элек-
трической стимуляции в срезах ювенильных крыс
наблюдается уменьшение частоты иктальных раз-
рядов, тогда как в срезах взрослых крыс каждый
стимул вызывает интериктальный разряд, при этом
сама иктальная активность исчезает. Механизм
эффекта низкочастотной стимуляции в срезах моз-
га взрослых животных реализуется посредством
активации постсинаптических ГАМКБ-рецепто-
ров [35, 36]. Toprani и Durand [35] показали, что
при стимуляции тракта в билатеральных срезах
гиппокампа каждый электрический импульс вы-
зывает продолжительную гиперполяризацию
нейронов. При блокаде ГАМКБ-рецепторов эта
гиперполяризация исчезает, и стимуляция ста-
новится неэффективной, что свидетельствует о
том, что механизм действия стимуляции реали-
зуется посредством активации постсинаптиче-
ских ГАМКБ-рецепторов.

В срезах мозга ювенильных животных эффект
реализуется посредством активации пресинапти-
ческих ГАМКБ-рецепторов [25]. Мы показали, что
на эпилептическую активность влияет блокада лю-
бого типа синаптических рецепторов: AMPA,
NMDA, ГАМКА и ГАМКБ, но только при блокаде
ГАМКБ-рецепторов стимуляция становится неэф-
фективной. Ответы нейронов на парную стимуля-
цию, математическое моделирование, а также эф-
фект блокады обратного захвата глутамата указали
на то, что низкочастотная электрическая стимуля-
ция приводит к активации пресинаптических
ГАМКБ-рецепторов, за счет чего уменьшается ве-
роятность выброса медиатора, в итоге уменьшается
частота иктальных разрядов [25].

Недостаточное развитие постсинаптических
ГАМКБ-рецепторов в раннем постнатальном пери-
оде объясняет различие противоэпилептического
действия низкочастотной стимуляции у крыс раз-
ных возрастов.
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AGE-RELATED DIFFERENCES IN EPILEPTIFORM ACTIVITY 
IN SLICES OF THE RAT ENTORHINAL CORTEX 

IN 4-AMINOPYRIDINE MODEL 
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Children are more likely to develop epileptic seizures (ictal discharges lasting tens of seconds) than adults. A
higher predisposition of the juvenile brain to the generation of epileptiform activity is thought to be due to the
preeminence of inhibition over excitation at the early stage of brain development. However, the molecular and
physiological mechanisms underlying these age-related differences are yet to be clarified. We compared the ictal
activity induced by a chemoconvulsant 4-aminopyridine (4-AP) in the horizontal slices of the entorhinal cortex
and hippocampus of 3- and 8-week-old Wistar rats. In 3-week-old rats, the ictal discharge was always preceded
by a clearly detectable preictal activity as manifested in one or several 3–4-s GABA-glutamate events. . In con-
trast, in 8-week-old rats, such events were typically absent or very rare (no more than one occasional short event).
The ictal activity resistance to external exposures was also age-dependent. In 8-week-old rats, by contrast to 3-
week-old animals, ictal discharge generation in the entorhinal cortex was blocked completely and replaced by the
0.2–0.3 Hz interictal activity (simultaneous 1–3-s burst discharges) by a partial blockade of the KCC2-cotrans-
porter or Na+/K+-pump, as well as by low-frequency electric stimulation. Thus, our data indicate that ictal dis-
charges in the immature (3-week-old) brain are more resistant to external exposures than in the brain of adult
rats. Interictal and ictal epileptiform activities are antagonistic in 8-week-old animals, while the appearance of
interictal activity interrupts the generation of ictal discharges completely and can, therefore, be considered as one
of the putative antiepileptic mechanisms in the mature rat brain.

Keywords: temporal lobe epilepsy, 4-aminopyridine model, GABAB-receptors, КСС2-cotransporter, Na+/K+-
pump, antiepileptic mechanisms
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Изучено влияние дециметровых микроволн (ЭМИ) на активность одного из ферментов энергообеспе-
чения пируваткиназы (ПК) в структурах мозга 3-, 6- и 24-месячных белых нелинейных крыс. Опытные
крысы в течение 10 дней ежедневно по 20 мин подвергались воздействию 10 и 30 мкВт/см2 ЭМИ. Уста-
новлено, что активность ПК в корковых и подкорковых структурах головного мозга, различающихся
по снабжению кислородом, морфофункциональным и филогенетическим особенностям, по-разному
реагирует на воздействие ЭМИ: при 10 мкВт/см2 вызывает повышение, а при 30 мкВт/см2 – снижение
ПК-активности в тканях структур головного мозга. В митохондриальной субклеточной фракции
структур мозга при 10 мкВт/см2 облучении активность фермента ниже, чем при 30 мкВт/см2. В цито-
зольной субклеточной фракции структур головного мозга не было выявлено существенных различий в
активности ПК в зависимости от степени интенсивности излучения, тогда как эти показатели, взятые
отдельно, достоверно различались по сравнению с контролем (p < 0.01; <0.001). Имеются несколько
предположений относительно объяснения полученных результатов. Наблюдаемое повышение ПК-ак-
тивности в изучаемых структурах головного мозга – это процесс метаболической адаптации, направ-
ленный на защиту структурной целостности и функциональных компонентов нервных клеток от вред-
ных воздействий излучения. И, наоборот, нехватка энергии, обусловленная падением активности ПК,
в свою очередь, вызывает различные вторичные негативные метаболические изменения и окисление
свободных радикалов в клетках. Данные показали, что при 10 и 30 мкВт/см2 ЭМИ у крыс эндогенные
сигналы направляются от корковых структур к подкорковым, но при этом активность ПК не восста-
навливается до контрольных показателей. Предполагается, что под воздействием ЭМИ мозжечок, ор-
битальная и сенсомоторная кора являются донорами, а лимбическая кора и гипоталамус – акцептора-
ми в системе сигнальной трансдукции.

Ключевые слова: крыса, онтогенез, электромагнитное излучение, мозг, пируваткиназа
DOI: 10.31857/S0044452921020066

ВВЕДЕНИЕ

Основным источником энергии, необходимой
для деятельности и поддержания структур мозга,
являются сопряженные реакции окисления и фос-
форилирования, катализируемые комплексом
ферментных систем, локализующихся в митохон-
дриях клеток мозга. При этом недостаточно сведе-
ний в отношении гликолитических ферментов, в
той или иной мере связанных с процессами накоп-
ления энергии в клетках мозга. Мозг животных
представляет собой гетерогенное образование. Вы-
яснение особенностей динамики изменения и ве-
личины активности ферментов энергетического
обмена в разных структурах мозга, отличающихся
между собой по филогенетическому возрасту,
структуре и функции, как в норме, так и после воз-

действия неблагоприятных факторов среды при-
влекает внимание исследователей [1, 2].

Пируваткиназа (ПК; КФ 2.7.1.40) – внутрикле-
точный регуляторный гликолитический фермент
генерации АТФ, находящийся практически во всех
тканях. Этот фермент в присутствии ионов магния
и калия катализирует необратимую реакцию пре-
вращения фосфоэнолпирувата в пируват, сопро-
вождающуюся образованием АТФ. Это фосфори-
лирование не является окислительным процессом.
Кроме этого, ПК наряду с фосфофруктокиназой и
гексокиназой является основным регулятором
гликолитического процесса.

Так как энергетический обмен в головном мозге
протекает с высокой интенсивностью, то измене-
ния активности ПК нарушают энергозависимые
процессы и могут привести организм к патологиче-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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скому состоянию. Имеется большое количество
данных о влиянии электромагнитного излучения
(ЭМИ) на центральную нервную систему (ЦНС),
биологические объекты и особенно на организм
человека [3–5]. Это связано как с существованием
естественных и искусственных источников ЭМИ,
так и с их постоянным и растущим внедрением во
многие сферы жизнедеятельности человека [3, 6–
8]. Исследования биологических эффектов ЭМИ
микроволновых диапазонов актуальны и приори-
тетны: плотность данного частотного диапазона
значительно возросла из-за широкого применения
предметов первой необходимости (микроволновые
печи, мобильные телефоны, компьютеры и т.д.),
военных (радиолокационных) и медицинских ис-
точников излучения. Интерес к таким исследова-
ниям связан с отсутствием точного механизма дей-
ствия ЭМИ. Собрано большое количество экспе-
риментальных данных о влиянии и последствиях
их воздействия на биологические системы [3, 9].
Раскрытие механизмов повышения резистентно-
сти мозга к действию экстремальных факторов
продолжает обсуждаться в широких кругах ученых.
Актуальной задачей является раскрытие эндоген-
ных защитных механизмов с целью разработки но-
вых способов повышения резистентности мозга к
повреждающим воздействиям стресс-факторов
[10]. Поскольку энергетический баланс головного
мозга на 80% обеспечивается глюкозой, мы попы-
тались проанализировать воздействие ЭМИ на ди-
намику активности одного из основных ферментов
гликолиза ПК в структурах головного мозга крыс в
различные периоды постнатального онтогенеза.
Изменение активности ПК в структурах головного
мозга в ответ на воздействие неблагоприятных
факторов среды представляет определенный инте-
рес [11, 12].

Обзор литературы показывает, что проблема
воздействия ионизирующего и неионизирующего
ЭМИ на биологические объекты приобретает все
большую актуальность. С учетом важности этой
проблемы в представленной работе ставилась цель
исследования особенностей воздействия неиони-
зирующих дециметровых электромагнитных волн
с плотностью мощностей 10 и 30 мкВт/см2 на ак-
тивность ПК мозга крыс в онтогенезе в сравни-
тельном аспекте в зависимости от возраста живот-
ных, структуры мозга, субклеточного компартмен-
та, а также интенсивности ЭМИ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты проводились на белых нелиней-

ных крысах-самцах в 3 группах по 54 особи в каж-
дой: 3-месячного (масса 90–110 г), 6-месячного
(масса 130–160 г) и 24-месячного (масса 250–270 г)
возраста. Группы разделены на 1 контрольную и
2 экспериментальные подгруппы, в каждой по
18 крыс. В специальной камере животные подвер-

гались воздействию ЭМИ с частотой электромаг-
нитных волн 460 МГц с использованием физиоте-
рапевтической установки “Волна-2” (Россия).
Опыты проводились на протяжении 10 дней еже-
дневно в течение 20 мин при 10 и 30 мкВт/см2 ин-
тенсивности ЭМИ. Контрольная группа живот-
ных, соответствующая тому же возрасту, что и экс-
периментальная, подвергалась “облучению” под
выключенным аппаратом. После 10 дней облуче-
ния крыс декапитировали, извлекали головной
мозг и на льду идентифицировали структуры мозга:
гипоталамус, мозжечок, орбитальную, сенсомо-
торную и лимбическую кору [13]. Ткани структур
головного мозга гомогенизировали в буферной
среде, состоящей из 0.2 М трис-HCl буфера
(рН 7.4), 1 мМ ЭДТА, 0.25 М сахарозы в соотноше-
нии 1:9 и центрифугировали на рефрижераторной
центрифуге K-24 (Германия) при 900 g в течение
10 мин. После удаления обрывков ткани суперна-
тант разбавляли в соотношении 1 : 10 раствором
0.32 М сахарозы и центрифугировали в течение
20 мин при 11 000–14 000 g. Далее из супернатанта
получали цитозольную субклеточную фракцию
(ЦФ) методом дифференциального центрифуги-
рования на ультрацентрифуге “Beckman coulter Op-
tima L-100XP” (Германия) при 100 000 g оборотах в
течение 1.5–2.0 ч. Митохондрии после повторного
ресуспендирования в 5 мл 0.32 М сахарозы осажда-
ли центрифугированием при 14 000 g в течение
20 мин. Для определения максимальной внутри-
митохондриальной активности ПК мембраны ми-
тохондрий разрушали 1% раствором Тритон Х-100,
приготовленном на 0.25 М растворе сахарозы [14].
Все процедуры проводились при температуре 0–
4°С. ПК-активность определяли спектрофотомет-
рически на анализаторе скоростей реакции систе-
мы “ULTRАLAB-2101” для регистрации активно-
сти ферментов (“LKB”, Швеция) при длине волны
λ = 340 нм и 25°С с применением ЛДГ в качестве
индикаторного фермента окисления NADH [15].
Удельную ферментативную активность ПК счита-
ли как μM NADH /1 мин/ мг белка. Общее содер-
жание белка определяли по Брэдфорд, используя
0.01% раствор кумасси бриллиантового синего
G-250, при длине волны λ = 595 нм [16]. Опыты
проводили в 6 повторностях. Обработка данных
проводилась в программе OriginPro 7.0. Стати-
стическую обработку проводили с использовани-
ем пакета анализа программ Statistica. Оценка зна-
чимости различий данных между группами прово-
дилась с использованием t-критерия Стьюдента,
различия считались достоверными при значениях p
< 0.01.

