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При некоторых патологических состояниях, например, фармакорезистентной эпилепсии, эпилепти-
ческом статусе или определенных формах генетических аномалий спайковая активность ГАМКерги-
ческих интернейронов может усиливать процессы возбуждения в нервной ткани и провоцировать ге-
нерацию иктального разряда. В результате противосудорожные средства, действующие на ГАМКерги-
ческую систему, могут оказаться неэффективными или даже усиливать судорожную активность. Этот
парадоксальный эффект работы тормозной системы обусловлен нарушением ионного баланса в нерв-
ной ткани. В данном обзоре рассмотрены механизмы инициации иктального разряда в нейронных
сетях из-за нарушения баланса хлорид-ионов и ионов калия, а также возможные методы воздей-
ствия на регуляцию ионных концентраций. Для подавления эпилептической активности, вызван-
ной дисбалансом ионов, эффективным может оказаться как усиление (или ослабление) активно-
сти определенных транспортеров ионов и ионных насосов в нейронах, так и их дополнительная
экспрессия с помощью генной терапии. В поддержании необходимых концентраций ионов калия
и хлора в нервной ткани важное значение имеют NaK-помпа, NKCC1- и KCC2-котранспортеры,
которые ранее неоднократно рассматривались в качестве фармакологических мишеней для проти-
воэпилептического воздействия. Препятствием для работы в этом направлении является отсут-
ствие достаточно селективных фармакологических инструментов для воздействия на них, а также
методов доставки препаратов к эпилептическому очагу. Более перспективным направлением пред-
ставляется использование методов генной терапии, таких как гиперэкспрессия транспортера KCC2
в эпилептическом очаге. Другим возможным направлением может стать применение оптогенетиче-
ских инструментов: специально сконструированных светочувствительных ионных помп или каналов.
В этом случае энергия фотонов может быть использована для создания требуемых градиентов хлорид-
ионов и ионов калия, однако и у этих методов пока есть существенные ограничения, которые затруд-
няют их быстрое введение в практику.

Ключевые слова: эпилепсия, оптогенетика, генная терапия, КСС2-котранспортер, Kir4.1-канал
DOI: 10.31857/S0044452922050096

ВВЕДЕНИЕ
Эпилепсия – распространенное неврологиче-

ское заболевание, основным проявлением которо-
го являются повторяющиеся судорожные присту-
пы. Примерно у 30% больных эпилептические
приступы плохо поддаются фармакологическому
контролю [1]. Это подтверждает необходимость
поиска новых методов лечения, воздействующих
на альтернативные мишени и патофизиологиче-
ские механизмы генерации судорожной активно-
сти. В настоящее время для лечения эпилепсии ис-
пользуют препараты, ключевой механизм действия
которых заключается в модуляции работы потен-
циал-зависимых натриевых и кальциевых каналов,
либо эти лекарства обеспечивают потенцирование

тормозных ГАМК-рецепторов или ингибирование
возбуждающих глутаматных рецепторов [2].

Среди множества патологических изменений, на-
блюдаемых в эпилептическом очаге, в том числе при
фармакорезистентной эпилепсии, следует отдельно
выделить нарушение ионного баланса, приводящее к
нарушению функций тормозной ГАМКергической
системы и гипервозбудимости нейронов. К наибо-
лее выраженному эпилептогенному эффекту при-
водят накопление внутриклеточных хлорид-ионов
и повышение внеклеточной концентрации катио-
нов калия. Подробный анализ ионной динамики в
здоровой и эпилептической ткани можно найти в
работе Raimondo и соавт. [3]. Дисбаланс хлорид-
ионов в эпилептической ткани детально обсуждал-
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ся в обзорах [4, 5]. Эпилептогенный эффект ионов
калия описан de Curtis и соавт. [6]. Модельные ис-
следования также указывают на критическую роль
ионной динамики в ткани мозга для генерации как
интериктальных, так и иктальных разрядов [7, 8].

Таким образом, снизить гипервозбудимость
нейронов и восстановить функции ГАМКергиче-
ской системы в эпилептическом очаге возможно,
если направленно изменить ионный баланс в дан-
ной области мозга. Цель данного обзора – проана-
лизировать и описать наиболее перспективные
способы воздействия на ионный баланс в эпилеп-
тическом очаге, что может стать основой для разра-
ботки новых подходов лечения фармакорезистент-
ной эпилепсии. Мы последовательно рассмотрим,
какие изменения ионной динамики наблюдаются
при эпилептической активности, к каким послед-
ствиям они приводят, а затем опишем возможные
способы воздействия на ионную динамику.

ДИСБАЛАНС ИОНОВ КАЛИЯ
ПРИ ЭПИЛЕПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ
Потенциал покоя нейрона определяется в

первую очередь градиентом ионов калия внутри и
вне клетки. В норме концентрация ионов калия во
внеклеточной среде мозга составляет 3 мМ, а в ней-
ронах млекопитающих 140 мM. Согласно уравне-
нию Нернста, потенциал реверсии ионов калия

 зависит от концентрации этих ионов на внут-
ренней стороне мембраны  и наружней  по
следующей формуле (Ур. 1):

(1)

где  – это заряд иона,  – постоянная Фарадея,
– универсальная газовая постоянная,  – темпе-

ратура.
Движущая сила электрохимического градиента

ионов калия  представляет собой разницу меж-
ду мембранным потенциалом  и потенциалом
реверсии ионов калия  (Ур. 2):

(2)

Согласно уравнению 2, повышение концентра-
ции ионов калия во внеклеточной среде в два раза
вызовет деполяризацию мембраны на 19 мВ.

Экспериментальную регистрацию внеклеточ-
ной концентрации ионов калия обычно произво-
дят с помощью калий-чувствительного электрода
[9]. Метод изготовления калий-чувствительных
электродов для нейрофизиологических экспери-
ментов подробно описан в работах [10, 11].

Впервые повышение концентрации ионов ка-
лия во время генерации эпилептиформных разря-
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дов in vitro было описано еще в 70-е годы прошлого
столетия [12–14]. В дальнейшем это явление было
независимо подтверждено в различных лаборато-
риях. Пример записи регистрации внеклеточной
концентрации ионов калия c помощью монопо-
лярного микроэлектрода одновременно с реги-
страцией спайковой активности или постсинапти-
ческих токов нейронов методом патч-кламп в сре-
зах гиппокампа и энторинальной коры крысы в
4-аминопиридиновой модели эпилептиформной
активности, проведенной в нашей лаборатории,
показан на рис. 1 (приведено из [11]).

Внеклеточная концентрация ионов калия в
каждый момент времени вычисляется по формуле
(Ур. 3):

(3)

где  – концентрация ионов калия во вне-
клеточном растворе, S – калибровочный коэффи-
циент, определяется экспериментально для каждо-
го электрода путем измерения потенциала V(t) на
электроде в растворах с разными концентрациями

.
При отсутствии спайковой активности в ней-

ронной сети внеклеточная концентрация ионов
калия не изменяется и соответствует значению в
омывающем срез растворе (в приведенном приме-
ре 2.5 мМ). Во время эпилептических разрядов
внеклеточная концентрация ионов калия повыша-
ется в разы, достигая в тоническую фазу иктально-
го разряда около 10 мМ и деполяризуя мембрану,
соответственно делая нейроны более возбудимы-
ми.

ИЗБЫТОЧНАЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ 
КОНЦЕНТРАЦИЯ ХЛОРИД-ИОНОВ 

ПРИ ЭПИЛЕПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ
Функцию торможения в головном мозге выпол-

няет ГАМКергическая система. Медиатор ГАМК
оказывает быстрый и сильный гиперполяризую-
щий эффект на постсинаптический нейрон при
связывании с ГАМКА-рецептором, являющимся
ионотропным (хлорным) каналом. Как правило,
при активации этих рецепторов хлорид-ионы по
электрохимическому градиенту перемещаются
внутрь клетки. Однако ток хлорид-ионов в клетку
наблюдается только в том случае, когда потенциал
реверсии, определяемый преимущественно равно-
весным хлорным потенциалом, ниже мембранного
потенциала покоя клетки [15]. В противном случае
ГАМК не будет оказывать торможения и может да-
же деполяризовать постсинаптический нейрон.

Так как потенциал реверсии в значительной
степени определяется изменением внутриклеточ-
ной концентрации хлорид-ионов, то необходимо
было разработать доступный способ регистрации.
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Нетоксичный метод измерения внутриклеточной
концентрации хлорид-ионов был разработан в
2000 г. Kuner и Augustine [16] на основе физическо-
го явления “флуоресцентный резонансный пере-
нос энергии”. Суть этого явления заключается в
том, что между двумя хромофорами происходит
безызлучательный перенос энергии от донора, на-
ходящегося в возбужденном состоянии, на акцеп-
тор через диполь-дипольное взаимодействие. Ха-
рактерными чертами данного процесса являются
тушение флуоресценции донора и возникновение
более длинноволновой флуоресценции акцептора.
Изучая межбелковые взаимодействия, эти иссле-
дователи заметили, что эффективность флуорес-
центного резонансного переноса энергии между
циановым и желтым флуоресцентными белками
зависела от хлорид-ионов. Поэтому авторы пред-
ложили оптический индикатор хлорид-ионов в ви-
де соединения желтого и цианового флуоресцент-
ных белков Clomeleon и успешно апробировали его
на первичной культуре нейронов гиппокампа [16].

Впервые измерили концентрацию хлорид-ионов
во время генерации иктального разряда Glykys и со-
авт в 2014 г., после экспрессии белка Clomeleon в
органотипической культуре гиппокампа, совме-
стив двухфотонную микроскопию и внеклеточные

отведения [17]. Если в состоянии покоя концентра-
ция хлорид-ионов составила 25.4 ± 7.4 мМ, то во
время генерации иктального разряда она повыша-
лась до 40.8 ± 13.8 мM. Высокая внутриклеточная
концентрация хлорид-ионов поддерживается на
протяжении генерации эпилептиформной актив-
ности и восстанавливается до базового уровня
только при продолжительном отсутствии синхрон-
ной популяционной активности (рис. 2).

Разработаны альтернативные способы оценки
концентрации хлорид-ионов с помощью других
сенсоров. Например, довольно широко использу-
ется ClopHensorN, чувствительный, кроме [Cl–]i,
также и к pH [18–22]. Burman и соавт. измерили ди-
намику внутриклеточной концентрации хлорид-
ионов во время генерации эпилептиформных раз-
рядов в срезах органотипической культуры гиппо-
кампа [22]. Было показано, что во время эпилепти-
формной активности внутриклеточная концентра-
ция хлорид-ионов возрастает, соответственно во
время генерации эпилептических разрядов потен-
циал реверсии повышается на 30–40 мВ, а по окон-
чании эпилептиформной активности возвращает-
ся к базовому уровню.

Рис. 1. Одновременная регистрация внеклеточной концентрации ионов калия с помощью калий-чувствительного элек-
трода (зеленая кривая) и постсинаптических токов репрезентативного нейрона (черная кривая) в энторинальной коре
крысы Вистар в 4-аминопиридиновой модели эпилептиформной активности in vitro (a). Потенциал для записи постси-
наптических токов удерживался на –27 мВ. Иктальный разряд, отмеченный синей полосой, представлен в увеличенном
масштабе на панели b. Воспроизведено из [11].
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ЭПИЛЕПТОГЕННЫЕ ЭФФЕКТЫ 
ДИСБАЛАНСА ХЛОРИД-ИОНОВ 

И КАТИОНОВ КАЛИЯ

В норме в зрелых нейронах хлорид-ионы пе-
реносятся в межклеточное пространство за счет
K+-Cl–котранспортера (KCC2-котранспортера):
электрохимический градиент ионов калия способ-
ствует выведению хлорид-иона вместе с ионом ка-
лия [23]. Таким образом, КСС2-котранспортер
препятствует накоплению хлорид-ионов внутри
нейронов в результате работы тормозной системы
и повышению потенциала реверсии ГАМКА-ре-
цепторов.

Функциональная активность КСС2-котранс-
портера регулируется рядом механизмов и при вы-
сокой активации нейронных сетей обычно резко
снижается. Последние данные свидетельствуют о
том, что скорость ионного транспорта, а также ста-
бильность и перемещение KCC2 по клеточной по-
верхности и плазмалемме быстро и обратимо мо-
дулируются (де)фосфорилированием некоторых
сериновых, треониновых и тирозиновых остатков
в С-концевой части этого белка [24].

Этот механизм выведения хлорид-ионов из кле-
ток довольно уязвим при различных повреждениях
в нервной системе, что ведет к повышению возбу-
димости нейронных сетей и эпилептизации ткани
мозга. Kaila и соавт. [25] в своем обзоре предлагают
следующий механизм развития таких нарушений.
В ходе повторяющихся судорожных припадков
происходит, с одной стороны, прогрессирующая
интернализация постсинаптических ГАМКА-ре-
цепторов [26], а с другой – быстрое снижение экс-
прессии KCC2 [27, 28], что совместно ведет к дли-
тельному накоплению хлорид-ионов в нейронах и
последующему ослаблению торможения. Конкрет-
ный молекулярный механизм снижения экспрес-
сии KCC2 до конца не выяснен, но наиболее из-
вестными на сегодняшний день патологическими
ингибиторами функции KCC2 являются избыток

глутамата [29] и высокие уровни нейротрофиче-
ского фактора мозга (BDNF) [30].

Кроме приобретенных нарушений хлорного ба-
ланса, могут встречаться и наследственные нару-
шения. Следует отметить, что при некоторых фор-
мах наследственной эпилепсии обнаружены мута-
ции гена SLC12A5, кодирующего KCC2-
котранспортер. Например, у австралийской семьи
с наследственными фебрильными судорогами и во
франко-канадской когорте с тяжелой генетиче-
ской генерализованной эпилепсией (GGE) обна-
ружены гетерозиготные миссенс-полиморфизмы в
SLC12A5, вызывающих снижение KCC2-зависи-
мой способности к выведению хлорид-ионов [31].
У пациентов с тяжелым, рано проявляющимся за-
болеванием менделевского типа, названным “эпи-
лепсией младенчества с мигрирующими фокаль-
ными припадками” (EIMFS), обнаружена рецес-
сивная мутация в SLC12A5, ведущая к потере
функции [32]. Также показано, что полиморфизм
гена, кодирующего KCC2 по rs2297201, может быть
прогностическим генетическим маркером феб-
рильных судорог [33], более подробные сведения о
мутациях гена KCC2-котранспортера, приводящих
к эпилепсии, можно найти в обзорах [31, 34].

Проэпилептогенное действие высокой концен-
трации внеклеточного калия подтверждается мно-
гочисленными экспериментальными данными.
Например, повышение концентрации хлорида ка-
лия в омывающем растворе с 2.5 до 10 мМ приводит
к генерации эпилептиформной активности в пере-
живающем срезе гиппокампа ювенильной мыши
[35]. Во время пре- или интериктальных разрядов,
обеспеченных в основном синхронной активностью
интернейронов, происходит повышение внеклеточ-
ной концентрации ионов калия [11, 36], которое, в
свою очередь, может спровоцировать генерацию
иктального разряда. Основными источниками вне-
клеточного калия выступают различные типы кали-
евых каналов и уже описанный выше KCC2-ко-
транспортер.

Так, во время генерации потенциалов действия
ионы калия попадают в межклеточное простран-
ство через потенциал-чувствительные калиевые
каналы [37], а KCC2-котранспортер обеспечивает
совместный выход ионов калия и хлорид-ионов в
межклеточное пространство. В результате изменя-
ется потенциал реверсии калиевого тока у всех
нейронов, включая пирамидные клетки и соответ-
ственно мембранный потенциал становится более
деполяризованным у всех нейронов. Это приводит
к гипервозбудимости ткани мозга.

Эффективное удаление избыточного K+ из вне-
клеточного пространства во время активности ней-
ронов имеет первостепенное значение. В этом про-
цессе ключевую роль играют астроциты. Нормали-
зацию внеклеточной концентрации ионов калия
обеспечивают NaK-помпа и калиевые каналы

Рис. 2. Схематическое изображение динамики внутри-
клеточной концентрации хлорид-ионов [Cl–]i, во вре-
мя иктальных разрядов в модели эпилептиформной ак-
тивности in vitro. Во время иктального разряда наблю-
дается спайковая активность репрезентативного
нейрона коры, которая представлена записью мем-
бранного потенциала Vm. Цифры на рисунке: 1 – тони-
ческая фаза иктального разряда, 2 – клоническая фаза
иктального разряда, 3 – гиперполяризация, 4 – состоя-
ние покоя (по материалам [17]).

Vm

[Cl�]i

1 2 3 4
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внутреннего выпрямления (KIR), а также быстрая
пространственная буферизация, обеспеченная ще-
левыми контактами между астроцитами [38]. Нару-
шения в работе любого из этих механизмов могут
вести к развитию эпилепсии. Есть данные о том, что
мутации астроцитарных калиевых каналов внутрен-
него выпрямления KIR4.1 обнаружены у пациентов,
страдающих эпилепсией [39–41]. У больных эпи-
лепсией описаны также мутации субъединиц NaK-
помпы, совместимые с жизнью [42]. В случае юве-
нильной миоклонической эпилепсии описаны му-
тации гена коннексина 36, обеспечивающего ще-
левой контакт между астроцитами [43].

МЕХАНИЗМЫ ГЕНЕРАЦИИ 
ЭПИЛЕПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ, 

ОБУСЛОВЛЕННЫЕ ГАМКЕРГИЧЕСКИМИ 
ИНТЕРНЕЙРОНАМИ

Нарушение ионного баланса может изменить
функции ГАМКергических интернейронов. В нор-
ме ГАМКергическая система в головном мозге вы-
полняет функцию торможения, поэтому оказывает
выраженное противоэпилептическое действие.
Однако накоплено много экспериментальных и
клинических свидетельств ее проэпилептического
действия при некоторых патологических состоя-
ниях [4, 36, 44–49]. Механизмы генерации эпилеп-
тической активности за счет работы ГАМКергиче-
ской системы подробно обсуждаются в ряде ранее
опубликованных обзоров [4, 5], поэтому здесь мы
только кратко опишем наиболее часто встречаю-
щиеся механизмы.

Иктальный разряд может быть спровоцирован
краткой синхронной активацией, а затем выклю-
чением тормозных интернейронов в условиях вы-
сокой эпилептической готовности. В этом случае
сразу после выключения торможения наблюдается
синхронизованная генерация потенциалов дей-
ствия пирамидными нейронами (post-inhibitory re-
bound synchronization, PIRS). Такой эффект описан
в оптогенетических экспериментах с кратковре-
менной 30-миллисекундной фотостимуляцией
ГАМКергических интернейронов верхних слоев
соматосенсорной коры ювенильной мыши (линия
VGAT-ChR2) в 4-аминопиридиновой модели in vi-
tro. Фотостимуляция вызывает одновременную
спайковую активность ГАМКергических интер-
нейронов, а выключение света – синхронное пре-
кращение их активности. Сразу после выключения
фотостимуляции в срезе мозга генерировался ик-
тальный (или интериктальный) разряд [47]. Ис-
пользуя перфорированный патч и мультиэлектрод-
ные отведения, исследователи показали, что во
время фотостимуляции интернейронов наблюда-
ется гиперполяризация пирамидных нейронов, а
после выключения фотостимуляции возникает де-
поляризация пирамидных нейронов, и развивается
эпилептическое событие. Таким образом, при од-

новременном выключении многих интернейронов
происходит синхронная активация пирамидных
нейронов, которая может реализоваться в икталь-
ный или интериктальный разряд. Схожую картину
наблюдали в ткани мозга человека, полученной из
эпилептического очага, после локальной апплика-
ции ГАМК (100 мМ), а также in vivo на анестезиро-
ванной взрослой мыши VGAT-ChR2 при фотости-
муляции интернейронов [47]. Аналогичный ре-
зультат был продемонстрирован in vitro при
стимуляции только парвальбумин-положительных
быстроразряжающихся интернейронов [50].

Другой механизм может быть задействован при
более длительной синхронизованной спайковой
активности интернейронов (и опционально пира-
мидных нейронов). Такая активность нейронной
сети повышает внеклеточную концентрацию
ионов калия настолько, что приближает мембран-
ный потенциал нейронов к порогу возникновения
потенциала действия. В результате может активи-
роваться достаточное число для генерации икталь-
ного разряда пирамидных нейронов. В пользу это-
го механизма свидетельствует ряд эксперименталь-
ных данных: во время генерации ГАМК-
глутаматных интериктальных разрядов регистри-
руется существенный скачок внеклеточной кон-
центрации ионов калия [36, 51]; в 4-аминопириди-
новой модели эпилептиформной активности в сре-
зах энторинальной коры иктальному разряду
предшествуют ГАМК-глутаматные преиктальные
разряды, зачастую внеклеточная концентрация
ионов калия не успевает вернуться к базовому
уровню в промежутке между преиктальными раз-
рядами, поэтому обеспечивает больший скачок
концентрации [11, 52]. Таким образом может быть
достигнуто пороговое значение концентрации, до-
статочное для генерации иктального разряда.

Одновременно может происходить накопление
хлорид-ионов в пирамидном нейроне за счет про-
должительной активации ГАМКА-рецепторов, что
повышает потенциал реверсии ГАМК. Поэтому
гиперполяризующее действие ГАМК может ме-
няться на деполяризующее. Мы предполагаем, что
в развитии эпилептогенного эффекта, обеспечива-
емого ГАМКергическими интернейронами, важ-
ную роль может играть локальное изменение кон-
центрации хлорид-ионов, а также некоторые спе-
циализированные тормозные синапсы вблизи
начального сегмента аксона постсинаптического
пирамидного нейрона. В пользу такого предполо-
жения свидетельствует ряд наших собственных и
полученных в других лабораториях эксперимен-
тальных данных, а также модельные расчеты. Так,
в 4-аминопиридиновой модели эпилептиформной
активности в срезах гиппокампа и энторинальной
коры ювенильной крысы, во время генерации пре-
иктальных разрядов, мы неоднократно регистри-
ровали низкопороговые потенциалы действия в
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пирамидных нейронах [52], что может быть обу-
словлено тем, что они вызваны интернейронами.

Известно, что один из подтипов парвальбумин-
содержащих интернейронов, клетки-канделябры,
формируют особые аксо-аксональные синапсы,
обеспечивая выброс ГАМК в области начального
сегмента аксона пирамидных нейронов [53–55].
Было показано, что аппликация агониста ГАМКА-
рецепторов мусцимола в этой области аксона
уменьшает вероятность генерации потенциала
действия нейроном при низкой внутриклеточной
концентрации хлорид-ионов и увеличивает эту ве-
роятность при высокой концентрации [56]. Полу-
чены экспериментальные свидетельства того, что
количество KCC2-котранспортера на аксоне ней-
рона значительно меньше, чем на дендритах и соме
[57, 58], тогда как в этой области довольно высока
экспрессия NKCC1-котранспортера. Эти особен-
ности локальной экспрессии котранспортеров
обеспечивают накопление хлорид-ионов в началь-
ном сегменте аксона [59]. Поскольку объем аксона
мал, то продолжительная ГАМКергическая акти-
вация приводит к локальному накоплению хлорид-
ионов, обеспечивая деполяризующее действие
ГАМК. В этом случае активность ГАМКергиче-
ских клеток-канделябров может приводить к син-
хронизованному возбуждению пирамидных ней-
ронов и инициации иктального разряда. Однако
эта гипотеза требует дальнейших эксперименталь-
ных исследований.

Кроме клеток-канделябров важную роль в этих
процессах может играть и другой подтип парваль-
бумин-содержащих интернейронов – корзинчатые
интернейроны, образующие синаптические кон-
такты в основном на теле и проксимальных денд-
ритах пирамидных нейронов [60, 61]. Оптогенети-
ческая деполяризация парвальбуминовых интер-
нейронов в пилокарпиновой модели фокальной
эпилепсии in vivo меняет эффект с анти- на про-
эпилептический в течение нескольких секунд [4].
Magloire и соавт. также отмечают, что проэпилеп-
тического действия нет при фотостимуляции
SOM-интернейронов, синапсы которых располо-
жены преимущественно на дендритах пирамидных
нейронов, а также показывают, что проэпилепти-
ческое действие фотостимуляции парвальбумино-
вых интернейронов отсутствует при гиперэкспрес-
сии KCC2-котранспортера [4].

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ ВОЗМОЖНОСТИ 
РЕГУЛЯЦИИ ИОННОГО БАЛАНСА В ЦНС

Если нарушение ионного баланса ведет к эпи-
лептизации нервной ткани, то фармакологическое
воздействие с целью восстановления ионного ба-
ланса может стать одним из перспективных спосо-
бов нормализации функций мозга.

Фармакологическая регуляция баланса хлорид-ионов
Важнейшую роль в естественной регуляции

внутриклеточной концентрации хлорид-ионов
осуществляют KCC2- и NKCC1-котранспортеры,
действие которых прямо противоположно. KCC2-
котранспортер выводит избытки хлорид-ионов из
нейрона, тогда как NKCC1, наоборот, способству-
ет их накоплению. В раннем онтогенезе преоблада-
ет NKCC1, но по мере созревания нейронов усили-
вается вклад KCC2 (рис. 3). Эти изменения связы-
вают с ослаблением функций STE20/SPS1-
связанной пролин-аланин-обогащенной протеин-
киназы (SPAK), которая фосфорилирует как
KCC2, так и NKCC1, но оказывает противополож-
ное воздействие на их функции: снижает актив-
ность KCC2 и повышает активность NKCC1 [62].
При развитии эпилепсии активность NKCC1 мо-
жет стать преобладающей [63]. Поэтому можно
ожидать противоэпилептический эффект при ин-
гибировании NKCC1 и проэпилептический при
инактивации KCC2 [64], тогда как выраженный
противоэпилептический эффект можно ожидать
только при усилении функций КСС2.

В настоящее время набор фармакологических
агентов, воздействующих на катион-хлорные ко-
транспортеры, сильно ограничен и представлен в
основном диуретиками (фуросемид и буметанид) и
их производными. Для ингибирования NKCC1
обычно применяют буметанид. Буметанид имеет в
~500 раз большее сродство к NKCC1 (Ki ~0.1 мкМ),
чем к KCC2 (Ki ~25–50 мкМ), и поэтому низкие
концентрации буметанида (2–10 мкМ) могут быть
легко использованы для ингибирования NKCC1 in
vitro без существенного влияния на KCC2 [65]. Од-
нако при более высоких концентрациях буметанид
будет блокировать оба транспортера. Фуросемид
еще менее специфичен и воздействует не только на
катион-хлорные котранспортеры, но и Na+-неза-
висимый Cl–/ -обменник (AE3), некоторые
подтипы ГАМК-рецепторов, а также карбоновую
ангидразу [66].

Несмотря на то что в ряде работ отмечались про-
тивоэпилептические свойства этих диуретиков
(см. обзор [67]), применение их в качестве проти-
воэпилептических препаратов затрудняется пло-
хой проходимостью через гематоэнцефалический
барьер и большим числом побочных воздействий,
поскольку NKCC1-котранспортер экспрессирует-
ся во многих клетках организма.

Недавно были разработаны специфичные инги-
биторы KCC2: VU0463271 [68] и VU0240551 [69].
Мы изучили действие ингибитора VU0463271 на
эпилептиформную активность в срезах гиппокам-
па и энторинальной коры крысы в возрасте 3 и
8 нед. Несмотря на то что к возрасту 3 нед у крыс
уже должен установиться максимальный уровень
экспрессии KCC2, соответствующий уровню у
взрослых животных, ингибирование KCC2 дей-

−
3HCO
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ствовало по-разному: если в возрасте 3 нед мы не
обнаружили существенных изменений формы
эпиактивности, то в возрасте 8 нед ингибирова-
ние KCC2 привело к замещению иктальной ак-
тивности на эпилептический статус [52]. Hamidi
и Avoli получили схожий результат в 4-аминопи-
ридиновой модели в срезах энторинальной и пери-
ринальной коры, применив VU0240551 (10 μМ)
[70]. Таким образом, экспериментальные данные
подтверждают важную роль KCC2-котранспортера
в регуляции эпилептической активности.

Перспективной стратегией усиления функций
KCC2, что потенциально будет иметь противоэпи-
лептическое действие, может быть направленное
фосфорилирование KCC2 прямо или косвенно че-
рез вышележащие регуляторные киназы по неко-
торым сайтам [24]. Например, выявлено PKC-за-
висимое усиление функции KCC2 благодаря фос-
форилированию по S940 в С-концевом хвосте
KCC2 [71]. К такому эффекту может приводить ак-
тивация метаботропных глутаматных рецепторов
(mGluR) группы I. В экспериментах с грамицидин-
перфорированным патч-клампом было показано,
что одновременная тоническая активация mGluR1
и mGluR5 увеличивает силу тормозных синапсов

через активацию PKC-зависимого пути в пирамид-
ных нейронах области СА3 гиппокампа [72]. Одна-
ко агонисты mGluR группы I являются прокон-
вульсантами и ведут к эпилептогенезу, так как од-
новременно модулируют возбудимость нейронов и
активность NMDA-рецепторов [73], поэтому тера-
певтический потенциал такого подхода на настоя-
щий момент неочевиден.

Фармакологическая регуляция 
баланса катионов калия

Выведение ионов калия из межклеточного про-
странства на молекулярном уровне в основном
обеспечивают NaK-помпа и KIR-каналы. Если
NaK-помпа отвечает за выведение избытков K+ из
внеклеточного пространства, то активация ее рабо-
ты должна оказать противоэпилептический эф-
фект и, наоборот, ингибирование помпы должно
обладать проэпилептическим действием.

Так как активность NaK-помпы повышается
при повышении концентрации Na+ внутри клетки,
то в качестве модулятора NaK-помпы в работах in
vitro иногда применяют натриевый ионофор мо-
нензин [74, 75]. Однако мы не нашли работ, в кото-

Рис. 3. Механизмы регуляции концентрации Cl–, лежащие в основе действия ГАМК в незрелых (слева) и зрелых нейронах
ЦНС (справа). NKCC1 является основным транспортером в незрелых нейронах ЦНС, который опосредует поступление
Cl– в клетку. KCC2 является основным K-Cl котранспортером в зрелых нейронах ЦНС и обеспечивает выведение Cl– из
клетки. При некоторых патофизиологических состояниях, таких как эпилепсия, нейроны испытывают “рекапитуляцию”
и дедифференцировку на более ранние стадии развития. Остальные пояснения приведены в тексте. Схема воспроизведе-
на из [63].
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рых монензин использовался бы в качестве экспе-
риментального противоэпилептического средства.
Наши собственные неопубликованные данные
экспериментов показали, что монензин обладает
очень узким терапевтическим окном. В 4-амино-
пиридиновой модели эпилептиформной активно-
сти в срезах гиппокампа и энторинальной коры
мыши в некоторых случаях применение монензина
(2–3 мкМ) препятствовало генерации иктальных
разрядов, однако увеличение концентрации мо-
нензина до 5 мкМ приводило к гибели нейронов.

В отличие от активирующего действия на NaK-
помпу эффект ее ингибирования изучен лучше и
хорошо согласуется с модельными расчетами [8].
Было показано, что внутрижелудочковая инъекция
оуабаина вызывает эпилептический приступ у
крыс [76]. В моделях in vitro ослабление работы
NaK-помпы с помощью оуабаина тоже имеет вы-
раженный проэпилептический эффект [52].

За выведение ионов калия из внеклеточного
пространства отвечают также астроциты. Астроци-
ты осуществляют пространственную калиевую бу-
феризацию (spatial potassium buffering), они погло-
щают внеклеточный K+, секретируемый нейрона-
ми, и высвобождают K+ в регионах с более низким
уровнем K+ (например, микрокапиллярах), соеди-
няясь в синцитий через щелевые контакты [77].
Поступление K+ в астроциты в основном опосре-
дуется Kir-каналами, содержащими 4 субъединицы
Kir4.1 (гиппокамп) или комбинацию Kir4.1/Kir5.1
субъединиц (неокортекс) [78–80].