В процессе экспериментов соблюдались прави-
ла гуманного обращения с экспериментальными
животными, изложенные в директиве Совета Ев-
ропейского сообщества (86/609/ЕЕС), под наблю-
дением локального комитета по биоэтике НАН
Азербайджана.
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РАШИДОВА

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Полученные данные в группах молодых (3-ме-

сячного возраста), взрослых (6-месячного возрас-
та) и старых (24-месячного возраста) эксперимен-
тальных животных показывают достоверные изме-
нения активности ПК в структурах мозга в
зависимости от возраста животного, исследуемой
структуры, субклеточной фракции и интенсивно-
сти воздействия ЭМИ (рис. 1–3).

Во всех возрастных группах выявлены следую-
щие изменения: в большинстве случаев в гомогена-
те тканей структур головного мозга при воздей-
ствии излучения интенсивностью в 10 мкВт/см2

активность ПК возрастала по сравнению с кон-
трольной группой крыс в ~2.5 раза (р < 0.001). При-
чем как у молодых, так и у взрослых особей общая
картина динамики активности ПК в тканях струк-
тур головного мозга идентична. Лимбическая кора
составила исключение, где активность фермента
находилась в пределах показателей контроля. В то
же время в группе молодых животных, несмотря на
некоторое снижение, ПК-активность выше кон-
трольных показателей (p < 0.01). У крыс 24-месячного
возраста в некоторых случаях наблюдалась тенденция
к снижению активности ПК в структурах мозга до
уровня контроля и даже ниже (p < 0.05). Самая
высокая активность фермента обнаружена в ор-
битальной коре 3-месячных крыс (в 2.5 раза вы-
ше контроля, p < 0.001), наименьшая – в гипота-
ламусе 24-месячных крыс (в 1.7 раза ниже кон-
троля, p < 0.01).

Излучение интенсивностью в 30 мкВт/см2 так-
же приводило к различным изменениям ПК-ак-
тивности в структурах мозга. Причем характер ди-
намики активности фермента различается от таково-
го при излучении интенсивностью в 10 мкВт/см2. А
именно, в группе 3-месячных крыс ПК-активность
значительно ниже, чем при воздействии излучения
в 10 мкВт/см2, но выше контрольных значений,
кроме лимбической коры, где наблюдалась гипо-
активность фермента (p < 0.01). При сравнении с
контрольными показателями, в зависимости от
возраста в орбитальной коре у 6-месячных крыс
наблюдалось достоверное повышение активности
фермента, в то время как у 24-месячных – наблю-
далась лишь тенденция к повышению, а у 3-месяч-
ных – изменения были недостоверны. В сенсомо-
торной коре 24-месячных крыс активность фер-
мента достоверно повышалась в 1.2 раза, в то время
как в более молодых группах крыс изменения ак-
тивности фермента недостоверны. В лимбической
коре у 3- и 6-месячных крыс различия в показате-
лях наблюдаемой гипоактивности ПК высокодо-
стоверны (p < 0.001), в то время как у 24-месяч-
ных – различие в активности ПК недостоверно по
сравнению с контролем.

В подкорковых структурах мозга общая картина
динамики ПК в возрастных группах идентична:

при достоверном изменении активности фермента
в группе 3-месячных крыс, с увеличением возраста
различия недостоверны. Сравнительный анализ
данных показал, что в основном при облучении в
10 мкВт/см2 ПК-активность во всех исследован-
ных тканях структур мозга выше, чем при облуче-
нии в 30 мкВт/см2. После экспозиции облучения
различными интенсивностями почти во всех воз-
растных группах лишь в двух структурах мозга – в
орбитальной коре и мозжечке – активность фер-
мента была достоверно намного выше контрольно-
го уровня (p < 0.001) (рис. 1).

Исходя из того, что исследования на субклеточ-
ном уровне увеличивают интегративную информа-
тивность, проведена серия экспериментов с мито-
хондриальной и цитозольной субклеточными
фракциями исследуемых структур мозга.

В митохондриальной субклеточной фракции
структур мозга на фоне резкого снижения ПК-ак-
тивности при 10 мкВт /см2 наблюдалась гиперак-
тивность фермента при облучении в 30 мкВт/см2. В
частности, при облучении интенсивностью
10 мкВт/см2 у 3- и 24-месячных крыс в корковых
структурах и гипоталамусе наблюдалось резкое
снижение активности фермента (p < 0.001), в то
время, как в мозжечке 3-месячных крыс она повы-
шалась на 25%, а в мозжечке 24-месячных – значе-
ния достоверности, отражающие различия в актив-
ности ПК относительно значения контрольных
крыс соответствующей структуры и возраста недо-
стоверны. У 6-месячных крыс во всех изучаемых
структурах мозга, кроме орбитальной коры, выяв-
лено достоверное снижение активности фермента
по сравнению с контролем (p < 0.01; < 0.001). В
группе 24-месячных крыс при снижении абсолют-
ных показателей разница в общей картине динамики
активности фермента во всех структурах мозга, по
сравнению с контролем, достоверна (p < 0.01), за ис-
ключением мозжечка.

ПК-активность в митохондриальной субклеточ-
ной фракции структур мозга крыс при 30 мкВт/см2

облучении намного выше по сравнению с кон-
трольным уровнем (p < 0.001), за исключением ор-
битальной коры 3-месячных крыс, сенсомоторной
коры 3- и 6-месячных крыс, гипоталамуса и моз-
жечка 6-месячных крыс, где она ниже, чем в кон-
троле. Таким образом, в митохондриальной суб-
клеточной фракции структур мозга ПК-активность
при воздействии 30 мкВт/см2 облучения была выше,
чем при воздействии 10 мкВт/см2 (рис. 2).

В цитозольной субклеточной фракции структур
мозга при излучении в 10 мкВт/см2 распределение
активности ПК в зависимости от исследуемой
структуры мозга и возраста крыс неравномерное
(рис. 3). В частности, в мозжечке крыс всех воз-
растных групп активность ПК резко снизилась по
сравнению с контролем на 35–51% (p < 0.001), то-
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гда как в сенсомоторной и лимбической коре 24-
месячных крыс она повысилась почти на 80% (p <
0.001). В остальных структурах наблюдалась тен-
денция различия в показателях активности ПК по
сравнению с таковыми в контроле. Активность ПК в

структурах мозга при излучении в 30 мкВт/см2 также
выше по сравнению с контрольным уровнем, и в то
же время она незначительно отличается от показате-
лей активности фермента, полученных после облуче-
ния в 10 мкВт/см2 во всех возрастных группах крыс.

Рис. 1. Изменение удельной активности пируваткиназы в тканях структур головного мозга крыс, подвергшихся воздей-
ствию ЭМИ интенсивности 10 и 30 мкВт/см2 в онтогенезе (μM NADH /1 мин/ мг белка; М ± m; n = 6; λ = 340, 25°C). Здесь
и далее: 1) OC-орбитальная кора, SMC – сенсомоторная кора, LC – лимбическая кора, H-гипоталамус, C – мозжечок;
2) a – 3-месячные крысы, b – 6-месячные крысы, c – 24-месячные крысы; 3) * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001 –
значения достоверности, отражающие различия в активности ПК относительно значения у контрольных крыс соответ-
ствующей структуры и возраста.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как гипо-, так и гиперактивность ПК наряду с
нарушением энергообеспечения мозга, приводят
организм к патологическому состоянию. Пред-
полагается, что изменения в ПК-активности на
фоне воздействия ЭМИ различной интенсивно-
сти обусловлены включением продуктов распада
деятельности ферментов энергоснабжения в клет-

ках и активацией биосинтетических процессов. С
другой стороны, известно, что в ответ на воздей-
ствие такого фактора, как гипоксия в головном
мозге образуется белок НIF-1, который участвует в
регуляции транскрипции более чем 60 белков, в
том числе и гликолитических ферментов [17]. Этим
фактором можно и объяснять изменения в актив-
ности ПК под воздействием ЭМИ. При низкоин-

Рис. 2. Изменение удельной активности пируваткиназы в митохондриях структур головного мозга крыс, подвергшихся
воздействию ЭМИ интенсивности 10 и 30 мкВт/см2 (μM NADH /1 мин/мг белка; М ± m; n = 6; λ = 340, 25°C).
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тенсивном излучении ПК-активность в тканях
структур претерпевает более заметные изменения
по сравнению с высокоинтенсивным излучением:
она достоверно возрастает как по сравнению с кон-
трольным уровнем, так и высокоинтенсивным из-
лучением (р < 0.001). Причем у 3-месячных крыс
активность ПК в корковых структурах выше, чем в

подкорковых структурах. В то же время у 6- и 24-
месячных крыс в мозжечке отмечается высокая ак-
тивность ПК, что может свидетельствовать о том,
что здесь синтез ПК идет более интенсивно. В лим-
бической коре и гипоталамусе во всех 3 возрастных
группах отмечается своеобразное снижение актив-
ности ПК. Это объясняется тем, что лимбическая

Рис. 3. Изменение удельной активности пируваткиназы в цитозоле структур головного мозга крыс, подвергшихся воздей-
ствию ЭМИ интенсивности 10 и 30 мкВт/см2 (μM NADH /1 мин/ мг белка; М ± m; n = 6; λ = 340, 25°C).
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система отвечает за внутренний гомеостаз и сни-
жение в них активности ПК при длительном воз-
действии ЭМИ (10 дней) также оказывает повре-
ждающий эффект на мозг животных. Можно гово-
рить о направленности сигнала облучения от
филогенетически молодых к более древним кор-
ковым структурам: от корковых структур → к под-
корковым, который ведет к патологии, ухудше-
нию общего состояния, и активность ПК не вос-
станавливается до контрольных показателей.
Предполагается, что под воздействием ЭМИ
структуры мозга – орбитальная, сенсомотрная ко-
ра и мозжечок являются донорами, а лимбическая
кора и гипоталамус – акцепторами в системе сиг-
нальной трансдукции. Это, возможно, связано с
тем, что при облучении происходит стереотипная
неспецифическая реорганизация метаболизма для
поддержания гомеостаза, ингибирование биосин-
теза метаболитов пластического обмена и измене-
ния молекулярных механизмов нарушений нерв-
ной ткани [18, 19]. Известно, что с увеличением
возраста наблюдается повышение свободноради-
кального окисления митохондрий, что вызывает
снижение энергетического обмена. Дефицит энер-
гии в результате приводит к снижению механизмов
адаптации. Полученные результаты подтверждают
данные наших прежних исследований по воздей-
ствию неблагоприятных факторов среды: пре- и
постнатальной гипоксии, а также влияния паров
легколетучих фракций сырой нефти на динамику
активности ПК в отдельных структурах мозга в он-
тогенезе [11, 12].

В возрастном аспекте известно, что при сниже-
нии энергообеспечения тканей ниже порогового
уровня развиваются дегенеративные заболевания,
связанные с некоторыми патологическими забо-
леваниями, а также процессом старения. В то же
время, согласно генорегуляторной гипотезе
В.В. Фролькиса, возрастные дисфункции регуля-
ции генов могут привести к изменению соотноше-
ния синтезируемых белков, экспрессии ранее не
обработанных генов, появлению ранее не синтези-
рованных белков и, как следствие, старению кле-
ток [20]. Наши результаты подтверждают эти дан-
ные и согласуются с мнением ряда авторов по это-
му вопросу [21–23].

Клетки содержат как цитоплазматические, так и
митохондриальные формы ПК. Анализ получен-
ных данных показывает, что в контрольной группе
животных ПК-активность в каждой исследуемой
структуре достигает своего максимального значе-
ния сначала в цитозольной субклеточной фракции,
затем в митохондриальной и ткани в целом. Но при
облучении соотношение форм этих ферментов из-
меняется. Это дает нам основание говорить о спо-
собности переключения или “инверсии” активно-
сти ПК в субклеточных фракциях тканей структур
мозга под воздействием ЭМИ различной интен-
сивности. То есть, эпигенетически активизируют-

ся различные гены ПК, локализованные в различ-
ных хромосомах. В этом случае не исключена акти-
вация гена Tu M2-PK, вызывающая карциногенез
в тканях, которая может привести к летальному ис-
ходу, особенно в группах взрослых и старых особей
[24, 25]. Это согласуется с работами ученых, в кото-
рых было отмечено, что уровень общей антиокси-
дантной способности был значительно снижен в
группах ЭМИ, а уровни общей окислительной спо-
собности и индекса окислительного стресса были
значительно увеличены в лобной коре, стволе моз-
га и мозжечке. Это позволило им прийти к заклю-
чению, что ЭМИ вызывает в них структурные из-
менения и ухудшает окислительный стресс и вос-
палительную систему цитокинов, что может
привести к заболеванию, включая потерю функ-
ции этих областей и развитие рака [2].

С другой стороны, возможно, неионизирующее
облучение, как и гипоксия, позволили организму
оптимизировать энергетический обмен за счет по-
явления в клетках митохондрий небольшого раз-
мера с пониженным содержанием цитохромов, вы-
сокой активностью митохондриальных фермен-
тов, с более низким сродством к своим субстратам
и повышенной эффективностью окислительного
фосфорилирования [26]. Как следствие, в этом
случае активация гликолиза приводит к активации
как цитоплазматической, так и митохондриальной
ПК [12]. Однако превышение активности мито-
хондриальной формы ПК над цитоплазматической
в структурах мозга экспериментальных групп крыс
указывает на возрастающие потребности нейро-
нальных клеток в АТФ при специфическом кон-
кретном действии ЭМИ как стресс-фактора [27].

Энергетический обмен в мозге отличается вы-
сокой реактивностью и играет важную роль в адап-
тации функционального состояния в целом. При
этом энергетический баланс в мозге преимуще-
ственно обеспечивается расщеплением глюкозы
[27]. Согласно нашим предыдущим исследованиям
дефицит энергии, в свою очередь, вызывает мно-
жество вторичных отрицательных метаболических
изменений и вызывает окисление свободных ради-
калов в клетках [12, 28]. Вследствие высокой реак-
ционной способности свободных радикалов мно-
гие компоненты клетки становятся мишенью для
химических поражений и вызывают более глубо-
кий дефицит энергии в клетке [27, 29]. В этом ра-
курсе нужно учитывать и роль редокс-гомеостаза в
жизнедеятельности клетки, характеризующего
определенный баланс между процессами окисле-
ния и восстановления и в изучении молекулярных
механизмов, участвующих в регуляции редокс-го-
меостаза клеток и тканей [30].

Наблюдаемое повышение ПК-активности в
изучаемых структурах головного мозга – это про-
цесс метаболической адаптации, направленный на
защиту структурной целостности и функциональ-
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ных компонентов нервных клеток от вредных воз-
действий ЭМИ. И наоборот, нехватка энергии, в
свою очередь, вызывает различные вторичные не-
гативные метаболические изменения и способ-
ствует при определенных условиях окислению сво-
бодных радикалов в клетках, что, помимо всего,
может также ускорить старение организма. Боль-
шая вариабельность в показателях активности ПК
под воздействием ЭМИ – это нормальное состоя-
ние, объясняемое адекватной реакцией мозга на
воздействие неблагоприятного фактора. Чередова-
ние спада активности ПК с подъемом изменяет оп-
тимальное функционирование нейрональных кле-
ток, и далее самих структур мозга. Снижение ак-
тивности ПК в лимбической коре и гипоталамусе,
включенных в лимбическую систему, говорит о со-
стоянии внутреннего гомеостаза, т.е. мозг усилен-
но борется за его сохранение, за нормализацию ра-
боты редокс-системы. Кроме этого, лимбические
структуры участвуют в механизмах памяти; в фор-
мировании эпилептической активности, особенно
при слабых электромагнитных воздействиях.

В нейрофизиологическом аспекте структуры, в
которых активность ПК под воздействием ЭМИ
повышается, по своей сути это структуры – доно-
ры, где же снижается – это структуры – акцепторы.
Например: от сенсомоторной коры идет компенса-
торно-адаптивный сигнал, поддерживающий его
внутренний метаболизм и гипоталамус как акцеп-
тор, пытается восстановиться и активизировать
свои функции. Доноры работают против раздра-
жителя. Определение значимости внешнего раз-
дражителя реализуется в системе ассоциативных
структур с участием лимбической системы. Эти два
процесса восприятия при организации ответных
реакций организма взаимодействуют на элементах
интегративно-пусковых систем мозга. К таковым
по общепризнанному мнению относятся сенсомо-
торные отделы коры. Существенная роль сенсомо-
торной коры в процессах сенсомоторной коорди-
нации определяется структурно-функциональной
организацией связей со специфическими сенсор-
ными и лимбическими структурами мозга, поли-
сенсорными свойствами ее отдельных элементов,
их высокой способностью к пластическим пере-
стройкам. На уровне сенсомоторной коры реали-
зуются механизмы согласования сенсорных и мо-
торных элементов поведения, которые осуществ-
ляются на выходных элементах СМК, имеющих
строгое соответствие между соматическим входом
и моторным выходом. Орбитальная кора – функ-
ционально более интегративная структура, осу-
ществляющая высшую функцию мозга, а сенсомо-
торная кора – более ассоциативная структура, от-
вечающая за сенсорную систему, передает сигнал
на моторику и связана с мозжечком. Нейронные
импульсы, вызывающие движения, генерируются
в коре головного мозга. При повреждении мотор-
ной зоны сенсомоторной области нарушается ини-

циирование движений. Структуры мозжечка осу-
ществляют коррекцию движения, но сама про-
грамма формируется в коре больших полушарий
мозга. При повреждении мозжечка нарушается уг-
леводный, минеральный и белковый обмен, а так-
же процессы энергообразования, терморегуляции
и кроветворения. Метаболизм активнее в корко-
вых структурах, так как и кровообращение здесь
интенсивнее, максимальная энергия для двига-
тельной системы, биосинтез в корковых структу-
рах идет интенсивнее. В то же время среди различ-
ных частей головного мозга наибольшей скоро-
стью обновления белков обладает мозжечок, затем
серое вещество больших полушарий, гипоталамус
и др.

Таким образом, анализ полученных данных
свидетельствует об относительно высокой чувстви-
тельности ПК-активности, как маркере, к воздей-
ствию ЭМИ на мозг, что, возможно, стимулирует
включение компенсаторных и адаптивных меха-
низмов, направленных на нормализацию обмена
веществ. Разница в динамике активности ПК в
структурах головного мозга, по-видимому, связана
с различной степенью поглощения интенсивности
ЭМИ тканями этих структур. С другой стороны,
реакции адаптации включены, и характер обрат-
ной реакции будет связан со степенью стресс-фак-
тора, структурой мозга и с возрастом животного.
Это свидетельствует о том, что при воздействии
ЭМИ гликолиз, являясь источником энергии для
клеток, способствует активизации адаптивно-ком-
пенсаторных реакций посредством изменения ди-
намики ферментативных реакций в тканях и кле-
точных компартментах структур мозга, а также, в
зависимости от возраста, может оказывать суще-
ственное влияние на биохимический баланс орга-
низма в целом. То есть полученные нами экспери-
ментальные данные констатируют факт влияния
воздействия ЭМИ на биологические системы, в
данном случае, структуры мозга крыс [3, 9].

Митохондриальная ПК может быть важна для
поддержания благоприятного для окислительного
фосфорилирования содержания внутримитохон-
дриального АДФ и отношения АТФ/АДФ. По мне-
нию ученых, различия окислительно-восстанови-
тельного баланса в биологических структурах, ко-
личественным выражением которого является
эффективный восстановительный потенциал и ре-
докс-буферная емкость, являются общим призна-
ком, характеризующим самые разнообразные про-
цессы структур в организме [31].

ПК по своей сути является релейным фермен-
том в регуляции энергетического состояния клет-
ки, переключающей синтез АТФ с гликолиза на
окислительное фосфорилирование или на лактат-
ный путь ресинтеза АТФ. Учитывая это, можно
заключить, что полученные данные позволяют
рассматривать изменение активности ПК как де-
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терминанты клеточной реакции в ответ на воздей-
ствие ЭМИ, что приводит к временному повыше-
нию защиты внутриклеточной энергетики за счет
развития адаптивного ответа мозга. В то же время
обнаруженные статистически значимые различия
в динамике активности ПК указывают на возмож-
ности энергосинтетических процессов в зависи-
мости от исследуемого нейронального внутрикле-
точного компартмента структур головного мозга в
онтогенезе. Данное исследование может быть акту-
альным в решении проблем возрастного энерго-
снабжения мозга в стрессовых условиях, ведущих к
развитию дегенеративных заболеваний, служить
основой для коррекции некоторых патологических
состояний, а также для выяснения нейрофизиоло-
гического механизма реакции организма на воз-
действие ЭМИ различной интенсивности, с выте-
кающими отсюда последствиями.
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The effect of decimetric microwaves (DMW) on the activity of pyruvate kinase (PK), one of the energy supply
enzymes, was investigated in the brain structures of 3-, 6-, and 24-month-old white non-linear rats. Experimen-
tal rats were exposed on a daily basis for 20 min to 10 and 30 μW/cm2 of DMW irradiation over a period of
10 days. It was established that PK activity in the cortical and subcortical brain structures, which differ in their
oxygen supply, morphofunctional and phylogenetic characteristics, reacts differently to the effect of DMW: at
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10 μW/cm2 it increases while at 30 μW/cm2 it decreases. In mitochondrial subcellular fractions of the brain struc-
tures, PK activity was lower at 10 μW/cm2 than at 30 μW/cm2. In cytosolic subcellular fractions, no significant
differences were revealed in PK activity at different intensities of DMW irradiation, while these indicators, taken
separately, were significantly different compared to the control (p < 0.01; p < 0.001). There are two alternative
assumptions to account for the obtained results. The increased PK activity in the brain structures studied may
reflect a metabolic adaptation aimed at protecting the structural integrity and functional components of nerve
cells from detrimental effects of DMW irradiation. Conversely, a lack of energy due to a drop in PK activity, in
turn, causes various negative secondary metabolic changes and free-radical oxidation in nerve cells. Our data in-
dicate that both at 10 and 30 μW/cm2 of DMW irradiation, endogenous signals in the rat brain are directed from
cortical to subcortical structures, but PK activity does not recover to the control values. It is hypothesized that
under the effect of DMW, the cerebellum, orbital and sensorimotor cortices serve as donors, while the limbic
cortex and hypothalamus are acceptors in the system of signal transduction.

Keywords: rat, ontogenesis, electromagnetic irradiation, brain, pyruvate kinase
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При изучении влияния сезонного снижения температуры на состав свободных аминокислот и нингид-
ринположительных вторичных метаболитов в мышцах лягушки R. temporaria выявлено увеличение пу-
ла аланина в начале зимней спячки, от 2.43 мкмоль/г сырой массы в летний период до 6.10 мкмоль/г,
а также 3-метилгистидина, от 1.52 до 2.80 мкмоль/г. Впервые в мышцах пойкилотермных животных, –
а именно, у лягушек, – обнаружены цистеиновая кислота и фосфоэтаноламин, количество которых к
началу зимней спячки значительно повышалось, особенно для цистеиновой кислоты: от 0.91 до
2.15 мкмоль/г. Уровень таурина в мышцах R. temporaria оказался намного ниже по сравнению с живот-
ными более низкой и более высокой ступеней филогенеза, однако в начале зимней спячки он увеличи-
вался почти в 3 раза. Предполагается, что аккумуляция названных метаболитов связана с протекторной
ролью этих соединений при температурах, экстремально низких для выживания R. temporaria.