Электрофизиологические исследования пока-
зали, что Kir-токи значительно снижены в образ-
цах гиппокампа пациентов с рефрактерной височ-
ной эпилепсией [81], что может быть обусловлено
снижением уровня экспрессии Kir4.1-каналов [82].
Нарушение функций Kir4.1-каналов выявлено при
ряде наследственных форм неврологических рас-
стройств, сопровождающихся эпилептическими
судорогами, например, восточный синдром (EAST:
эпилепсия, атаксия, сенсоневральная глухота и ту-
булопатия) и синдром SeSAME (судороги, сенсо-
невральная глухота, атаксия, умственная отста-
лость и электролитный дисбаланс) [83, 84]. Хотя
исследования на моделях эпилепсии в некоторых
случаях показывают, наоборот, усиление экспрес-
сии: например, в литий-пилокарпиновой модели
было найдено увеличение экспрессии Kir4.1 в коре
головного мозга, стриатуме и гипоталамусе, это яв-
ление может носить компенсаторный характер
[85]. Исследования же с использованием животных
с условным нокаутом (conditional knockout), наце-
ленным на астроцитарный Kir4.1, выявили четкую
связь между дисфункцией канала Kir4.1 и предрас-
положенностью к судорогам [86, 87].

Достаточно обоснованно поэтому можно пред-
положить, что усиление Kir-токов благодаря при-
менению положительных модуляторов или уве-

личению экспрессии Kir4.1-каналов в астроцитах
будет обладать выраженным противоэпилептиче-
ским эффектом. Однако долгое время не было из-
вестно никаких специфических модуляторов
Kir4.1-каналов. Сейчас идентифицировано только
несколько антагонистов Kir4.1, таких как
VU0134992 (IC50 = 0.97 мкМ) [88], пентамидин
(IC50 = 97 нМ) [89] и некоторые другие, обзор ко-
торых можно найти у Ohno и соавт. [90]. Также вы-
явлено, что многие препараты, применяемые в
клинике, могут уменьшать Kir-токи при использо-
вании их в терапевтических дозах. Например, та-
кой побочный эффект описан у антидепрессантов
[91], противоопухолевых препаратов на основе
комплексов двухвалентной платины [92, 93].

К сожалению, мы не смогли найти данных о по-
зитивных модуляторах работы Kir4.1-каналов. Зато
целый ряд широко применяемых противоэпилеп-
тических препаратов (вальпроат, фенитоин и фе-
нобарбитал) могут усиливать экспрессию астроци-
тарного Kir4.1 в лимбической области, что было
показано в экспериментах на крысах [94], возмож-
но, что этот эффект является одним из компонен-
тов их противоэпилептического действия.

Таким образом, на сегодняшний день практиче-
ски нет доступных фармакологических инструмен-
тов, которые позволили бы эффективно воздей-
ствовать на ионный баланс в нервной ткани. Кро-
ме того, рассматриваемые нами транспортеры и
каналы (или близкие аналоги) присутствуют не
только в ЦНС, но и в других системах организма,
обеспечивая целый ряд жизненно важных функ-
ций, поэтому можно ожидать широкий спектр по-
бочных эффектов фармакологического воздей-
ствия на NaK-помпу, катион-хлорные котранс-
портеры и KIR-каналы.

ГЕННАЯ ТЕРАПИЯ, НАПРАВЛЕННАЯ 
НА РЕГУЛЯЦИЮ ИОННОГО БАЛАНСА
Экспериментальные генно-терапевтические 
подходы для лечения фармакорезистентной 

эпилепсии

Генно-терапевтические подходы подразделяют
на четыре типа: (1) замена гена при моногенных за-
болеваниях, (2) добавление гена при сложных па-
тологиях, (3) изменение уровня экспрессии генов и
таргетинг РНК и (4) редактирование генома [95].
Применительно к эпилепсии первый подход прак-
тически не разрабатывается, так как идиопатиче-
ские формы эпилепсии, вызванные мутацией ка-
кого-то одного гена и вследствие этого нарушен-
ной функцией канала или рецептора, встречаются
относительно редко. Кроме того, доставка генети-
ческого материала одновременно в обширные об-
ласти мозга методически сложна. Третий и четвер-
тый подходы также пока не реализуются для экспе-
риментального лечения эпилепсии. Наиболее
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перспективным считается второй подход, который
может быть использован для лечения фармакоре-
зистентных фокальных форм эпилепсии. В этом
варианте необходимые гены доставляются в клет-
ку-мишень с целью локального снижения актив-
ности нейронных сетей в эпилептическом очаге.

Для доставки генов наиболее часто используют
вирусные конструкты. Среди различных вирусов,
испытанных для генной терапии, наиболее пер-
спективными кандидатами для применения в ЦНС
являются конструкты на основе аденоассоцииро-
ванных вирусов (AAV), лентивирусов и вирусов
герпеса [96]. AAV-конструкты сейчас считаются
наиболее безопасными: при сборке конструкта
можно почти полностью удалить ДНК вируса, сам
вирусный конструкт относительно нетоксичен для
клеток и обладает низкой иммуногенностью. Од-
нако значимым ограничением для широкого при-
менения AAV-конструктов является их относи-
тельно небольшой размер [97]. Так как емкость
AAV-конструктов не превышает 4.5–5 тысяч пар
оснований, а размер кодирующей последователь-
ности многих генов таргетных белков сопоставим
по размерам или даже больше, то далеко не все ге-
ны могут быть доставлены в ЦНС таким способом.
Поэтому в экспериментальных работах нередко
применяют конструкты на основе лентивирусов
или вирусов герпеса, имеющих большую емкость,
но и больший риск побочных эффектов [96].

Сейчас основные способы генной терапии
фармакорезистентной эпилепсии направлены на
увеличение экспрессии ингибирующих пепти-
дов, таких как галанин [98] и NPY [99, 100], или
подавление возбудимости нейронов путем гипер-
экспрессии в них калиевых каналов [101–103].
Среди близких подходов, направленных на сниже-
ние гиперактивации нейронных сетей, следует от-
метить хемо- и оптогенетический методы, обзор
которых можно найти в статье Walker и Kullmann
[104].

Генетические методы регуляции
баланса хлорид-ионов в нейронах

Как было описано выше, накопление хлорид-
ионов в нейронах при эпилептической активности
ведет к нарушению функций ГАМКергической си-
стемы и самоподдержанию эпилептической актив-
ности. Усиление функций KCC2-транспортера мо-
жет предотвратить нарушение функций торможе-
ния. Экспериментальных работ, в которых генная
терапия была бы нацелена именно на модуляцию
ионного баланса хлорид-ионов опубликовано от-
носительно мало. Мы смогли найти всего несколь-
ко работ, в которых был изучен эффект гиперэкс-
прессии KCC2-транспортера на эпилептическую
активность [105, 106].

Гиперэкспрессию KCC2-транспортера, достав-
ленного с помощью лентивирусного конструкта
под промотером CaMKII, осуществляли в коре
трансгенной мыши PV-ChR2. У этой линии мышей
каналородопсин-2 экспрессируется в парвальбу-
мин-позитивных интернейронах и световая стиму-
ляция вызывает их активацию [105]. Magloire и
соавт. показали, что при пилокарпин-индуциро-
ванном эпилептическом статусе у PV-ChR2 мышей
с нормальным уровнем KCC2-транспортера фото-
стимуляция коры вместо противосудорожного эф-
фекта обладает выраженным проиктальным дей-
ствием, если начинается через 2 и более секунд с
момента развития иктального разряда в коре. Это
наблюдение полностью согласуется с представле-
ниями о накоплении Cl– в нейронах в ходе эпилеп-
тического приступа и переходу от тормозного к
возбуждающему действию ГАМК. Гиперэкспрес-
сия KCC2-котранспортера в пирамидных нейро-
нах коры препятствовала развитию проиктального
действия парвальбуминовых интернейронов и со-
храняла тормозное действие ГАМК. Однако гипер-
экспрессия KCC2 не повлияла сама по себе на про-
текание эпилептических припадков [105].

Аналогичный вывод был сделан в другой экспе-
риментальной работе, в которой у линии мышей с
доксициклин-индуцибельной гиперэкспрессией
KCC2-транспортера моделировали каинатные су-
дороги. Гиперэкспрессия KCC2 также не повлияла
на тяжесть эпилептических припадков, однако
увеличила эффективность позитивного модулято-
ра ГАМК-рецепторов диазепама в остановке судо-
рожных припадков, регистрируемых на ЭЭГ [106].
Таким образом, одновременное воздействие на
KCC2 и ГАМК-рецепторы может стать эффектив-
ной противосудорожной терапевтической страте-
гией.

Сейчас доступно несколько оптогенетических
инструментов для направленного транспорта Cl– в
нейрон или из нейрона, например: галородопсин
(хлорная помпа), который под воздействием одно-
го кванта света 560 нм проводит один хлорид-ион в
клетку [107]; хлорный канал, который под воздей-
ствием света 490 нм открывает пору для тока хло-
рид-ионов по электрохимическому градиенту [108,
109]; Cl-Out-комплекс, в котором протонная пом-
па обеспечивает движущую силу для тока хлорид-
ионов из клетки по хлорному каналу [110].

Аналогично работе ГАМКергической системы,
в условиях патологической эпилептической актив-
ности хлорные помпа и канал могут оказать про-
эпилептическое действие из-за накопления хло-
рид-ионов в нейронах. Поэтому оптогенетическая
активация светочувствительных хлорных каналов
может вызывать как подавление, так и усиление
нейронной активности [111, 112].

Применение комплекса Cl-out может оказать-
ся полезным инструментом для нормализации
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внутриклеточной концентрации хлорид-ионов в
эпилептической ткани с нарушенным градиентом
хлорид-ионов. Alfonsa и соавт. показали, что акти-
вация Cl-out-комплекса оказывает противоэпи-
лептическое действие в том случае, когда причи-
ной эпилептической активности является высокая
концентрация хлорид-ионов в нейронах [110].
Эпилептическую активность в срезах гиппокампа
мыши авторы вызывали с помощью блокады
KCC2. Регистрацию сетевой активности произво-
дили с помощью внеклеточных отведений в пира-
мидном слое CA1, для мониторинга возбудимости
нейронов проводилась электрическая стимуляция.
Далее проводили фотостимуляцию серией одно-
временно светом 488 и 561 нм для активации хлор-
ного каналородопсина и протонной помпы соот-
ветственно. Alfonsa и соавт. продемонстрировали,
что активация Cl-out-комплекса уменьшает возбу-
димость и в целом оказывает противоэпилептиче-
ское действие [110].

Генетические методы регуляции концентрации 
катионов калия во внеклеточной среде

Разработано довольно много эффективных ва-
риантов генной терапии эпилепсии, усиливающих
функции различных типов нейронных калиевых
каналов [101–103]. Хотя дополнительная актива-
ция калиевых каналов может влиять на повышение
концентрации катионов калия во внеклеточной
среде, этот эффект не является преобладающим.
Поэтому в этой части обзора мы рассмотрим толь-
ко подходы, направленные на нормализацию вне-
клеточной концентрации ионов калия. Эффектив-
ной стратегией для этого может стать усиление Kir-
токов путем увеличения экспрессии Kir4.1-кана-
лов в астроцитах.

Предпосылкой для этого подхода является сни-
жение Kir-токов в образцах гиппокампа пациентов
с рефрактерной височной эпилепсией [81]. Мы не
смогли найти литературных данных об экспери-
ментальной проверке данного метода для лечения
эпилепсии, однако увеличение экспрессии Kir4.1-
каналов в астроцитах стриатума оказалось эффек-
тивным при лечении болезни Хантингтона в моде-
ли на трансгенных линиях мышей R6/2 и Q175 HD
[113]. Авторы показало, что дополнительная экс-
прессия каналов Kir4.1 с помощью вирусной до-
ставки в астроциты стриатума восстановила Kir-
токи в этих клетках, в результате чего снизилась
концентрация внеклеточного K+, уменьшилась де-
поляризация мембраны и улучшились другие
функциональные характеристики нейронов стриа-
тума. Такое лечение позволило несколько ослабить
двигательные нарушение и улучшить выживае-
мость R6/2 мышей [113].

Следует иметь в виду, что у этого подхода могут
оказаться ограничения. Например, избыточное
усиление Kir-токов может приводить к негатив-

ным последствиям. Выявлено, что мутации гена
KCNJ10, приводящие к усилению функций Kir4.1-
каналов (gain-of-function), могут способствовать
формированию неврологических синдромов, объ-
единяющих расстройства аутистического спектра
и эпилепсию [114]. Можно предположить, что уси-
ление Kir-токов в этом случае не допускает есте-
ственной деполяризации нейронов и инактивации
натриевых каналов из-за накопления внеклеточно-
го калия, вызывающих деполяризационный блок и
прерывающих спайковую активность. Однако су-
ществующие модели иктальной активности прямо
не подтверждают такой вариант развития [8]. Веро-
ятно, что эпилептическая активность в этом случае
может быть вызвана функциональными нарушени-
ями в нейрон-глиальных взаимодействиях. Умень-
шение концентрации внеклеточного K+ ведет к ги-
перполяризации астроцитов, что ослабляет глио-
трансмиссию, которая обычно ингибирует выброс
глутамата пирамидными нейронами [115].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В эпилептической ткани длительная избыточ-
ная нейронная активность приводит к нарушению
функций ГАМКергической системы: вместо тор-
можения она может оказывать проэпилептическое
действие. В основе этих нарушений лежит дисба-
ланс концентраций хлорид-ионов и/или катионов
калия во вне и внутриклеточной среде. Модельные
и экспериментальные работы показывают, что вос-
становление баланса этих ионов может оказаться
наиболее эффективным подходом для лечения та-
ких форм эпилепсии. В большинстве случаев для
этого необходимо восстановить или усилить ослаб-
ленную функцию каких-либо ионных каналов,
транспортеров или насосов. К сожалению, имею-
щийся арсенал фармакологических инструментов
крайне мал и недостаточно эффективен.

Мы полагаем, что для данных целей методы ген-
ной терапии, позволяющие усилить функции ка-
ких-либо белков путем их дополнительной экс-
прессии в целевых клетках, могут оказаться наибо-
лее перспективными. Сейчас область генной
терапии эпилепсии интенсивно развивается, одна-
ко инструменты, направленные на поддержание
ионного баланса в эпилептической ткани, пока ис-
следуются относительно мало. Среди доступных
вариантов терапии особое внимание привлекают
методы гиперэкспрессии KCC2-транспортера и
Kir4.1-каналов, позволяющие восстановить кон-
центрации хлорид-ионов и катионов калия. Одна-
ко требуется дополнительная экспериментальная
проверка эффективности и безопасности данных
инструментов в различных моделях эпилепсии и
судорожных состояний.
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In some pathological conditions, such as pharmacoresistant epilepsy, epileptic status or certain forms of genetic
abnormalities, spiking activity of GABAergic interneurons may enhance excitation processes in neuronal circuits
and provoke generation of ictal discharge. As a result, anticonvulsants acting on the GABAergic system may be
ineffective or even increase seizure activity. This paradoxical effect of the inhibitory system is due to the disturbed
ionic balance in the nervous tissue. This review considers the mechanisms of ictal discharge initiation in neuronal
networks due to the imbalance of chloride and potassium ions, as well as possible ways to regulate ionic concen-
trations. Both the enhancement (or weakening) of the activity of certain ion transporters and ion pumps in neu-
rons and their additional expression by gene therapy can be effective in the suppression of epileptic activity caused
by ion imbalance. NaK-pump, NKCC1 and KCC2 co-transporters are important in maintaining the proper con-
centrations of K+ and Cl– in the nervous tissue, and they have previously been repeatedly considered as pharma-
cological targets for antiepileptic effects. An important limitation to progress in this direction is the lack of suffi-
ciently selective pharmacological tools and methods of drug delivery to the epileptic focus. A more promising ap-
proach seems to be the use of gene therapy methods, such as hyperexpression of the KCC2 transporter in the
epileptic focus. Another possible direction could be the use of optogenetic tools: specially designed light-sensitive
ion pumps or channels. In this case, photon energy can be used to create the required gradients of chloride and
potassium ions, but these methods also have significant limitations, which complicate their rapid introduction
into medicine.

Keywords: epilepsy, optogenetics, gene therapy, KCC2 co-transporter, Kir4.1 channel
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В обзоре представлены данные исследований слуховой адаптации к ключевым параметрам речи – вре-
менным (темпо-ритмическим) и спектральным характеристикам голосового речевого сигнала, вклю-
чая частоту основного тона голоса, формантные частоты, особенности тембра. Рассмотрены проявле-
ния адаптации к нелингвистическим характеристикам голоса – полу и возрасту диктора, его эмоцио-
нальному состоянию. Показано, как механизмы адаптации участвуют в разделении конкурирующих
речевых потоков и в механизмах слухового внимания. Обсуждается роль слуховой адаптации в станов-
лении речевого слуха и формировании голосовых прототипов в процессе онтогенеза. Приведены ос-
новные модели процесса восприятия речи и данные по изучению нейрофизиологических механизмов
фонематического анализа, на основе которых они формировались. Представлены результаты экспери-
ментальных и модельных исследований, которые свидетельствуют о том, что адаптационные процессы
играют важную роль в усилении контраста сигнала с фоном и приводят к улучшению идентификации
сигнала. Рассмотренные в обзоре особенности слуховой адаптации к речевому сигналу имеют практи-
ческое значение для организации реабилитационных мероприятий по восстановлению и развитию ре-
чевого слуха пациентов после слухопротезирования, а также для разработки технических систем рас-
познавания речи.
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ВВЕДЕНИЕ
Повседневное общение людей происходит на

фоне шумов различной временной и спектральной
структуры. Поэтому даже доклинические наруше-
ния слуховой функции могут вызывать затрудне-
ния в распознавании речевого сигнала. Значитель-
ная потеря слуха приводит, как правило, к невоз-
можности эффективной коммуникации в
большинстве общественных мест. Современный
уровень слухопротезирования не способен полно-
стью решить задачу выделения целевого сигнала в
шуме при общении пациента – пользователя слу-
хового аппарата или кохлеарного импланта. Разра-
ботка фундаментальных вопросов о слуховых меха-
низмах распознавания речи и ориентации в про-
странстве на фоне нестационарной помехи
относится к области физиологии слуха, условно
обозначаемой как проблема вечеринки (“the cock-
tail-party problem”). Она является одной из наибо-
лее актуальных проблем как в фундаментальном
плане, так и в прикладных разработках по разви-

тию технологий слухопротезирования, распозна-
вания речи диктора в реальной зашумленной среде
[1, 2].

Пространственные аспекты проблемы вечерин-
ки подробно рассмотрены нами в обзоре [3], где
обсуждаются бинауральные механизмы освобож-
дения от маскировки и роль пространственной из-
бирательности слухового внимания в выделении
речевого сигнала на фоне окружающего шума.
Изучение бинауральных механизмов в решении за-
дачи пространственной настройки на голос дикто-
ра и в пространственном освобождении от маски-
ровки имело существенный практический выход.
Оно позволило обосновать необходимость двух-
стороннего протезирования слуха и разработку
слухопротезирующих систем нового поколения,
ориентированных на реализацию механизмов би-
наурального взаимодействия [4].

Помимо локализации источника речевого сиг-
нала его выделению из шума способствуют спек-
тральные характеристики голоса диктора, такие
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как основная частота голоса, его тембр, звукопро-
изношение и другие пара- и экстралингвистиче-
ские характеристики. Индивидуальные или ситуа-
ционные особенности речи диктора в отношении
ее темпа и ритмической организации также могут
являться признаками, на основе которых происхо-
дит выделение и распознавание его речи в шуме.
Распознавание речевого сигнала предусматривает
его сегментацию и, таким образом, включает ас-
пекты временного слухового анализа в условиях за-
шумления нестационарным сигналом. На фоне
разнообразных шумов особое значение имеют про-
цессы слуховой адаптации, которые приводят к
усилению контраста сигнала и фона и, тем самым,
способствуют улучшению условий для выделения
и распознавания целевых признаков речи. Процес-
сы адаптации широко распространены в слуховой
системе и проявляются на разных уровнях обра-
ботки акустического сигнала – от волокон слухо-
вого нерва до структур коры головного мозга, где
они связаны с центральной обработкой характери-
стик окружающей среды и речевых последователь-
ностей, а также процессами слухового внимания и
разделения конкурирующих звуковых потоков [5,
6]. Проявления адаптации в отношении индивиду-
альных спектрально-временных характеристик ре-
чи диктора при анализе сложной сцены будут рас-
смотрены в данном обзоре.

МАСКИРОВАНИЕ РЕЧЕВОГО СИГНАЛА 
И СЛУХОВАЯ АДАПТАЦИЯ

При разделении звуковых потоков в ситуации
акустической сцены с множеством источников
звука определяющее значение имеет способность
слушателя выделять индивидуальные характери-
стики речи диктора [1]. В такой ситуации речь дик-
тора выступает как полезный или целевой сигнал
от интересующего нас в данный момент источника
звука. Остальные составляющие акустической сце-
ны – как помехи, конкурирующие с ним, и маске-
ры. Их действие обычно описывают в терминах
энергетической и информационной маскировки.
Энергетическая маскировка характеризуется спек-
тральным и временным взаимодействием целевого
сигнала и маскера [7]. Этот вид маскировки объяс-
няют как результат перекрывания паттернов воз-
буждения, возникающих в ответ на целевой сигнал
и маскер на периферии слуховой системы [8]. В от-
личие от энергетической информационная маски-
ровка влияет на центральные процессы в слуховой
системе, связанные с вниманием и с анализом ин-
формации [9, 10]. Заметим, что в ситуации слож-
ной акустической сцены, т.е. на фоне других аку-
стических сигналов, величина информационной
маскировки лингвистической информации (смыс-
ла речи) и экстралингвистических составляющих
целевого речевого сообщения (пол, возраст, эмо-

циональное состояние диктора) могут быть раз-
личными.

При этом первой задачей в условиях сложной
сцены оказывается обнаружение целевого сигнала.
Обнаружению нового объекта в окружающей среде
способствует адаптация слуховой системы к теку-
щей информации. Считают, что адаптация к био-
логически значимым сигналам, в том числе рече-
вым, в значительной степени обусловлена процес-
сами в соответствующих областях коры больших
полушарий головного мозга. В результате адапта-
ции ограниченный диапазон реакции нейронов в
процессе кодирования слуховых сигналов сдвига-
ется в направлении расширения динамического
диапазона этих реакций [11]. При изменении ста-
тистических свойств сигналов слуховая адаптация
приводит к улучшению представления их инфор-
мативных признаков, что позволяет рассматривать
адаптационные процессы как эффективную стра-
тегию кодирования [12–14]. Адаптивное кодирова-
ние определенных параметров стимулов было по-
казано в нескольких подкорковых областях и обла-
стях коры [15, 16]. В частности, было выявлено, что
слуховые кортикальные реакции у животных изби-
рательно кодируют особенности вокализации в
условиях шумов, имеющих разные спектральные
характеристики [15–19].

Свойство слуховой системы обнаруживать но-
вый источник информации (нового диктора) и раз-
делять акустические потоки имеет высокую потен-
циальную ценность для развития технических си-
стем распознавания речи, голосовых интерфейсов
(voice user interface) и устройств голосового управ-
ления (voice command device) [20, 21]. Понимание и
применение этого физиологического механизма
способствуют решению технических вопросов рас-
познавания речи на новом уровне.

СЛУХОВАЯ АДАПТАЦИЯ К ПАРАМЕТРАМ 
ЗВУКОВОГО СИГНАЛА

Слуховую адаптацию можно наблюдать при
длительном предъявлении постоянного или по-
вторяющегося стимула с одинаковыми характе-
ристиками, которое вызывает временное изме-
нение в восприятии последующих стимулов (слу-
ховое последействие). Обычно отмечают
негативный эффект слухового последействия,
при котором наблюдается смещение перцептив-
ной оценки в противоположном направлении от-
носительно характеристик адаптирующего стиму-
ла. В основе механизма адаптации лежит измене-
ние работы нейронных популяций, участвующих в
анализе ключевых признаков последовательности
сигналов. Одним из первых наблюдений слуховой
адаптации является так называемый “тон Цвикке-
ра”. Его появление связано с тем, что после про-
слушивания широкополосного шума, содержаще-
го спектральную вырезку шириной около одной
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трети октавы, у слушателя на несколько секунд
возникает ощущение звучания тона, соответствую-
щего ее характеристикам [22]. Потенциальные
нейрональные корреляты для этой слуховой иллю-
зии были выявлены на уровне слуховой коры [23,
24]. По-видимому, ее проявление обусловлено вре-
менным усилением чувствительности, связанным
с освобождением от торможения в центральных
слуховых нейронах с частотой настроечной кривой
в пределах спектральной вырезки. Эти нейроны
были наименее стимулированы во время звучания
адаптирующего шума. Тон Цвиккера демонстриру-
ет особенность адаптации, которая отражает на-
стройку анализатора на текущую структуру инфор-
мационного потока. В результате воздействия сиг-
налов настройка меняется, и адаптация
непосредственно оказывает влияние на процесс
сегрегации и группировки акустических потоков.

Исследования сегрегации акустических пото-
ков показывают, что она определяется как обра-
боткой сенсорных сигналов (обработка снизу
вверх), так и когнитивным состоянием слушателя,
например, фокусом внимания (обработка сверху
вниз) [6, 25, 26]. Согласно представлению о слухо-
вой адаптации последнее в значительной мере за-
висит от непосредственно предшествующей (теку-
щей) информации. В ЭЭГ-исследовании [27] было
обнаружено, что эффективность разделения пото-
ков при условии фокусировании внимания вне
этих потоков обратно пропорциональна сходству
между их корковыми представительствами. Этот
факт свидетельствует о том, что адаптация к теку-
щей слуховой информации является универсаль-
ным процессом, который лишь отчасти, но не пол-
ностью определяется состоянием внимания слу-
шателя.

Адаптация слуховой системы к нестационарно-
му речевому или речеподобному сигналу происхо-
дит по ряду его параметров, в том числе, уровню
звука, его спектральным составляющим, ритмиче-
ской структуре, положению его источника, спек-
трально-временному контексту речевой последо-
вательности [28]. В эксперименте, как правило, ис-
следуют адаптацию к определенному признаку
звукового стимула, например, к амплитудной мо-
дуляции [29–31], длительности [32], ритму [33],
спектральным характеристикам [34, 35]. Наряду с
адаптацией к простым или “одномерным” призна-
кам известны эффекты для сложных признаков,
таких как положение источника звука в простран-
стве [36–38] или его движение в определенном на-
правлении и с определенной скоростью [39–41].
Такие признаки являются сложными или комби-
нированными, так как содержат монауральные и
бинауральные признаки локализации.

Слуховое последействие было выявлено для
многих характеристик слухового восприятия рече-
вого сигнала: фонематическая категория [30, 42–

44], пол диктора [45], тембр голоса [46], вокальная
эмоция [47]. Адаптация к биологически значимым
сигналам, которые содержат большой комплекс
признаков, оказывается более выраженной по
сравнению с адаптацией к одному из них [48]. Та-
ким образом, слуховую адаптацию можно рассмат-
ривать как общий принцип обработки акустиче-
ских сигналов, включая голоса дикторов, адаптив-
ное кодирование которых играет особую роль в
слуховом анализе речи.

АДАПТАЦИЯ К РИТМУ.
ТЕМПО-РИТМИЧЕСКИЕ 

ХАРАКТЕРИСТИКИ РЕЧИ
Акустический речевой поток по своим физиче-

ским характеристикам очень неоднороден, так как
образован не одним излучателем, а сложной систе-
мой источников звука разной природы при голосо-
образовании. В нем присутствуют квазипериоди-
ческие элементы типа гласных и вокализованных
согласных, шумовые сегменты разной длительно-
сти, паузы. В соответствии с известными законо-
мерностями первичного слухового анализа сцен
последовательность из подобных сегментов долж-
на разделяться на отдельные потоки. Это подтвер-
ждается результатами экспериментов, в которых
слушатели воспринимали последовательности
гласных звуков, дополнительно разделенных
встроенными паузами [49]. Слушатели разделяли
предъявляемую последовательность на потоки, ес-
ли гласные принадлежали к разным фонемным
классам и имели разную форму спектральной оги-
бающей. Это означает, что гласные звуки в такой
ситуации воспринимались как сигналы из разных
источников, несмотря на то, что их произносил
один и тот же диктор. Предполагается, что един-
ство (слитность) речевых потоков, произнесенных
одним диктором (голосом), обеспечивается плав-
ностью спектральных переходов между смежными
речевыми звуками – фонемами, и интонационной
(просодической) когерентностью [50].

Речевые сигналы являются квазиритмически-
ми, причем интервалы между усилением звуков ре-
чи (выделение ударением) довольно изменчивы.
Коэффициенты вариации составляют более 30% от
среднего интервала между ударениями [51, 52].
Вместе с тем речевые паттерны могут вызывать
субъективное впечатление изохронии [53]. Более
высокая регулярность обнаруживается в метриче-
ской речи, такой как поэзия [54–56], и при группо-
вой речепродукции – молитвах и хоровом пении
[57]. Адаптация к ритмам была исследована в диа-
пазоне 100–700 мс между ударами, что примерно
соответствует ритмическому диапазону речи. По-
сле адаптации к быстрому слуховому ритму, уме-
ренно быстрый тестовый ритм (400 мс между уда-
рами) казался медленным и наоборот [33]. Таким
образом, были получены данные о типичном нега-
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тивном последействии при восприятии ритма. Ве-
личина этого эффекта уменьшалась по мере того,
как расхождение ритмического рисунка или пат-
терна между адаптирующими звуковыми последо-
вательностями и тестовыми последовательностями
становилось больше. Результаты последней упомя-
нутой работы подтверждают предположение, что
сенсорная временная информация кодируется
нейрональными единицами, настроенными на
определенные временные интервалы с широкими
перекрывающимися кривыми настройки. После-
действие ритма не зависело от того, на какое из
ушей подавали адаптирующий и тестовый стиму-
лы, а также от того, было это одно или оба уха. Дан-
ные факты означают, что информация о ритме зву-
кового сигнала от обоих ушей обрабатывается в
слуховых центрах с общим механизмом анализа
времени. Информация о пространственно-вре-
менных характеристиках кодируемых звуковых
сигналов достигает таламуса и мозжечка на самых
ранних стадиях слуховой обработки [58, 59]. Моз-
жечок проецирует важную информацию, закоди-
рованную в слуховом сигнале (начало, конец сиг-
нала и резкие изменения уровня), через таламус
непосредственно в лобную кору. Полученные в ра-
боте [33] экспериментальные данные подтвержда-
ют, что описываемые временные свойства форми-
руют основу временного паттерна, обнаруживае-
мого в обработке простого и сложного ритма. Эта
ритмическая основа опирается на ту же нейронную
фронто-стриарную архитектуру, что и любая дру-
гая временная обработка. Таким образом, адапта-
ция слуха к относительно простым – временным
или, иначе, темпо-ритмическим характеристикам
речи, демонстрирует сложную функциональную
организацию процесса адаптации.

АДАПТАЦИЯ К НЕЛИНГВИСТИЧЕСКИМ 
ХАРАКТЕРИСТИКАМ ГОЛОСА –

ПОЛУ ДИКТОРА И ЕГО ЭМОЦИОНАЛЬНОМУ 
СОСТОЯНИЮ

Темпо-ритмическая характеристика речи отча-
сти отражает эмоциональное состояние и может
свидетельствовать о нарушении центральных ме-
ханизмов формирования речи и эмоций [60]. Наи-
большее значение для оценки нелингвистических
составляющих речи диктора и, в особенности, его
голоса имеют спектральные характеристики. К по-
следним относятся частота основного тона голоса
диктора, ее модуляция и тембр. Показано, что
адаптация к нелингвистической информации го-
лоса также вызывает слуховое последействие.