Ключевые слова: низкотемпературная адаптация, мышцы лягушки, таурин, фосфоэтаноламин, цистеи-
новая кислота, филогенез
DOI: 10.31857/S0044452921010058

ВВЕДЕНИЕ
Эктотермные холодостойкие животные, не об-

ладающие совершенной терморегуляцией, выжи-
вают в строго определенных пределах пониженных
температур благодаря способности к низкотемпе-
ратурной адаптации. В эволюции биохимической
адаптации пойкилотермов выделено три основных
типа стратегии: количественная адаптация – изме-
нения в концентрациях компонентов биохимиче-
ских процессов; качественная – включение в мета-
болизм новых видов макромолекул; модуляцион-
ная – изменения активности существующих
макромолекул [1]. Адаптация к низким температу-
рам может осуществляться совместным действием
всех трех типов и каждого в отдельности. Помимо
снижения интенсивности метаболизма, смены на-
бора изоферментов и подготовки липидного ком-
понента мембран, многие животные синтезируют
и различные виды защитных соединений, крио-
протекторов, или адаптогенов.

Свободные протеиногенные аминокислоты вы-
полняют важнейшую функцию создания метабо-
лического фона низкотемпературной адаптации,
который определяет адаптивные возможности ор-
ганизма [2, 3]. Некоторые из аминокислот, аккуму-
лируясь при низких температурах в органах или в

гемолимфе в значительном количестве, выполня-
ют, вероятно, и протекторную роль [2–4]. Соглас-
но нашим исследованиям, в низкотемпературных
адаптациях эктотермов, – в частности, рыб, – осо-
бую роль играют также некоторые вещества, кото-
рые, в отличие от протеиногенных аминокислот,
не являются активными участниками метаболизма
и относятся к вторичным метаболитам, но их уро-
вень при околонулевых температурах повышается
весьма значительно [5, 6]. К ним относятся фосфо-
ро- и серосодержащие соединения: фосфоэтанол-
амин, фосфосерин, цистеиновая кислота, таурин
[5, 6]. Аккумуляция этих метаболитов при низких
температурах специфична для органов и животных
и, вероятно, играет важную роль в адаптации.

Мышцы амфибий анатомически и морфологи-
чески отличаются от мышц рыб, но участие сво-
бодных аминокислот в мышечной адаптации к
низким температурам, в состоянии анабиоза,
практически не изучено. Лишь две работы, выпол-
ненные на свистящей квакше Pseudacris crucifer и
лесной лягушке Rana sylvatica, посвящены изуче-
нию состава свободных аминокислот в мышечной
ткани при воздействии низких температур [2, 7]. В
качестве объектов для аналогичных целей были ис-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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пользованы и рептилии: два вида черепах и подвя-
зочный уж Thamnophis sirtalis [8, 9].

Для понимания эволюции процессов низкотем-
пературной адаптации интересно иметь представ-
ление и о возможном участии в мышцах амфибий
вышеназванных вторичных метаболитов (фосфо-
ро- и серосодержащих соединений) – данные по
этой теме в литературе совершенно отсутствуют.

Травяная лягушка Rana temporaria, представи-
тель семейства настоящих лягушек, является обыч-
ным видом бесхвостых амфибий в умеренном кли-
матическом поясе европейской части России. Наи-
более комфортно амфибии чувствуют себя при
температуре 17–20°С; пониженная температура
воздуха не ограничивает их активность даже при 2–
3°С, но с наступлением регулярных заморозков их
активность прекращается и наступает состояние
анабиоза, отличающееся от гибернации млекопи-
тающих, прежде всего, отсутствием периодов бодр-
ствования [6]. Анабиоз травяных лягушек не столь
продолжителен для земноводных, обитающих в на-
ших широтах, и длится в среднем 180 дней, однако
в очень суровые зимы, когда водоемы, в которых
они зимуют, промерзают до дна, может случаться
их массовая гибель.

Изучение механизмов толерантности к низким
температурам земноводных, переходных между
гидробионтами и наземными животными, выявле-
ние соединений, являющихся активными (и под-
час, специфическими) участниками процессов
адаптации на тех или иных этапах эволюции, пред-
ставляет несомненный интерес и добавит новое
знание для понимания механизмов низкотемпера-
турной адаптации, необходимого для практиче-
ских задач криобиологии и криомедицины.

Задача данного исследования заключалась: 1) в
выявлении особенностей состава свободных ами-
нокислот и нингидринположительных вторичных
метаболитов (фосфомоноэфиров и серосодержа-
щих кислот) мышц лягушек в зимний период в
сравнении с летним; 2) в сравнении полученных
данных с имеющимися литературными данными
для животных, стоящих на более ранних и более
поздних стадиях филогененеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Объект исследования. Поимка травяных лягушек

R. temporaria осуществлялась в 2015–2017 гг. в
неглубоких водоемах окрестностей Пущино
(54°50' с.ш., 37°36' в.д.) в середине июня при сред-
несуточной температуре +17º С и в третьей декаде
ноября (–2°С) – из водоема, частично покрытого
рыхлым льдом. Вес животных составлял 34 ± 5 г.
Декапитация летних лягушек и извлечение икро-
ножных мышц осуществлялись на следующий день
после поимки; декапитация зимних лягушек осу-
ществлялась спустя несколько дней после отлова, в

первых числах декабря; в этот период они находи-
лись в аквариуме при температуре +4°С. Отлов и
содержание животных, доставленных в лаборато-
рию, осуществляли в соответствии с правилами,
принятыми “II Европейской конвенцией по защи-
те животных, используемых для экспериментов
или в других научных целях” (1986). Депротеиниза-
цию и гомогенизацию мышечной ткани проводили
в 0.2 n хлорной кислоте в соотношении веса ткани
и объема кислоты 1:9 (w/v) и центрифугировали
при 20000 об/мин в течение 15 мин, при 0°С на
центрифуге Centricon. Супернатант (S1) нейтрали-
зовали 0.2 n КOH (S2); до использования хранили
при –20°С.

Концентрацию свободных аминокислот и нин-
гидринположительных соединений (НПС) опре-
деляли методом ионообменной жидкостной хро-
матографии на автоматическом анализаторе
аминокислот LC-2000 (Германия). Разделение
аминокислот проводили на ионообменной ко-
лонке (0.37 × 35.0 см), в которой неподвижной фа-
зой являлась катионообменная смола Ostion LG
ANB [10]. Для элюирования использовали трехсту-
пенчатый градиент натрий-цитратного буфера с
возрастающей ионной силой и pH: № 1 – 0.3 М, pH
2.98, № 2 – 0.4 М, pH 3.81, № 3 – 0.45 М, pH 9.97.
Рабочая температура колонки постоянная, 55°С. В
колонку вводили 100 мкл биоматериала (S2), соот-
ветствующего исходному 1 мг мышечной ткани.
Постколоночная модификация аминокислот про-
водилась с нингидрином, интенсивность окраши-
вания аминокислот и НПС измерялась спектрофо-
тометрически при 570 нм. Пределы обнаружения
аминокислот – от 0.3 нмоль, пределы определе-
ния – от 1 до 20 нмоль.

Для количественного определения аминокис-
лот в каждой серии опытов получали хроматограм-
му стандартной смеси аминокислот и НПС: таури-
на, фосфоэтаноламина, фосфосерина и цистеино-
вой кислоты (фирм “Sigma” и “Hitachi”).
Содержание свободных аминокислот выражали в
мкмоль/г сырой массы.

Статистический анализ выполняли, используя
пакет статистических программ для Microsoft Excel
2010. Данные выражали как среднее из 3 парал-
лельных проб (n = 3), в каждой из которых исполь-
зовалось 2 особи (итого 6 особей) ± ошибка сред-
него значения (М ± s.e.m.).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Протеиногенные аминокислоты и 3-метилгисти-

дин. Концентрация свободных протеиногенных
аминокислот мышечной ткани из летней и зимней
популяций R. temporaria представлена в табл. 1 и 2.
Характерной особенностью летнего периода сре-
ди заменимых аминокислот (табл. 1) является со-
отношение аланина к глутаминовой кислоте,
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при котором пул аланина составляет приблизи-
тельно две трети от пула глутаминовой кислоты
(2.4 и 4.0 мкмоль/г сырой массы соответственно
для аланина и глутаминовой кислоты). Уровень ас-
парагиновой кислоты в мышцах летнего периода,
1.35 мкмоль/г, составляет приблизительно одну
треть от пула глутаминовой кислоты. В мышечной
ткани R. temporaria в значительном, но меньшем,
количестве обнаружены также гистидин и его про-
изводное, непротеиногенная аминокислота 3-ме-
тилгистидин (2.2 и 1.52 мкмоль/г соответственно).

Соотношение аланина к глутаминовой кислоте
мышц R. temporaria заметно изменяется в начале
зимнего периода по сравнению с летним: количе-
ство аланина увеличивается от 2.4 до 6.1 мкмоль/г.
Заметное увеличение концентрации отмечается
для 3-метилгистидина, от 1.52 до 2.8 мкмоль/г. На
фоне повышения уровня названных соединений в
начале гибернации травяной лягушки происходит
заметное уменьшение пулов дикарбоновых амино-
кислот: аспарагиновой – от 1.35 до 0.55 мкмоль/г,
глутаминовой – от 4.0 до 3.0 мкмоль/г (табл. 1).
Уровень серина и глицина, 1.24 и 1.50 мкмоль/г, со-
ответственно, почти не изменился; уровень γ-ами-
номасляной кислоты (ГАМК) был ниже предела ее
количественного определения (1 нмоль).

Характерной особенностью летнего периода
среди незаменимых аминокислот (табл. 2) является
существенная концентрация гидроксиаминокис-
лоты треонина (2,05 мкмоль/г) и основной амино-
кислоты лизина (1.38 мкмоль/г). В начале анабиоза
R. temporaria уровень этих аминокислот изменяется
противоположным образом: у треонина увеличи-
вается до 2.90 мкмоль/г, а у лизина уменьшается до
0.94 мкмоль/г.

В отличие от треонина и лизина, серосодержа-
щая аминокислота метионин и аминокислоты с
разветвленной боковой цепью, – валин, изолей-
цин и лейцин, – присутствуют в очень небольшой
концентрации и в начале гибернации R. temporaria
их уровень практически не изменяется (табл. 2).

Суммарное количество заменимых аминокис-
лот у зимних животных выше, чем у летних, и со-
ставляет 17.5 мкмоль/г (табл. 1). Суммарный пул
незаменимых аминокислот у зимних животных по-
чти не отличается от летнего пула (табл. 2). Таким
образом, общий баланс аминокислот, вероятно,
отражает преобладание процессов протеолиза над
процессами синтеза белков.

Вторичные метаболиты. Результаты изучения
влияния сезонного снижения температуры на состав
вторичных метаболитов мышечной ткани R. tempo-
raria представлены на рис. 1. Своеобразие и слож-
ность перехода от водного образа жизни к наземно-
му отражены в появлении новых соединений: ци-
стеиновой кислоты и фосфоэтаноламина 0.91 и
0.30 мкмоль/г, соответственно, а также в низком
летнем уровне 2-аминоэтансульфоновой кислоты,

или таурина (0.61 мкмоль/г). К началу зимнего пе-
риода пулы таурина, цистеиновой кислоты и фос-
фоэтаноламина увеличиваются в 2–3 раза, при
этом уровень цистеиновой кислоты по-прежнему
выше, чем уровень таурина или фосфоэтанолами-
на, и составляет 2.15 мкмоль/г.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результатом эволюции мышечной системы ам-
фибий стало резкое изменение характера их движе-
ний в сравнении с рыбами и соответствующее
усложнение мускулатуры [11]. Мышцы конечно-
стей у лягушек, в отличие от рыб, делятся на две
главные группы, приводящие и отводящие, а мыш-
цы туловища уже не делятся на миомеры, а прини-
мают вид продольных и косых лент. Такие анато-

Таблица 1. Пулы заменимых аминокислот икроножных
мышц лягушки R. temporaria летом и в начале гиберна-
ции (мкмоли/г сырой массы)

Примечания. Тирозин, цистеин, аргинин, пролин, триптофан,
фенилаланин не обнаружены. Данные представляют среднее
из 3 параллельных опытов (М ± s. e. m.), в каждом из которых
использовались 2 особи; * – достоверность значения p < 0.05
по отношению к июню. ГАМК – γ-аминомасляная кислота.