Так, в работе [45] были получены первые экспе-
риментальные доказательства слуховой адаптации
к качеству голоса, а точнее, к половой принадлеж-
ности диктора. Стимулы представляли собой высо-
кокачественные аудиозаписи голосов пяти жен-
щин и пяти мужчин – носителей немецкого языка

(в возрасте 20–27 лет). Дикторы произносили че-
тыре триграммы, содержащие гласный – соглас-
ный – гласный звуки (ГСГ), – /aba/, /aga/, /ibi/ и
/igi/. Аудиозаписи составили пять пар женских и
мужских голосов, которые были модифицированы
с помощью особого алгоритма обработки голосо-
вых характеристик – auditory morphing [61]. В итоге
для каждой из пяти пар были созданы семь стиму-
лов, в которых пропорции женского/мужского го-
лоса соответствовали: 80/20%, 70/30%, 60/40%,
50/50%, 40/60%, 30/70% и 20/80%. Было показано,
что предварительная адаптация к мужским голосам
по контрасту определяет восприятие последующих
голосов как более женских и наоборот. При ис-
пользовании в качестве адаптирующих сигналов
синусоидальных тонов с частотой, соответствую-
щей частоте основного тона мужского или женско-
го голоса, подобного последействия не наблюда-
лось. Эффект отсутствовал и в ситуациях кроссмо-
дальной адаптации, когда предъявлялись
фотографии мужских и женских лиц или текстовые
варианты имен соответствующего рода. Предпола-
галось, что это связано с использованием статиче-
ских (без артикуляции) изображений, нивелирую-
щих проявления аудио-визуального взаимодей-
ствия (эффект Мак-Гурка). В целом результаты
исключали объяснения слухового последействия
голоса через адаптацию только к высоте звука и де-
монстрировали влияние процессов адаптации на
голосовые репрезентации высокого уровня, анало-
гично контрастным эффектам при распознавании
лиц. Области коры больших полушарий мозга, в
которых реализуется нейрофизиологический меха-
низм адаптации к гендерной принадлежности дик-
тора, по предположениям Belin и Zatorre [62], а
также Lattner и соавт. [63], находится в слуховой
ассоциативной коре перед извилиной Гешля и/или
в верхней височной борозде правого полушария.
Таким образом, адаптация может рассматриваться
как общее свойство высокоуровневого сенсорного
кодирования при восприятии нелингвистической
социально значимой информации от изображений
лиц до голосовых характеристик дикторов. При
этом адаптационные эффекты к характеристикам
голоса зарегистрированы не только в отношении
определения пола [45, 64], но и при оценке вокаль-
ного возраста диктора [65].

Другим важным видом экстралингвистической
информации, содержащейся в голосе, является
эмоциональное состояние диктора. Восприятие
эмоциональных состояний имеет решающее зна-
чение для адекватного социального взаимодей-
ствия. Известно, что эмоции отражаются в лице,
но также и в голосе [66], жесте [67], движении тела
[67–69]. В работе [70] впервые была показана слу-
ховая адаптация при восприятии вокального аф-
фекта. В этом исследовании адаптация к гневной
вокализации (одиночные/а/-гласные) приводила к
восприятию эмоционально неоднозначных голо-
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сов (трансформированных в “гнев–испуг” конти-
нуум) как более испуганных и наоборот. В другом
эксперименте этой же работы аналогичное после-
действие обнаружено для естественных и синтези-
рованных адаптирующих голосов. Полученные эф-
фекты интерпретировались авторами как указыва-
ющие на то, что эмоциональное последействие не
является исключительно следствием низкоуровне-
вой адаптации, а скорее может зависеть от более
высокого уровня восприятия аффективной катего-
рии адаптирующего стимула. Негативное после-
действие адаптации к счастливым или гневным го-
лосам приводило к тому, что тестовые голоса,
трансформированные в континуум “счастье-гнев”,
воспринимались как более счастливые после пред-
шествующей адаптации к сердитым (гневным) го-
лосам и наоборот [47]. Эти результаты демонстриру-
ют контрастные механизмы при анализе аффектив-
ной информации и расширяют данные работы [70],
где при адаптации к эмоциональной составляющей
были выявлены гендерно-специфические различия.
Эффект гендерной специфичности при адаптации к
вокальным эмоциям особенно четко проявился для
адаптирующих женских голосов. Для женских те-
стовых голосов адаптационные эффекты были бо-
лее выражены на эмоционально-неоднозначных
морфологических (стимульных) уровнях, в то вре-
мя как для мужских тестовых голосов адаптацион-
ные эффекты были одинаковыми для всего конти-
нуума эмоций. Аналогичные гендерно-специфи-
ческие эффекты были выявлены и при изучении
последействия в условиях восприятия возраста
диктора по голосу [71].

В одной из последних работ на эту тему [72] бы-
ла предпринята попытка оценить относительную
роль основной частоты (F0) и тембра в адаптации к
вокальным эмоциям гнева и страха. В эксперимен-
тах применяли адаптацию к голосам, содержащим
информацию об эмоциях либо в F0, либо в тембре.
Остальные параметры оставались постоянными и
не имели однозначно выраженной эмоциональной
составляющей, что соответствовало пропорции
50%/50% согласно отмеченному ранее алгоритму
(auditory morphing). Голоса с полностью выражен-
ной эмоцией (100%/0%) и неоднозначные голоса
использовали в качестве эталонных условий. Все
адаптирующие стимулы были сформированы голо-
сами дикторов либо того же пола, что и пол дикто-
ра в тестовых стимулах (Эксперимент 1), либо про-
тивоположного пола (Эксперимент 2). В Экспери-
менте 1 обнаружили устойчивое последействие при
всех условиях адаптации. Однако последействие
при адаптации к тембру было выражено намного
больше, чем при адаптации к частоте основного то-
на голоса, и лишь незначительно меньше, чем в
случае адаптации к исходному (не трансформиро-
ванному) голосу. В Эксперименте 2 величина по-
следействия была значительно меньше, а различия
в величине последействия между адаптирующими

сигналами с разными типами обработки оказались
незначимыми. Данные показывают, что в адапта-
ции вокальных эмоций тембр играет большую
роль, чем частота основного тона голоса, а также,
что адаптация к вокальным эмоциям нарушается
из-за устранения гендерного соответствия между
адаптирующими сигналами и целевыми (тестовы-
ми) стимулами. Эти результаты дополняют расту-
щее количество свидетельств, указывающих на
важную роль тембра в слуховой адаптации к рече-
вому сигналу.

ПРОТОТИПНОЕ КОДИРОВАНИЕ
И АДАПТАЦИЯ К ГОЛОСУ

При исследовании адаптации к голосам кон-
кретных дикторов были получены эксперимен-
тальные данные, подтверждающие прототипное
кодирование голосовой идентичности [73]. Оно со-
стоит в следующем: индивидуальный голос с ха-
рактерным для него тембром кодируется в много-
мерном перцептивном пространстве голосовых ха-
рактеристик, и его идентичность определяется
положением в этом пространстве [71, 74]. Два из-
мерения перцептивного пространства, объясняю-
щие большую часть дисперсии в суждениях о не-
сходстве, хорошо аппроксимируются параметрами
частоты основного тона голоса (F0) и формантны-
ми частотами [75]. Все пространство формируется
относительно среднего голоса, который может вы-
ступать в качестве эталона (прототипа) для кодиро-
вания других голосовых идентичностей. Таким об-
разом, прототип определяется как голос, относи-
тельно которого оцениваются все остальные. Он
считается центром массы многомерного голосово-
го пространства и может быть аппроксимирован
экспериментально как трансформация на основе
усреднения 16 мужских голосов [74, 75]. Важно от-
метить, что результаты моделирования простран-
ства получены в упрощенном контексте восприя-
тия голосовой идентичности из кратких гласных.
Хотя этот контекст аналогичен упрощенному кон-
тексту восприятия лица из статических изображе-
ний лиц и дает сопоставимые выводы, их нельзя
обобщить на более сложные, естественные ситуа-
ции. Как правило, другие речевые характеристики,
выявляющиеся в течение более длительного време-
ни, также способствуют распознаванию диктора,
например, конкретные фонетические шаблоны,
диалект, интонация, скорость речи и т.д.

Формирование индивидуальных особенностей
речи в процессе раннего онтогенеза и дальнейшей
жизнедеятельности также можно отнести к эффек-
там длительной речевой адаптации с прототипиче-
ской настройкой в восприятии голосов [76–80]. К
этим процессам относятся закрепление фонемных
категорий и интонационных конструкций родной
речи, влияние особенностей окружающей речевой
среды, формирование психоэмоциональных реак-
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ций на определенные характеристики голоса, осо-
бенно в отношении голоса матери. Известно, что
младенцы изначально способны различать фоне-
тические единицы по всему континууму звуков ре-
чи. По мере развития и адаптации к акустическим
характеристикам родного языка, у них происходит
закрепление его специфических контрастов, в то
время как чувствительность к неродной фонетиче-
ской информации постепенно снижается [76, 77].
Наиболее “сензитивным” периодом для фонетиче-
ского обучения и формирования основы категори-
ального восприятия речевых звуков является воз-
раст от 6 до 12 месяцев. К 6 месяцам младенцы
учатся выделять гласные фонемы родного языка, к
11–12 месяцам – осваивают контрасты согласных
звуков [77, 81]. Предполагается, что в этот период
развития закладываются нейронные связи и фор-
мируется система “native language neural commit-
men (NLNC)”, облегчающая дальнейшее языковое
развитие [77, 79, 81, 82]. По завершении ее форми-
рования освоение нового языка будет проходить
без эффектов “облегчения”, т.е. аналогично обуче-
нию иностранному языку у взрослых.

В сензитивный период эти процессы пластичны
и находятся в зависимости от сенсорного опыта.
Это подтверждают исследования, связанные с воз-
можностью “обогащения” акустической среды во-
круг младенцев. Показано, что включение ино-
странной речи, в частности второго языка, ведет к
расширению формируемого диапазона фонемных
контрастов (категорий) и проявлению эффектов
адаптации. Регулярное прослушивание музыкаль-
ных сигналов (ритм, высота) улучшает освоение
просодических паттернов речи – структуры слогов,
словесного ударения, интонационных конструк-
ций, а также фонемного различения для ряда язы-
ков с высотной оппозицией речевых единиц, на-
пример, китайского мандаринского языка [78, 83].
Обучение звуковым категориям языка достигается,
по мнению ряда исследователей, только посред-
ством пассивного слушания (статистическое обу-
чение) и может начинаться уже во внутриутробном
периоде [84, 85]. Аргументом в пользу этого пред-
положения выступают, в частности, данные о
том, что уже в первый день после рождения мла-
денцы способны выделять голос матери и реаги-
ровать на него поворотом головы [80]. В раннем
постнатальном периоде фиксируются также и
другие реакции – увеличение скорости сосания
при появлении новых акустических сигналов и,
наоборот, ее снижение до фоновых значений по
мере “привыкания” ребенка к их звучанию [81, 84].
Наряду с элементами перцептивной предрасполо-
женности и пассивного обучения, в процессе осво-
ения речевой деятельности включаются и актив-
ные процессы – врожденные программы лепета,
компоненты имитации воспринимаемых речевых
сигналов и их просодических характеристик. Эти
процессы базируются на развитии у ребенка меха-

низмов слухо-проприоцептивного и слухо-зри-
тельного взаимодействия. При этом голос матери и
адекватная коммуникация в диалоге “мать–дитя”
оказываются важнейшими факторами не только
языковой и социальной, но и биологической адап-
тации ребенка [86, 87]. Эффективное воздействие
голоса матери на психофизиологический статус
младенцев подтверждается результатами его тера-
певтического использования в клинической прак-
тике неонатальных центров [88–92]. Таким обра-
зом, голос матери играет особую роль и в освоении
образцов родной речи, и в формировании прототи-
пических голосовых характеристик (модели прото-
диктора).

Сходные процессы адаптации и обучения, свя-
занные с освоением звукового строя языка, инто-
национных особенностей речи и формированием
способности к распознаванию голосов дикторов
(кодированию голосовой идентичности) на основе
направленной тренировки, наблюдаются и при ре-
абилитации ранооглохших пациентов после опера-
ции кохлеарной имплантации [93–99], а также в
период адаптации к новым условиям “слушания” у
постлингвальных пациентов с кохлеарными им-
плантами и у начинающих пользователей слуховых
аппаратов, имеющих выраженную тугоухость [96,
100–103]. В этих условиях формируются или кор-
ректируются исходные протообразы как речевых
единиц, так и голосовых характеристик [104]. При
этом процесс адаптации затрагивает не только воз-
можности гендерного различения дикторов, но и
настройку собственного голоса (развитие слухово-
го контроля) и узнавание голосов близких людей,
перцептивные образцы которых находятся в долго-
временной памяти [96, 100, 105–107].

К перечисленным выше проявлениям долговре-
менной слуховой адаптации близки результаты
экспериментов по изучению эффектов адаптации к
антиголосам (голосам, отличающимся от прототи-
па в противоположном направлении относительно
конкретных). Эти эффекты можно считать подтвер-
ждением прототипного представления идентично-
сти голоса [45, 61, 73]. Ограничение экспериментов
по долговременной адаптации состоит в том, что в
них использовали небольшие наборы голосов или
простые (гласные) стимулы. Для рассмотрения про-
тотипного кодирования идентичности голоса как
единого принципа обработки речевой информации
желательно получить подтверждение при примене-
нии больших наборов знакомых дикторов и произ-
вольных образцов речи.

ПРИМЕНЕНИЕ АДАПТАЦИИ К ИЗУЧЕНИЮ 
НЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ МЕХАНИЗМОВ 

ФОНЕМАТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА
Начальный анализ речевого сигнала основан на

сегментации потока речи и выделении его звуко-
вых единиц (фонем). Для доказательства действия
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нейрофизиологических механизмов – детекторов
признаков, которые опосредуют восприятие речи и
отдельных речевых звуков, рассматривали резуль-
таты избирательной адаптации и различения сти-
мулов вблизи фонемных границ [108]. В частности,
чтобы выяснить, могут ли эффекты границы фоне-
мы и ее сдвига после адаптации быть отнесены к
изменениям предвзятости ответа (response bias)
или к явлениям слуховой адаптации, была исполь-
зована модель теории обнаружения. Эта модель
была применена при анализе фонемной идентифи-
кации разных наборов стимулов (/ap–ab–/, /bd/,
/bp/) до и после адаптации. Результаты показали,
что изменения в идентификации фонемы после
адаптации могут быть вызваны сдвигами в крите-
риях оценки, а не изменениями на сенсорном
уровне.

Влияние избирательной адаптации на восприя-
тие контрастов языковых признаков исследовалось
также в работе [109]. Тестовый стимул состоял из
серии синтетических речевых звуков – 13 слогов
согласный-гласный, которые варьировали по ча-
стоте основного тона и по направлению переходов
второй и третьей формант. Изменения в формант-
ных переходах были достаточными для восприятия
разных согласных в слогах [b æ], [d æ] и [g æ]. Уста-
новлено, что значительный адаптационный эф-
фект был получен как в задаче фонемной иденти-
фикации, так и в задаче различения согласных. Ис-
пользование в качестве адаптирующего сигнала
слога [bi], у которого переходы второй и третьей
формант отличались от тестовых стимулов, позво-
лило предположить, что последействие наблюдает-
ся на уровне фонетического анализа признака, а не
отдельных акустических составляющих.

Сходные выводы были сделаны и при исследо-
вании эффекта избирательной адаптации на мате-
риале русских взрывных согласных [30]. В работе
сравнивали результаты адаптации к неречевым и
речевым стимулам с близкими акустическими ха-
рактеристиками – спектральный состав, измене-
ния амплитудной огибающей (двухтоновый ком-
плекс и фонемный ряд [a] – [ta] – [da]). Для нере-
чевых звуков адаптацию выполняли путем
многократного предъявления стимула с макси-
мальным значением длительности между началом
сигнала и моментом приращения интенсивности,
для речевых – соответственно слогом [da]. При
восприятии неречевых стимулов изменений в гра-
нице обнаружения амплитудной неравномерности
после адаптации выявлено не было. При восприя-
тии речевых стимулов граница между гласным и
глухим согласным [ta] оставалась неизменной, а
для слогов с глухим и звонким взрывным соглас-
ным значимо смещалась по принципу контраста –
расширение категории [ta] и сокращение катего-
рии [da].

Результаты другой группы экспериментов по
избирательной адаптации с использованием
взрывных согласных были интерпретированы с
точки зрения изменения состояния детекторов
слуховых и фонетических признаков, а также кон-
траста откликов [110]. В этих исследованиях ис-
пользовали процедуры избирательной адаптации и
парных сравнений между последовательно предъ-
являемыми стимулами – слогами с сочетанием
разных категорий согласных. Один из стимулов
представлял звукосочетание [spa], за которым сле-
довал интервал тишины (75 мс) и слог [ba] (время
начала голоса 10 мс). При предъявлении он вос-
принимался как слог [spa] с глухим согласным [p]
(без голоса), несмотря на то, что спектральная
структура ее конечного элемента сочетания
“взрывной–гласный” внутри него была идентична
слогу, оцениваемому как [ba] в тестовой серии [ba]-
стимулу [pha]. Как адаптирующие стимулы, конеч-
ные слоги [spa] и [ba] имели одинаковые эффекты.
В процедуре парного сравнения [spa] приводил к
оценке неоднозначных тестовых стимулов как “b”,
слог [ba] – как “p”. Результаты этих экспериментов
показали, что ни контраст ответа, ни обнаружение
фонетических признаков не участвовали в избира-
тельных адаптационных эффектах, обнаруженных
для ряда “гласный – взрывной согласный”. На ос-
новании полученных данных можно утверждать,
что избирательные адаптационные эффекты воз-
никают на раннем, слуховом, уровне обработки,
который реагирует на спектральное перекрытие
между адаптирующими и тестовыми стимулами.

Выводы работы [110] были позднее подтвержде-
ны в исследовании по избирательной адаптации к
отдельным фонемам, в котором был использован
синтезированный согласный-гласный континуум
в диапазоне от [ba] до [da] [44]. В экспериментах
участвовали дети в возрасте от пяти до шести лет и
взрослые. В одном из условий избирательной адап-
тации внимание слушателей было сосредоточено
на адаптационном стимуле [ba], который являлся
конечной точкой синтезированного континуума. В
другом случае внимание участников эксперимента
было сосредоточено не на противоположной ко-
нечной точке континуума – [da], а на контралате-
рально и одновременно прослушиваемых слогах
“she” и “see”. Результаты этих экспериментов, по
сравнению с двумя более типичными условиями
адаптации, показали, что внимание не усиливает
избирательные эффекты адаптации. В группе детей
данные демонстрировали меньшую величину эф-
фекта при условии сосредоточения внимания на
адаптирующем стимуле. В отличие от взрослых де-
ти незначительно изменяли свои ответы после воз-
действия адаптирующих стимулов [ba]. Этот ре-
зультат совпадал с данными работы [111]. Вместе с
тем дети значительно изменили оценки после воз-
действия адаптирующего стимула [da]. Таким об-
разом, результаты исследования по различению
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стимулов “согласный-гласный” поддержали пред-
ставление о важности акустической обработки для
реализации избирательной адаптации. Совокуп-
ность этих данных подтверждает гипотезу о разли-
чиях в сенсорной обработке у нормально развива-
ющихся детей по сравнению со взрослыми и де-
монстрирует, что способности к различению
фонем связаны с навыками восприятия речи, т.е.
удержания внимания на речевом стимуле.

Для изучения адаптации речевых континуумов в
переходах слогов [ba]–[wa] и [cha]–[sha] были про-
ведены три эксперимента с использованием нере-
чевых стимулов (музыка и шум) [112]. Адаптирую-
щие стимулы вызывали значительные сдвиги гра-
ниц фонем на речевых континуумах только тогда,
когда они совпадали по периодичности: музыкаль-
ные стимулы влияли на восприятие [ba]–[wa], а
шумовые стимулы – на [cha]–[sha]. Причем такие
эффекты возникали даже тогда, когда адаптирую-
щие стимулы и тестовые континуумы не совпадали
в других простых акустических признаках (время
нарастания или длительность согласных). Спек-
тральное перекрытие адаптирующих и тестовых
стимулов также оказалось несущественным для ре-
зультата адаптации. Эти данные подтверждают су-
ществование слуховой обработки избирательной к
сложным акустическим сигналам, а также нейро-
нов-детекторов, которые реагируют на более слож-
ные признаки речи, характеризующие фонемы. За-
метим, что в данном случае наблюдалась асиммет-
ричная адаптация, которая свидетельствовала
против оппонентного процесса функционирова-
ния таких групп нейронов, т.е. против формирова-
ния контраста.

На основе данных, полученных в рассмотрен-
ных выше работах по избирательной адаптации к
различным фонемным конструкциям, была пред-
ложена двухуровневая акустическая модель про-
цесса восприятия речи. Ее первый уровень отража-
ет процессы слухового анализа речевого сигнала,
на основе которого производится преобразование
следующего уровня и переход к более абстрактным
признакам и их дальнейшей фонетической и лек-
сической интерпретации. Однако пока не суще-
ствует единой согласованной модели восприятия
речевых сигналов. Разнообразие предложенных
разными авторами моделей объясняется сложно-
стью процесса и вовлечением в него не только про-
цедур слуховой обработки, но и сенсорно-мотор-
ных программ речепродукции (артикуляция, про-
содика), а также когнитивных процессов – язык,
память, мышление. Модели восприятия речи пред-
ставлены моторной теорией [113], теориями “сле-
дов” [114], категориального восприятия [115],
“двойного потока” [116] и другими.

Помимо выделения различных аспектов рече-
вой функции, модельные подходы можно разде-
лить на “пассивные”, т.е. ориентированные в ос-

новном на процессы восприятия, и “активные” –
предполагающие взаимосвязь восприятия речи и
речепродукции. Другой принцип разделения вы-
бран по отношению к включению в работу моделей
как восходящего, так и нисходящего путей обра-
ботки. Здесь можно выделить теории “следов” и
“двойного потока”, допускающих реализацию
стратегий влияния и “снизу–вверх” и “сверху–
вниз” [117]. При этом вопросы моделирования
процессов нормализации речевого сигнала и его
адаптации к дикторской вариативности остаются
пока не решенными [118].

НЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
СЛУХОВОЙ АДАПТАЦИИ 

К ХАРАКТЕРИСТИКАМ РЕЧИ
В основе кодирования ключевых признаков ре-

чи и избирательного реагирования на определен-
ный информационный поток (речь конкретного
диктора) лежат нейрофизиологические механиз-
мы, реализующиеся на разных уровнях слуховой
системы – от стволовых структур до слуховых и
мультисенсорных областей коры больших полуша-
рий. Таким образом, в анализе акустической сцены
задействована обширная нейронная сеть, которая
реализует функции сегрегации речевых потоков.
Инвариантное по отношению к шуму представле-
ние речи было показано в слуховой коре человека
[6, 119, 120]. Вместе с тем пространственно-вре-
менное разрешение неинвазивных методов нейро-
визуализации ограничено, поэтому данные методы
не позволяют четко выявить кодирование речевых
характеристик у людей в шуме. Другой особенно-
стью исследований нейронного представления ре-
чевого сигнала или вокализаций животных в шуме
является использование постоянных фоновых шу-
мов. Эти экспериментальные ограничения приве-
ли к тому, что наблюдали только результат адапта-
ции и свойства нейронного представления речи
после постоянного шумового воздействия. Остает-
ся неясным, каким образом, в какие временные пе-
риоды и в каких областях коры больших полуша-
рий адаптация формируется, когда новый фоно-
вый шум внезапно появляется в акустической
сцене или, наоборот, исчезает из нее. По этой при-
чине многие важные вопросы, касающиеся дина-
мических свойств адаптации к речи на фоне шума
в слуховой коре человека, остаются без ответа.
Вместе с тем ответы на них имеют решающее зна-
чение для создания полной динамической модели
обработки речи в слуховой коре человека.

В работе [121] были объединены методы инва-
зивной электрофизиологии и психоакустические
эксперименты, что позволило исследовать дина-
мические механизмы обработки речи на фоне шу-
ма в слуховой коре человека. Нейрональная запись
производилась с помощью глубинных и поверх-
ностных электродов высокого разрешения, им-
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плантированных в слуховую кору нейрохирургиче-
ских больных. На основе данных электрокортико-
графии, полученных при участии шести человек,
анализировали нейрональную активность в гамма-
диапазоне (75–150 Гц). Усредненная нейрональная
реакция показала кратковременный переходный
пик со средней длительностью 670 мс, который
возникал сразу после изменения фона. Эта кратко-
временная реакция проявлялась во всех четырех
условиях эксперимента (речь на фоне трех типов
шума и контроль в тишине), даже при переходе от
речи в шуме к речи в тишине. Наблюдали кратко-
временное и значительное снижение соотношения
сигнал – шум (С/Ш) для представления речевого
сигнала в слуховой коре в начальном процессе
адаптации. По завершении адаптации к шуму соот-
ношение С/Ш увеличивалось. Таким образом, ко-
гда новый фоновый шум появлялся на акустиче-
ской сцене во время восприятия речи, слуховые
нейроны мгновенно реагировали на его особенно-
сти, но затем быстро адаптировались, что приводи-
ло к подавлению нейронного кодирования шума и
усилению нейронального кодирования речи, а так-
же улучшению восприятия ее фонетических осо-
бенностей и разборчивости. Таким образом, мето-
дический подход, использованный в работе [121],
позволил выявить специфические особенности
нейронального кодирования речи и фонового шу-
ма во время развития адаптационного процесса.
Было обнаружено, что величина эффектов адапта-
ции к различным фоновым шумам различна в раз-
ных нейрональных областях. Данный результат
можно рассматривать как вполне предсказуемый,
учитывая особенности спектрально-временных ха-
рактеристик настройки этих областей.

В дополнение к спектральному перекрытию вы-
деление слухового объекта из фонового шума, име-
ющего временную структуру, требует интеграции
сигнала во времени [122, 123]. Реконструктивный
анализ нейрональной активности, выполненный в
работе [121], выявил кодирование спектрально-
временных особенностей стимула в реакциях ней-
ронных популяций. Используя высокую гамма-ак-
тивность, авторы работы исследовали относитель-
ные расстояния между нейронными представлени-
ями фонем во время и после адаптации. Было
обнаружено, что относительное расстояние фонем
в реакциях нейронных популяций значительно
уменьшается в начальный период адаптации, но
затем существенно увеличивается. Различимость
разных реконструированных фонетических при-
знаков также снижается в начальный период адап-
тации к новому фоновому состоянию и далее уве-
личивается.

В психоакустических экспериментах распозна-
вание фонем сходным образом ухудшалось в на-
чальный период адаптации к новому типу шума
[121]. При этом величина эффекта адаптации к фо-
новым шумам была больше при прослушивании

речи в шуме по сравнению с прослушиванием
только шумовой помехи. Это означает, что нали-
чие речевого сигнала было необходимым условием
для наблюдаемого подавления реакций нейрональ-
ных популяций на шум. Наблюдалось также сни-
жение точности в восприятии фонем при переходе
от прослушивания шумного фона к тишине. Эти
проявления хорошо согласуются с психофизиче-
скими исследованиями прямой маскировки, где
обнаружение целевого сигнала может быть нару-
шено предшествующим звуком [124], особенно ко-
гда акустические характеристики шума и цели пе-
рекрываются [125]. При этом повышается роль
адаптационных процессов в усилении контраста
сигнала и фона, а также в улучшении условий для
выделения и распознавания признаков речи целе-
вого диктора. Таким образом, адаптационные про-
цессы играют важную роль в восприятии речевого
сигнала при различных условиях, что приводит к
улучшению его разборчивости и определения дик-
торской принадлежности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Слуховая адаптация – это полезный механизм,
позволяющий гибко и быстро изменять чувстви-
тельность слуха к внешним акустическим раздра-
жителям в соответствии с меняющейся окружаю-
щей средой. Универсальность процессов адапта-
ции по отношению к различным динамическим
характеристикам акустической сцены указывает на
эффективность такого кратковременного подстра-
ивания к параметрам информации о текущих со-
бытиях, что одновременно обеспечивает увеличе-
ние чувствительности к новым акустическим со-
бытиям [126]. Процессы адаптации развиваются
уже в волокнах слухового нерва и проявляются по
отношению к частоте при сохранении временной
информации (начало, продолжительность звуков),
при этом волокна с фазовой синхронизацией де-
монстрируют более слабую адаптацию [127]. Ба-
ланс адаптации к текущей слуховой информации и
ее синхронизация слева и справа обеспечивают
возможность обработки в ядрах ствола мозга таких
акустических характеристик, как местоположение
звука. На более высоких уровнях анализа проявля-
ется адаптация к более сложным типам сигналов,
которая может способствовать дальнейшей обра-
ботке информационных потоков. Она позволяет
нейрональным популяциям выделять комплекс-
ные характеристики слуховой среды, сложные по-
следовательности сигналов, категориальные отно-
шения и участвовать в таких процессах, как слухо-
вое внимание и разделение акустических потоков.
В результате выделение целевого речевого сигнала
(целевого диктора) из нестационарного шума может
быть обусловлено адаптацией к любому характерно-
му для речи данного диктора признаку. В этом каче-
стве может выступать какая-либо индивидуальная
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особенность голоса или темпо-ритмическая орга-
низация речевого потока. Явление слухового по-
следействия дает уникальный психофизический
инструмент для подтверждения существования
специфических детекторов различных признаков и
соответствующих нейрональных популяций в слу-
ховых центрах. Этот инструмент важен также для
изучения того, как формируются нейросети, свя-
занные с обработкой и выделением голосовых и ре-
чевых спектрально-временных характеристик в
процессе онтогенеза. Особенности слуховой адап-
тации к спектрально-временным характеристикам
голоса и речи следует учитывать и при организации
реабилитационных мероприятий по восстановле-
нию и развитию речевого слуха пациентов после
слухопротезирования и, в первую очередь, после
кохлеарной имплантации. Кроме того, важно под-
черкнуть близкую нейрофизиологическую основу,
которую демонстрируют механизмы зрительного
восприятия лица собеседника и слуховой иденти-
фикации голоса диктора [128, 129].
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Auditory Adaptation to Speech Signal Characteristics
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The review presents experimental data on auditory adaptation to specific speech parameters – temporal (tempo-
rhythmic) and spectral characteristics of the speech signal, including the fundamental frequency, vowel for-
mants, timbre features. The aftereffects of the non-linguistic characteristics of the voice – the gender and age of
the speaker, his/her emotional state – are considered. It is shown how adaptation is involved in the separation of
competing speech flows and in the mechanisms of auditory attention. The role of auditory adaptation in the de-
velopment of speech processing and the occurrence of voice prototypes during ontogenesis are discussed. The
main models of speech processing and experimental data on phonemic analysis are presented. The results of ex-
perimental and model studies indicate that adaptive processes play an important role in enhancing the signal-
background contrast and improve signal identification. It is important to consider the auditory adaptation to spe-
cific speech parameters when developing rehabilitation procedures for patients with hearing aids and designing
technical speech recognition systems.