Аминокислоты Июнь Декабрь

Аспарагин 1.35 ± 0.13 0.55 ± 0.05*
Серин 1.24 ± 0.11 1.0 ± 0.1
Глутамин 4.0 ± 0.3 3.0 ± 0.3*
Глицин 1.50 ± 0.13 1.35 ± 0.12
Аланин 2.4 ± 0.2 6.1 ± 0.6*
ГАМК <0.01 <0.01
Гистидин 2.2 ± 0.2 2.6 ± 0.2
3-метилгистидин 1.52 ± 0.14 2.8 ± 0.2*
Общий пул 14.3 ± 1.3 17.5 ± 1.8

Таблица 2. Пулы незаменимых аминокислот икронож-
ных мышц лягушки R. temporaria летом и в начале гибер-
нации (мкмоли/г сырой массы)

Примечания. Данные представляют среднее из 3 параллельных
опытов (М ± s. e. m.), в каждом из которых использовались
2 особи. * – достоверность значения p < 0.05 по отношению
к июню.

Аминокислоты Июнь Декабрь

Треонин 2.05 ± 0.19 2.9 ± 0.3*
Валин 0.39 ± 0.03 0.30 ± 0.03
Метионин 0.09 ± 0.02 0.08 ± 0.01
Изолейцин 0.14 ± 0.02 0.11 ± 0.02
Лейцин 0.23 ± 0.02 0.20 ± 0.02
Лизин 1.38 ± 0.12 0.9 ± 0.1
Общий пул 4.3 ± 0.4 4.5 ± 0.5
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мические и морфологические изменения, наряду с
изменением образа жизни, наверно, могут сопро-
вождаться и биохимическими изменениями соста-
ва мышечной ткани, включая изменение соотно-
шения пулов свободных аминокислот и возможное
появление каких-то “новых” вторичных метаболи-
тов. Эти изменения особенно ярко проявляются в
процессе адаптации к низким температурам и у
разных видов животных имеют свои особенности.

Так, в данной работе показано, что в мышцах
лягушек R. temporaria, в отличие от рыб Perccottus
glenii [12], свободная аспарагиновая кислота при-
сутствует уже в значительном количестве, обретая,
вероятно, существенную роль в усложненных зада-
чах метаболизма амфибий. В мышцах летнего пе-
риода она составляет около одной трети от пула
глутаминовой кислоты, 1.35 мкмоль/г (табл. 1), но
зимой ее уровень понижается до 0.55 мкмоль/г.

Весомое участие аланина в низкотемпературной
адаптации травяной лягушки сопряжено с убылью
глутаминовой кислоты (табл. 1), от которой, воз-
можно, и заимствованы аминогруппы для синтеза
аланина. Возрастание количества аланина соответ-
ствует феномену повышения его уровня у лесных и
свистящих лягушек, зимой вмерзающих в лед и вы-
держивающих экспериментальное замораживание
до –4°С в течение 36–48 ч [2, 7]. У лесных лягушек
R. sylvatica в результате экспозиции при –2.5°С в
течение 2 сут выявлено увеличение пула аланина от
5.34 до 13.15 мкмоль/г [2]. У свистящих квакш Pseu-
dacris crucifer при замораживании до –4°С в течение
36 ч происходит еще более значительное увеличение
уровня аланина, от 1.68 до 5.85 мкмоль/г, обуслов-
ленное, как предполагают авторы, криопротектор-
ным воздействием этой аминокислоты [2, 7]. В
пользу криопротекторного эффекта аланина сви-
детельствует также огромное возрастание его кон-

центрации, в 14 раз, в гемолимфе бабочки Pieris
brassicae при –6°С [4].

Обращает на себя внимание значительное коли-
чество гистидина и 3-метилгистидина, 2.20 и
1.52 мкмоль/г, выявленных в летний период. О
присутствии гистидина, причем в наибольшем по
сравнению с другими аминокислотами количестве
(особенно, у головастиков), сообщалось только в
работе, выполненной на мышцах лягушки-быка
R. catesbeiana [13]. Интересен и обнаруженный в
нашей работе факт существенного увеличения
3-метилгистидина в начале гибернации R. tempo-
raria, до 2.80 мкмоль/г (табл. 1), выявляющий осо-
бенности метаболизма и специфику участия в низко-
температурной адаптации свободных аминокислот
травяной лягушки. О функции непротеиногенной
аминокислоты 3-метилгистидина известно не так
много; известно, что он является продуктом мета-
болизма актина и миозина и отражает уровень рас-
пада белков в мышечной ткани. Asatoor и соавт.
[14] когда-то посвятили 3-метилгистидину работу,
показав его присутствие в актине крыс.

Аминокислотный состав мышц разных видов
рептилий кажется, по сравнению с таковым R. tem-
poraria, более своеобразным и даже необычным.
Например, для мышц черепах Chrysernys picta
rnarginata и C. picta bellii характерно необычайно
высокое содержание метаболически малоактивно-
го валина, 2.488 и 3.409 мкмоль/г, соответственно,
и очень высокое содержание ГАМК, часто отсут-
ствующей не только в мышцах лягушек, но и в
мышцах других позвоночных [8].

Большинство незаменимых аминокислот (ме-
тионин, валин, изолейцин, лейцин) присутствует в
мышцах R. temporaria в очень небольшом количе-
стве (табл. 2). В процессе сезонного снижения тем-
пературы и наступившего затем оцепенения их пу-

Рис. 1. Вторичные метаболиты икроножных мышц лягушки R. temporaria летом и в начале гибернации.

2.5

Июнь Декабрь

Мкмоли/г сырой массы

2.0

1.5

1.0

0.5

0
Цистеиновая кислота ФосфоэтаноламинТаурин



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 2  2021

АДАПТАЦИЯ К НИЗКИМ ТЕМПЕРАТУРАМ ИКРОНОЖНЫХ МЫШЦ 169

лы практически не изменяются. Исключением яв-
ляется пул треонина, возросший от 2.0 мкмоль до
2.9 мкмоль/г, и лизин, уровень которого, напро-
тив, снизился от 1.38 до 0.9 мкмоль/г (табл. 2). Уве-
личение количества треонина коррелирует с
уменьшением количества аспарагиновой кислоты
(табл. 1), из которой он мог образоваться. Стабиль-
ный уровень незаменимых свободных аминокис-
лот особенно важен для синтеза белков и регуля-
торных пептидов, и в этих процессах баланс неза-
менимых аминокислот играет особенно важную
роль: заменимые могут быть легко синтезированы
из кетокислот или других относительно простых
предшественников. В связи с этим следует отме-
тить, что в мышцах свистящей квакши Pseudacris
crucifer, напротив, уровень незаменимых амино-
кислот, изолейцина, лейцина и лизина (треонин и
валин не обнаружены) при замораживании живот-
ных до –4°С в течение 36 ч увеличивается в 3–6 раз
[7]. Незаменимые аминокислоты лесной лягушки
R. sylvatica при замораживании незначительно
уменьшают свои пулы [2]. Наличие свободных
незаменимых аминокислот только в следовых ко-
личествах и наблюдаемое постоянство их концен-
траций указывают на существование чрезвычайно
эффективных механизмов регулирования.

Суммарное количество заменимых аминокис-
лот у зимних животных выше, чем у летних, и со-
ставляет 17.5 мкмоль/г по сравнению с летними
14.3 мкмоль/г (табл. 1). Суммарное количество не-
заменимых аминокислот у зимних животных по-
чти совпадает с летним пулом (табл. 2). Таким об-
разом, общий баланс аминокислот может предпо-
лагать преобладание процессов протеолиза над
процессами синтеза белков.

В данной работе впервые в мышцах земновод-
ных обнаружены цистеиновая кислота и фосфо-
этаноламин. Об этих веществах не сообщалось да-
же в классических работах Churchill и Storey, вы-
полненных на мышцах лягушек [2, 7]; вероятно,
используемый авторами метод не позволял вы-
явить эти НПС. Присутствие названных вторич-
ных метаболитов в мышцах R. temporaria свидетель-
ствует о специфике обменных процессов лягушек,
а их аккумуляция в состоянии анабиоза – о специ-
фике адаптации при низких температурах (рис. 1).
Значимость полученной информации дополняется
отсутствием названных вторичных метаболитов в
мышцах рыб-телеостов и др. [5], что свидетель-
ствует о появлении в мышечной ткани земновод-
ных новых биохимических особенностей по срав-
нению с предыдущим уровнем филогенеза.

Цистеиновая кислота не обнаруживается в мы-
шечных тканях предшествующих стадий филоге-
неза, – по крайней мере, у рыб не выявляется [5,
12], зато в существенном количестве присутствует
на более высоких ступенях эволюции и уже не
только в мышцах. Этот промежуточный продукт
серосодержащих кислот обнаружен в мышцах мле-
копитающих (включая человека), в плазме крови, в

эритроцитах людей [15–17], в гипоталамусе крыс,
чувствительном к радикальным температурным
сдвигам [18]. Во время соревнований, когда возрас-
тает количество свободных радикалов, уровень ци-
стеиновой кислоты повышается в плазме человека
в три раза; возможно, этот эффект обусловлен ан-
тиоксидантными свойствами этой субстанции [16,
17]. Цистеиновая кислота образуется в результате
окисления цистеина в цистеинсульфиновую кис-
лоту, которая затем окисляется в цистеиновую, а
та, через образование гипотаурина, превращается в
таурин [16, 19]. Низкое содержание таурина в мы-
шечной ткани R. temporaria (рис. 1) – неожиданный
факт данного исследования, вероятно, напрямую
связанный с накоплением цистеиновой кислоты,
предшественника таурина.

Таурин к началу зимы в мышцах лягушек все же
накапливается, но не в таком количестве, как у
рыб-телеостов, где он аккумулируется зимой, не-
смотря на то, что его пул и летом достаточно велик
[3, 5, 12]. Согласно литературным данным, таурин
не синтезируется в мышцах из-за отсутствия ци-
стеиндиоксигеназы – первого фермента катаболи-
ческого пути цистеина, приводящего к таурину
[20]. Пул таурина в мышцах зависит от его достав-
ки, осуществляемой зависящим от хлора транспор-
тером таурина (TauT, SLC6A6 gene) [20]. В тканях
организмов более древних филогенетических уров-
ней количество таурина наиболее значительно –
например, у литоральных моллюсков и рыб [3].
Любопытным моментом является и то, что значи-
тельное падение уровня таурина в мышцах лягуш-
ки по сравнению с мышцами рыб носит, “с точки
зрения эволюции”, временный характер и, воз-
можно, связано с отсутствием в них транспортера
таурина. В мышцах более высокоразвитых живот-
ных таурин присутствует вновь в большом количе-
стве [9, 12, 19, 21], но теперь вне зависимости от
низкой температуры. Исключительно яркой иллю-
страцией к этому утверждению являются экспери-
менты, проведенные на ужах Thamnophis sirtalis, от-
ловленных в сентябре-месяце при температуре
окружающей среды +15 °C [9]. После отлова жи-
вотных температуру снижали на 1°C в день до уста-
новления +3°C, и далее поддерживали на уровне
+3°C в течение 2–3 нед. В это время животные на-
ходились в состоянии гибернации. Аккумуляции
таурина (как и протеиногенных аминокислот) в
мышечной ткани охлажденных, гибернирующих
ужей не наблюдалось, но ведь крайне важно иметь
в виду, что уровень таурина изначально, в контроле
(+15°C), был очень высоким, 18.06 мкмолей/г [9].