Keywords: speech perception, auditory adaptation, speech signal, extralinguistic characteristics, the cocktail-par-
ty effect, auditory attention
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Изучалось влияние снижения температуры тела на реакции церебральных артерий наркотизирован-
ных (уретан, 1000 мг/кг) самцов крыс линии Wistar в условиях гемодинамической стабильности и после
предварительно вызванной острой массивной кровопотери. С использованием метода прижизненной
микроскопии оценивали изменения диаметра пиальных артерий (исходный диаметр 10–40 мкм) в
4-экспериментальных группах – в отсутствие и на фоне предварительно вызванной кровопотери (35%
объема циркулирующей крови) при комнатной температуре 22–23°С и при постепенно развивающей-
ся иммерсионной гипотермии в воде с температурой 12–13°С до гипотермической остановки дыхания
животных.
В группах с кровопотерей остановка дыхания у крыс при комнатной температуре происходила в сред-
нем через 3 ч при снижении температуры тела до 32.4 ± 0.5°С; при иммерсионном охлаждении – через
2.5 ч при 15.1 ± 0.8°С. В группах животных без кровопотери остановки дыхания при комнатной темпе-
ратуре не происходило более, чем за 3.5 ч наблюдений, однако ректальная температура снижалась до
34.4 ± 0.2°С; при иммерсионном охлаждении остановка дыхания наблюдалась через 3 ч охлаждения
крысы при 13.1 ± 0.3°С.
В процессе снижения температуры тела у крыс всех экспериментальных групп происходит вазокон-
стрикция. В группах с кровопотерей непосредственно после забора крови уменьшение диаметра пи-
альных сосудов составляло 10–15% от нормы, а при последующем охлаждении в воде – более 30% от
нормы. У крыс без кровопотери при охлаждении в воде сужение пиальных артерий было значительно
меньше.
Проведенная экспериментальная работа показала, что системная гипотермия усугубляет микроцирку-
ляторную дисфункцию, вызванную острой массивной кровопотерей, и можно говорить об аддитивном
влиянии гипотермии и геморрагии на вазоконстрикторные реакции пиальных артерий у крыс.
Ключевые слова: иммерсионная гипотермия, острая кровопотеря, пиальная артерия, крыса, ректальная
температура, вазоконстрикция, прижизненная микроскопия
DOI: 10.31857/S0044452922050084

Массивная кровопотеря ведет к прогрессирую-
щему ухудшению состояния организма от регио-
нарной гипоперфузии до тяжелой гипоксии с не-
обратимыми повреждениями тканей и смертель-
ным исходом. В большинстве случаев чрезмерное
кровотечение сопряжено со снижением темпера-
туры тела [1, 2], причем роль гипотермии неод-
нозначна. Хотя самопроизвольное снижение
температуры тела при травмах коррелирует с уве-
личением процента летальности, однако в ряде
экспериментальных исследований [3, 4] было по-
казано, что применение гипотермии является дей-
ственной стратегией сохранения тканей и улучше-
ния выживаемости организма. В настоящее время

все еще актуальным является вопрос о положи-
тельном или отрицательном влиянии снижения
температуры тела на состояние церебральной мик-
роциркуляции при массивной кровопотере.

Бесспорно, что индуцированная терапевтическая
гипотермия и самопроизвольная (аксидентальная)
гипотермия в условиях геморрагии – два очень раз-
ных физиологических состояния. Индуцированное
гипотермическое воздействие на организм активно
используется в клинической практике при операци-
ях на сердце, для лечения пациентов с гипоксиче-
скими, ишемическими повреждениями после че-
репно-мозговых травм, инсультов, при неонаталь-
ной энцефалопатии и повреждениях спинного

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: AAUVHT
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мозга [5–7]. При плановом хирургическом вмеша-
тельстве индукция гипотермии контролируемым
образом может защитить ткани от ишемического
поражения, снижая метаболическую потребность
и потребность тканей в кислороде и ослабляя вос-
палительный и иммунный ответ. Напротив, паци-
енты с тяжелыми травмами, осложненными гипо-
термией, гемодинамически нестабильны. Было по-
казано [8, 9], что снижение температуры тела ниже
35°С у пациентов с травматическими кровотечени-
ями (политравмой) при поступлении в клинику яв-
ляется фактором, предрасполагающим к более тя-
желым осложнениям и повышенной смертности.
Политравма характеризуется звеньями патогенеза,
получившими название “триада смерти”: пере-
охлаждение, ацидоз и коагулопатия, и представля-
ет собой сложный порочный круг, который наблю-
дается у пациентов с тяжелой травмой и геморраги-
ческим шоком [6, 10, 11].

Компенсаторные механизмы, задействованные
для поддержания перфузионного давления и кро-
вотока к жизненно важным органам при острой
кровопотере, обусловливают увеличение частоты
сердечных сокращений и системную вазокон-
стрикцию [12]. Низкие температуры окружающей
среды могут повлиять на способность сердечно-со-
судистой системы организма адекватно реагиро-
вать на гиповолемию, в результате толерантность к
геморрагии может быть усилена или ослаблена.

В значительной части экспериментальных ра-
бот с моделированием геморрагического шока по-
казано повышение выживаемости животных при
умеренной гипотермии, вероятно, за счет сниже-
ния потребности организма в кислороде [13–15].
Было показано [4], что, хотя геморрагия вызывает
серьезные нарушения микроциркуляции в суб-
лингвальной области, в ворсинках кишечника и в
коре почек овец, но последующее снижение рек-
тальной температуры до 33–34°C улучшает микро-
циркуляторное кровоснабжение этих областей.
Другое исследование [16] выявило, что локальная
гипотермия не оказывает неблагоприятного воз-
действия на собак во время геморрагии (–20% объ-
ема крови) и улучшает перфузию микрососудов
желудка и полости рта и их оксигенацию.

Поскольку отсутствуют данные, посвященные
влиянию системной гипотермии на церебральную
гемодинамику при тяжелом геморрагическом шо-
ке, была проведена данная экспериментальная ра-
бота. Целью исследования было проанализировать
влияние прогрессирующей гипотермии на микро-
сосудистое русло коры головного мозга крыс в
условиях гемодинамической стабильности и при
острой массивной кровопотере.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были проведены на наркотизи-
рованных (уретан, в/б, 1000 мг/кг) крысах-самцах
линии Wistar массой 300–320 г. Исследование про-
водили на животных из биоколлекции “Коллекция
лабораторных млекопитающих разной таксономи-
ческой принадлежности” Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН. Все процедуры, выполнен-
ные в данном исследовании, соответствовали эти-
ческим стандартам, утвержденным правовыми ак-
тами РФ, принципам Базельской декларации и ре-
комендациям Комиссии по контролю над
содержанием и использованием лабораторных жи-
вотных при Институте физиологии им. И.П. Пав-
лова РАН (Протокол № 05/10 от 10.05.2021 г.).

Животные подвергались следующим операци-
онным процедурам: для исследования пиальных
микрососудов мозга делали трепанационное от-
верстие в теменных костях размером 7 × 5 мм, в его
пределах удаляли твердую мозговую оболочку. В
левую бедренную артерию вставляли катетер для
прямого измерения артериального давления, а в
правую бедренную артерию – для отбора крови. Во
время операций у крыс поддерживалась ректаль-
ная температура (Тр) 37–38°С с помощью грелки.

При проведении эксперимента животных слу-
чайным образом распределяли на 4 группы: первая
(n = 7) – контрольная, в которой животные после
операции находились при комнатной температуре
порядка 22.5°С; вторая (n = 10) – с предваритель-
ным забором крови при комнатной температуре
порядка 22.5°С; третья (n = 6) – охлаждение живот-
ных в условиях гемодинамической стабильности в
воде с температурой 12–13°С, и четвертая (n = 11) –
охлаждение животных с предварительно вызван-
ной кровопотерей (особенности забора крови из-
ложены ниже) в воде с температурой 12–13°С. По-
сле окончания экспериментов при комнатной тем-
пературе (1-я группа) животных усыпляли
передозировкой раствора уретана.

Крысы 3-й и 4-й групп подвергались постепен-
но развивающейся иммерсионной гипотермии до
гипотермической остановки дыхания. За момент
остановки дыхания принимали полное отсутствие
дыхательных движений в течение 1 мин. Во время
охлаждения животных фиксировали в специаль-
ном станке (зубные, ушные держатели, мягкая
фиксация конечностей) в неглубокой ванне так,
чтобы туловище было погружено в воду, а голова
находилась над водой. У животных 2-й и 4-й групп
производили отбор артериальной крови из расчета
2.1 мл на 100 г веса животного или 35% от объема
циркулирующей крови (ОЦК), что приравнивает-
ся к кровопотере тяжелой степени, т.е. у крысы с
весом 300 г общий забор крови составлял 6.3 мл.
Время забора крови составляло ~20 мин, средняя
скорость забора 0.3 мл/мин, при этом до начала
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микроскопирования среднее артериальное давле-
ние (САД) составляло порядка 40 мм рт.ст.

Визуализацию и мониторинг микрососудистого
русла пиальной оболочки коры головного мозга
осуществляли с помощью установки витальной
микроскопии, в состав которой входили микро-
скоп ЛЮМАМ К-1 (ЛОМО, Россия) с контактным
темнопольным объективом и цветная видеокамера
ACUMEN AiP-B84A (ACUMEN Int. Corp., Тай-
вань). Полученное изображение обрабатывалось
на компьютере пакетом программ Pinnacle Studio.
Калибровку измерений производили при помощи
стандартного объект-микрометра ОШ-1 (цена де-
ления 10 мкм).

В ходе эксперимента изучали реакции пиальных
артериальных сосудов с исходным диаметром от 10
до 40 мкм, большинство артерий имели диаметр
порядка 20–25 мкм. Изменения диаметра сосудов
фиксировали по мере снижения температуры в хо-
де эксперимента с шагом 1°С до Тр животного
32°С, а затем в 3-й и 4-й группах с эксперименталь-
ным охлаждением с последующим шагом в 2°С, т.е.
30, 28, 26, 24, 22, 20, 18 и при гипотермической
остановке дыхания животного. В каждой из серий
эксперимента на каждом температурном отрезке
делалось по 50–90 измерений на идентичных
участках сосудов.

Непрерывно регистрировали частоту сердечных
сокращений по ЭКГ, среднее артериальное давле-
ние (прямое измерение через катетер от бедренной
артерии) и частоту дыхания (угольный датчик). С
помощью АЦП Е-154 (L-Card, Россия) аналоговые
сигналы оцифровывались и записывались в памя-
ти компьютера.

При статистической обработке данных исполь-
зовался пакет программ STATISTICA 6.0, досто-
верность различий внутри каждой группы оцени-
вали с помощью непараметрического критерия
Вилкоксона, для выявления различий между груп-
пами использовался непараметрический критерий

Манна–Уитни, уровень достоверности различий
р < 0.05. Все экспериментальные данные представ-
лены как средняя ± ошибка средней (M ± SE).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Снижение объема циркулирующей крови на

35% и поддержание САД на уровне 40 мм рт.ст. в
течение 20 мин и последующее нахождение живот-
ных 2-й группы в условиях комнатной температу-
ры 22.3 ± 0.4°С приводили к остановке дыхания че-
рез 190.6 ± 18.3 мин при ректальной температуре
32.4 ± 0.5°С (табл. 1). Скорость охлаждения крыс
данной группы составила 0.026 ± 0.003°С/мин.

Крыс 1-й группы без изменения ОЦК мы на-
блюдали более 220 мин при той же комнатной тем-
пературе, после чего эксперимент заканчивался,
при этом Тр снижалась с 37.4 ± 0.1°С до 34.4 ±
± 0.2°С. Снижение Тр до 36°С происходило за 71 ±
± 8 мин, до 35°С за 138 ± 12 мин от момента реги-
страции исходных показателей. Общая скорость
охлаждения составила 0.014 ± 0.002°С/мин, что
практически в 2 раза медленнее, чем в группе с кро-
вопотерей.

Все животные, подвергшиеся кровопотере, по-
гибали за 3 ч эксперимента, тогда как в группе кон-
троля все таким же образом прооперированные
животные оставались живы на протяжении всего
периода (более 3.5 ч) наблюдений.

В ходе эксперимента (рис. 1) у крыс 1-й группы
по мере снижения Тр до 34.4 ± 0.2°С все измеряе-
мые физиологические показатели равномерно
снижались. Так, САД снизилось на 27.2% с 97.9 ±
± 3.9 мм рт.ст. до 71.3 ± 5.5 мм рт.ст. (р < 0.05), ЧСС
на 22% с 426.3 ± 9.4 уд/мин до 332.6 ± 20.8 уд/мин
(р < 0.05), ЧД на 12.2% с 108.0 ± 8.9 мин–1 до 94.9 ±
± 6.8 мин–1 (р < 0.05). Состояние животных на про-
тяжении эксперимента оставалось довольно ста-
бильным, среднее снижение ректальной темпера-
туры за 3.5 ч нахождения прооперированных жи-

Таблица 1. Ректальная температура и артериальное давление у крыс на различных этапах эксперимента, M ± SE

Примечание: # p < 0.05 ### p < 0.001 между параметрами 1-й и 2-й групп;
* p < 0.05 *** p < 0.001 между параметрами 3-й и 4-й групп (U – критерий Манна–Уитни).
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2 (n = 10) 190.6 ± 18.3 37.3± 0.1 36.3 ± 0.1 32.4 ± 0.5 99.5 ± 5.2 38.9 ± 3.9 13.8 ± 2.8
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вотных при комнатной температуре составляло
порядка 3 градусов.

У крыс 2-й группы экспериментальная крово-
потеря приводила к снижению САД до ⁓ 40 мм
рт.ст., и в дальнейшем при понижении температу-
ры до спонтанной остановки дыхания животного
при Тр 32.4 ± 0.5°С САД не менялось, находясь в
пределах от 37.4 ± 4.5 до 44.3 ± 4.5 мм рт.ст.
(p > 0.05). Показатели как ЧСС, так и ЧД снизи-
лись после забора крови. Так, ЧСС снизилась на
12% от 439.2 ± 13.1 до 385.6 ± 15.4 уд/мин (p < 0.05),
ЧД – на 21% от 117.6 ± 8.3 до 93.0 ± 7.9 мин–1

(p < 0.05). Продолжавшееся понижение температуры
тела обусловливало дальнейшее уменьшение данных
показателей. Остановка дыхания происходила через
190.6 ± 18.3 мин от начала эксперимента при САД
13.8 ± 2.8 мм рт.ст., ЧСС 221.2 ± 32.4 уд/мин.

Использование иммерсионной гипотермии
позволило наблюдать изменения в работе сердеч-
но-сосудистой и дыхательной систем во время
быстрого охлаждения организма вплоть до гипо-
термической остановки дыхания. После операци-
онного вмешательства до начала охлаждения Тр
у крыс статистически не отличалась и составляла в
3-й группе 36.7 ± 0.1°С, в 4-й группе до забора кро-
ви 37.1 ± 0.2°С, после забора – 36.7 ± 0.2°С. Таким
образом, охлаждение животных начиналось
практически с одинаковых величин Тр. Погру-
жение животных в воду проводило к снижению
температуры тела и, в конечном итоге, к гипотер-
мической остановке дыхания. Время охлаждения
крыс 3-й группы без изменения ОЦК составляло
183 ± 2 мин, прекращение дыхательных движений
регистрировалось при Тр 13.1 ± 0.3°С. В 4-й группе
время охлаждения составляло 160 ± 22 мин (p >
> 0.05), при этом остановка дыхания происходила

Рис. 1. Среднее артериальное давление, частота сердечных сокращений и частота дыхательных движений у крыс при нор-
мо- и гипотермии.
Обозначения: 1 – без охлаждения; 2 – предварительный забор крови при комнатной температуре; 3 – иммерсионная ги-
потермия; 4 – иммерсионная гипотермия с предварительной кровопотерей.
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при 15.1 ± 0.8°С (p < 0.05). Средняя скорость им-
мерсионного охлаждения животных в рассматри-
ваемых двух группах достоверно не отличалась: в
3-й группе – 0.128 ± 0.01°С/мин, в 4-й группе с пред-
варительным забором крови – 0.158 ± 0.017°С/мин
(p > 0.05).

Охлаждение крыс во время иммерсионной ги-
потермии (рис. 1) сопровождалось развитием от-
ветной реакции со стороны всех органов и систем.
В начале воздействия гипотермии у крыс 3-й груп-
пы при нормоволемии наблюдалось небольшое
повышение САД, при охлаждении животных ниже
34°САД оставалось довольно высоким (на уровне
нормы), снижаясь лишь после 20°С. ЧД также воз-
растала на 35% (p < 0.001) в начале охлаждения. За-
тем, по достижении степени умеренной гипотер-
мии, наблюдалось последовательное угнетение
функционального состояния организма, и ЧД по-
степенно снижалась вплоть до остановки дыхания.
При температурах в диапазоне 32–20°С ЧСС
уменьшалась в 3 раза, а в момент остановки дыха-
ния составляла 36.7 ± 1.8 уд/мин.

В результате экспериментальной кровопотери
САД у крыс снижалось до 40 мм рт.ст., и этот уро-
вень поддерживался до начала иммерсии. После
начала охлаждения САД увеличивалось (до 55–
63 мм рт.ст.) и находилось на таком плато, снижаясь
лишь при состоянии глубокой гипотермии. На про-
тяжении всего охлаждения у животных 4-й группы
наблюдались брадикардия и постепенное замедле-
ние ЧД до гипотермической остановки дыхания.

На рис. 2 показано изменение диаметра пиаль-
ных артерий на различных этапах эксперимента.
За 100% принимали диаметр пиальных артерий в
начале периода наблюдений. Изменение диаметра
сосудов у контрольных крыс (1-я группа) было не-
значительно. При Тр 36°С диаметр уменьшился на
4.2% (p > 0.05), при Тр 35°С – на 3.6% (p > 0.05) от
исходного. В конце опыта при Тр 34.4°С диаметр
был близок к исходному и составлял 98.9 ± 3.0%
(p > 0.05). Кровопотеря 35% от ОЦК у крыс 2-й груп-
пы приводила к сужению пиальных артерий на 10.1%
(p < 0.001). Однако при дальнейшем нахождении на
воздухе и спонтанном охлаждении животного диа-
метр сосудов изменялся статистически незначимо,
вероятно, за счет разнонаправленных изменений
диаметра сосудов: сужение показано лишь для 50–
60% от общего количества измерений в данной се-
рии в диапазоне температур от 36 до 33°С, расши-
рение – для 21–40%, часть сосудов диаметра не ме-
няла. К моменту остановки дыхания при Тр 32.4°С
происходит наиболее значимая вазоконстрикция
до уровня 85.9 ± 2.9% (p < 0.001) относительно ис-
ходной величины.

На протяжении всего периода охлаждения жи-
вотных в воде мы наблюдали (рис. 2, b) статистиче-
ски значимые различия (p < 0.001) в изменении
диаметра пиальных сосудов у крыс с кровопотерей

(4-я группа) и без нее (3-я группа). В обеих группах
от начала погружения животного в воду до дости-
жения Тр отметки в 36°С проходило порядка 4–
5 мин. За это время диаметр сосудов в 3-й группе
существенно увеличивался (на 16.5 ± 4.8%, p <
< 0.001), тогда как в 4-й группе после забора крови
наблюдалась вазоконстрикция. Диаметр артерий в
4-й группе после забора крови составил 86.9 ± 3.1%
от нормы, а после начала охлаждения – 81.0 ± 2.8%.

Было обнаружено, что в 3-й группе после перво-
начальной вазодилатации наблюдалась последую-
щая вазоконстрикция уже при температуре 35°С.
На участке снижения температуры от 30 до 20°С
диаметр сосудов достоверно не изменялся и со-
ставлял от 80 до 85% от нормы. В том же интервале
температур в группе с предварительной кровопоте-
рей диаметр артериол составлял от 71 до 65% от
нормы. Остановка дыхания характеризуется рас-
ширением сосудов, практически сопоставимым
с состоянием сосудов в начале охлаждения как для
3-й, так и для 4-й группы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При кровопотере из кровеносного русла по при-

чине различного рода повреждений происходит
утрата значительного количества крови, в резуль-
тате которой развивается сложный комплекс при-
способительных и патологических реакций орга-
низма. Показано, что биологический ответ на кро-
вотечение в условиях нормотермии представляет
собой сочетание сердечно-сосудистой компенса-
ции и активации механизмов апоптоза клеток в
жизненно важных органах, особенно в головном
мозге [1, 7, 17]. Значительная кровопотеря сни-
жает доставку кислорода, в то время как его по-
глощение остается довольно постоянным. В це-
лом гипоксический стимул ведет к истощению
запасов внутриклеточного АТФ (аденозинтри-
фосфата), что приводит к клеточной дисфунк-
ции и органной декомпенсации. Нарушения в
системе микроциркуляции при стрессорном воз-
действии сопровождаются сужением сосудов за
счет значительного повышения уровня катехола-
минов в крови [18]. Тем не менее вопросы патоге-
нетического влияния стресса на сердечно-сосуди-
стую систему до конца не изучены.

В данной работе моделировалась острая массив-
ная кровопотеря (~35% ОЦК) на мелких лабора-
торных животных – крысах линии Wistar, которая
приводила к гипоксии, носящей как циркулятор-
ный, так и гемический (анемический) характер. У
всех групп животных были проведены анестезия и
хирургическое вмешательство по поводу катетери-
зации бедренной артерии и трепанации черепа.
Основной экспериментальной группой была 4-я
группа животных с предварительным забором кро-
ви и последующим гипотермическим воздействи-
ем. Три другие группы, по сути, являлись кон-
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трольными: 1-я группа – нормотермия, 2-я – ге-
моррагия при нормотермии, 3-я – гипотермия.
В ходе исследования показано снижение темпера-
туры у всех групп животных. Закономерно значи-
тельное снижение Тр у крыс 3-й и 4-й групп вслед-
ствие гипотермического иммерсионного воздей-
ствия, но достоверное понижение температуры
наблюдалось и у животных 1-й и 2-й групп. Если в
1-й контрольной группе более чем за 3 ч наблюде-
ний Тр достигала 34.4 ± 0.2°С, то при геморрагии
(2-я группа) за сопоставимое время Тр снижалась
до 32.4 ± 0.5°С, и происходила остановка дыхания.
Вероятно, при данном уровне кровопотери ком-
пенсаторные реакции оказались недостаточными,
а вызванные ею метаболические, биохимические и
энзиматические нарушения [19] привели к разви-
тию полиорганной недостаточности и без воспол-
нения утраченного ОЦК инфузионными раствора-
ми – к летальному исходу.

При сравнении температуры тела при остановке
дыхания у групп животных с иммерсией было уста-
новлено, что воздействие геморрагии повышает
температурный порог прекращения дыхания. Так,
в 3-й группе остановка дыхания происходила при
Тр 13.1 ± 0.3°С, а в 4-й группе – при Тр 15.1 ± 0.8°С
(p < 0.05). Температурный порог прекращения ды-
хания у крыс – величина довольно стабильная.
Остановка дыхания у половозрелых крыс наступа-
ет при Тр в диапазоне 12–19°С [20], а самопроиз-
вольное восстановление дыхания в условиях глубо-
кой гипотермии возможно лишь в случае извлече-
ния животного из воды и его разогрева.

Важность коррекции температуры тела и под-
держания нормотермии подчеркивается в совре-
менном протоколе лечения пациентов с политрав-
мой [2, 21]. Однако большинство эксперименталь-
ных исследований [3, 10, 22] показали пользу
терапевтической гипотермии при геморрагиче-

Рис. 2. Динамика изменений диаметров пиальных артерий крыс по отношению к исходному состоянию при соответству-
ющих воздействиях в различных экспериментальных группах.
Обозначения: 1 – без охлаждения; 2 – предварительный забор крови при комнатной температуре; 3 – иммерсионная ги-
потермия; 4 – иммерсионная гипотермия с предварительной кровопотерей.
* – различия между 1-й и 2-й группой статистически значимы при p < 0.05 (U-критерий Манна–Уитни); ** – разли-
чия между 3-й и 4-й группой статистически значимы при p < 0.01; *** – различия между 3-й и 4-й группой статисти-
чески значимы при p < 0.001 (U-критерий Манна–Уитни).
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ском шоке. Доказано, что умеренная гипотермия
при температуре 33°C ухудшает коагуляцию, но,
тем не менее, продлевает выживаемость крыс по-
сле геморрагического шока и реанимации. Гипо-
термия снижает последствия вторичного повре-
ждения головного мозга за счет ряда механизмов, в
том числе снижения эксайтотоксичности, окисли-
тельного стресса, апоптоза, аутофагии и воспале-
ния [9, 14, 17]. В работе Wu и соавт. [22] продемон-
стрировано, что после охлаждения до Тр 34°С в те-
чение 2 ч после геморрагического шока (забор
крови 3 мл/100 г животного и последующее под-
держание АД 40 мм рт.ст.) и последующих реани-
мационных мероприятий выживаемость крыс вы-
ше по сравнению с таким же охлаждением живот-
ных в течение 12 ч. Результаты нашей работы
показали, что животные охлаждались до гипотер-
мической остановки дыхания в течение одинако-
вого времени как при кровопотере, так и без нее.
Однако уровень Тр при гипотермической останов-
ке дыхания статистически достоверно различался,
у крыс с кровопотерей апноэ происходило при бо-
лее высокой Тр. Следовательно, предположение об
усилении толерантности к геморрагии на фоне
сильного гипотермического воздействия нашими
экспериментами не подтверждается.

Во время охлаждения организма в воде мы на-
блюдали изменения функционирования организ-
ма по клиническим проявлениям сердечно-сосу-
дистой и респираторной систем. В зависимости от
температуры тела гомойотермного организма клас-
сифицируют следующие степени гипотермии: лег-
кая или мягкая (32–35°С), умеренная (28–32°С),
тяжелая (28–20°С) и глубокая (<20°С) [7, 23, 24].
Для легкой степени гипотермии характерны термо-
регуляторная дрожь, тахикардия, тахипноэ, гипер-
тензия, увеличение сердечного выброса, перифери-
ческая вазоконстрикция; для умеренной степени
гипотермии – брадикардия, замедление дыхания,
возможна мерцательная аритмия; тяжелая и глубо-
кая степени гипотермии приводят к прогрессирую-
щей брадикардии, асистолии, возможной фибрил-
ляции желудочков, снижению системного давле-
ния и, в конечном итоге, к остановке дыхания.

В нашей работе у крыс 3-й группы при гипотер-
мии легкой степени наблюдалось небольшое крат-
ковременное повышение САД, вероятно, за счет
повышения уровня метаболизма и норадреналин-
опосредованной периферической вазоконстрик-
ции [23, 25]. При снижении Тр ниже 32°С, т.е. при
умеренной и тяжелой степени гипотермии, САД
оставалось на уровне нормы и снижалось при до-
стижении глубокой гипотермии. ЧД также возрас-
тала на 35% (p < 0.001) в начале охлаждения. Это
типичная реакция функции внешнего дыхания на
компенсаторной стадии гипотермии – гипотермии
легкой степени, которая характеризуется увеличе-
нием легочной вентиляции, частоты и глубины ды-
хания [25]. Затем по достижении степени умерен-

ной гипотермии наблюдалось последовательное
угнетение функционального состояния организма,
и ЧД постепенно снижалась вплоть до остановки
дыхания.

Сообщалось, что при охлаждении крыс до Тр
31°С ЧСС снижается незначительно, но повыша-
ются значения стандартного отклонения и коэф-
фициента вариации [26]. У крыс 3-й группы было
зафиксировано существенное понижение ЧСС уже
при температуре 32°С (на 25% от исходного, p <
< 0.001), что объясняется, вероятно, выбранным
быстрым режимом охлаждения. При гипотермии
тяжелой степени наблюдалась прогрессирующая
брадикардия, а в момент остановки дыхания ЧСС
составляло 36.7 ± 1.8 уд/мин. Можно отметить, что
изменения функциональных показателей, которые
фиксировались нами во время охлаждения живот-
ных 3-й группы, совпадают с аналогичными ре-
зультатами, изложенными в литературе.

У крыс 4-й группы в результате эксперименталь-
ной кровопотери развивалась тяжелая гипотензия.
Начало иммерсии приводило к существенному
подъему САД (до 55–63 мм рт.ст.). Показатель дав-
ления оставался на таком уровне на протяжении
дальнейшего периода охлаждения животных, и, в
отличие от гипотермических крыс 3-й группы с
кратковременным подъемом САД в начале охла-
ждения, не снижался до этапа глубокой гипотер-
мии. В связи с этим хотелось бы отметить тот факт,
что при умеренной гипотермии показатель артери-
ального давления может не соответствовать реаль-
ному объему циркулирующей крови.

Согласно исследованиям Nishi и соавт. [10], лег-
кая гипотермия при геморрагическом шоке подав-
ляла ЧСС и увеличивала АД, что не противоречит
полученным нами результатам. В указанной работе
предполагалось, что более низкая ЧСС при гипо-
термии снижает потребность миокарда в кислоро-
де, а более высокое АД может улучшать перфузию
тканей, что приводит к уменьшению метаболиче-
ского ацидоза. Возможно, это обеспечивает допол-
нительный механизм защиты мозга при гипотер-
мии. В нашем исследовании ЧСС в 4-й группе сни-
жалась на протяжении всего охлаждения и
статистически не отличалась по сравнению с 3-й
группой, а ЧД снизилась сразу после начала охла-
ждения, и после достижения Тр 28°С дальнейшее
уменьшение ЧД было сопоставимо с показателями
в 3-й группе. Таким образом, функциональное со-
стояние животных при гипотермии как при гемо-
динамической стабильности, так и при острой мас-
сивной кровопотере остается одинаково тяжелым в
условиях быстрого иммерсионного охлаждения
при достижении стадий умеренной и глубокой ги-
потермии, несмотря на значительную разницу в
САД. Статистически достоверные различия между
показателями ЧСС и ЧД при иммерсионном охла-
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ждении животных прослеживаются лишь на этапе
легкой гипотермии.

Практически все известные нам эксперимен-
тальные работы по изучению микроциркуляции
при сочетанном воздействии переохлаждения и
кровопотери были выполнены при охлаждении ор-
ганизма не ниже 32°С. В нашем исследовании оце-
нивалось состояние церебральной гемодинамики
при системной прогрессирующей гипотермии
вплоть до стадии глубокой гипотермии.

Геморрагический шок вызывает серьезные на-
рушения микроциркуляции. Показано, что после
ухудшения гемодинамики последующее охлажде-
ние до Тр 33–34°С приводит к восстановлению
микроциркуляторного снабжения изучаемых обла-
стей у овец [4], а при локальной гипотермии собак
улучшаются перфузия и оксигенация микрососу-
дов желудка и полости рта [16]. Gong и соавт. [11]
показали, что легкая гипотермия (33°С) после экс-
периментальной остановки сердца улучшает цере-
бральное микроциркуляторное кровоснабжение и
снижает повышенный коэффициент экстракции
кислорода головным мозгом.

В наших экспериментах кровопотеря во 2-й и
4-й группах приводила к сужению пиальных мик-
рососудов на 10% и 13% соответственно (рис. 2).
Последующее охлаждение вызывало лишь вазо-
констрикторные реакции пиальных сосудов по от-
ношению к исходному состоянию. Тем не менее
можно проследить изменение величины сужения
сосудов при различных степенях гипотермическо-
го воздействия. Так, при Тр 34–33°С наблюдалось
снижение вазоконстрикторной реакции, и диаметр
пиальных артериол несколько увеличивался по от-
ношению к предыдущему значению.

В контрольной гипотермической группе (3-я груп-
па) начало охлаждения характеризовалось быст-
рым ответом церебральной гемодинамики: мы на-
блюдали вазодилатацию сразу после погружения
животного в холодную воду, диаметр пиальных ар-
терий увеличивался на 16.5 ± 4.8% от исходного
(p < 0.01). Это можно рассматривать как результат
быстрых компенсаторных реакций, обусловлен-
ных норадреналин-опосредованным перифериче-
ским вазоспазмом и централизацией кровотока
[18, 26]. Как показано выше, такая вазодилатация
сопровождалась периодом кратковременного
подъема САД. Дальнейшее охлаждение крыс, соот-
вествующее степени легкой гипотермии, характе-
ризуется сужением пиальных артериол на 5–10% от
начального диаметра. На этапах умеренной и тяже-
лой гипотермии диаметр сосудов оставался на
уровне 75–85% от начального. Таким образом, на
протяжении всего периода охлаждения у крыс без
вызванной кровопотери наблюдалась прогресси-
рующая вазоконстрикция.

При охлаждении крыс 4-й группы первоначаль-
ная, вызванная забором крови вазоконстрикция
только усугублялась. В начале охлаждения мы не
наблюдали первичного расширения сосудов, ана-
логичного вазодилатации в контрольной группе
гипотермии. Можно проследить тенденцию
уменьшения диаметра по мере охлаждения крыс:
при гипотермии легкой степени вазоконстрикция
составила 20–25%, а при умеренной и тяжелой –
30–35%.

На рис. 3 отображена зависимость величины из-
менения диаметра пиальных артериол от времени
эксперимента.

Рис. 3. Изменения диаметров пиальных артерий крыс по отношению к исходному состоянию в различных группах в за-
висимости от времени эксперимента.
Обозначения: 2 – предварительный забор крови при комнатной температуре; 3 – иммерсионная гипотермия; 4 – иммер-
сионная гипотермия с предварительной кровопотерей.
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На этом рисунке наиболее интересным и ин-
формативным является интервал от 30 до 120 мин
(выделен прямоугольником). Можно отметить, что
изменение диаметра сосудов в 4-й группе (гемор-
рагия + гипотермия) приблизительно равно сумме
изменений диаметров артериол 2-й (геморрагия) и
3-й (гипотермия) групп. Вероятно, во время гипо-
термии животных с массивной кровопотерей про-
исходит наложение причин вазоконстрикции при
продолжающейся гипотермии и при кровопотере,
и можно говорить об аддитивном действии гипо-
термии и гиповолемии.

Микрофотография (рис. 4) демонстрирует со-
стояние пиальных микрососудов крыс во 2-й
(предварительный забор крови и последующее на-
хождение животного при комнатной температуре)
и 4-й (предварительный забор крови и последую-
щее иммерсионное охлаждение животного) груп-
пах эксперимента. В обеих группах выражена вазо-
констрикция после забора крови. При спонтанном
охлаждении до Тр 35°С диаметр сосудов незначи-
тельно увеличивается, однако при остановке дыха-
ния вновь наблюдается вазоконстрикция. При им-
мерсии в воде вазоконстрикция усугубляется.

Проведенное исследование показало, что в
условиях массивной кровопотери (до 35% ОЦК)
при комнатной температуре 22–23°С у гомойтерм-
ного организма (крыс линии Wistar) в среднем за
3 ч происходит снижение температуры тела до Тр
32–33°С и прекращение дыхательных движений,
при иммерсионном охлаждении в воде с темпера-
турой 12–13°С остановка дыхания происходит че-
рез 2.5 ч при Тр 15–16°С.

Были выявлены значительные изменения жиз-
ненно важных показателей организма, таких как
ЧСС, САД и ЧД, во время иммерсионного охла-
ждения вплоть до полной гипотермической оста-
новки дыхания. Предварительно вызванная гемор-

рагия у крыс приводила к повышению температур-
ного порога остановки дыхания. Тем не менее
функциональное состояние животного при крово-
потере в условиях быстрого иммерсионного охла-
ждения при достижении стадий умеренной и глу-
бокой гипотермии незначительно отличалось от
нормоволемического состояния организма.

В процессе снижения температуры тела у крыс
всех экспериментальных групп происходит вазо-
констрикция. В группах с кровопотерей непосред-
ственно после забора крови уменьшение диаметра
пиальных сосудов составляло 10–15% от нормы, а
при последующем охлаждении в воде – более 30%
от нормы. Вероятно, дополнительное быстрое им-
мерсионное охлаждение крыс, в том числе на этапе
глубокой гипотермии, не препятствует нарушени-
ям микроциркуляции, вызванным тяжелой крово-
потерей.

Таким образом, полученные данные указывают,
что системная гипотермия усугубляет микроцир-
куляторную дисфункцию, вызванную острой мас-
сивной кровопотерей, и можно говорить об адди-
тивном влиянии гипотермии и геморрагии на вазо-
констрикторные реакции пиальных артерий у
крыс.
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Рис. 4. Реакции пиальных артериальных сосудов на кровопотерю и охлаждение.
Микрофотография пиальных сосудов крыс, подвергшихся предварительно вызванной кровопотере, на разных этапах
эксперимента: до воздействия (norm), после забора крови (blood withdrawal), при Тр 35°С и при остановке дыхания жи-
вотных (respiratory arrest). Верхние фотографии демонстрируют изменения у крыс 2-й группы, находящихся в условиях
комнатной температуры, нижние – у крыс 4-й группы, при последующем иммерсионном охлаждении животных.
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Effect of Systemic Hypothermia on Reactions of the Pial Arteries
after Acute Massive Blood Loss in Anesthetized Wistar Rats

N. N. Melnikova
Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

e-mail: melnikovann@infran.ru

The effect of lowering body temperature on the responses of the cerebral arteries was studied in anesthetized
(urethane, 1000 mg/kg) male Wistar rats under conditions of hemodynamic stability and pre-induced acute mas-
sive blood loss. Changes in the diameter of the pial arteries (initial diameter 10–40 μm) were evaluated via intra-
vital microscopy in four experimental groups: with and without pre-induced blood loss (35% of the circulating
blood volume), and in each, at room temperature (22–23°C) and during gradually developing cold-water im-
mersion hypothermia (12–13°C) until respiratory arrest. In groups with pre-induced blood loss, respiratory ar-
rest occurred at room temperature on average after 3 h of lowering body temperature to 32.4 ± 0.5°C and after
2.5 h at 15.1 ± 0.8°C during immersion cooling. In groups without blood loss, respiratory arrest did not occur at
room temperature for more than 3.5 h of observation, although rectal temperature decreased to 34.4 ± 0.2°C;
during immersion cooling, respiratory arrest was observed after 3 h of cooling at 13.1 ± 0.3°C. In the process of
lowering body temperature, vasoconstriction occurred in rats of all experimental groups. In groups with blood
loss, the reduction in the diameter of the pial vessels accounted for 10–15% of the norm immediately after blood
collection and more than 30% of that during subsequent immersion cooling. In rats without blood loss, the con-
striction of the pial arteries during immersion cooling was significantly less. Thus, systemic hypothermia aggra-
vates microcirculatory dysfunction caused by acute massive blood loss, suggesting an additive effect of hypother-
mia and hemorrhage on vasoconstrictor responses of the pial arteries in rats.

Keywords: immersion hypothermia, acute blood loss, pial artery, rat, rectal temperature, vasoconstriction, intra-
vital microscopy
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Ишемическое повреждение является одним из наиболее неблагоприятных патогенных факторов, вы-
зывающих необратимые изменения в органах и тканях. Защита сердца от ишемических и реперфузи-
онных повреждений – важная задача современной экспериментальной и клинической медицины.
Данный тип повреждения является ключевым звеном патогенеза ишемической болезни сердца и,
прежде всего, острого инфаркта миокарда – социально-экономически значимого заболевания, являю-
щегося одной из основных причин потери трудоспособности и смертности среди взрослого населения.
Целью исследования явилось выяснение инфаркт-лимитирующего эффекта посткондиционирования
(Пост) с помощью L-лактата при ишемии-реперфузии миокарда у молодых и старых крыс при блокаде
М-холинорецепторов атропином.
В опытах на крысах установлено, что Пост с помощью L-лактата оказывает инфаркт-лимитирующий
эффект при ишемии-реперфузии миокарда как у молодых, так и у старых животных, однако в условиях
системного действия атропина (2 мг/кг) инфаркт-лимитирующий эффект Пост с помощью L-лак-
тата сохранялся только у старых крыс. По-видимому, активность периферических М-холинореак-
тивных систем имеет значение в механизмах реализации кардиопротекторных эффектов Пост с по-
мощью L-лактата у молодых, но не у старых крыс.

Ключевые слова: кардиопротекция, L-лактат, миокард, ишемия, реперфузия, атропин, М-холинореак-
тивные системы
DOI: 10.31857/S0044452922050102

Согласно данным ВОЗ, ведущую причину
смертности в мире занимают сердечно-сосудистые
заболевания (ССЗ), на долю которых приходится
16% всех случаев смерти [1]. В настоящее время од-
ним из самых распространенных видов ССЗ явля-
ется ишемическая болезнь сердца (ИБС). Учиты-
вая большую частоту инвалидизации и сложность
реабилитации пациентов с инфарктом миокарда,
ИБС представляет собой не только значимую ме-
дицинскую, но и важную государственную пробле-
му. В связи с этим поиск новых эффективных ме-
тодов предотвращения или ослабления ишемиче-
ского повреждения миокарда и выяснение
механизмов его реализации остаются актуальной
задачей современной экспериментальной и кли-
нической медицины [2–6].

В последние два десятилетия объектом повы-
шенного интереса ведущих мировых исследовате-
лей в области экспериментальной и клинической
кардиологии являются кардиопротекторные (про-

тивоишемический и антиаритмический) эффекты
дистантного ишемического пре- и посткондицио-
нирования (ДПост), которые воспроизводятся
ишемией конечностей, осуществляемой до или по-
сле острой коронароокклюзии соответственно [2–
6].

Для эффективного применения любого вариан-
та прекондиционирования (Пре) как меры профи-
лактической кардиопротекции необходимо точно
знать, когда наступит ишемия, требующая защиты
миокарда. Однако ввиду того, что это практически
невозможно, мощный кардиопротекторный по-
тенциал Пре, как правило, клинически не исполь-
зуется. Следовательно, ишемическое постконди-
ционирование (Пост), особенно ДПост, имеющее
несомненное преимущество перед различными ва-
риантами Пре, можно успешно применять в кли-
нической практике наряду с другими рекоменда-
циями. Во-первых, это чрезвычайно безопасно и
дешево, а также малоинвазивно; во-вторых, его
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можно применять при оказании скорой медицин-
ской помощи и ко всем пациентам с ишемией мио-
карда, получающим реперфузионное лечение.

Впервые ишемическое Пост было описано Zhao
и соавт. в 2003 г., которые сообщили, что ишемиче-
ское Пост, состоящее из коротких прерывистых
циклов ишемии, чередующихся с реперфузией, по-
сле острой коронароокклюзии может смягчить по-
следствия реперфузионного повреждения [7].

Несколько позже, в 2012 г., Basalay и соавт. в
экспериментах на крысах обнаружили, что кратко-
временная (15-минутная) ишемия задних конечно-
стей оказывает выраженное инфаркт-лимитирую-
щее действие на миокард не только в первые минуты
реперфузии, но и при ее осуществлении на 10-й ми-
нуте после восстановления коронарного кровотока
[8].

За последнее десятилетие данные ряда фунда-
ментальных научных и клинических исследований
подтвердили, что ишемическое Пост является эф-
фективным методом снижения реперфузионного
повреждения [8–11].

К настоящему времени накоплен достаточно
большой объем знаний о феномене ишемического
кондиционирования и его защитном влиянии на
миокард. Однако биохимические механизмы кар-
диопротекции, лежащие в основе инфаркт-лими-
тирующего эффекта ишемического кондициони-
рования и особенно ДПост при ишемии-реперфу-
зии миокарда, все еще остаются малоизученными
[2, 3, 5, 6, 10].

Принимая во внимание известные факты о том,
что гипоперфузия, ишемия органов и тканей при-
водят к повышению уровня молочной кислоты
(лактата) в крови, а лактат, в свою очередь, оказы-
вает коронарное сосудорасширяющее действие за
счет выделения эндотелием сосудов монооксида
азота (NO) [12, 13], а также способен ингибировать
перекисное окисление липидов и свободноради-
кальные процессы [14], выраженность которых
при реперфузии возрастает, и может использовать-
ся тканями, особенно миокардом, после гипоксии
в большей степени, чем глюкоза [15], были основа-
ния полагать, что повышенный уровень лактата в
крови (гиперлактатемия) сможет уменьшить ре-
перфузионное повреждение миокарда.

Так, в проведенном нами в 2020 г. исследовании
было установлено, что после воспроизведения
ДПост у экспериментальных животных в крови по-
вышается уровень L-лактата, а введение нейтраль-
ного L-лактата на 25-й минуте реперфузии в дозе
10 мг/кг частично имитирует инфаркт-лимитиру-
ющий эффект ДПост и приводит к снижению раз-
меров зоны некроза в миокарде левого желудочка
на 28.2% (p < 0.05 по сравнению с интактными жи-
вотными), т.е. ослабляет повреждение сердца, вы-
зываемое ишемией и реперфузией [16].

Учитывая, что в организме старых животных
происходят значительные морфофункциональные
и биохимические изменения [17, 18], были основа-
ния полагать, что возрастные изменения органов и
тканей и, в частности, изменения в них активности
периферических М-холинореактивных систем,
могут оказывать существенное влияние на кардио-
протекторную эффективность Пост с помощью
L-лактата у старых крыс.

В то же время в современной литературе отсут-
ствуют сведения, касающиеся выяснения кардио-
протекторной эффективности Пост с помощью
L-лактата при ишемии-реперфузии миокарда у
молодых и старых крыс в условиях системного дей-
ствия в организме животных блокатора М-холино-
реактивных систем атропина.

Целью данной работы было выяснить инфаркт-
лимитирующий эффект Пост с помощью L-лакта-
та при ишемии-реперфузии миокарда у молодых и
старых крыс в условиях блокады М-холинорецеп-
торов атропином.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на наркотизирован-
ных нелинейных белых крысах-самцах (n = 101),
разделенных на две возрастные группы: 43 молодых
(молод) крыс массой 200–250 г в возрасте 4 ± 1 мес
и 58 старых (стар) крыс массой 400–450 г в возрасте
24 ± 1 мес. Из них, с учетом выживаемости живот-
ных после острой ишемии миокарда (ОИМ) и по-
следующих процедур, для обработки и анализа ре-
зультатов исследования было отобрано 72 крысы
(по 36 молодых и старых). Все животные в начале
эксперимента перед 30-минутной ишемией и по-
следующей 120-минутной реперфузией миокарда
были разделены на 6 групп: 1-я (Контрольмолод) –
группа молодых крыс, которым проводилась ише-
мия-реперфузия миокарда (n = 14); 2-я (Кон-
трольстар) – группа старых крыс, которым прово-
дилась ишемия-реперфузия миокарда (n = 22);
3-я (Лактатмолод) – группа молодых крыс, которым
через 25 мин от начала реперфузии вводили в ле-
вую общую яремную вену L-лактат в дозе 10 мг/кг
(n = 14); 4-я (Лактатстар) – группа старых крыс, ко-
торым через 25 мин от начала реперфузии вводили
в левую общую яремную вену L-лактат в дозе
10 мг/кг (n = 17); 5-я (Атропин + Лактатмолод) –
группа молодых крыс, которым проводилась ише-
мия-реперфузия миокарда, и за 10 мин до воспро-
изведения Пост с помощью L-лактата вводили в
левую общую яремную вену 0.2% раствора М-холи-
ноблокатора атропина (Sigma-Aldrich, США) в дозе
2 мг/кг (n = 15); 6-я (Атропин + Лактатстар) – группа
старых крыс, которым проводилась ишемия-ре-
перфузия миокарда, и за 10 мин до воспроизведе-
ния Пост с помощью L-лактата вводили в левую
общую яремную вену 0.2% раствора М-холинобло-
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катора атропина (Sigma-Aldrich, США) в дозе
2 мг/кг (n = 19).

Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами
Республики Беларусь, принципам Базельской де-
кларации и рекомендациям комитета по биомеди-
цинской этике учреждения образования “Белорус-
ский государственный медицинский университет”
(Протокол № 8 от 07.10.2019 г.).

Животные содержались в условиях вивария УО
«Белорусский государственный медицинский уни-
верситет» в соответствии с нормативами индиви-
дуального размещения. Рацион крыс состоял из
комбикорма, количество которого определялось
нормами кормления лабораторных животных. Пи-
тьевой режим соответствовал принципу ad libitum,
световой – естественному уровню освещенности в
течение суток. Температуру воздуха в виварии под-
держивали на уровне 20–25°C, что находится в
пределах термонейтральной зоны для крыс. Отно-
сительная влажность воздуха составляла 50–70%.
При выполнении работы особое внимание уделяли
шумовому режиму содержания животных, так как
высокий уровень шума способствует развитию
стресса у крыс. Все манипуляции с животными
проводили с 8.00 до 18.00. Экспериментальные
группы животных формировали методом случай-
ной выборки.

Для наркотизации животных использовали тио-
пентал натрия в дозе 50 мг/кг внутрибрюшинно с по-
следующей внутривенной инфузией в левую общую
яремную вену поддерживающей дозы 10 мг/кг · ч с
помощью инъекционного насоса B. Braun (Герма-
ния). Адекватность выполненной общей анестезии
оценивали по отсутствию рефлекторного отдерги-
вания задней конечности животного на укол. Крыс
переводили на искусственное дыхание атмосфер-
ным воздухом через трахеостому (частота дыхания
56–60 в мин, дыхательный объем 1.0–1.2 мл/100 г
массы тела животного) при помощи аппарата ис-
кусственной вентиляции легких (Harvard, Велико-
британия). Наличие проходимости дыхательных
путей контролировали по давлению в трахее, нор-
мальным значением которого на вдохе считалось
10–15 мм рт.ст. В ходе экспериментов непрерывно
регистрировали электрокардиограмму (ЭКГ) во II
стандартном отведении и системное артериальное
давление (АД), а полученные данные обрабатыва-
ли с помощью компьютерной программы Spike 4
(Великобритания). Для измерения АД прямым ме-
тодом крысам канюлировали правую общую сон-
ную артерию. Температуру тела измеряли в прямой
кишке с помощью электротермометра (Harvard,
Великобритания) и поддерживали электрогрелкой
на уровне 37.0 ± 0.5°С. Грудную клетку наркотизи-
рованного животного вскрывали в IV межреберном
промежутке слева. После периода 15-минутной

стабилизации гемодинамики крысам выполняли
30-минутную окклюзию передней нисходящей
ветви левой коронарной артерии (ЛКА) путем ме-
ханического ее пережатия при помощи лигатуры.
Согласно современным экспериментальным дан-
ным, длительность коронарной окклюзии у крыс,
равная 30–40 мин, является достаточной для фор-
мирования зоны некроза миокарда, составляющей
около 50% от зоны риска [8]. Принимая во внима-
ние литературные данные о том, что Пост у крыс с
длительностью ишемии миокарда 45 мин и более
не оказывает инфаркт-лимитирующего эффекта
[19], мы предположили, что длительность ишемии
миокарда, превышающая 30 мин, может оказаться
неприемлемой для изучения противоишемической
эффективности Пост у крыс. Окклюзия артерии
подтверждалась цианозом ишемизированной об-
ласти, снижением АД (на 10–20 мм рт.ст.) и подъ-
емом сегмента ST на ЭКГ. Реперфузия миокарда
достигалась снятием лигатуры и сопровождалась
исчезновением цианоза и возвращением сегмента
ST к изолинии. Длительность реперфузии состав-
ляла 120 мин, поскольку, согласно имеющимся ли-
тературным данным, указанный интервал времени
является достаточным для формирования в мио-
карде крыс зоны некроза [8, 20].

На протяжении эксперимента у животных изу-
чались следующие показатели гемодинамики:
среднее АД (АДср), частота сердечных сокращений
(ЧСС) и двойное произведение (ДП). АДср рассчи-
тывали как АД диастолическое + 1/3 (АД систоли-
ческое – АД диастолическое), ДП – как (ЧСС z АД
систолическое)/100. Показатели гемодинамики
регистрировали непрерывно в течение экспери-
мента и оценивали в конце 15-минутной стабили-
зации гемодинамики после вскрытия грудной
клетки, в начале 30-минутной окклюзии ЛКА, в
начале реперфузии миокарда, а также каждые
30 мин в течение периода реперфузии. Значения
гемодинамических показателей в конце 15-минут-
ной стабилизации гемодинамики после вскрытия
грудной клетки принимали в качестве исходных
значений данных показателей.

Критериями исключения животных из экспери-
мента являлись ЧСС < 300 уд/мин до начала экспе-
римента и АДср < 60 мм рт.ст., а также наличие у
животных желудочковых экстрасистол до начала
ОИМ.

Для оценки антиаритмического эффекта под-
считывали общую длительность нарушений сер-
дечного ритма во время 30-минутной острой коро-
нарной окклюзии – фибрилляции желудочков
(ФЖ), пароксизмальной желудочковой тахикар-
дии (ПЖТ), парной желудочковой экстрасисто-
лии, желудочковой экстрасистолии по типу биге-
минии, а также определяли наличие реперфузион-
ных нарушений сердечного ритма.
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Зону риска определяли путем введения в левую
общую яремную вену 0.5 мл 5%-ного раствора
синьки Эванса (Sigma-Aldrich, США) в конце ре-
перфузии при повторном кратковременном пере-
жатии лигатурой ЛКА. Зону риска определяли как
зону, не окрашенную в синий цвет (рис. 1). Затем
сердце извлекали и отделяли от него левый желудо-
чек. После замораживания в морозильной камере
(при –20°С в течение 30 мин) левый желудочек раз-
резали на 6 поперечных срезов, которые в последу-
ющем взвешивали и сканировали с обеих сторон,
используя сканер Epson.

При помощи компьютерной планиметрии с ис-
пользованием программы Adobe Photoshop CC 2017
для каждого среза определяли отношение средней
площади зоны риска в каждом срезе к средней пло-
щади всего среза. Массу зоны риска (mриска) в каж-
дом срезе вычисляли по формуле

,

где  – средняя площадь зоны риска в каждом
срезе;  – масса всего среза;  – средняя
площадь всего среза.

Для расчета общей зоны риска (Зонариска, %) ис-
пользовали следующую формулу:

,

×
= pиска среза
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где Ʃmриска – арифметическая сумма значений масс
зон риска всех срезов левого желудочка; mЛЖ – мас-
са левого желудочка.

Для идентификации зоны некроза в миокарде
левого желудочка крыс использовали метод, осно-
ванный на определении активности дегидрогеназ
[20]. Срезы помещали в 1%-ный раствор 2,3,5-три-
фенилтетразолия хлорида на 15 мин при темпера-
туре 37.0°С. Жизнеспособный миокард (клетки,
сохранившие дегидрогеназную активность) окра-
шивался в кирпично-красный цвет, а некротизи-
рованная ткань была бледно-розовой (рис. 1). По-
сле 24-часовой инкубации срезов в 10%-ном рас-
творе формалина в термостате при температуре
37.0°С срезы сканировали повторно для определе-
ния соотношения площадей зоны риска и зоны не-
кроза. При помощи компьютерной планиметрии
для каждого среза миокарда левого желудочка
определяли отношение средней площади зоны не-
кроза в каждом срезе  к средней площади
всего среза ( . Массу зоны некроза ( )
для каждого отдельного среза вычисляли по фор-
муле

,

где  – средняя площадь зоны некроза в каж-
дом срезе;  – масса всего среза;  – сред-
няя площадь всего среза.
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=
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Рис. 1. Изображения ишемически-реперфузионного повреждения левого желудочка миокарда у крыс: (a) срезы, окра-
шенные красителем Evans Blue, на которых идентифицирована неперфузируемуая зона риска, выделенная желтым цве-
том, а также нормально перфузионный участок миокарда, окрашенный красителем Evans Blue; (b) срезы на 15 мин поме-
щали в 1%-ный раствор 2,3,5-трифенилтетразолия хлорида (ТТС) и 24 ч инкубировали в 10%-ном растворе формалина
при температуре 37.0°С, после чего измеряли участки зоны некроза бледно-розового цвета (окрашенные ТТС-негативно),
выделенные зеленым контуром, в отличие от жизнеспособного ТТС-положительного миокарда, окрашенного в темно-
красный цвет.

Area at risk

Non-risk area (Evans blue staining)

Infarction (TTC-negative staining)

(a)

(b)
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Для расчета общей зоны некроза (Зонанекроза, %)
в миокарде левого желудочка крыс использовали
формулу

,

где Ʃmнекроза – арифметическая сумма значений
масс зон некроза всех срезов левого желудочка.

Изучение кардиопротекторной эффективности
Пост с помощью L-лактата при ишемии-реперфу-
зии миокарда у крыс проводилось у животных, ко-
торым через 25 мин от начала репефузии вводили в
левую общую яремную вену 0.5 мл 40 мМоль ней-
трализованного раствора L-(+)-молочной кислоты
(Sigma-Aldrich, США), т.е. в дозе 10 мг/кг. Для из-
готовления нейтрализованного L-лактата для инъ-
екций молочную кислоту растворяли в 0.9%-ном
растворе NaCl с последующим доведением pH до
7.4 с помощью NaOH (10 N).

Доза L-лактата (10 мг/кг) была выбрана нами с
целью обеспечить уровень L-лактата в крови, близ-
кий к тому, что имел место после 15-минутного на-
ложения лигатур на обеих бедренных артериях [16,
21]. Уровень L-лактата в цельной крови, взятой из
левой общей яремной вены, определяли при помо-
щи анализатора Lactate Pro 2 (Arkray, Япония) ма-
лообъемным методом с помощью тест-полосок
Lactate Pro 2 Test Strip для биохимических исследо-
ваний (Arkray, Япония).

Изучение кардиопротекторной эффективности
Пост с помощью L-лактата при ишемии-реперфу-
зии миокарда у старых и молодых крыс в условиях
блокады М-холинореактивных систем проводи-
лось у животных, которым за 10 мин до воспроиз-
ведения Пост с помощью L-лактата вводили в ле-
вую общую яремную вену 0.2% раствора М-холи-
ноблокатора атропина (Sigma-Aldrich, США) в дозе
2 мг/кг.

Полученные в исследовании результаты анали-
зировали с использованием стандартных пакетов
статистических программ Statistica 13.3 и GraphPad
Prism 9. Для оценки нормальности распределения
анализируемых показателей применяли критерий
Колмогорова–Смирнова. Статистическую значи-
мость различий полученных данных в случае их па-
раметрического распределения оценивали с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа
(ANOVA) с использованием тестов множественных
сравнений Данна и Бонферрони. Результаты ис-
следования при их параметрическом распределе-
нии представляли в виде среднего ± стандартная
ошибка среднего (М ± m). Для оценки статистиче-
ской значимости различий данных в случае их не-
параметрического распределения использовали
критерий Краскала–Уоллиса и тест множествен-
ных сравнений Данна. При непараметрическом
распределении результаты исследования были
представлены в виде медианы и интерквартильно-


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
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некроза

риска

Зона 100
m
m

го размаха (25-й; 75-й процентили). Уровень р <
< 0.05 рассматривали как статистически значимый.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Выживаемость крыс после острой коронарной

окклюзии составила 71.3% (29 крыс из 101 погибли
в период ОИМ и последующей реперфузии). При
этом в группе Контрольмолод выживаемость живот-
ных составила 85.7%; в группе Контрольстар –
54.5%; в группе Лактатмолод – 85.7%; в группе Лак-
татстар – 70.6%; в группе Атропин + Лактатмолод –
80.0%; в группе Атропин + Лактатстар – 63.2%. Так,
у старых крыс за время 30-минутной коронароок-
клюзии и последующей 120-минутной реперфузии
имело место значительное снижение выживаемо-
сти по сравнению с молодыми крысами (погибло
22 старых и 7 молодых крыс), что свидетельствует о
более чем двукратном снижении устойчивости
миокарда старых крыс к повреждению, вызванно-
му его длительной ишемией, а также последующей
реперфузией. Таким образом, с учетом выживае-
мости животных в экспериментальных группах
осталось по 12 крыс в каждой.

Установлено, что в группах Контрольмолод, Кон-
трольстар, Лактатмолод, Лактатстар, Атропин + Лактатмолод
и Атропин + Лактатстар во время ОИМ имело место
статистически значимое снижение показателя АДср
(р < 0.05) по сравнению с его исходными значения-
ми. В начале реперфузии в группах Контрольстар,
Лактатстар, Атропин + Лактатмолод и Атропин + Лак-
татстар также имело место статистически значимое
снижение показателя АДср (р < 0.05) по сравнению
с его исходными значениями. У животных, кото-
рым осуществлялось введение в левую общую
яремную вену 0.2% раствора М-холиноблокатора
атропина в дозе 2 мг/кг за 10 мин до Пост с помо-
щью L-лактата, отмечалось статистически значи-
мое повышение показателя ЧСС (р < 0.01) по срав-
нению с его исходными значениями на 30, 60, 90 и
120 мин реперфузии. Изменение показателей гемо-
динамики на протяжении эксперимента у старых и
молодых крыс представлено в табл. 1.

При проведении исследования установлено, что
величина ДП в анализируемых группах крыс до на-
чала острой коронарной окклюзии статистически
значимо не различалась. Следовательно, были ос-
нования полагать, что животные всех анализируе-
мых групп до начала эксперимента характеризова-
лись сходной потребностью миокарда в кислороде.

При изучении антиаритмической эффективно-
сти Пост с помощью L-лактата при ишемии-ре-
перфузии миокарда у молодых и старых крыс в
условиях системного действия в организме живот-
ных блокатора М-холинореактивных систем атро-
пина (2 мг/кг) были получены следующие резуль-
таты продолжительности аритмий: Контрольмолод –
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167 (49; 233) с; Контрольстар – 237 (128; 331) с; Лак-
татмолод – 145 (27; 192) с; Лактатстар – 97 (66; 154) с;
Атропин + Лактатмолод – 182 (54; 258) с и Атропин +
Лактатстар – 192 (77; 314) с.

В ходе исследования также установлено, что в
группе Контрольмолод у 9 из 12 крыс отмечалась
ФЖ, а у 11 животных данной группы была выявле-
на ПЖТ. Реперфузионные нарушения сердечного
ритма имели место у 10 крыс данной группы. В
группе Контрольстар в период острой коронарной
окклюзии у 11 из 12 крыс отмечались ФЖ и ПЖТ.
Во время реперфузии миокарда нарушения сердеч-
ного ритма наблюдались также у 11 животных дан-
ной группы. В группе Лактатмолод в период острой
коронарной окклюзии у 9 из 12 крыс отмечались
ФЖ и ПЖТ. Во время реперфузии миокарда нару-
шения сердечного ритма наблюдались у 7 живот-
ных данной группы. В группе Лактатстар в период
острой коронарной окклюзии у 11 из 12 крыс отме-
чалась ФЖ, а ПЖТ имела место у 10 крыс. Во время
реперфузии миокарда нарушения сердечного рит-
ма наблюдались у 8 животных данной группы. В
группе Атропин + Лактатмолод в период 30-минут-
ной ишемии миокарда ФЖ и ПЖТ были выявлены
у 11 из 12 животных. Реперфузионные аритмии
имели место у 12 животных данной группы. В груп-
пе Атропин + Лактатстар в период острой коронар-
ной окклюзии у 11 из 12 крыс отмечались ФЖ и
ПЖТ. Во время реперфузии миокарда нарушения
сердечного ритма наблюдались у 11 животных дан-
ной группы.

Таким образом, длительность ишемических на-
рушений сердечного ритма в исследуемых группах
старых и молодых крыс, подвергнутых атропини-
зации и Пост с помощью L-лактата, сопоставима с
таковой в группах контроля.

При изучении инфаркт-лимитирующего эф-
фекта Пост с помощью L-лактата при ишемии-ре-
перфузии миокарда у молодых и старых крыс в
условиях системного действия в организме живот-
ных блокатора М-холинореактивных систем атро-
пина статистически значимых различий между
анализируемыми группами по показателю размера
зоны риска в миокарде левого желудочка не выяв-
лено. Так, зона ишемии в группе Контрольмолод со-
ставила 54 ± 3%, в группе Контрольстар – 55 ± 3%; в
группе Лактатмолод – 52 ± 4%; в группе Лактатстар –
53 ± 3%; в группе Атропин + Лактатмолод – 50 ± 4%
и в группе Атропин + Лактатстар – 54 ± 5%. Таким
образом, во всех анализируемых группах крыс раз-
меры зоны риска в миокарде левого желудочка бы-
ли сопоставимы.

Размер инфаркта является важным показателем
повреждения миокарда из-за его влияния на сокра-
тимость сердца. Установлено, что размер зоны не-
кроза в миокарде левого желудочка у животных в
группе Контрольмолод составил 45 ± 4%, а в группе
Контрольстар – 47 ± 5%. После внутривенного вве-
дения животным L-лактата (10 мг/кг), которое осу-
ществлялось через 25 мин после начала реперфу-
зии, у крыс при ишемии и реперфузии миокарда в
левом желудочке формировались следующие раз-
меры зон некроза: в группе Лактатмолод – 33 ± 3%

Таблица 1. Изменение показателей гемодинамики у крыс исследуемых групп на протяжении эксперимента

Примечание. * – р < 0.05, ** – p < 0.01 – различия статистически значимы по сравнению с исходными значениями.