В меньшем количестве, чем в мышцах ужей, та-
урин присутствует в мышцах черепах Chrysernys pic-
ta rnarginata и C. picta bellii, однако изменение его
пула при снижении температуры до –2.5°C уста-
новлено лишь частично: таурин выходил из хрома-
тографической колонки, вследствие недостаточ-
ной селективности сорбента, в одном пике с ала-
нином, поэтому авторы представили суммарную
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величину их пулов (7.4 и 7.7 мкмоль/г при +5 и
‒2.5°C) [8]. Можно предположить, что возраста-
ние количества таурина после охлаждения если
имело место, то оно было незначительным.

Согласно литературным данным, в мышцах че-
ловека таурин является аминокислотой, самой
преобладающей в количественном отношении, но
еще более высокая концентрация ее – в сердце, в
сетчатке глаза, в эритроцитах, значительная кон-
центрация и в мозге [19, 22]. О широком спектре
эффектов таурина написаны сотни, если не тысячи
статей, поэтому предположение о его функции при
низких температурах можно делать, учитывая его
влияние на системы антиоксидантной защиты,
функционирование транспортных систем, процес-
сы синтеза и деградации свободных серосодержа-
щих аминокислот, стабилизацию клеточных мем-
бран и т.д. [19].

Фосфоэтаноламин, отсутствовавший в мышцах
рыб [12], но обнаруженный в данной работе в мы-
шечной ткани лягушек, был впервые выявлен авто-
ром в мозге прудовых рыб P. glenii, причем в значи-
тельном количестве – именно при низких темпера-
турах, 0°С [5]. О присутствии фосфоэтаноламина в
мышцах амфибий и рептилий не упоминалось ни в
одной работе, поскольку разделение и идентифика-
ция этого соединения требует использования дру-
гого метода, с нингидрином в качестве окрашива-
ющего агента (в нашем случае, это метод Шпахма-
на и соавт. [10]). Однако фосфоэтаноламин,
причем в значительном количестве, был обнару-
жен автором в мозге исследуемых лягушек R. tem-
poraria [6], а Ташики и Бакстером – в мозге зимних
жаб Bufo boreas, где его количество превышало пул
таурина в 10 раз [23]; известно о его присутствии и
в мозге млекопитающих [18]. Образование этого
вторичного метаболита, возможно, обусловлено
процессами биосинтеза и распада мембранных
фосфолипидов или же, напротив, – синтезом из
АТФ и этаноламина с последующим использова-
нием для построения глицерофосфолипидов и
сфингомиелина [24]. Предшествующие данные об
аккумуляции фосфоэтаноламина в мозге лягушек в
зимнее время [6], в совокупности с настоящими
результатами, но уже по отношению к мышцам,
могут предполагать адаптогенную функцию этого
соединения, как и цистеиновой кислоты, при низ-
ких температурах. О том, что функция фосфоэта-
ноламина, вероятно, изменяется в зависимости от
органа и стадии филогенеза, свидетельствует на-
копление литературных данных о значительном из-
менении количества фосфоэтаноламина при неко-
торых патологиях и стрессах, о его антиангиогенной
и антиметастазной активности у человека, об уча-
стии в активизации иммунной системы [25]. Таким
образом, механизмы, функционирующие в мышцах
амфибий при низких температурах как адаптивные,
переходят на более высокую ступень филогенеза и
функционируют там при нормальных температурах,
участвуя в каких-то других процессах.

ВЫВОДЫ
1. При переходе от водного образа жизни к на-

земному происходит усложнение механизма низ-
котемпературной адаптации, находящее отраже-
ние в качественном изменении биохимического
состава ее звеньев.

2. В икроножной мышце лягушки R. temporaria в
начале анабиоза при температуре +4°С выявлена
существенная перестройка метаболизма свобод-
ных аминокислот, которая сопровождалась значи-
тельной аккумуляцией аланина и, в меньшей сте-
пени, 3-метилгистидина.

3. Впервые в мышцах пойкилотермных живот-
ных, травяных лягушек R. temporaria, обнаружены
цистеиновая кислота и фосфоэтаноламин. Коли-
чество этих вторичных метаболитов в начале ги-
бернации значительно выше, чем в летний период.

4. Низкое содержание таурина, выявленное в
мышцах лягушек и не свойственное мышцам жи-
вотных предшествующей и последующих стадий
филогенеза, предполагает изменение свойств фер-
ментов (или состава участников), задействованных
в метаболизме серосодержащих аминокислот зем-
новодных.

5. Аккумуляция метаболитов, вызванная низкой
температурой, может быть связана с протекторной
ролью этих соединений.
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LOW-TEMPERATURE ADAPTATION OF THE RANA TEMPORARIA 
GASTROCNEMIUS MUSCLE AT THE ONSET OF ANABIOSIS

M. V. Karanova
Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow, Russia
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A study of the effect of a seasonal decrease in ambient temperature on the composition of free amino acids and
ninhydrin-positive secondary metabolites in gastrocnemius muscles of the frog Rana temporaria revealed that at
the onset of winter anabiosis, as compared to the summer season, the alanine pool increased from 2.43 to
6.10 μmol/g w.w., and the 3-methylhistidine pool rose from 1.52 to 2.80 μmol/g w.w. For the first time, muscles
of poikilothermic animals (namely, frogs) were found to contain cysteine and phosphoethanolamine, the level
of which increased by the onset of hibernation, particularly for cysteine (from 0.91 to 2.15 μmol/g w.w.). The tau-
rine level proved to be far lower compared to animals both of lower and higher phylogenetic ranks, but by the on-
set of hibernation it increased almost threefold. Presumably, the accumulation of the above metabolites relates
to their protective role at temperatures that are extremely low for the survival of R. temporaria.

Keywords: low-temperature adaptation, frog muscles, taurine, phosphoethanolamine, cysteine, phylogenesis
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Ранее у серых крыс (Rattus norvegicus), селекционируемых на отсутствие и усиление агрессивно-оборо-
нительной реакции на человека (или ручное и агрессивное поведение), исследовали стресс-реактив-
ность, в основном, на несоциальные воздействия. Тогда как данные о последствиях социального стрес-
са, вызванного, в частности, взаимодействием с конспецификом, ограничены. Как уже было показано,
отбор серых крыс на ручное и агрессивное поведение по отношению к человеку вызывает, соответ-
ственно, ослабление или усиление внутривидовой межсамцовой агрессии. Чтобы выяснить, сопро-
вождаются ли различия в агрессивном поведении гормональными сдвигами, исследовали динамику
уровня кортикостерона и тестостерона в крови после теста на межсамцовую агрессию у ручных, агрес-
сивных крыс и неселекционированных крыс, которых разводили в виварии в течение 7–8 поколений в
качестве контроля. Целью данной работы было исследование влияния отбора по отношению к челове-
ку на агонистические взаимодействия в условиях незнакомой клетки (или на нейтральной территории)
и последующую динамику изменения уровней кортикостерона и тестостерона в крови у ручных, агрес-
сивных и неселекционированных крыс.
Показано, что латентный период атаки у ручных самцов более длительный, а продолжительность
агрессивного поведения и количество его паттернов, приближаясь к нулевым значениям, существенно
меньше, чем у агрессивных и неселекционированных. Агрессивные крысы в условиях теста на ней-
тральной территории уступают неселекционированным по суммарному времени конфронтаций. Более
выраженные проявления агрессивности у неселекционированных крыс по сравнению с агрессивными
и ручными животными отмечаются на фоне более высокого базального уровня кортикостерона и повы-
шенной стресс-реактивности в ответ на взаимодействие с незнакомым самцом, в то время как пониженная
агрессивность у ручных крыс в тесте на нейтральной территории сопровождается более низким уровнем те-
стостерона после теста по сравнению с неселекционированными и агрессивными животными.

Ключевые слова: отбор, серая крыса, поведение, агрессивность, кортикостерон, тестостерон
DOI: 10.31857/S0044452921020091

ВВЕДЕНИЕ
Агрессивное поведение является общим симп-

томом многих психологических расстройств и пси-
хических заболеваний, таких как шизофрения, би-
полярные расстройства, повышение тревожности
и аутизм [1–4]. Среди многих факторов, способству-
ющих развитию агрессии, рассматриваются генети-
ческие, средовые (обучение агрессии в детском воз-
расте или нарушение родительской заботы), онтоге-
нетические, нарушающие развитие центральной
нервной системы, гормональные и нейротрансмит-
терные дисфункции. Убедительные доказательства
наследственной компоненты в проявлении агрессии

выявляются при селекции животных на специфиче-
ские параметры агрессивности [5–7].

В литературе обсуждается участие гипоталамо-
гипофизарно-надпочечниковой системы (ГГНС) в
регуляции агрессивного поведения [8–11]. В экс-
периментах на крысах было показано, что введение
кортикостерона усиливает проявление агрессив-
ного поведения, а введение метирапона, ингибито-
ра синтеза кортикостерона, наоборот, ослабляет
его [8]. По данным Haller (2014) у животных при
встрече с незнакомыми субъектами, вызывающей
мобилизацию ресурсов для контроля над ситуаци-
ей, активируется ГГНС уже на ранних стадиях со-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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циального взаимодействия, даже до начала борь-
бы, и глюкокортикоиды, секретируемые в ответ на
встречу, быстро стимулируют агрессивность [11]. У
самцов линии крыс, селекционированных на по-
ниженное тревожно-подобное поведение (LAB –
low-anxiety-related behavior), в отличие от самцов
линии крыс, селекционированных на повышенное
тревожно-подобное поведение (HAB – high-anxi-
ety-related behavior), отмечали усиление межсамцо-
вой агрессии, а также повышение базального уров-
ня кортикостерона в крови и уровня АКТГ спустя
15 мин после начала теста резидент–интрудер [6,
10]. Тогда как стресс-реактивность на несоциаль-
ное воздействие, вызванное условиями открытого
рукава приподнятого крестообразного лабиринта,
у крыс линии LAB, наоборот, оказалась ниже, чем
у крыс линии HAB [12]. В отличие от крыс этих ли-
ний мыши из контрастных по поведению линий,
полученных в разных лабораториях по трем селек-
ционным программам на повышенную (SAL, TA и
NC900) и пониженную (LAL, TNA и NC 100) агрес-
сивность, существенно не отличались по базально-
му уровню кортикостерона [13].

Известно, что тестостерон, биосинтез которого
осуществляется в клетках Лейдига семенников,
оказывает стимулирующее влияние на агрессивное
поведение, о чем свидетельствуют, в частности,
эффекты кастрации самцов грызунов и последую-
щего введения этого гормона [14, 15]. В то же время
согласно гипотезе вызова (challenge) причинно-
следственная связь между тестостероном и агрес-
сивностью бывает непродолжительной и возника-
ет только у полигамных, конкурентных видов, ко-
гда самцы вынуждены бороться за статус и/или ре-
сурсы, необходимые для воспроизводства [16].
Вместе с тем у самцов крыс линий HAB и LAB,
описанных выше и отличающихся по степени
агрессивности, уровни тестостерона в крови не от-
личаются ни в состоянии покоя, ни спустя час по-
сле начала теста резидент–интрудер [10]. При этом
только у более агрессивных самцов линии LAB
спустя час после начала теста резидент–интрудер
авторы отмечали увеличение количества с-Fos-по-
зитивных клеток в парвоцеллюлярном районе па-
равентрикулярного ядра гипоталамуса (PVN), сви-
детельствующее о нейрональной активации этого
района, по сравнению с менее агрессивными сам-
цами линии HAB.