Показатели
гемодинамики

Контроль Лактат Атропин + лактат

Молод. (n = 12) Стар. (n = 12) Молод. (n = 12) Стар. (n = 12) Молод. (n = 12) Стар. (n = 12)

До начала ОИМ АДср 81 ± 5 88 ± 5 82 ± 3 87 ± 5 84 ± 3 89 ± 4
ЧСС 415 ± 16 448 ± 17 410 ± 15 439 ± 18 415 ± 13 435 ± 19

Начало ОИМ АДср 68 ± 4* 70 ± 5* 69 ± 4* 71 ± 4* 68 ± 5* 72 ± 4*
ЧСС 430 ± 14 408 ± 24 434 ± 16 404 ± 17 426 ± 19 424 ± 22

Начало реперфу-
зии

АДср 75 ± 5 73 ± 4* 76 ± 4 74 ± 5* 73 ± 3* 77 ± 4*
ЧСС 433 ± 23 407 ± 31 420 ± 23 399 ± 35 416 ± 17 427 ± 18

30' реперфузии АДср 77 ± 4 76 ± 5 75 ± 4 77 ± 5 75 ± 5 78 ± 4
ЧСС 439 ± 19 404 ± 24 424 ± 21 403 ± 29 495 ± 21** 514 ± 24**

60' реперфузии АДср 76 ± 5 78 ± 6 78 ± 5 78 ± 4 76 ± 4 79 ± 5
ЧСС 432 ± 16 398 ± 23 415 ± 21 406 ± 21 502 ± 20** 521 ± 23**

90' реперфузии АДср 78 ± 4 78 ± 5 78 ± 4 80 ± 4 77 ± 5 81 ± 4
ЧСС 420 ± 16 393 ± 25 417 ± 18 416 ± 24 491 ± 17** 512 ± 20**

120' реперфузии АДср 80 ± 5 79 ± 5 80 ± 3 81 ± 5 81 ± 4 83 ± 3
ЧСС 413 ± 17 387 ± 25 420 ± 17 421 ± 21 484 ± 22** 503 ± 19**
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(р <0.05 по сравнению с группой Контрольмолод), а в
группе Лактатстар – 35 ± 4% (р < 0.05 по сравнению
с группой Контрольстар). Размер зоны некроза в
группах молодых и старых животных, которым на
15-й минуте реперфузии вводили блокатора М-хо-
линореактивных систем атропин (2 мг/кг), а затем
внутривенно вводился лактат, был следующим: в
группе Атропин + Лактатмолод – 41 ± 4%, а в группе
Атропин + Лактатстар – 32 ± 4% (р < 0.05 по сравне-
нию с группой Контрольстар) (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Достаточно долгое время лактат рассматривался
как тупиковый метаболит, агент усталости или ме-
таболический яд. В медицине было принято счи-
тать, что повышение уровня лактата в крови корре-
лирует с тяжестью заболевания или травмы. В по-
следнее время в научной литературе стали
появляться сведения о ранее неизвестных эффек-
тах лактата и начали резко изменяться представле-
ния о роли лактата в физиологии и медицине. Так,
в ряде исследований показано, что лактат участвует
в регуляции метаболизма и играет ключевую роль в
регулировании различных биологических процес-
сов [22]. Выявлено, что L-лактат постоянно обра-
зуется и используется в различных клетках орга-
низма в полностью аэробных условиях [22]. Лак-
тат, перемещаясь между клетками-продуцентами и
клетками-потребителями, выполняет по крайней

мере три важные функции: является основным ис-
точником энергии, предшественником глюкозы в
глюконеогенезе и сигнальной молекулой [22].
Концепции “лактатного челнока” описывают роль
лактата в доставке окислительных и глюконеоген-
ных субстратов, а также в передаче сигналов клет-
ками [22].

В современной литературе имеются также, хотя
и немногочисленные, экспериментальные иссле-
дования, посвященные выяснению механизмов
влияния лактата на сердечную деятельность. Zhang
и соавт. в опытах на мышах показали, что лактат
ускоряет поляризацию макрофагов M2, продуциру-
ющих противовоспалительные цитокины, через
сигнальный путь STAT3, а также оказывает кардио-
защитное действие после инфаркта миокарда за
счет улучшения фракции выброса и фракционного
укорочения, снижения апоптоза кардиомиоцитов
и увеличения плотности микрососудов в зоне ише-
мии [23].

Есть мнение, что во время покоя или физиче-
ской нагрузки лактат является основным энергети-
ческим субстратом для здорового сердца [22]. Фак-
тически в качестве энергетического субстрата для
сердца L-лактат предпочтительнее глюкозы и сво-
бодных жирных кислот [24]. В клинической прак-
тике в исследовании Nalos и соавт. показано, что
инфузия полумолярного лактата натрия может
улучшить работу сердца у пациентов с острой сер-
дечной недостаточностью без какого-либо пагуб-

Рис. 2. Размеры зоны некроза в миокарде левого желудочка в исследуемых группах. * – статистически значимые различия
(р < 0.05); ns – различия не достоверны.
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ного воздействия на функцию органов [25]. Кроме
того, исследования Koyama и соавт. выявили, что
Пост с кровью, обогащенной лактатом, обеспечи-
вает потенциальную кардиопротекцию у пациен-
тов с инфарктом миокарда с подъемом сегмента
ST, которым выполнялось первичное чрескожное
коронарное вмешательство [26]. Можно констати-
ровать, что идет процесс накопления данных, сви-
детельствующих о том, что лактат может быть мно-
гообещающим средством лечения ССЗ.

За последние годы проведен ряд исследований,
посвященных вопросу влияния пожилого возраста
на воспроизводимость инфаркт-лимитирующего
эффекта Пост у экспериментальных животных, од-
нако выводы, сделанные на их основании неодно-
значны и во многом являются противоречивыми.
Так, результаты одних исследований свидетель-
ствуют об отсутствии инфаркт-лимитирующего
эффекта Пост у старых животных [27], а данные
других исследований, наоборот, указывают о нали-
чии у таких животных противоишемического эф-
фекта Пост [28].

На сегодняшний день накоплено большое коли-
чество сведений, подчеркивающих важную роль
парасимпатической регуляции сердечной деятель-
ности в механизмах защиты миокарда от поврежде-
ний [29–32]. В частности, согласно современным
представлениям, парасимпатическая регуляция
сердечной деятельности имеет важное значение в
механизмах защиты миокарда от ишемического и
реперфузионного повреждений [33–35].

Известно, что процессы старения организма со-
провождаются ослаблением влияния парасимпа-
тической регуляции на сердце, что связано с де-
струкцией холинергических нервных окончаний,
снижением интенсивности процессов синтеза аце-
тилхолина и числа М-холинорецепторов в миокар-
де [17, 18].

Полученные нами данные свидетельствуют о
наличии выраженного инфаркт-лимитирующего
эффекта Пост с помощью L-лактата у молодых
крыс (p < 0.05). Однако в условиях системного дей-
ствия в организме животных блокатора М-холино-
реактивных систем атропина (2 мг/кг) у молодых
крыс Пост с помощью L-лактата оказывало менее
выраженный противоишемический эффект (p >
> 0.05). У старых животных в условиях системного
действия в их организме атропина инфаркт-лими-
тирующий эффект Пост с помощью L-лактата со-
хранялся (p < 0.05).

Учитывая имеющиеся литературные данные о
том, что у старых крыс имеет место выраженное
снижение интенсивности процессов синтеза аце-
тилхолина и активности ацетилхолинтрансферазы,
что может свидетельствовать о нарушении процес-
сов холинергической регуляции сердечной дея-
тельности у таких животных, данные выполненных
исследований дают основания полагать, что актив-

ность периферических М-холинореактивных си-
стем имеет значение в механизмах реализации ин-
фаркт-лимитирующего эффекта Пост с помощью
L-лактата у молодых, но не у старых крыс. В пользу
сделанного предположения свидетельствуют и та-
кие имеющиеся в литературе сведения, что при
старении организма у животных происходит де-
струкция холинергических нервных окончаний и
уменьшение числа М-холинорецепторов в миокар-
де, что в конечном итоге ведет к ослаблению пара-
симпатических влияний на сердце у старых живот-
ных [17, 18].

Таким образом, данные, полученные в настоя-
щем исследовании, свидетельствуют о том, что
Пост с помощью L-лактата оказывает инфаркт-ли-
митирующий эффект при ишемии-реперфузии
миокарда как у молодых, так и у старых крыс, одна-
ко в условиях системного действия в организме
животных атропина этот эффект Пост с помощью
L-лактата сохранялся только у старых крыс. Уста-
новлено, что Пост с помощью L-лактата у старых
крыс, после введения в организм животных атро-
пина в дозе 2 мг/кг, приводит к уменьшению раз-
меров зоны некроза в миокарде левого желудочка
на 31.9% (р < 0.05) по сравнению с контрольной
группой старых крыс. По-видимому, активность
периферических М-холинореактивных систем
имеет значение в механизмах реализации кардио-
протекторных эффектов Пост с помощью L-лакта-
та у молодых, но не у старых крыс.

Полученные знания о биохимических механиз-
мах кардиопротекторной эффективности Пост с
помощью L-лактата послужат научным обоснова-
нием для разработки новых подходов к профилак-
тике и лечению ССЗ, патогенез которых связан с
недостаточным кровоснабжением миокарда и тка-
невой гипоксии.
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Myocardial Infarct Size-Limiting Effect of Postconditioning with L-Lactate in Young
and Old Rats under Atropine-Induced Blockade of M-cholinoreceptors

F. I. Vismonta, S. N. Chepeleva,#, and S. V. Goubkinb

a Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus
b Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus
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Ischemic damage is one of the most adverse pathogenic factors causing irreversible changes in organs and tissues.
Cardioprotection from ischemia/reperfusion injury is an important challenge for modern experimental and clin-
ical medicine. This type of injury is a key link in the pathogenesis of coronary heart disease and, above all, acute
myocardial infarction, a socioeconomically significant disease that is one of the main causes of disability and
mortality among the adult population. The aim of the study was to elucidate the infarct size-limiting effect of
postconditioning (Post) with L-lactate-enriched blood during myocardial ischemia/reperfusion in young and
old rats under atropine-induced blockade of M-cholinergic receptors. In experiments on rats, it was found that
Post with L-lactate has an infarct size-limiting effect during myocardial ischemia/reperfusion in both young and
old animals, however, under conditions of systemic atropine administration (2 mg/kg), this effect was persistent
in old rats only. Apparently, the activity of peripheral M-cholinergic systems is of importance for the mechanisms
of implementation of the cardioprotective effects of Post with L-lactate in young, but not old rats.

Keywords: cardioprotection, L-lactate, myocardium, ischemia, reperfusion, atropine, M-cholinergic systems
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Методом ОТ-ПЦР в реальном времени проведено исследование сезонных изменений содержания
мРНК гигантских белков саркомерного цитоскелета титина и обскурина в скелетной мышце m. longis-
simus dorsi и левом желудочке сердца длиннохвостого суслика Urocitellus undulatus. Эксперименты про-
водились на животных следующих экспериментальных групп: “летняя активность”, “осенняя ак-
тивность”, “гипотермия” (спячка) и “зимняя активность”; n = 5 для каждой группы. В сердечной
мышце сусликов группы “гипотермия” обнаружено уменьшение (на 28%, р ≤ 0.01) содержания
мРНК титина; в трех других группах статистически значимых различий в этом параметре не выяв-
лено. В m. longissimus dorsi сусликов из групп “гипотермия” и “зимняя активность” наблюдалось
увеличение в 2.9 раза (р ≤ 0.01) и в 3.6 раза (р ≤ 0.01) соответственно содержания мРНК титина при от-
сутствии статистически значимых различий в этом параметре между группами “летняя активность” и
“осенняя активность”. Содержание мРНК обскурина было повышено в 3.4–3.6 раза (р ≤ 0.01) в сердеч-
ной мышце сусликов из групп “осенняя активность”, “гипотермия”, “зимняя активность” и в 3.0 и 3.6
раза (р ≤ 0.01) в скелетной мышце сусликов из групп “гипотермия” и “зимняя активность” соответ-
ственно. Таким образом, впервые получены данные о дифференциальной экспрессии мРНК титина и
обскурина, указывающие на сопряженные изменения этих белков в мышцах длиннохвостого суслика
в период гибернации. Полученные результаты обсуждаются в контексте адаптации поперечно-полоса-
тых мышц длиннохвостого суслика к условиям зимней спячки.

Ключевые слова: Urocitellus undulatus, гибернация, m. longissimus dorsi, сердечная мышца, титин, обску-
рин, дифференциальная экспрессия генов
Abbreviations: MyHC – myosin heavy chains, mRNA – matrix ribonucleic acid, RT-PCR – reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction
DOI: 10.31857/S0044452922050047

Зимняя спячка является уникальной моделью
исследования молекулярных механизмов пластич-
ности поперечно-полосатых мышц. Поиск ответов
на вопросы о том, почему, несмотря на развитие
атрофии скелетных мышц после продолжительно-
го периода обездвиженности, зимнеспящие жи-
вотные выходят из состояния гипотермии в тече-
ние 2–6 ч (в зависимости от температуры окружаю-
щей среды) без нарушений сократительной
способности мышц, и какие молекулярные меха-
низмы ответственны за функционирование сер-
дечной мышцы в диапазоне температур от 0°С до
37°С, является актуальным направлением совре-

менной биологии, в частности, мышечной физио-
логии гибернантов, и позволит открыть новые пути
коррекции мышечных патологий, связанных с
ограничением подвижности.

Исследования, проведенные в этом направле-
нии, выявили дифференциально экспрессирую-
щиеся гены в мышцах гибернантов, что свидетель-
ствует о молекулярно-генетических механизмах,
регулирующих сезонные изменения активности
многих сигнальных путей, ответственных, в том
числе, за синтез и протеолитическую деградацию
белков [1–8]. Эти данные свидетельствуют о зна-
чительных перестройках на молекулярном уровне,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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адаптирующих мышцы гибернантов к условиям
зимней спячки.

Исследования, проведенные нами ранее, вы-
явили в поперечно-полосатых мышцах длиннохво-
стого суслика и других гибернантов [9–13] адапта-
ционные изменения изоформного состава и уров-
ня фосфорилирования титина (тайтина, мол.
массы изоформ составляют 3000–3800 кДа) – ги-
гантского эластичного белка, отвечающего за под-
держание высокоупорядоченной саркомерной
структуры, регулирующего актин-миозиновое вза-
имодействие и участвующего, как механосенсор, в
регуляции процессов внутриклеточной сигнализа-
ции [14, 15]. В частности, в поперечно-полосатых
мышцах истинного гибернанта длиннохвостого
суслика Urocitellus undulatus (прежнее название
Spermophilus undulatus) в период “осенней” актив-
ности – когда в организме зимнеспящих происхо-
дят изменения, подготавливающие животных к се-
зону гибернации, наблюдалась тенденция к увели-
чению доли более длинных изоформ титина
(имеющих большую молекулярную массу) и
уменьшению доли более коротких изоформ этого
белка [9]. В период гипотермии (спячки), несмотря
на ~15–20% уменьшение общего содержания изо-
форм титина, в поперечно-полосатых мышцах
длиннохвостого суслика наблюдалось статистиче-
ски значимое увеличение доли более длинных изо-
форм титина в сравнении с их содержанием в пери-
од летней активности [9, 12]. В частности, в пред-
сердиях и желудочках сердца сусликов группы
гипотермии (спячки) зарегистрировано двукрат-
ное увеличение содержания более длинной N2BA-
изоформы титина по отношению к содержанию
более короткой N2B-изоформе в сравнении с со-
держанием этих изоформ в сердце летних актив-
ных животных [9]. В период “зимней” активности
– кратковременной нормотермии (не более суток)
между периодами гипотермии, наблюдалось вос-
становление уменьшенного в период спячки со-
держания титина в мышцах длиннохвостого сусли-
ка [9, 12]. При этом сохранялось повышенное со-
держание более длинных изоформ этого белка.
Представленные данные позволяют говорить о
дифференциальной экспрессии гена титина, коди-
рующего различающиеся по длине изоформы это-
го белка, в поперечно-полосатых мышцах длинно-
хвостого суслика.

В данной работе исследованы сезонные измене-
ния содержания мРНК титина в сердечной мышце,
сократительная активность которой сохраняется в
период спячки, и скелетной мышце m. longissimus
dorsi, функциональная активность которой инги-
бируется в период спячки, у длиннохвостого сусли-
ка Urocitellus undulatus. Мы ожидали получить сле-
дующие результаты: (1) обнаружить увеличение со-
держания мРНК титина в двух исследуемых типах
мышечной ткани сусликов в период “осенней” ак-
тивности, принимая во внимание данные об увели-

чении содержания более длинных (более высоко-
молекулярных) изоформ титина в сердечной и ске-
летных мышцах сусликов в этот период [9];
(2) учитывая данные о молекулярных механизмах,
стабилизирующих мРНК и защищающих ее от де-
градации в период спячки [16, 17], обнаружить по-
вышенное содержание мРНК титина в исследуе-
мых мышцах сусликов в этот период, несмотря на
общую транскрипционную супрессию в период ги-
потермии [18]; (3) выявить поддержание стабильно
повышенного уровня мРНК титина, а возможно, и
его увеличение в мышцах сусликов в период “зим-
ней” активности, учитывая данные о преобладаю-
щем синтезе титина в этот период [12]. Аналогич-
ные результаты мы ожидали обнаружить и для
мРНК обскурина – сравнительно недавно откры-
того гигантского мышечного белка, взаимодей-
ствующего в саркомере с титином и формирующе-
го вместе с ним трехмерный цитоскелетный кар-
кас, поддерживающий высокоупорядоченную
структуру миофибрилл и мышцы в целом [19, 20].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах были использованы длинно-
хвостые суслики Urocitellus undulatus, отловленные
летом в местах их природного обитания (долина
реки Лена, Якутия), и содержащиеся в условиях
вивария ИБК РАН (Пущино, Московская область)
в индивидуальных клетках при естественном фото-
периоде; обеспечение пищей, водой и гнездовым
материалом ad libitum. Эксперименты проводились
на животных, находящихся в следующих состояни-
ях: “летней” активности (нормотермия, 38°С,
май–июль, сезонный контроль); “осенней” актив-
ности (нормотермия, 38°С, октябрь–первая поло-
вина ноября); гипотермии (глубокое оцепенение
(спячка), декабрь–март, температура сердечной
мышцы 1.5–2.0°C, продолжительность периода ги-
потермии 7–11 сут); “зимней” активности (нормо-
термия, 36–37°С, периодически повторяющиеся
временные промежутки (не более суток) между
периодами гипотермии, взятие материала проис-
ходило через 10–14 ч эутермного состоянии по-
сле пробуждения). Количество животных для
каждой группы – n = 5. Подготовку животных к
экспериментам и контроль их физиологического
состояния проводили согласно методике [21]. На
проведение экспериментов с животными получе-
но разрешение Комиссии по биологической без-
опасности и биоэтике ИТЭБ РАН, протокол
№ 32/2020 от 18 февраля 2020 г. Все процедуры, вы-
полненные в исследовании с участием животных,
соответствовали этическим стандартам, утвер-
жденным Директивой 2010/63/EU Европейского
парламента и совета европейского союза по охране
животных, используемых в научных целях. Образ-
цы мышечной ткани (скелетной мышцы m. longis-
simus dorsi (пояснично-крестцовый отдел) и левого
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желудочка сердца после изъятия замораживались в
жидком азоте и хранились при температуре –75°C.

Поскольку в базе данных PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) отсутствуют нук-
леотидные последовательности генов титина и об-
скурина длиннохвостого суслика Urocitellus undula-
tus, было проведено выравнивание (с помощью
программного обеспечения CLUSTAL W
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/)) известных нук-
леотидных последовательностей мРНК титина и
обскурина серой крысы (Rattus norvegicus), аль-
пийского сурка (Marmota marmota) и тринадцати-
полосного суслика (Ictidomys tridecemlineatus) с
целью поиска гомологичных участков в мРНК
известных последовательностей изучаемых генов
у этих близкородственных животных, относящихся к
отряду грызунов. На основе гомологии с известными
нуклеотидными последовательностями мРНК тити-
на, обскурина и GAPDH (референсный ген) серой
крысы (титин: XM_039106393.1; обскурин:
XM_039087230.1; GAPDH: XM_039107008.1), аль-
пийского сурка (титин: XM_015481108.1; обскурин:
XM_015498766.1; GAPDH: XM_015500718.1) и трина-
дцатиполосного суслика (титин: XM_040294541.1;
обскурин: XM_040273316.1; GAPDH: XM_005338350.4),
были подобраны специфические праймеры (с ис-
пользованием алгоритмов программы BLAST) для
проведения ОТ-ПЦР в реальном времени с целью
определения содержания мРНК титина и обскури-
на в исследуемых мышцах (см. табл. 1). Ген GAPDH
был выбран в качестве референсного гена, по-
скольку содержание его мРНК не менялось в попе-
речнополосатых мышцах четырех исследованных
групп сусликов.

Праймеры были синтезированы фирмой “Евро-
ген” (Россия). Суммарную РНК экстрагировали из
4–6 мг мышечной ткани при помощи RNeasyMi-
croKit (QIAGEN, Германия) по протоколу изгото-
вителя. Определение концентрации тотальной
РНК проводили на спектрофотометре UV 2450
(“Shimadzu”, Япония) в диапазоне от 200 до 320 нм.
Пробу перед измерением разводили в 21 раз в TE-
буфере (10 мМ Tris, 1 мМ ЭДТА, pH 8.0). Измере-
ние каждой пробы проводилось не менее 3 раз в
кювете для микрообъемов. Чистота образцов оце-
нивалась по соотношению показателей поглоще-
ния при различных длинах волн. Для проведения

обратной транскрипции были использованы ком-
поненты фирмы “Синтол” (Россия). Для синтеза
кДНК водный раствор, содержащий 1 мкг суммар-
ной РНК, 30 мкМ случайных гексануклеотидов и
17.4 мкМ олиго-d (T)15, инкубировали в течение
3-х мин при 70°С и затем переносили на лед. Далее
к смеси добавляли 11.5 мкл мастер-микса (1.3 мМ
dNTP, 0.02 ед./мкл ингибитора РНКазы, 6 ед./мкл
M-MLV-ревертазы, 4 мкл 5х-буфера для M-MLV-
ревертазы, “Синтол”). После этого пробы помеща-
ли в амплификатор для проведения обратной тран-
скрипции: 10 мин при 25°С, 60 мин при 37°С, 5 мин
при 95°С, 30 мин при 4°С. Полученная кДНК ис-
пользовалась для проведения ПЦР в реальном вре-
мени с праймерами, специфичными к генам иссле-
дуемых белков (титину, обскурину и GAPDH). ОТ-
ПЦР в реальном времени проводилась на ампли-
фикаторе ДТ-322 (“ДНК-Технология”, Россия) с
использованием ДНК-полимеразы Tersus (“Евро-
ген”) и флуоресцентного красителя SYBR Green I
(“Invitrogen”). Режим ПЦР был следующим: 1) “го-
рячий старт” – 95°С, 5 мин; 2) денатурация – 92°С,
10 с; 3) отжиг праймеров – 60°С, 30 с; 4) элонга-
ция – 68°С, 1 мин. Этапы со 2-го по 4-й повторя-
лись 30 раз. Изменение экспрессии генов рассчи-
тывалось по методу  согласно [22]. Значения
ΔΔСt рассчитывались по формуле ΔΔСt = ΔСt (кон-
троль) – ΔСt (опыт), каждое значение ΔСt рассчи-
тывалось по формуле ΔСt = Сt (ген исследуемого
белка) – Сt (референсный ген). Продукты ПЦР вы-
деляли из геля согласно протоколу Cleanup Stan-
dard (“Евроген”). Фрагменты ДНК были секвени-
рованы в ЗАО “Евроген”. Данные представлены
значениями среднего арифметического ± стан-
дартное отклонение M ± SD (при уровне значимо-
сти доверительного интервала р ≤ 0.01). Статисти-
ческий анализ изменений содержания мРНК тити-
на и обскурина проводили с использованием
непараметрического U-критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На рис. 1 представлены результаты, показываю-

щие сезонные изменения содержания мРНК тити-
на в сердечной и скелетной мышцах длиннохво-
стого суслика. Обнаружено уменьшение (на 28%,
р ≤ 0.01) содержания мРНК титина в левом желу-

−ΔΔ2 tC

Таблица 1. Праймеры, используемые для ОТ-ПЦР в реальном времени

Обозначения: GAPDH – глицеральдегид 3-фосфатдегидрогеназа, TTN – титин, OBSCN – обскурин, ОТ-ПЦР – полимеразная
цепная реакция с обратной транскрипцией.

Гены Прямой праймер Обратный праймер Длина продукта
ПЦР, п.н.

GAPDH 5'-TCATGACCACAGTCCATGCC-3' 5'-CCAGTGGATGCAGGGATGAT-3' 115
TTN 5'-AGTCTCGGGCTTGAAAAATGTG-3' 5'-TCTGTACCATGTCACTTTGGGG-3' 100
OBSCN 5'-CACTCCTTCAGCGGAGCAC-3' 5'-GTCCTTCTCCCAGCTCACG-3' 129
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дочке сердца сусликов группы “гипотермия”. В
трех других группах статистически значимых раз-
личий в этом параметре не выявлено. В скелетной
мышце сусликов из групп “гипотермия” и “зимняя
активность” наблюдалось увеличение в 2.9 раза (р ≤
≤ 0.01) и в 3.6 раза (р ≤ 0.01), соответственно, содер-
жания мРНК титина. Статистически значимых
различий в этом параметре между группами “лет-
няя активность” и “осенняя активность” не выяв-
лено.

На рис. 2 представлены результаты, показываю-
щие сезонные изменения содержания мРНК об-
скурина в сердечной мышце и m. longissimus dorsi
длиннохвостого суслика. Содержание мРНК об-
скурина было повышено в 3.4–3.6 раза (р ≤ 0.01) в
левом желудочке сердца сусликов из групп “осен-
няя активность”, “гипотермия”, “зимняя актив-
ность” и в 3.0 и 3.6 раза (р ≤ 0.01) в скелетной мыш-
це сусликов из групп гипотермия” и “зимняя ак-
тивность” соответственно.

Рис. 1. Сезонные изменения содержания мРНК титина в поперечнополосатых мышцах длиннохвостого суслика. Ука-
заны группы: летняя активность, осенняя активность, гипотермия (спячка), зимняя активность. *различия по срав-
нению с контрольной группой (летняя активность) статистически значимы при p ≤ 0.01. Значения представлены как
M ± SD, n = 5.
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Рис. 2. Сезонные изменения содержания мРНК обскурина в поперечно-полосатых мышцах длиннохвостого суслика.
Указаны группы: летняя активность, осенняя активность, гипотермия (спячка), зимняя активность. *различия по
сравнению с контрольной группой (летняя активность) статистически значимы при p ≤ 0.01. Значения представлены,
как M ± SD, n = 5.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Первое наше предположение об увеличении со-
держания мРНК титина в исследуемых мышцах в
период “осенней” активности не подтвердилось,
хотя мы ожидали выявить подобные изменения,
особенно в скелетной мышце. В скелетных мыш-
цах многих гибернантов обнаружены так называе-
мые “fast–to–slow” изменения, приводящие к уве-
личению доли “медленных” волокон (содержащих
преимущественно изоформу I типа тяжелой цепи
миозина (ТЦМ)) и уменьшению доли “быстрых”
волокон (содержащих преимущественно изофор-
мы II типа ТЦМ) в период гибернации [23]. У
длиннохвостого суслика подобная трансформация
миозинового фенотипа в скелетных мышцах заре-
гистрирована в период “осенней” активности [24].
Известно также, что в скелетно-мышечных волок-
нах, содержащих “медленную” изоформу I ТЦМ,
экспрессируются более длинные изоварианты
N2A-изоформы титина, тогда как в “быстрых” во-
локнах – более короткие изоварианты N2A-тити-
на. Учитывая это и полученные нами ранее данные
об изменениях изоформного состава как титина
[9], так и ТЦМ [24] в скелетных мышцах длинно-
хвостого суслика в период “осенней” активности,
мы ожидали обнаружить увеличение содержания
мРНК титина в этот период. Подобный результат
мы ожидали получить и для сердечной мышцы
“осенних” сусликов. Однако увеличения содержа-
ния мРНК титина ни в скелетной мышце (m. lon-
gissimus dorsi), ни в левом желудочке сердца длин-
нохвостого суслика в период “осенней” активно-
сти не было обнаружено. Эти данные позволяют
сделать предположение об одинаковой эффектив-
ности трансляции как более коротких, так и более
длинных изоформ титина.

Второе наше предположение, касающееся уве-
личения содержания мРНК титина в исследуемых
мышцах сусликов в период гипотермии (спячки),
нашло подтверждение для скелетной мышцы. При
относительно незначительном уменьшении (на
~1/4) содержания мРНК титина в сердечной мыш-
це гипотермных сусликов, в скелетной мышце на-
блюдалось увеличение (почти в 3 раза) содержания
мРНК этого гигантского белка. По всей вероятно-
сти, эффективность молекулярных механизмов,
стабилизирующих мРНК и защищающих ее от де-
градации в период торпора [16, 17, 25], выше не в
сердечной, а в скелетных мышцах, в частности, в
m. longissimus dorsi, сократительная активность ко-
торой подавлена полностью. Кроме того, темпера-
тура скелетных мышц во время спячки, как извест-
но, на несколько градусов ниже температуры
функционирующей сердечной мышцы, что может
быть дополнительным фактором, уменьшающим
деградацию мРНК вследствие более сильного ин-
гибирования активности РНКаз.

Третье наше предположение также подтверди-
лось. В частности, обнаружено не только поддер-
жание стабильно повышенного уровня мРНК ти-
тина, но и его увеличение в m. longissimus dorsi
длиннохвостого суслика в период “зимней” актив-
ности. В этот период в поперечно-полосатых мыш-
цах длиннохвостого суслика, в том числе в m. lon-
gissimus dorsi, наблюдается преимущественный
синтез гигантских белков саркомерного цитоске-
лета, в частности, титина [12], что приводит к вос-
становлению содержания этого белка, уменьшен-
ного во время спячки. При этом в период “зимней”
активности происходит и процесс быстрого обнов-
ления/оборота (turnover) титина, на что указывает
увеличение содержания протеолитических Т2-
фрагментов, уменьшение содержания которых (в
1.5–2 раза) также зарегистрировано в мышцах
длиннохвостого суслика в период гипотермии
(спячки) [12, 14]. Такие адаптационные изменения
способствуют сохранению высокоупорядоченной
структуры саркомеров и поддержанию нормальной
сократительной активности мышц, атрофирован-
ных в период спячки. Увеличенное содержание
мРНК титина в m. longissimus dorsi соответствует
повышенным “запросам” синтетического аппара-
та мышцы и будет способствовать увеличению
трансляции титина в этот период. Изменения, на-
правленные на восстановление нормального со-
держания титина, а также его обновление, проис-
ходят и в сердечной мышце “зимних” активных
сусликов [12]. При этом, как показано нами в теку-
щем исследовании, происходит восстановление и
даже незначительное увеличение содержания
мРНК в левом желудочке сердца сусликов выше-
указанной группы (рис. 1). Полученные результаты
свидетельствуют о дифференциальной экспрессии
мРНК титина в исследованных поперечно-полоса-
тых мышцах, в особенности в m. longissimus dorsi, у
длиннохвостого суслика.

Обсуждая результаты по обскурину, отметим,
что все наши предположения нашли подтвержде-
ния. В частности, мы обнаружили трехкратное и
более увеличение содержания мРНК обскурина в
сердечной мышце сусликов трех эксперименталь-
ных групп (“осенняя активность”, “гипотермия”,
“зимняя активность”), а также в скелетной мышце
этих животных из групп “гипотермия” и “зимняя
активностьн”.