Серые крысы, селекционируемые в течение
длительного периода (80 поколений) в Институте
цитологии и генетики СО РАН на отсутствие и уси-
ление агрессивно-оборонительной реакции на че-
ловека (или ручное и агрессивное поведение), поз-
воляют исследовать генетически-детерминирован-
ные особенности межсамцовых взаимодействий и
вызванные ими гормональные изменения, что мо-
жет способствовать пониманию механизмов агрес-
сивного поведения, которое формируется в про-
цессе отбора. Ранее было показано, что у ручных

самцов ослабевает агрессивное поведение по отно-
шению к конспецификам в тестах резидент–интр-
удер и на нейтральной территории (или в незнако-
мой клетке), а также уровень тревожности, судя по
поведению в светло-темной камере и реакции
вздрагивания [17–19]. В отличие от теста рези-
дент–интрудер, когда самцы крыс защищают свою
собственную территорию, в тесте на нейтральной
территории агрессивность самцов крыс проявляет-
ся слабее [17, 20]. В ранее опубликованной работе
по межсамцовым взаимодействиям крыс на ней-
тральной территории не было данных по результа-
там теста у неселекционированных самцов крыс. В
одной из последних работ были представлены дан-
ные по динамике изменения уровня кортикостеро-
на в крови у ручных, агрессивных и неселекциони-
рованных крыс после рестрикционного стресса
[21]. Однако оставалось неизвестно, каковы осо-
бенности динамики изменения этого гормона у ис-
следуемых крыс после взаимодействия с незнако-
мым конспецификом. В исследовании межсамцо-
вых взаимодействий в тесте резидент–интрудер
данные по уровню кортикостерона в крови приво-
дятся только в одной точке после теста [18]. При
этом неселекционированные крысы превосходили
агрессивных и ручных крыс по уровню гормона
как до, так и после теста. К тому же независимо от
поведения у самцов крыс после теста резидент–
интрудер уровень кортикостерона в крови повы-
шался по сравнению с базальным уровнем. В ряде
исследований, проведенных ранее как на зрелых
самцах крыс, так и в процессе онтогенеза, ручные,
агрессивные и неселекционированные самцы су-
щественно не отличались по базальному уровню
тестостерона в крови [21, 22], но было неясно, как
влияет отбор крыс по поведению на уровень тесто-
стерона после межсамцовых взаимодействий.

Предполагалось, что агонистические взаимо-
действия у неселекционированных самцов крыс в
незнакомой клетке могут иметь характерные осо-
бенности в отличие от селекционируемых на руч-
ное и агрессивное поведение, и что вектор отбора
по поведению может влиять на динамику измене-
ния уровней кортикостерона и тестостерона после
межсамцовых взаимодействий.

Целью данной работы было исследование влия-
ния отбора по отношению к человеку на параметры
межсамцовых взаимодействий в условиях незнакомой
клетки и последующую динамику изменения уровней
кортикостерона и тестостерона в крови у ручных,
агрессивных и неселекционированных крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Экспериментальные животные

Это исследование проводилось в соответствии с
принципами Базельской декларации и рекоменда-
циями Биоэтической комиссии Института цитоло-
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гии и генетики СО РАН (протокол № 8 от 19 марта
2012 г.). Эксперименты проводили в Центре кол-
лективного пользования  (ЦКП) "Виварий конвен-
циональных животных" ИЦиГ на двухмесячных
самцах серых крыс (Rattus norvegicus) весом 270–300 г,
которые были получены в результате 80 поколений
отбора на отсутствие и усиление агрессивно-обо-
ронительной реакции на человека, далее называе-
мых ручными и агрессивными соответственно.
Реакцию крыс оценивали в условных единицах
или так называемых баллах поведенческой реак-
ции на руку человека в перчатке в условиях домаш-
ней клетки в интервале от +4 до –4 баллов [5, 23].
Во время тестирования в клетке откидывали перед-
нюю стенку, и экспериментатор протягивал руку в
перчатке в открытую клетку. Средние популяцион-
ные баллы поведения достигали (+)3.45 ± 0.05 у
ручных и (–)3.05 ± 0.07 у агрессивных самцов. В ка-
честве контроля использовали неселекциониро-
ванных самцов 7–8 поколений разведения в усло-
виях вивария. Средний балл поведения у этих жи-
вотных (–)2.26 ± 0.07 достоверно отличался от
баллов у агрессивных и ручных (p < 0.001 в обоих
случаях). Животных содержали в металлических
клетках (50 × 33 × 20 см) по 4 самца в условиях
естественного фотопериода и свободного доступа к
воде и пище. За неделю до тестирования самцов
крыс рассаживали в клетки по одному. Все тесты
проводили с 14:00 до 18:00.

Тест на межсамцовую агрессию в незнакомой клетке

Тест проводили в клетке из прозрачного пласти-
ка (40 × 40 × 60 см), разделенной на два равных от-
сека перегородкой [23]. В эти отсеки одновременно
помещали по одному незнакомому самцу из каж-
дой исследуемой линии с равной массой, а затем
перегородку убирали. Всего было проведено 18 те-
стов: 6 – между дикими парами, 6 – между агрес-
сивными парами и 6 – между неагрессивными па-
рами. Поведение самцов регистрировали в течение
5 мин на видеокамеру Panasonic, SDR-H280EE-S
(Япония). В дальнейшем видеозаписи обрабатыва-
ли с помощью программы, разработанной в лабо-
ратории, позволяющей оценивать число и продол-
жительность поведенческих паттернов, а именно
латентный период первого агрессивного взаимо-
действия, число и время атак, преследований, уда-
ров задними лапами, вертикальных стоек, опроки-
дываний на спину, агрессивного груминга, время
боковых угрожающих поз [24]. Кроме того, реги-
стрировали время социального поведения, паттер-
нами которого были подходы к партнеру и его об-
нюхивания, а также позы вытягивания в направле-
нии партнера, но не приближения к нему.

Взятие проб крови и определение уровня гормонов
в плазме

Сразу после 5-минутного теста в незнакомой
клетке у самцов крыс брали пробы крови из кончи-
ка хвоста, а затем их возвращали в домашние клет-
ки. Далее кровь брали через 30 мин, один и два часа
после окончания теста. Для определения базально-
го уровня гормонов кровь брали спустя 6 дней по-
сле теста. Кровь центрифугировали, полученную
плазму замораживали на –20°С до определения
уровня гормонов в плазме крови. Уровни кортико-
стерона и тестостерона определяли иммунофер-
ментным методом с помощью специальных EIA
наборов фирмы IDS Ltd UK. Интенсивность окра-
шивания проб регистрировали на планшетном
спектрофотометре Perkin Elmer 1420 Multilabel
Counter. В каждой группе было по 9–12 животных,
как указано в подписи к рисункам. Часть проб вы-
пали или в процессе определения, или из калибро-
вочной кривой.

Статистическая обработка результатов
Все значения исследуемых параметров представ-

лены в виде средних и ошибок средних (M ± m). Вли-
яние фактора генотипа на поведенческие парамет-
ры самцов крыс определяли с помощью однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA), а
влияние факторов генотипа и межсамцовых кон-
фронтаций на динамику изменения гормонов до и
после конфронтаций – с помощью двухфакторно-
го дисперсионного анализа для повторяющихся
измерений. Достоверность различий между груп-
пами животных оценивали с помощью Kruskal–
Wallis и Fisher LSD post hoc тестов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ межсамцовых взаимодействий у самцов

крыс в условиях незнакомой клетки показал досто-
верное влияние фактора генотипа на суммарное
время агрессии F2.36 = 26.74, p < 0.001, латентный
период атаки F2.36 = 15.09, p < 0.001, число атак
F2,36 = 15.61, p < 0.001, вертикальных стоек F2.36 =
= 18.18, p < 0.001, боковых поз угрозы F2.36 = 12.72,
p < 0.001, поваливаний на спину F2.36 = 7.02, p < 0.05,
эпизодов с борьбой F2.36 = 25.09, p < 0.001.

Латентный период атаки был достоверно боль-
ше, а время и число всех паттернов агрессивного
поведения – достоверно меньше у ручных самцов,
чем у агрессивных и неселекционированных (рис. 1).
По суммарному времени агрессии агрессивные
самцы уступали неселекционированным (p < 0.05).

Двухфакторный дисперсионный анализ для
повторяющихся измерений показал влияние фак-
торов генотипа (F2.25 = 34.28, p < 0.001) и конфрон-
таций (F4.100 = 63.38, p < 0.001) на динамику изме-
нения уровня кортикостерона в крови у неселек-
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ционированных, агрессивных и ручных самцов
крыс, тогда как взаимодействие этих факторов бы-
ло не достоверно (F8.100 = 1.98, p < 0.06). У крыс всех
исследуемых групп уровень кортикостерона в кро-
ви достоверно повышался сразу после взаимодей-
ствий с незнакомым самцом по сравнению с ба-
зальным (p < 0.001 во всех случаях), достигая мак-
симальных значений у диких и ручных спустя
30 мин, а у агрессивных самцов спустя 1 ч после
окончания теста (рис. 2). Через 2 ч после теста уровни
кортикостерона у крыс всех исследуемых групп ста-
новились ниже, чем соответствующие уровни, изме-
ряемые через час (p < 0.001 – для неселекциониро-
ванных, p < 0.01 – для ручных, p < 0.05 – для агрес-
сивных), но не достигали базальных значений.

У неселекционированных самцов уровень кор-
тикостерона в крови как в состоянии покоя, так и
во всех исследуемых точках после теста был выше,
чем у агрессивных и ручных животных. Между
агрессивными и ручными самцами различия по

уровню кортикостерона отмечали только через
30 мин после теста, причем ручные самцы превос-
ходили агрессивных (p < 0.05).

Двухфакторный дисперсионный анализ для по-
вторяющихся измерений показал влияние факто-
ров генотипа (F2.27 =3.41, p < 0.05) и конфронтаций
(F4.108 =5.67, p < 0.001) на уровень тестостерона в
крови у неселекционированных, агрессивных и
ручных самцов крыс, тогда как взаимодействие
этих факторов было не достоверно (F8.108 =1.65,
p > 0.05). По базальному уровню тестостерона сам-
цы крыс трех генотипов достоверно не отличались,
только у ручных отмечалась тенденция к более низ-
кому уровню этого гормона по сравнению с несе-
лекционированными (p = 0.06). Сразу после меж-
самцовых взаимодействий у ручных крыс уро-
вень гормона становился достоверно ниже, чем у
неселекционированных и агрессивных живот-
ных (p < 0.01 в обоих случаях), и спустя 30 мин по-
сле окончания тестирования оставался более низ-

Рис. 1. Параметры межсамцовой агрессии у неселекционированных, агрессивных и ручных самцов на нейтральной тер-
ритории. На верхнем рисунке представлены продолжительность агрессивного, социального поведения и латентный
период до первого агрессивного взаимодействия, на нижнем – количество отдельных паттернов агрессивного пове-
дения. *** p < 0.001, ** p < 0.01,* p < 0.05 по сравнению с неселекционированными крысами, ххх p < 0.001, хх p < 0.01, х p < 0.05 по
сравнению с агрессивными крысами. Значения представлены как M ± SEM, n = 12.
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ким по сравнению с агрессивными (p < 0.05). Хотя
через 1 ч после теста уровень тестостерона у ручных
крыс превышал базальный уровень (p < 0.05), но при
этом не отличался от соответствующих уровней
гормона у агрессивных и неселекционированных
крыс. Через 2 ч после теста только у неселекциони-
рованных самцов уровень гормона становился ни-
же базального уровня (p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Данные по динамике уровня кортикостерона в

крови у ручных, агрессивных и неселекциониро-
ванных крыс после межсамцовых взаимодействий
существенно не отличаются от данных, получен-
ных ранее на этих животных после рестрикцион-
ного стресса [21]. Хотя на другой селекционной мо-
дели было показано, что различия по стресс-рек-
тивности у крыс контрастных по уровню
тревожности и агрессивности (LAB и HAB) зависят
от социальной или несоциальной природы стрес-
сирующего воздействия [10, 12]. Так, стресс-реак-
тивность на самца-конкурента у крыс линии LAB с
повышенной агрессивностью выше, чем у крыс ли-
нии HAB с пониженной агрессивностью [10], а
стресс-реактивность на несоциальные воздей-
ствия, наоборот, у LAB самцов ниже, чем у HAB
самцов [12]. Из полученных нами результатов следу-
ет, что при отборе крыс по реакции на человека
стресс-реактивность ручных и агрессивных самцов
не зависит от природы стрессирующих воздействий. 