Обскурин (“obscure” – неизвестный, неясный)
– гигантский белок семейства титина – семейства
белков, экспрессирующихся в поперечно-полоса-
тых мышцах позвоночных и беспозвоночных жи-
вотных и состоящих преимущественно из Ig- и
Fn3-доменов, одного или двух киназных доменов,
а также содержащих уникальные упруго-эластич-
ные или сигнальные домены [19, 20, 26, 27]. В попе-
речно-полосатых мышцах млекопитающих обску-
рин был открыт 21 год назад [28]. Как и титин, об-
скурин кодируется одним геном и подвергается
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альтернативному сплайсингу, вследствие которого
экспрессируются более длинные (~720–970 кДа) и
более короткие (~40–500 кДа) изоформы этого
белка [20, 27]. Показано, что в саркомере обскурин
локализуется в М-линии, Z-диске и в А/I-зоне [20,
29]. Обнаружена локализация обскурина во вста-
вочных дисках кардиомиоцитов, в костамерах, сар-
коплазматическом ретикулуме, а также в ядре [20].
Считается, что обскурин, в отличие от титина,
участвующего в формировании длины толстых ни-
тей и продольных размеров саркомеров, определя-
ет поперечные размеры саркомеров и мышечных
волокон в целом. Кроме этого, обсуждается уча-
стие обскурина в миофибриллогенезе, сборке тол-
стых нитей и поддержании кальциевого гомеостаза
[19, 20]. Взаимодействие обскурина с титином в
саркомере [29] и участие обскурина во встраива-
нии титина в Z-диск [30] свидетельствуют о тес-
ной структурной и функциональной взаимосвя-
зи этих двух гигантских белков. Обсуждается со-
пряженное участие этих белков, формирующих
в районе Z-диска/I-зоны саркомера упруго-эла-
стичный комплекс, в регуляции процессов внутри-
клеточной сигнализации [29].

Полученные нами данные свидетельствуют о
сопряженных изменениях титина и обскурина в
поперечно-полосатых мышцах длиннохвостого
суслика в периоды “осенней” и “зимней” активно-
сти. Можно предположить, что в эти периоды про-
исходит не только обновление обскурина и восста-
новление возможно уменьшенного при спячке со-
держания этого белка, но и синтез его новых
изоформ, участвующих совместно с более длинны-
ми изоформами титина в реконструкции трехмер-
ного упруго-эластичного каркаса. Нельзя исклю-
чить, что при этом происходит увеличение содер-
жания обскурина – больше такового, имеющегося
в мышцах “летних” активных (контрольных) жи-
вотных. В пользу этого предположения можно
привести следующие данные. Обскурин, несмотря
на то что считается миофибриллярным белком,
взаимодействует не только с белками саркомеров,
но и с белками саркоплазматического ретикулума,
а также субсарколеммальными белками, участвуя,
тем самым, в поддержании целостности сарколем-
мы [20, 31–33]. Согласно исследованию [34], со-
держание несаркомерных белков (субсарколемаль-
ных, белков костамеров), которые не участвуют в
формировании высокоупорядоченной саркомер-
ной структуры с четко выверенной белковой сте-
хиометрией, может увеличиваться в мышцах. В
частности, Chopard и соавт. [34] зарегистрировали
значительное увеличение содержания дисферлина
и белков костамера в двух скелетных мышцах чело-
века после 84-суточного длительного постельного
режима. Учитывая эти данные, можно предполо-
жить, что обнаруженное нами повышенное содер-
жание мРНК обскурина в поперечнополосатых
мышцах сусликов в период “осенней” и “зимней”

активности будет приводить к увеличению содер-
жания этого белка. Адаптационное значение по-
добных изменений, наряду с изменениями в тити-
не, может заключаться в поддержании структурной
целостности мышечных клеток, а также обеспече-
нии необходимого уровня сократительной актив-
ности мышц в разные фазы гибернационного цик-
ла: вход в спячку, спячка, выход из спячки, межба-
утная/ “зимняя” активность.

Итак, мы впервые получили данные о диффе-
ренциальной экспрессии мРНК титина и обскури-
на в сердечной и скелетной (m. longissimus dorsi)
мышцах истинного гибернанта длиннохвостого
суслика. В совокупности с полученными нами ра-
нее данными [9], новые результаты позволяют го-
ворить о сопряженных изменениях изоформного
состава и содержания титина и обскурина – двух
гигантских белков, участвующих в формировании
и поддержании высокоупорядоченной структуры
миофибрилл, целостности сарколеммы и мышцы в
целом, а также играющих важную роль в регуляции
процессов внутриклеточной сигнализации. В связи
с этим будущие исследования изменений изоформ-
ного состава и содержания обскурина в мышцах ги-
бернантов с целью выяснения роли этих изменений
являются перспективной научной задачей.
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Differential Expression of Titin and Obscurin mRNA In Striated Muscles 
of the Long-Tailed Ground Squirrel Urocitellus Undulatus
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N. M. Zakharovab, and I. M. Vikhlyantseva,#

a Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, Russia
b Institute of Cell Biophysics, FRC PSCBR, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, Russia

#e-mail: ivanvikhlyantsev@gmail.com

Seasonal changes in mRNA levels of the giant sarcomeric cytoskeletal proteins titin and obscurin were studied in

the skeletal m. longissimus dorsi and the cardiac (left ventricular) muscle in the long-tailed ground squirrel Uroc-
itellus undulatus using real-time RT-PCR. The animals were divided into the following experimental groups:

“summer activity”, “fall activity”, “hypothermia” (hibernation), “winter activity” (n = 5 per group). In the car-

diac muscle of “hypothermia” animals, titin mRNA levels decreased by 28% (p ≤ 0.01); in the other three groups,

no statistically significant differences in this parameter were found. In m. longissimus dorsi of “hypothermia”

and “winter activity” animals, titin mRNA levels increased by 2.9 (p ≤ 0.01) and 3.6 (p ≤ 0.01) times, respectively,

with no statistically significant differences in this parameter in “summer activity” and “fall activity” animals. Ob-

scurin mRNA levels increased by 3.4–3.6 times (p ≤ 0.01) in the cardiac muscle of “fall activity”, “hypothermia”

and “winter activity” animals, and by 3.0 and 3.6 times (p ≤ 0.01) in the skeletal muscle of “hypothermia” and

“winter activity” animals, respectively. Thus, we report here for the first time the data on the differential expres-

sion of titin and obscurin mRNAs, indicating concerted changes in these giant cytoskeletal proteins in muscles

of the long-tailed ground squirrel during hibernation. The results are discussed in the context of striated muscle

adaptation to hibernation in the long-tailed ground squirrel.

Keywords: Urocitellus undulatus, hibernation, m. longissimus dorsi, cardiac muscle, titin, obscurin, mRNA, dif-

ferential gene expression
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Настоящая работа посвящена изучению механизмов регуляции конститутивного андростанового ре-
цептора (CAR) при воздействии донора оксида азота (NO) S-нитрозоглутатиона (GSNO) in vitro. Ис-
следование выполнено на клетках линии Сасо-2, которые инкубировали в питательной среде в присут-
ствии S-нитрозоглутатиона (диапазон концентраций 1–500 мкМ) в течение 3, 24 и 72 ч. Относительное
количество CAR оценивали методом вестерн-блот. В работе показано, что кратковременное воздей-
ствие донора NO GSNO в течение 3 и 24 ч в концентрациях 1–500 мкМ не влияло на количество CAR,
а при экспозиции 72 ч с GSNO в концентрациях 1, 10 и 50 мкМ отмечалось его увеличение. Доказано,
что повышение относительного количества CAR при воздействии низких концентраций GSNO
(1 мкМ) реализуется через NO-цГМФ-сигнальный путь. При увеличении концентрации GSNO до 10 и
50 мкМ отмечается развитие нитрозативного стресса и регуляция CAR осуществляется через битиро-
зин. Прогрессирование нитрозативного стресса (концентрация GSNO 100 и 500 мкМ) приводит к сни-
жению относительного количества CAR, предположительно, вследствие повреждения его молекулы.

Ключевые слова: конститутивный андростановый рецептор, нитрозативный стресс, оксид азота, бити-
розин, гуанилатциклаза
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Конститутивный андростановый рецептор
(CAR) – член суперсемейства ядерных рецепторов
(NR1I3 – Nuclear Receptor Subfamily 1, Group I,
Member 3, семейство орфановые рецепторы) [1],
регулирующий экспрессию целевых генов и при-
нимающий участие в защите организма от ксено-
биотиков.

CAR главным образом экспрессируется в гепа-
тоцитах и энтероцитах тонкого кишечника, где ре-
гулирует биотрансформацию лекарственных ве-
ществ [2]. Низкий уровень базальной экспрессии
CAR обнаружен также в скелетных и сердечной
мышцах, ткани почек и головном мозге [3, 4].

CAR в виде комплекса с шаперонами (HSP90,
HSP70, HSP60) конститутивно локализуется в ци-
тозоле клеток [5]. Взаимодействие с лигандами
приводит к диссоциации CAR от шаперонов,
транслокации рецептора в ядро, где он в виде гете-
родимера с рецептором ретиноевой кислоты (RXR)
запускает транскрипцию таргетных генов [6].

Долгое время считалось, что основной функ-
цией CAR является индукция ферментов деток-
сикации ксенобиотиков в микросомальной цепи
окисления – CYP2B, CYP2C, CYP3A, а также
ферментов второй фазы биотрансформации ури-

диндифосфат глюкуронозилтрансферазы, сульфо-
трансферазы [7, 8]. Новые экспериментальные
данные указывают на то, что функции CAR гораздо
шире, чем рецептор ксенобиотиков. Показано, что
CAR может принимать участие в обмене желчных
кислот, билирубина, жирных кислот, стероидных
гормонов, метаболизме глюкозы [9]. В связи с этим
актуальным представляется изучение вопросов ре-
гуляции CAR.

Оксид азота (NO) выступает в качестве важного
внутриклеточного мессенджера. Физиологической
мишенью для NO является растворимая гуанилат-
циклаза (рГЦ) [10], которая при активации увели-
чивает внутриклеточную концентрацию цикличе-
ского гуанозинмонофосфата (цГМФ), в результате
чего активируется протеинкиназа G, кальций-
кальмодулинзависимая протеинкиназа в клетках
головного мозга [11] и MAP-киназа фибробластов
[12].

Эндогенный NO участвует во многих жизненно
важных процессах, являясь универсальным и необ-
ходимым регулятором функций клеточного мета-
болизма. NO ингибирует агрегацию и адгезию
тромбоцитов [13], миграцию лейкоцитов [14],
участвует в регуляции тонуса кровеносных сосудов

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: IFMGQG



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 5  2022

ВЛИЯНИЕ ДОНОРА ОКСИДА АЗОТА S-НИТРОЗОГЛУТАТИОНА 411

[15], деятельности органов дыхания [16], желудоч-
но-кишечного тракта [17] и мочеполовой системы
[18], кроме этого NO играет важную роль в нейро-
трансмиссии [16, 17, 19] и в формировании иммун-
ного ответа [20].

Известно, что NO отличается высокой реакци-
онной способностью, благодаря наличию неспа-
ренного электрона на внешней π-орбитали [21].
Основным продуктом окисления оксида азота яв-
ляются химически инертные нитратные ионы,
способные вновь превращаться в NO [22]. При вза-
имодействии NO с супероксид-анион радикалом
образуется пероксинитрит, который оказывает не
только токсическое действие, взаимодействуя с ли-
пидами, белками и ДНК, но и регуляторное, влияя
на активность киназ (протеинкиназа В и С, фосфо-
инозид-3-киназа, митоген-активируемые проте-
инкиназы и др.).

Одним из продуктов нитрозативного стресса яв-
ляется битирозин, который образуется в результате
взаимодействия пероксинитрита с тирозином. Би-
тирозин выступает не только в качестве маркера
нитрозативного стресса, но также выполняет
функции сигнальной молекулы [23].

Таким образом, NO как через цГМФ-сигналь-
ный путь, так и через продукты нитрозативного
стресса (например, битирозин) может оказывать
регуляторное воздействие, в том числе и на СAR.

Цель исследования – изучить влияние донора
оксида азота S-нитрозоглутатиона на изменение
экспрессии CAR и установить возможный меха-
низм регуляции.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование выполнено на линии клеток аде-

нокарциномы ободочной кишки человека (Caco-2)
(ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных”,
Российская Федерация). Культивирование клеток
проводили в инкубаторе WS-189C (“World Science”,
Корея) при 37°С и 5%-ном содержании СО2, в среде
Игла, модифицированной Дульбекко, (DMEM) с
высоким содержанием глюкозы (4500 мг/л), с до-
бавлением L-глутамина (4 мМ), 15% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки, 100 ЕД/мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина (все компоненты “Sig-
ma-Aldrich”, Германия).

Культивирование клеток осуществляли в 96-лу-
ночном планшете (“Сorning”, США) для определе-
ния жизнеспособности клеток и 6-луночных план-
шетах (“Сorning”, США) для оценки биохимиче-
ских показателей в течение 21 суток, так как при
этом сроке происходит их спонтанная дифферен-
цировка в энтероцитоподобные клетки, экспрес-
сирующие CAR [24].

Исследование было выполнено в три этапа:
Первый этап – оценка влияния донора оксида

азота на относительное количество CAR в клетках

линии Сасо-2, включал в себя две серии экспери-
ментов:

1.1. Контрольная серия – клетки, которые инку-
бировали в питательной среде без добавления те-
стируемых веществ.

1.2. Опытная серия – S-нитрозоглутатион (GSNO,
“Sigma-Aldrich”, Германия) добавляли в культу-
ральную среду в конечных концентрациях 1, 10, 50,
100 и 500 мкМ и инкубировали в течение 3, 24 и
72 ч. При инкубации 72 ч смену питательной среды
проводили каждые 24 ч.

Второй этап – изучение роли NO-цГМФ-сиг-
нального пути в регуляции CAR, включал в себя
три серии экспериментов:

2.1. Контрольная серия – клетки инкубировали
в питательной среде с добавлением этанола (рас-
творитель ODQ) в конечной концентрации
0.0001% в течение 72 ч.

2.2. Ингибирование NO-цГМФ-сигнального
пути. В качестве ингибитора растворимой гуани-
латциклазы использовали – 1H-[1.2.4]оксадиазо-
ло-[4.3-а]хиноксалин-1-он (ODQ, “Sigma Aldrich”,
Германия). Клетки инкубировали в питательной
среде с добавлением ODQ в концентрации 10 мкМ
в течение 72 ч [25].

2.3. Индукция CAR под действием GSNO –
клетки инкубировали в культуральной среде, со-
держащей этанол в конечной концентрации
0.0001%, с добавлением GSNO (“Sigma-Aldrich”,
Германия) в конечной концентрации 10 мкМ в те-
чение 72 ч.

2.4. Влияние GSNO на количество CAR в усло-
виях ингибирования рГЦ – клетки инкубировали с
GSNO в концентрациях 1 и 10 мкМ, повышающих
уровень СAR, совместно с ODQ в концентрации
10 мкМ в течение 72 ч [25]. Ингибитор добавляли в
питательную срезу за 30 мин до внесения GSNO.

Третий этап – оценка влияния продукта нитро-
зативного стресса – битирозина на относительное
количество CAR в клетках линии Сасо-2, включала
две серии опытов.

3.1. Контрольная серия – клетки, которые инку-
бировали с питательной средой без добавления те-
стируемого вещества.

3.2. Опытная серия – битирозин (“Cambridge
Isotope Laboratories”, Франция) добавляли к клет-
кам линии Caco-2 в концентрациях 0.2; 0.4; 1 и
1.5 мМ и инкубировали в течение 72 ч. Смену пита-
тельной среды проводили каждые 24 ч.

На каждый эксперимент в каждой временной
точке и концентрации было выполнено по 3 повто-
рения (n = 3).

Получение клеточных лизатов. После заверше-
ния экспериментов с клетками их снимали с лунок
раствором, состоящим из 0.25% трипсина и 0.2%
ЭДТА (“Sigma-Aldrich”, Германия).

Клетки в количестве 1 × 106 промывали фосфат-
ным буфером рН 7.4 (“BioRad”, США). Далее ли-
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зировали ледяным буфером в объеме 150 мкл. Со-
став лизирующего буфера: 50 мМ трис-HCl
(pH 7.4), 150 мМ KCl, 0.5% тритон X-100, смесь ин-
гибиторов протеиназ (“Sigma-Aldrich”, Германия).
Полученную клеточную суспензию встряхивали на
шейкере и инкубировали на льду в течение 10 мин.
Затем центрифугировали при 5000 g (СМ-50, “Ep-
pendorf”, Германия) 10 мин. Цитоплазматическую
фракцию переносили в отдельные пробирки и ис-
пользовали для определения биохимических пока-
зателей.

Определение уровня метаболитов оксида азота
(суммарная концентрация нитратов и нитритов,
NOx) проводили фотоколориметрическим мето-
дом с использованием реактива Грисса (“Нева Ре-
актив”, Россия) и хлорида ванадия (III) (“Acros or-
ganics”, Франция). Интенсивность окраски опре-
деляли на микропланшетном анализаторе Stat Fax
2100 (“Awareness Technology”, США) при длине
волны 540 нм [26]. Концентрацию NOx рассчиты-
вали по калибровочному графику, для построения
которого использовали NaNO3.

Уровень пероксинитрита анализировали по ин-
тенсивности светопоглощения при длине волны
302 нм СФ 2000 (“ОКБ-спектр”, Россия). Концен-
трацию рассчитывали с использованием молярно-
го коэффициента 1670 М–1 см–1 [27].

Определение концентрации битирозина осуществ-
ляли по интенсивности флуоресценции образца в
фосфатном буфере (рН 7.4) при длине волны воз-
буждения (экстинкция) 325 нм и длине волны ис-
пускания (эмиссия) 415 нм на спектрофлуориметре
Shimadzu RF-6000 (“Shimadzu Corporation”, Япо-
ния) [28].

Концентрацию метаболитов оксида азота, пе-
роксинитрита и битирозина выражали в нмоль/мг
белка.

Количество белка в пробах анализировали мето-
дом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Assay Kit, “ThermoFisher”, США) [29].

Определение количества CAR в клетках линии
Сасо-2 проводили методом вестерн-блот.

После окончания экспозиции клетки снимали с
лунок раствором трипсин-ЭДТА (“Sigma-Aldrich”,
США), трижды промывали раствором фосфатного
буфера (“BioRad”, США) и лизировали в NP40 Cell
Lysis Buffer Thermo (“Thermo Fisher Scientific”,
США) c добавлением смеси ингибиторов протеи-
наз (“Sigma-Aldrich”, США) в течение 30 мин при

4°С и постоянном перемешивании из расчета
107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный лизат
центрифугировали при 22440 g в течение 10 мин
(“AvantiJXN-3, BeckmanCoulter”, США).

Супернатант подвергали электрофорезу с ис-
пользованием TGX Stain-Free FastCast Acrylamide
Kit (“Bio-Rad”, США). Перед загрузкой образцы
смешивали с буфером Laemmli (“Bio-Rad”, США),
содержащим 50 мМ β-меркаптоэтанола (“Bio-
Rad”, США) в соотношении 1:3, инкубировали
5 мин при температуре 70°C. Гели прогоняли при
100 В в течение 90 мин.

Для определения относительного количества
CAR методом вестерн-блот использовали первич-
ные мышиные моноклональные антитела (MB67
CAR Monoclonal Antibody, “Invitrogen”, США) в
концентрации 1:200. Визуализацию первичных ан-
тител осуществляли с использованием вторичных
кроличьих антител (Rabbit anti-Mouse IgG (H+L)
Secondary Antibody, HRP, “Invitrogen”, США) в
разведении 1:4000. Белки визуализировали хеми-
люминесценцией с помощью Chemi Doc XRS+
(“Bio-Rad”, США). Интенсивность полученных
полос (бэндов) анализировали денситометрически
с помощью программного обеспечения ImageLab
(“Bio-Rad”, США). Количество CAR оценивали
относительно содержания белка домашнего хозяй-
ства GAPDH (первичные мышиные антитела
GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody
(GA1R), DyLight 68, “Invitrogen”, США разведение
1:1000, вторичные кроличьи антитела – Rabbitanti-
Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, “Invit-
rogen”, США, разведение 1:4000).

Цитотоксический тест (МТТ-тест). Клетки засе-
вали в 96-луночный планшет из расчета 104 клеток
на каждую лунку и культивировали в течение 21 сут,
затем добавляли питательную среду с GSNO. По-
сле окончания инкубации в каждую лунку добавля-
ли по 20 мкл 0.5%-ного раствора бромида 3-(4.5-
диметилтиазол-2-ил)-2.5-дифенил тетразолия
(МТТ) и инкубировали в течение 2 ч, затем раствор
МТТ удаляли и добавляли 200 мкл 1%-ного раство-
ра диметилсульфоксида (“ПанЭко”, Россия) [30].
Поглощение измеряли через 10 мин при 530 нм на
спектрофотометре для планшетов Stat Fax 2100
(“Awareness Technology”, США).

Жизнеспособность клеток Сасо-2 в присут-
ствии GSNO рассчитывали по формуле:

где ОП – оптическая плотность.
Статистический анализ. Полученные результаты

обрабатывали с помощью программного обеспече-

ния GrafPad Prism 8, Statistica 13.0 (StatSoft, Inc).
Данные представлены в виде среднего арифмети-
ческого значения (M) ± стандартное отклонение

−
= ×

−
ОП опытных лунок ОП среды

Жизнеспособность 100%,
ОП контрольных лунок ОП среды
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(SD). Для оценки статистической значимости раз-
личий использовали дисперсионный анализ
(ANOVA), попарные сравнения осуществляли с
помощью критерия Фишера. Статистически зна-
чимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Развитие нитрозативного стресса под действием
GSNO в клетках линии Caco-2.

Уровень метаболитов оксида азота возрастал
при всех концентрациях GSNO (1–500 мкМ) и всех
сроках эксперимента. Максимальные изменения
наблюдались при концентрации 500 мкМ: при ин-
кубации 3 ч – на 51.8% (р < 0.001) выше значений
контроля, при инкубации 24 ч – на 58.9% (р < 0.001)
и при инкубации 72 ч – на 68.5% (р < 0.001) (рис. 1а).

При этом концентрация не изменялась в зависи-
мости от времени инкубации.

Выраженность нитрозативного стресса оцени-
вали по уровню битирозина и пероксинитрита
(рис. 1b, c). Содержание битирозина не изменялось
при воздействии GSNO в концентрациях 1–500 мкМ
в течение 3 ч. При экспозиции 24 ч и концентрации
GSNO 1 мкМ содержание битирозина также не изме-
нялось, а при концентрациях 10, 50, 100 и 500 мкМ
увеличивалось на 18.3% (р < 0.01), 22.1% (р < 0.01),
29.4% (р < 0.01) и 34.9% (р < 0.001) по сравнению с
контролем соответственно. При увеличении дли-
тельности воздействия до 72 ч количество бити-
розина при концентрации GSNO 1 мкМ не изме-
нялось и возрастало при концентрациях 10 мкМ
на 30.3% (р < 0.01), 50 мкМ – на 27.3% (р < 0.01),

Рис. 1. Изменение уровня метаболитов оксида азота (а), битирозина (b), пероксинитрита (c) при воздействии S-нитро-
зоглутатиона в концентрациях 1–500 мкМ (M, n = 3).
* р <0.05 – статистически значимые отличия от контроля; # р <0.05 – статистически значимые отличия от группы
3 ч; ^ р <0.05 – статистически значимые отличия от группы 24 ч (тест Фишера).
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100 мкМ – на 32.6% (р < 0.01), 500 мкМ – на 38.3%
(р < 0.001) (рис. 1b).

Содержание битирозина статистически значи-
мо увеличивалось на 16.1% (р < 0.001) и на 24.7%
(р < 0.001) при инкубации с GSNO в концентрации
10 мкМ в течение 24 и 72 ч соответственно относи-
тельно экспозиции 3 ч. GSNO в концентрации
50 мкМ способствовал увеличению содержания
битирозина на 13.8% (р < 0.001) и на 13.5% (р <
< 0.001) при экспозиции 24 и 72 ч относительно ин-
кубации 3ч, а в концентрации 100 мкМ – на 34.1%
(р < 0.001) и 28.8% (р < 0.001). При использовании
GSNO в концентрации 500 мкМ наблюдалось уве-
личение концентрации битирозина на 34.1%
(р < 0.001) и на 30.5% (р < 0.001) при инкубации 24
и 72 ч соответственно относительно срока воздей-
ствия 3 ч.

При длительности экспозиции 3 ч GSNO увели-
чивал уровень пероксинитрита в концентрациях
100 и 500 мкМ на 68.1% (р < 0.01) и 92.6% (р < 0.001)
соответственно (рис. 1c).

Аналогичные результаты были получены и при
длительности эксперимента 24 ч: содержание пе-
роксинитрита увеличивалось на 34.0% (р < 0.05) и
53.6% (р < 0.01) по сравнению с контролем соответ-
ственно. При увеличении длительности экспози-
ции до 72 ч содержание пероксинитрита возрастало
при концентрациях GSNO 1 – 500 мкМ, максималь-
но на 84.4% (р < 0.001) при концентрации 500 мкМ
(рис. 1c).

Уровень пероксинитрита повышался при инку-
бации клеток в течение 72 ч с GSNO в концентра-
ции 1 мкМ на 9.9% (р < 0.001) и на 8.9% (р < 0.001),
10 мкМ – на 72.9% (р < 0.01) и 72.9% (р < 0.001),
50 мкМ – на 65.9% (р < 0.001) и 68.6% (р < 0.001),

100 мкМ – на 41.8% (р < 0.001) и 72.3% (р < 0.001),
500 мкМ – на 24.3% (р < 0.01) и 50.0% (р < 0.001) от-
носительно срока воздействия 3 и 24 ч соответ-
ственно (рис. 1c).

Цитотоксическое действие GSNO оценивалось
по результатам МТТ-теста. В контрольной группе
жизнеспособность клеток была принята за 100%.
GSNO в концентрациях 1–500 мкМ и длительно-
сти воздействия 3 ч достоверно не влиял на жизне-
способность клеток. При воздействии GSNO в
концентрациях 1–50 мкМ и длительности экспози-
ции 24 ч жизнеспособность клеток также не изменя-
лась, а при концентрациях 100 и 500 мкМ снижалась
до 79.9 ± 6.7% (р < 0.05) и 78.8 ± 7.2% (р < 0.05). Уве-
личение длительности экспозиции до 72 ч приво-
дило к снижению жизнеспособности до 68.4 ±
± 11.4% (р < 0.001), 69.5 ± 6.1% (р < 0.001) и 50.9 ±
± 7.5% (р < 0.001) при концентрации GSNO 50, 100
и 500 мкМ соответственно (рис. 2).

При анализе результатов в зависимости от срока
инкубации были получены следующие результаты.
GSNO в концентрации 100 мкМ при длительности
экспозиции 24 и 72 ч снижал выживаемость клеток
на 28.6% (р < 0.05) и на 37.9% (р < 0.01) относитель-
но инкубации 3 ч, а в концентрации 500 мкМ и
длительности воздействия 72 ч на 46.3% (р < 0.001)
и на 35.4% (р < 0.05) относительно 3 и 24 ч экспози-
ции.

Таким образом, полученные данные подтвер-
ждают, что GSNO является донором NO, причем
концентрации 100 и 500 мкМ при длительности
экспозиции 24 ч и 50, 100 и 500 мкМ при длитель-
ности воздействия 72 ч являются токсичными для
клеток линии Caco-2 [31].

Влияние GSNO на количество CAR в клетках ли-
нии Caco-2. При воздействии GSNO на клетки ли-
нии Сaco-2 в течение 3 и 24 ч количество CAR до-
стоверно по сравнению с контролем не изменялось
(рис. 3).

При культивировании клеток линии Сасо-2 с
GSNO в концентрациях 1, 10 и 50 мкМ в течение
72 ч количество CAR статистически значимо уве-
личивалось по сравнению с контролем на 25.5%
(р < 0.05), на 47.9% (р < 0.001) и 18.7% (p < 0.05) со-
ответственно. При повышении концентрации до-
нора NO до 100 и 500 мкМ наблюдалось снижение
количества транскрипционного фактора на 27.5%
(р < 0.01) и на 38.8% (р < 0.001) соответственно от-
носительно контрольных значений (рис. 3).

Изучение роли NO-цГМФ-сигнального пути в ре-
гуляции CAR.

При изучении роли NO-цГМФ-сигнального пу-
ти в регуляции CAR при воздействии GSNO в тече-
ние 72 ч были получены следующие результаты.

Ингибитор рГЦ ODQ в концентрации 10 мкМ и
спирт (растворитель ODQ) не влияли на относи-
тельное количество CAR (рис. 4).

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток (%) при
воздействии S-нитрозоглутатиона в концентрациях 1–
500 мкМ (M, n = 3).
* р < 0.05 – статистически значимые отличия от контро-
ля; # р < 0.05 – статистически значимые отличия от
группы 3 ч; ^ р < 0.05 – статистически значимые отли-
чия от группы 24 ч (тест Фишера).
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Сочетанное применение ODQ и GSNO в кон-
центрации 1 мкМ приводило к нормализации от-
носительного количества CAR по сравнению с
контролем (индуцирующий эффект GSNO подав-
лялся ODQ). В то же время ODQ не влиял на сти-
мулирующее действие GSNO в концентрациях 10 и
50 мкМ на относительное количество CAR, кото-
рое возрастало на 22.3% (р < 0.01) и 43.8%
(р <0.0001) соответственно по сравнению с контро-
лем (рис. 4).

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что индуцирующее действие GSNO в концентра-
ции 1 мкМ на CAR реализуется через NO-цГМФ-
сигнальный путь.

Оценка влияния продукта нитрозативного
стресса – битирозина на относительное количество
CAR в клетках линии Сасо-2.

Добавление битирозина в питательную среду в
концентрации 0.4 мМ приводило к возрастанию

Рис. 3. Относительное количество конститутивного андростанового рецептора в клетках линии Caco-2 при воздействии
S-нитрозоглутатиона в концентрациях 1 – 500 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч (M ± SD, n = 3).
C-контроль; *р < 0.05; **р < 0.01; ***р < 0.001 по сравнению с контролем (тест Фишера).
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относительного количества CAR на 26.2%
(р < 0.001), в концентрации 1 мМ – на 13.1%
(р < 0.01) по сравнению с контролем, а в концен-
трациях 0.2 и 1.5 мМ не оказывало эффекта (рис. 5).

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что продукт нитрозативного стресса – битирозин
участвует в регуляции экспрессии CAR.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

GSNO представляет собой S-нитрозированное
производное глутатиона и является физиологиче-
ской эндогенной молекулой-носителем NO. Го-
меостатический уровень GSNO в клетке низкий,
поскольку он быстро и необратимо разлагается на
NO и глутатион при участии фермента S-нитро-
зоглутатионредуктазы (КФ 1.2.1.1.46) [32].

GSNO не проникает в клетки напрямую, однако
его добавление вызывает повышение внутрикле-
точных уровней S-нитрозотиолов. Предполагает-
ся, что GSNO диссоциирует во внеклеточном про-
странстве с высвобождением NO, который затем
может диффундировать через клеточную мембрану
[33]. Также описан независимый от NO механизм
его проникновения внутрь клеток. Нитрозогруппа
от GSNO переносится на цистеин с образованием
S-нитрозоцистеина, который способен проникать
внутрь клеток через систему транспортера амино-
кислот [34]. S-нитрозоцистеин внутри клеток мо-
жет либо вновь нитрозилировать глутатион с обра-
зованием GSNO, либо непосредственно нитрози-
лировать тиолы белков и запускать сигнальные
каскады.

GSNO считается важным медиатором сигналь-
ных механизмов NO, однако его эффект зависит от
концентрации и времени воздействия: концентра-
ции от 1 до 100 мкМ оказывают регуляторное дей-

ствие [35, 36], а концентрации выше 500 мкМ явля-
ются токсичными [37].

Анализ литературных данных и определил рабо-
чий диапазон концентраций GSNO 1–500 мкМ.
Полученные результаты демонстрируют, что до-
бавление GSNO к клеткам линии Caco-2 вызывает
повышение содержания метаболитов NO в лизате
клеток, что свидетельствует об адекватности ис-
пользуемой экспериментальной модели.

В представленном исследовании было показа-
но, что воздействие GSNO в концентрациях 1, 10 и
50 мкМ на клетки линии Сасо-2 в течение 72 ч при-
водило к увеличению относительного количества
CAR. В дальнейшем в ходе работы были изучены
возможные механизмы данного явления.

Экспрессия CAR может изменяться в результате
белок-белковых взаимодействий (Src-семейство
киназ [38], ретиноидный Х рецептор [39], шаперон
90 [40, 41]), посттрансляционной модификации
(фосфорилирование [42], убиквинтирование [5]),
транскрипционной и посттранскрипционной ре-
гуляции (метилирование) [43].