Параметры агрессивного поведения крыс на
нейтральной территории свидетельствуют о повы-
шенной агрессивности у неселекционированных

самцов крыс по сравнению не только с ручными,
но и агрессивными крысами. Наблюдаемые нами
тенденции к большему числу атак и вертикальных
стоек у неселекционированных крыс по сравне-
нию с агрессивными отмечали ранее и в тесте рези-
дент–интрудер [18]. Кроме того, в данном исследо-
вании показано, что конфронтации на нейтраль-
ной территории между неселекционированными
самцами происходят в течение более продолжи-
тельного времени, чем между агрессивными жи-
вотными (рис. 1), в то время как в тесте резидент–
интрудер таких различий не наблюдалось. Возмож-
но, менее выраженное проявление агрессивности на
нейтральной территории, чем при защите своей соб-
ственной территории в тесте резидент–интрудер, о
чем уже упоминалось выше, позволяет выявить раз-
личия по времени агрессивных взаимодействий меж-
ду неселекционированными и агрессивными крыса-
ми. Такие различия могут быть также обусловлены
критерием отбора по реакции на перчатку, который
скорее связан с латентным периодом агрессивного
поведения, а не с его продолжительностью.

Исходя из полученных нами данных, более вы-
раженные проявления агрессии у неселекциониро-
ванных самцов, чем у агрессивных и ручных отме-
чаются на фоне более высокого базального уровня
кортикостерона и повышенной стресс-реактивно-
сти, поскольку в течение двух часов после теста
уровень кортикостерона в крови у неселекциони-
рованных крыс остается более высоким, чем у тех и
других (рис. 2). Эти результаты согласуются с дан-
ными о том, что введение кортикостерона крысам
усиливает агонистические конфронтации, а введе-
ние ингибитора синтеза кортикостерона (метира-

Рис. 2. Уровень кортикостерона в крови у неселекционированных (a), агрессивных (в) и ручных (с) крыс до и после меж-
самцовых взаимодействий на нейтральной территории. *** p < 0.001, ** p < 0.01 – по сравнению с неселекционированны-
ми крысами, x p < 0.05–по сравнению с агрессивными крысами. Значения представлены как M ± SEM, n = 9–12.
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пона), наоборот, – ослабляет [8]. У более агрессив-
ных самцов крыс линии LAB также отмечают по-
вышенные уровни кортикостерона до и после теста
резидент–интрудер по сравнению с самцами ли-
нии HAB [10]. Хотя в отличие от крыс линии LAB,
для неселекционированных крыс характерна не
только повышенная агрессивность, но и тревож-
ность, судя по выраженной тенденции к менее про-
должительному времени нахождения в центре от-
крытого поля по сравнению с агрессивными и руч-
ными крысами [22].

Наблюдаемые различия между неселекциони-
рованными и агрессивными крысами по суммар-
ному времени конфронтаций и уровню кортико-
стерона в крови позволяют заметить, что отбор на
агрессивное поведение по отношению к человеку
не компенсирует процесс лабораторизации, про-
исходящий в течение длительного разведения и со-
держания крыс в условиях вивария.

В отличие от неселекционированных крыс, у
которых более выраженная агрессивность сопро-
вождается более высоким базальным уровнем кор-
тикостерона и повышенной стресс-реактивностью
относительно ручных и агрессивных крыс, у по-
следних по сравнению с ручными крысами уровень
кортикостерона до теста не отличается, а спустя
30 мин после теста становится даже ниже. Ранее
после теста резидент–интрудер отмечали отсут-
ствие различий по базальному уровню кортикосте-
рона и стресс-реактивности у ручных и агрессив-
ных крыс после теста резидент–интрудер [18]. Сле-
дует заметить, что на ранних этапах отбора уровень
кортикостерона как базальный, так и после стресса
у агрессивных самцов был достоверно выше, чем у
ручных [5, 23], тогда как на более поздних этапах

различия по уровню кортикостерона между агрес-
сивными и ручными крысами становились более
сглаженными [21, 26]. Можно предполагать, что в
процессе отбора на агрессивное поведение под-
ключаются или становятся более значимыми иные
механизмы, которые вызывают агрессивность на
фоне выровненного или даже пониженного функ-
ционирования ГГНС относительно ручных крыс.
Отсутствие различий по базальному уровню корти-
костерона отмечали также у мышей линий, селек-
ционированных по длительности латентного пери-
ода атаки (SAL и LAL) и по частоте атак на соци-
ального партнера NC900 и NC100 [12]. Причем у
более агрессивных мышей линии NC900 наблюда-
ли повышенную тревожность, а также понижение
уровня α(2)-субъединицы ГАМКА рецептора во
фронтальной коре и амигдале [27]. Следует отме-
тить, что для агрессивных крыс также характерна
повышенная тревожность по сравнению с ручны-
ми [19, 28]. Кроме того, в дорзальном гиппокампе у
агрессивных крыс методом магнитно-резонансной
спектроскопии найдено понижение процента
ГАМК от общего содержания нейрометаболитов
по сравнению с ручными крысами [29]. Возможно,
селекция по реактивности грызунов как на соци-
ального партнера, так и на руку человека влияет на
систему ГАМК в тех отделах мозга, которые связа-
ны с агрессивностью и тревожностью.

У самцов всех трех групп уровень кортикостеро-
на в крови сразу после 5-минутных взаимодей-
ствий с конспецификом на нейтральной террито-
рии повышается по сравнению с базальным, что
ранее наблюдали и после теста резидент–интрудер
[18]. Такое повышение уровня кортикостерона го-
ворит о том, что присутствие рядом незнакомого

Рис. 3. Уровень тестостерона в крови у неселекционированных (a), агрессивных (в) и ручных (с) крыс до и после межсам-
цовых взаимодействий на нейтральной территории. ** p < 0.01 по сравнению с неселекционированными крысами;
xx p < 0.01 по сравнению с агрессивными крысами. Значения представлены как M ± SEM, n = 10–12.

7

6

(a)

5

4

3

Te
st

os
te

ro
n,

 n
g/

m
l

2

1

0

Time after test

basal
level

0
min

30
min

1
h

2
h

7

6

(b)

5

4

3

2

1

0

Time after test

basal
level

0
min

30
min

1
h

2
h

7

6

(c)

5

4

3

2
**

1

0

Time after test

basal
level

0
min

30
min

1
h

2
h



178

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 2  2021

ГУЛЕВИЧ и др.

партнера оказывает стрессирующее влияние на
всех самцов, независимо от их поведения, и вызы-
вает конфронтации у неселекционированных и
агрессивных, но не у ручных крыс, у которых ла-
тентный период агрессии продолжается в течение
всего 5-минутного теста и все остальные парамет-
ры агрессивного поведения близки к нулевым зна-
чениям. Поскольку ранее было показано, что меж-
ду стресс-ответом и центральными механизмами,
участвующими в регуляции агрессивности, суще-
ствует быстрая положительная обратная связь [9],
можно предполагать, что в процессе отбора на руч-
ное поведение такая связь нарушается.

По базальному уровню тестостерона в крови
самцы трех исследуемых групп достоверно не отли-
чались, что подтверждает ранее полученные дан-
ные [21, 22] и согласуется с результатами исследо-
вания на самцах крыс линий LAB и HAB, отличаю-
щихся по степени агрессивности [10]. Уровень
тестостерона у ручных крыс становится достоверно
ниже, чем у агрессивных и неселекционированных
животных только после взаимодействий с самца-
ми-конкурентами. Эти результаты согласуются с
гипотезой вызова (challenge), согласно которой
связь между агрессивностью и уровнем тестостеро-
на появляется в тот период, когда самцы вступают
в борьбу за статус или ресурсы, необходимые для
воспроизводства [16]. Через 1 ч после теста все раз-
личия по уровню тестостерона у самцов из трех ис-
следуемых групп нивелируются. У самцов крыс ли-
ний LAB и HAB, проявляющих разную степень
агрессивности, уровень тестостерона через 1 ч по-
сле начала теста резидент–интрудер также не отли-
чается, но при этом не приводятся данные по уров-
ню этого гормона сразу после теста [10].

Методом иммуногистохимии было показано,
что у ручных и агрессивных самцов крыс после теста
резидент–интрудер увеличивается число клеток, со-
держащих транскрипционный фактор c-Fos, являю-
щийся маркером нейрональной активности, в ядре
ложа конечной полоски, медиальной миндалине и
гипоталамической области атаки по сравнению с
контрольными животными [30]. Причем по числу
таких клеток в гипоталамической области атаки
ручные самцы уступали агрессивным. У клеток из
гипоталамической области атаки, относящейся к
вентро-латеральным районам вентро-медиального
гипоталамуса [31, 32], находят аксоны в других отде-
лах гипоталамуса и, в частности, преоптической об-
ласти [33], играющей важную роль как в агрессив-
ном, так и половом поведении [34]. К тому же пре-
оптическая область – место локализации Gn-RH
нейронов [35], секретирующих гонадотропный ри-
лизинг-гормон, стимулирующий продукцию гона-
дотропных гормонов в гипофизе, которые в свою
очередь повышают синтез тестостерона в семенни-
ках. В связи с этим можно предполагать, что повы-
шенное число c-Fos положительных клеток у
агрессивных крыс после межсамцовых взаимодей-

ствий в гипоталамической области атаки способ-
ствует повышенной активности Gn-RH нейронов
в преоптической области гипоталамуса, что и при-
водит к более высокому уровню тестостерона у
этих животных по сравнению с ручными самцами.

Таким образом, у неселекционированных крыс
и крыс, селекционированных на усиление агрес-
сивно-оборонительной реакции на человека,
агрессивность сопровождается разным уровнем
функционирования ГГНС до и после взаимодей-
ствия с самцом-конкурентом на нейтральной тер-
ритории. В то время как ручные самцы крыс отли-
чаются от агрессивных и неселекционированных
более низким уровнем тестостерона в крови после
взаимодействия с самцом-конкурентом.
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INTER-MALE INTERACTIONS ON NEUTRAL TERRITORY AND SUBSEQUENT 
DYNAMICS OF BLOOD CORTICOSTERONE AND TESTOSTERONE LEVELS 

IN TAME AND AGGRESSIVE NORWAY RATS (RATTUS NORVEGICUS)
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Previously, stress responses in Norway rats (Rattus norvegicus) selected for the absence or enhancement of ag-
gressive and defensive behaviors toward humans (tame and aggressive behavior, respectively) were studied mainly
to nonsocial factors, whereas data on the consequences of social stress induced, in particular, by interactions with
conspecifics are scarce. As has already been shown, the above selection of Norway rats causes an attenuation or
enhancement of intraspecific inter-male aggression. To find out whether the differences in aggressiveness are ac-
companied by hormonal changes, we addressed the dynamics of blood corticosterone and testosterone levels af-
ter inter-male aggression testing in tame, aggressive, and unselected rats bred in a vivarium for 7–8 generations
as a reference. The aim of this work was to investigate the effect of selection toward humans on agonistic inter-
actions under conditions of an unfamiliar cage or neutral territory and on the subsequent dynamics of blood cor-
ticosterone and testosterone levels in tame, aggressive, and unselected rats. In our experiments, tame males, as
compared to their aggressive or unselected conspecifics, demonstrated a longer attack latency, as well as a shorter
duration and smaller number of patterns of aggressive behavior, approximating zero values. When tested on neu-
tral territory, aggressive male rats were inferior to their unselected conspecifics in the total time of confrontations.
More pronounced manifestations of aggression in unselected males compared to aggressive or tame animals
arose against the background of elevated basal corticosterone levels and enhanced stress responsiveness to inter-
acting with an unfamiliar male. At the same time, reduced aggressiveness of tame rats in the neutral territory test,
as compared to unselected or aggressive animals, correlated with the lower testosterone level

Keywords: selection, Norway rats, behavior, aggressiveness, corticosterone, testosterone