При воздействии GSNO на клетки линии Сасо-2
возможны механизмы регуляции: через NO-цГМФ-
сигнальный путь (NO-зависимый), а также через
продукты нитрозативного стресса (битирозин-за-
висимый).

Основной физиологической мишенью для NO в
организме является рГЦ, которая катализирует
биосинтез из гуанозинтрифосфата (ГТФ) цикличе-
ского гуанозинмонофосфата (цГМФ). цГМФ – это
универсальная внутриклеточная сигнальная моле-
кула, присутствующая в большинстве типе клеток
[44].

Важно отметить, что GSNO в концентрации
1 мкМ в течение 72 ч вызывал повышение уровня
метаболитов NO и пероксинитрита, что свидетель-
ствует о генерации NO, однако содержание бити-

Рис. 5. Относительное количество конститутивного андростанового рецептора в клетках линии Сасо-2 при воздействии
битирозина в концентрациях 0.2, 0.4, 1, 1.5 мМ в течение 72 ч (M ± SD, n = 3).
C – контроль; ***p < 0.001; **p < 0.01 по сравнению с контролем (тест Фишера).
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розина при этом не изменялось. Следовательно,
регуляция CAR в этих условиях осуществляется
посредством NO и маловероятна при участии би-
тирозина.

В ходе настоящего исследования с помощью
специфического ингибитора растворимой гуани-
латциклазы – ODQ было показано, что повышение
уровня CAR при воздействии GSNO в концентра-
ции 1 мкМ реализуется через NO-ГЦ-цГМФ сиг-
нальный путь.

Дальнейшее увеличение концентрации GSNO
(10 и 50 мкМ) приводило к увеличению уровня ме-
таболитов NO, образованию пероксинитрита и по-
вреждению белковых молекул по тирозину.

Нитрозилирование тирозина представляет со-
бой наиболее специфичную окислительную моди-
фикацию. Нитротирозин частично диссоциирует
до фенолята, но основное его количество конден-
сируется до 3.3-дитирозина (битирозина) [45]. До-
казано, что образование битирозина превалирует
над нитротирозином при длительном воздействии
и/или более высоком уровне активных форм азота,
что позволяет рассматривать его в качестве марке-
ра нитрозативного стресса [46].

Поэтому на следующем этапе исследования
изучался другой потенциальный механизм регуля-
ции через продукт нитрозативного стресса – бити-
розин.

Прямое воздействие битирозина в концентра-
циях 0.4 и 1 мМ на клетки линии Сасо-2 приводило
к увеличению относительного количества CAR,
что указывает на участие продукта нитрозативного
стресса в регуляции данного орфанного рецептора.
Сигнальная роль битирозина согласуется с данны-
ми литературы [47, 48].

При усугублении нитрозативного стресса (воз-
действие GSNO в концентрациях 100 и 500 мкМ)
наблюдались снижение жизнеспособности клеток
и уменьшение относительного количества CAR.

Конститутивный андростановый рецептор со-
стоит из 301 аминокислоты, из них 33 приходится
на формирование лиганд-связывающего кармана.
Аминокислоты, выстилающие и окружающие ли-
ганд-связывающий карман, идентифицированы
как наиболее важные и определяющие активность
CAR [49].

При усугублении нитрозативного стресса про-
исходит взаимодействие пероксинитрита с амино-
кислотными остатками белков. Пероксинитрит
проявляет высокую реакционную активность в от-
ношении следующих аминокислот: цистеин, трип-
тофан, метионин, тирозин. Можно предположить,
что изменение относительного количества СAR
может объясняться его структурной модификаци-
ей – нитрозилированием цистеина (292), трипто-
фана (283, 305), метионина (241, 272, 316, 418) и ти-
розина (283, 311, 399), входящих в состав лиганд-
связывающего кармана CAR.

Таким образом, нами показано, что воздействие
донора NO GSNO в течение 3 и 24 ч в концентра-
циях 1–500 мкМ не влияет на количество CAR.
Увеличение длительности экспозиции до 72 ч при-
водит к увеличению относительного количества
CAR при экспозиции с GSNO в концентрациях 1,
10 и 50 мкМ, при этом регуляция осуществляется
по разным механизмам.

Повышение относительного количества CAR
при воздействии низких концентраций GSNO
(1 мкМ) реализуется через NO-цГМФ-сигнальный
путь, а при увеличении концентрации GSNO до 10
и 50 мкМ отмечается развитие нитрозативного
стресса, и регуляция осуществляется через продукт
нитрования – битирозин. В условиях прогрессиро-
вание нитрозативного стресса, вызванного GSNO
в концентрации 100–500 мкМ, относительное ко-
личество CAR снижается, что, вероятно, связано с
повреждением его молекулы.
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Effect of the Nitrogen Oxide Donor S-Nitrosoglutathione 
on Expression of the Constitutive Androstane Receptor

Yu. V. Abalenikhinaa,#, E. A. Sudakovaa, А. А. Seidkuliyevaa,
A. V. Shchulkina and , and E. N. Yakushevaa

a Pavlov Ryazan State Medical University, Ryazan, Russia
#e-mail: abalenihina88@mail.ru

The mechanisms of regulation of the constitutive androstane receptor (CAR) under the effect of the nitric oxide
(NO) donor S-nitrosoglutathione (GSNO), added to a nutrient medium at concentrations ranging from 1 to 500
μM for 3, 24, and 72 h, were studied in vitro on Caco-2 cells. Relative CAR levels were assessed by Western blot-
ting. It was found that short-term (3 and 24 h) exposure to GSNO at concentrations of 1–500 μM did not affect
the relative CAR level, while after a 72-h exposure to GSNO concentrations of 1 and 10 μM, it increased. Such
an increase in the relative CAR level upon exposure to a low GSNO concentration (1 μM) was proved to be im-
plemented via the NO-cGMP signaling pathway. Further increase in the GSNO concentration to 10 μM trig-
gered the development of nitrosative stress, and the relative CAR level was regulated via the nitration product bi-
tyrosine. Nitrosative stress progression at GSNO concentrations of 100 and 500 μM was accompanied by a de-
cline in Caco-2 cell survival, leading to a decrease in the relative CAR level.

Keywords: constitutive androstane receptor, nitrosative stress, nitric oxide, bityrosine
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Эффективность системы транспорта лимфы влияет не только на баланс интерстициальной жидкости,
но и на другие аспекты гомеостаза. Известно, что транспорт лимфы из интерстициального простран-
ства в магистральные вены обеспечивается преимущественно ритмическими сокращениями сегментов
лимфатических сосудов – лимфангионов. При этом в сеть лимфатических сосудов последовательно
встроены лимфатические узлы, роль которых в транспорте лимфы изучена слабо. Целями данной ра-
боты были исследования соотношения длина – натяжение в капсуле брыжеечных лимфатических уз-
лов быка и расчет величины давления, которое способны генерировать лимфатические узлы, а также
сопоставление активных и пассивных механических характеристик капсулы лимфатических узлов мо-
лодых и стареющих животных. Эксперименты на изолированных капсулах лимфатических узлов пока-
зали, что лимфатические узлы являются хорошо растяжимыми структурами, что позволяет им беспре-
пятственно заполняться лимфой даже на максимуме лимфообразования. Наши данные показывают,
что брыжеечные лимфатические узлы быка обладают способностью регулировать ток лимфы по ним
посредством внутренних механизмов. Гладкомышечные клетки капсулы лимфатических узлов чув-
ствительны к растяжению, что проявляется в возрастании силы сокращений при увеличении растяже-
ния капсулы. Лимфатические узлы способны генерировать высокое активное давление при значитель-
ном увеличении объема и пассивного давления. Растяжимость капсулы лимфатических узлов старею-
щих быков и активное давление, развиваемое ими в процессе спонтанных сокращений, снижены по
сравнению с аналогичными показателями лимфатических узлов молодых животных. В совокупности,
в данной работе представлены первые измерения и анализ соотношения длина – натяжение в капсуле
и диаметр – давление в брыжеечных лимфатических узлах молодых и стареющих быков.

Ключевые слова: лимфатический узел, капсула, гладкомышечные клетки, натяжение, давление
DOI: 10.31857/S0044452922050072

В организме позвоночных функционируют две
сосудистые системы: кровеносная и лимфатиче-
ская. Кровеносная система необходима для обмена
воды, солей, кислорода, питательных веществ, гор-
монов и представляет собой замкнутый круг кро-
вообращения с централизованным насосом. На-
против, лимфатическая сосудистая сеть является
открытой системой однонаправленного транспор-
та с низким давлением, ответственной за реабсорб-
цию и доставку компонентов интерстициальной
жидкости из тканей в венозный отдел кровеносной
системы. Транспорт лимфы децентрализован и
осуществляется лимфатическими сосудами [1, 2].
Наличие лимфатической сосудистой системы у
млекопитающих с их высоким давлением в крове-
носных сосудах является обязательным условием
для оптимальной гидратации тканей. Во всех тка-
нях в сосудах микроциркуляторного русла филь-

трация преобладает над реабсорбцией [3], что в от-
сутствие дренирующей лимфатической системы
могло бы привести к накоплению в интерстици-
альном пространстве значительного объема жид-
кости (у человека за сутки до 8–12 л) и отеку [4].
Избыток жидкости реабсорбируется из межклеточ-
ного пространства лимфатическими капиллярами.
Вместе с водой из интерстиция в лимфатические
капилляры поступает широкий спектр различных
молекул, профильтрованных из плазмы крови или
синтезированных клетками тканей. Из лимфати-
ческих капилляров лимфа переходит в собиратель-
ные лимфатические сосуды и коллекторы, которые
обеспечивают возврат капиллярного ультрафиль-
трата и внесосудистых белков в кровеносную си-
стему.

Важнейшей функцией лимфатической системы
является участие в иммунных реакциях. В составе

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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лимфы (в особенности, кишечной) содержатся ты-
сячи антигенов (аутоантигенов, антигенов из со-
става пищи и антигенов комменсальной флоры)
[5]. Лимфатическая система реализует и контроли-
рует аутотолерантность и иммунный ответ на эти
антигены несколькими способами: управление
проникновением антигена/дендритных клеток в
лимфатические капилляры на периферии; достав-
ку антигена/дендритных клеток по афферентным
лимфатическим сосудам в лимфатические узлы
(ЛУ); презентацию антигена в ЛУ с участием лим-
фатических эндотелиальных клеток и клеток стро-
мы ЛУ; регуляция выхода лимфоцитов из ЛУ [2].

Для реализации своих функций лимфатическая
система должна иметь эффективную и хорошо ре-
гулируемую систему транспорта лимфы. Несмотря
на то что исследования лимфатической системы в
последние годы развиваются быстрыми темпами
[6, 7], механизмы лимфотока и регуляции транс-
порта лимфы все еще остаются менее изученными
по сравнению с кровеносной системой [1, 8]. К на-
стоящему времени установлено, что продвижение
лимфы по лимфатическим сосудам осуществляет-
ся за счет внешних и внутренних сил. Внешний ме-
ханизм эффективно функционирует в органах,
подвергающихся периодической компрессии (ор-
ганы грудной и брюшной полостей, скелетные
мышцы) [9]. Однако важнейшим механизмом,
обеспечивающим движение лимфы по лимфатиче-
ским сосудам, является внутренний механизм,
именно он является основным источником перио-
дического градиента давления, способствующего
лимфотоку [1, 8]. Внутренний механизм накачки
лимфы реализуется за счет мощных фазных сокра-
щений гладкомышечных клеток стенки лимфати-
ческих сосудов и наличия в них клапанов. Сегмен-
ты лимфатических сосудов, называемые лимфан-
гионами, ритмично сокращаясь, эффективно
перекачивают лимфу против неблагоприятного
градиента давления [10–12].

Количество лимфы, образующейся в тканях, су-
щественно варьирует и в зависимости от активно-
сти органов может изменяться в 10–15 раз [13].
Лимфатические сосуды имеют сложную много-
контурную регуляцию (миогенную, эндотелийза-
висимую, регуляцию с участием химических ве-
ществ), благодаря которой их активная транспорт-
ная функция изменяется в соответствии с уровнем
лимфообразования [14, 15]. Эффективная система
регуляции позволяет лимфатическим сосудам эф-
фективно перекачивать значительные объемы
лимфы как в физиологических условиях, так и при
патологии, обеспечивая тем самым оптимальную
гидратацию тканей.

Обязательными элементами лимфатической
системы млекопитающих являются ЛУ, их число у
человека составляет от 500 до 600 [16]. ЛУ в эмбри-
ональном периоде формируются из лимфатиче-

ских сосудов, по мере развития они значительно
увеличиваются по сравнению с лимфатическими
сосудами, заселяются различными клетками и на
протяжении жизни выполняют функцию иммун-
ного надзора. ЛУ располагаются в точках схожде-
ния афферентных лимфатических сосудов и вклю-
чены в лимфатическую сосудистую сеть таким об-
разом, что весь объем образующейся в организме
лимфы обязательно проходит через один, а чаще –
через несколько ЛУ, которые действуют как филь-
тры патогенов, места встречи антигенпрезентиру-
ющих клеток и лимфоцитов, а также как среда для
клональной экспансии антигенспецифических Т-
и В-лимфоцитов [17, 18]. Антигены и дендритные
клетки поступают в ЛУ по лимфатическим сосу-
дам, а лимфоциты – через стенку венул с высоким
эндотелием [19]. Исследования иммунных реак-
ций, происходящих в ЛУ, стремительно развива-
ются, ежегодно публикуются сотни работ. При
этом механизмы лимфотока по ЛУ и его регуляция
изучены слабо [20, 21].

Основополагающими характеристиками, опре-
деляющими реакции органов, имеющих в своем
составе гладкомышечные клетки, на различные
стимулы, являются механические свойства их
стенки [22]. В частности, механические свойства
оказывают основное влияние на сократительную
функцию кровеносных и лимфатических сосудов
[23, 24]. Механические свойства лимфатических
сосудов различных регионов разных животных и
человека подробно описаны в нескольких работах
[25–27]. В ЛУ активным элементом, обеспечиваю-
щем продвижение лимфы по синусам ЛУ, является
капсула, покрывающая ЛУ снаружи и состоящая из
коллагеновых и эластических волокон, формирую-
щих трехмерную сеть, с включенными в нее пучка-
ми гладкомышечных клеток [28, 29]. Механиче-
ские свойства капсулы ЛУ не изучены, соответ-
ственно также отсутствуют данные об изменениях
механических свойств капсулы ЛУ и ее сократи-
тельной функции в зависимости от возраста. Меж-
ду тем, морфологические исследования показыва-
ют, что по мере старения количество соединитель-
ной ткани в ЛУ увеличивается [30], участки ЛУ,
населенные иммунными клетками, замещаются
соединительной тканью, в капсуле и паренхиме ЛУ
развиваются фиброз и липоматоз [31, 32].

Цели нашего исследования были двоякими. Во-
первых, учитывая ограниченное количество дан-
ных о сократительной функции капсулы ЛУ, ее
важность для продвижения лимфы по синусам ЛУ
и отсутствие информации о чувствительности
гладкомышечных клеток капсулы к растяжению,
мы поставили задачу исследовать соотношение
длина – натяжение в капсуле брыжеечных ЛУ быка
и рассчитать величину давления, которое способ-
ны генерировать ЛУ. Во-вторых, учитывая выра-
женные морфологические изменения ЛУ, развива-
ющиеся с возрастом, сопоставить активные и пас-
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сивные механические характеристики капсулы ЛУ
молодых и стареющих животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для исследования забирали брыжеечные ЛУ
второго порядка у молодых (18–20 мес) быков (n = 14)
и быков в возрасте 7–8 лет (n = 8), которых ветери-
нары считают стареющими [33]. Исследование бы-
ло одобрено этической комиссией Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН. Забор материала
для исследований осуществляли в цехе забоя жи-
вотных племенного завода “Приневское”. ЛУ извле-
кали из брыжейки через 10–12 мин после обескров-
ливания животных и доставляли в лабораторию в хо-
лодном (2–4°С) физиологическом солевом растворе
(PSS), состав которого представлен ниже. В лабора-
тории из капсулы ЛУ на стороне, противополож-
ной воротам ЛУ, вырезали фрагменты капсулы и
хранили их до исследования в холодильнике в PSS
на льду. Перед исследованием из фрагментов кап-
сулы вырезали полоски шириной 2 мм, в направле-
нии от ворот к выпуклой части ЛУ (рис. 1а). Все по-
лоски имели одинаковые размеры и были выреза-
ны в одинаковых местах капсулы ЛУ. К обоим
концам полосок прикрепляли шелковые лигатуры
таким образом, чтобы расстояние между ними со-
ставляло 5 мм. Размеры полосок определяли под
микроскопом МССО (ЛОМО, Россия) с измери-
тельным окуляром. Подготовленные полоски по-
мещали в камеру миографа с датчиком силы FORT –
10 (WPI, США). Одну лигатуру прикрепляли к
штоку датчика, а вторую – к микроманипулятору с

микрометром. Через камеру миографа постоянно
протекал PSS следующего состава (мМ: NaCl –
120.4; KCl – 5.9; CaCl2 – 2.5; MgCl2 – 1.2; NaH2PO4
– 1.2; NaHCO3 – 15.5; глюкоза – 11.5 (все вещества
химически чистые, производства Химпром, Рос-
сия) + 10 г/л очищенного бычьего сывороточного
альбумина (Merck, Sigma-Aldrich)). Раствор аэри-
ровали газовой смесью, состоящей из 95% О2 и 5%
СО2. Температуру раствора поддерживали на уров-
не 38 ± 0.1°С, рН 7.40 ± 0.02. Сигнал от датчика по-
ступал на вход усилителя INA333 (Texas Instruments
Incorporated), затем – в сигма – дельта АЦП, встро-
енный в микроконтроллер STM32F373 (STMicro-
electronics). Далее поток данных с частотой 50 Гц
поступал на USB – порт компьютера. Программа
регистрации (С++) обеспечивала непрерывную за-
пись информации с датчика на протяжении всего
эксперимента.

Полоски капсулы ЛУ уравновешивали в нена-
груженном состоянии на протяжении 40 мин. За-
тем пошагово (с шагом 500 мкм) увеличивали дли-
ну полосок с помощью микроманипулятора. После
завершения релаксации и установления стабиль-
ного уровня силы полоски активировали раство-
ром (AS), в котором весь Na+ был заменен на К+ с
добавлением 20 мкМ норадреналина (Norepineph-
rine bitartrate, Sigma-Aldrich). АS действовал до раз-
вития полосками максимальной силы. Затем АS в
камере миографа заменяли на проточный PSS до
восстановления исходного уровня тонуса. Растя-
жение – активацию полосок капсулы ЛУ повторя-
ли до уменьшения активной силы до 60% от макси-

Рис. 1. Динамика развития силы в полоске капсулы брыжеечного ЛУ молодого быка при пошаговом увеличении длины:
a – схема ЛУ и расположение полоски капсулы в ЛУ, используемой в экспериментах, b – оригинальная кривая, иллю-
стрирующая реакции полоски капсулы ЛУ при пошаговом ее удлинении. По завершении релаксации после каждого шага
растяжения на полоску действовали активирующим раствором (AS). TC– тоническое сокращение, SPhC – спонтанное
фазное сокращение, CPhC– фазное сокращение, вызванное действием активирующего раствора. Вертикальные стрелки
показывают момент удлинения полоски. Разрывы на кривой соответствуют 15 мин действия PSS до восстановления ис-
ходного уровня тонуса.
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мальной. После каждого шага увеличения длины
измеряли пассивное натяжение и после активации
– общее натяжение (при фазном и тоническом со-
кращении). Активное натяжение рассчитывали пу-
тем вычитания из общего натяжения величины
пассивного натяжения. Полученные данные в по-
следующем переводили в натяжение на единицу
длины посредством деления зарегистрированной
силы (в Н) на длину полоски (в м). На основании
полученных данных были построены графики за-
висимости пассивного, активного и общего натя-
жения от длины. Для сравнения натяжений среди
полосок капсулы ЛУ разного диаметра, длину по-
лосок (L) нормализовали к оптимальной длине
(Lo), при которой полоски капсулы генерировали
максимальное активное натяжение. Соответствен-
но длину полоски на графиках выражали как отно-
шение реальной длины полоски к Lo (L/Lo). Диа-
метр ЛУ при построении графиков расчетного дав-
ления определяли в соответствии с данными о
диаметре ЛУ до вырезания полосок капсулы и рас-

считывали по формуле , где D – рас-

четный диаметр ЛУ, соответствующий длине по-
лоски капсулы после растяжения, Dисх – диаметр
ЛУ до препарирования, Lисх – длина полоски кап-
сулы ЛУ до растяжения, L – длина полоски после
растяжения. Величины трансмурального давления
были получены из значений напряжения и диамет-
ра с использованием закона Лапласа с учетом тол-
щины капсулы и рассчитаны по формуле:

, где Р – трансмуральное давление, Т –

напряжение в полоске капсулы ЛУ, h – толщина
капсулы, r – радиус ЛУ.

Мы забирали в брыжейке быка ЛУ второго по-
рядка, которые имели форму слегка уплощенной
сферы c диаметром от 21.3 до 28.7 мм. Толщина
капсулы ЛУ составляла от 212 до 256 мкм. Всего бы-
ло изучено 37 полосок, вырезанных из капсулы
брыжеечных ЛУ молодых быков и 26 полосок кап-
сулы ЛУ стареющих животных. 8 полосок капсулы
ЛУ не проявляли спонтанной сократительной ак-
тивности при растяжении и были исключены из
анализа. Статистическую обработку результатов
проводили с помощью программы “StatSoft STA-
TISTICA 6.1.478”. Для проверки нормальности рас-
пределения данных применяли критерий Шапи-
ро–Уилка. Данные соответствовали распределе-
нию Гаусса и представлены в виде среднего
арифметического значения и стандартной ошибки
(M ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Соотношение длина – натяжение

При исследовании механических характеристик
капсулы брыжеечных ЛУ быка было установлено,

×= Dисх
Lисх

LD

= × 2hP T
r

что на первых этапах растяжения полоски капсулы
ЛУ демонстрировали значительную релаксацию.
Применение AS на первых шагах увеличения дли-
ны приводило к слабому тоническому сокращению
полосок (рис. 1b). Начиная с третьего – четвертого
шагов удлинения полоски капсулы ЛУ, без каких-
либо дополнительных воздействий генерировали
спонтанные фазные сокращения, амплитуда кото-
рых на первых шагах растяжения возрастала, а в
последующем снижалась.

Начиная с третьего – четвертого шагов удлине-
ния полосок капсулы ЛУ действие AS сопровожда-
лось развитием двуфазного сокращения, состоя-
щего из быстрого фазного сокращения с последую-
щим частичным расслаблением до плато (рис. 1).
Мы измеряли амплитуду как фазных, так и тониче-
ских сокращений полосок капсулы ЛУ, вызванных
действием AS. Величину тонического сокращения
полосок капсулы ЛУ при генерации ими фазных
сокращений измеряли при максимальном расслаб-
лении полосок. Удлинение полосок капсулы ЛУ
производили до снижения амплитуды активных
фазных сокращений до 60% от максимального. На
основании полученных данных были построены
графики длина – натяжение для полосок капсулы
брыжеечных ЛУ быков разного возраста (рис. 2).

На первых шагах удлинения полосок капсулы
ЛУ развиваемое ими пассивное натяжение было
минимальным. Левая часть графиков (при L/Lo =
= 0.6–0.93) длина – пассивное натяжение показы-
вает, что в интервале длин 0.6–0.93 Lо полоски
капсулы ЛУ обладают высокой растяжимостью.
Сравнение данных, полученных при исследовании
полосок капсулы ЛУ молодых и стареющих быков,
выявило достоверное увеличение пассивного натя-
жения в полосках капсулы ЛУ стареющих живот-
ных при увеличении длины полосок более 0.93 Lо
(р < 0.05). Максимальные различия были выявле-
ны при длинах полосок капсулы 1.13–1.34 Lо.

Фазное активное натяжение при длине полосок
Lo составило в полосках капсулы ЛУ молодых бы-
ков в среднем 3.94 ± 0.33 Н/м при пассивном натя-
жении 0.51 ± 0.04 Н/м (рис. 2a). В полосках капсу-
лы ЛУ стареющих животных аналогичные показа-
тели составили 2.63 ± 0.21 и 0.67 ± 0.05 Н/м
(рис. 2b). Левая часть графиков длина – активное
натяжение (рис. 2) показывает быстро нарастаю-
щее увеличение активного натяжения по мере
удлинения полосок капсулы ЛУ молодых быков, в
то время как у стареющих животных угол наклона
восходящей части графика был значительно мень-
ше. Полоски капсулы ЛУ как молодых, так и старе-
ющих животных при длинах 0.8–1.27 Lo генериро-
вали активное натяжение более 75% от максималь-
ного.
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Соотношение диаметр – давление

На основании данных о соотношении длины и
натяжения при фазных сокращениях были рассчи-
таны величины пассивного и активного давления,
которое может генерировать капсула ЛУ в зависи-
мости от растяжения. Мы проводили расчеты дав-
ления для фазных сокращений, поскольку только
этот тип сокращений может осуществлять актив-
ную насосную функцию. На рис. 3 показаны гра-
фики зависимости трансмурального давления в
брыжеечных ЛУ быков в зависимости от нормали-
зованного диаметра (D/Do), где D и Do были рас-
считаны, исходя из величин L и Lo. График зави-
симости активного давления от диаметра ЛУ моло-
дых быков имеет крутую восходящую и более
плавную нисходящую ветви. Максимальное актив-
ное давление, развиваемое капсулой брыжеечного
ЛУ молодых быков, составило в среднем 27.29 ±
± 1.73 см Н2О. Высокое активное давление поддер-
живалось капсулой ЛУ при значительном измене-
нии его диаметра: при диаметре от 0.80 до 1.4 Do
капсула ЛУ развивала активное давление, состав-
ляющее более 80% от максимального. Результаты
настоящего исследования показывают, что капсу-
ла ЛУ может генерировать высокое активное дав-
ление даже при небольшой величине пассивного
трансмурального давления (около 1 см Н2О). При
повышении пассивного давления способность
капсулы ЛУ генерировать высокое активное давле-
ние снижалась медленно (при пассивном давлении
20 см H2O капсула ЛУ развивала активное давление

около 16 см H2O). Левая часть графика (при диа-
метрах 0.6–1.0 Do), характеризующего зависимость
активного давления от диаметра ЛУ стареющих
животных, была более пологой по сравнению с
аналогичным графиком для ЛУ молодых быков.
Капсула ЛУ стареющих животных при действии AS
генерировала значительно меньшее максимальное
давление (при Do – 20.52 ± 1.44 см Н2О).

Сравнение максимального активного давления 
с давлением при спонтанных сокращениях

Одной из целей данного исследования было
сравнение величин активного давления в ЛУ, раз-
вивающегося при максимальной активации лим-
фатических гладкомышечных клеток с величина-
ми давления, генерируемого ЛУ при спонтанных
фазных сокращениях. Применение AS, содержа-
щего высокую концентрацию К+ и норадреналин,
приводило к максимальной активации сократи-
тельного аппарата гладкомышечных клеток капсу-
лы ЛУ. Подобная методика широко применяется
при исследовании механических свойств артерий,
вен и лимфатических сосудов [34]. Однако в фи-
зиологических условиях важнейшим естественным
активатором сократительной активности гладко-
мышечных клеток капсулы ЛУ является их растя-
жение, а силой, обеспечивающей продвижение
лимфы по ЛУ – спонтанные фазные сокращения
капсулы [20]. Исходя из этого, в заключительной
серии экспериментов мы измеряли амплитуду

Рис. 2. Зависимость пассивного (1), общего (2) и активного (3) натяжения полосок капсулы брыжеечных ЛУ молодых (а)
и стареющих быков (b) от длины при вызванных действием активирующего раствора фазных сокращениях. Lo – длина
полосок, при которой они генерировали максимальную активную силу.
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спонтанных фазных сокращений при различном
растяжении полосок капсулы ЛУ и на основании
полученных данных рассчитали активное давле-
ние, которое способна генерировать капсула ЛУ
при растяжении без дополнительной стимуляции
лимфатических гладкомышечных клеток. Данные
этой серии экспериментов представлены на рис. 4.
На рис. 4а показаны фрагменты записи одного из
экспериментов, показывающие, что с увеличением
натяжения полоски капсулы брыжеечного ЛУ бы-
ка возрастают амплитуда и частота спонтанных
фазных сокращений. Так, при увеличении натяже-
ния полосок капсулы ЛУ от 0.5 до 1.5 N/m ампли-
туда спонтанных сокращений полоски капсулы ЛУ
возрастала с 3.3 до 7.5 mN. При этом частота спон-
танных сокращений увеличивалась с 0.26 до
0.54 мин–1. Дальнейшее увеличение натяжения
приводило к уменьшению амплитуды спонтанных
сокращений капсулы ЛУ (не показано).

На рис. 4b и c представлены графики зависимо-
сти расчетного давления, развиваемого капсулой
ЛУ молодых и стареющих быков от диаметра ЛУ
при генерации ими спонтанных фазных сокраще-
ний. Графики на рис. 4 в общих чертах похожи на
графики, представленные на рис. 3, однако вели-
чины активного давления, развиваемого капсулой
ЛУ при спонтанных сокращениях, были намного
меньше по сравнению с давлением, развиваемым
капсулой ЛУ при максимальной активации гладко-
мышечных клеток. Так, при Dо максимальное ак-
тивное давление, развиваемое капсулой ЛУ моло-

дых быков при действии AS, было 27.3 ± 1.8 см
H2O, а при спонтанных сокращениях – 11.4 ± 1.0 см
H2O. ЛУ стареющих быков при спонтанных фаз-
ных сокращениях развивали достоверно меньшее
давление – 8.9 ± 0.8 см H2O (p < 0.01).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Расширение наших знаний об основных меха-
нических характеристиках элементов лимфатиче-
ской системы важно для понимания механизмов
транспорта лимфы и его регуляции. Из ранее опуб-
ликованных работ известно, что лимфатические
сосуды очень растяжимы и функционируют в усло-
виях относительно низкого трансмурального дав-
ления [1, 8]. Кроме того, в лимфатических сосудах,
в отличие от большинства артерий и вен, проявля-
ется спонтанная фазная сократительная актив-
ность. Благодаря ей и наличию клапанов сегменты
этих сосудов (лимфангионы) выполняют активную
насосную функцию, обеспечивающую эффектив-
ный транспорт лимфы. Многочисленные исследо-
вания организации лимфатической системы пока-
зали, что в процессе лимфотока лимфа обязательно
протекает через ЛУ, последовательно включенных
в лимфатическую сосудистую сеть. При этом при-
ходится констатировать, что работ по исследова-
нию транспортной функции ЛУ крайне мало [1].
Фундаментальные свойства гладких мышц, входя-
щих в состав капсулы ЛУ, изучены слабо, практи-
чески нет данных о механических свойствах капсу-

Рис. 3. Расчетное давление (1 – пассивное, 2 – общее, 3 – активное) в зависимости от нормализованного диаметра в бры-
жеечных лимфатических узлах молодых (а) и стареющих (b) быков. D/Dо – нормализованный диаметр, где Dо-диаметр,
при котором капсула развивала максимальную силу сокращения.
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лы ЛУ. В то же время эта информация крайне необ-
ходима как для понимания роли ЛУ в осуществлении
лимфотока по лимфатической сети, так и для постро-
ения точных математических моделей функциони-
рования ЛУ как центральных структур, реализую-
щих иммунный ответ [35].

В данной работе нами изучены основные меха-
нические характеристики капсулы брыжеечных ЛУ
молодых и стареющих быков, включая отношение
длина – натяжение и спонтанные сокращения. Ос-
нований для выбора брыжеечных ЛУ быка как объ-
екта исследования было несколько: 1) ЛУ лабора-
торных животных (мыши и крысы) имеют тонкую
капсулу, которую крайне сложно выделить без по-
вреждений; 2) параметры сократительной и насос-
ной функции брыжеечных лимфатических сосудов
быков хорошо изучены [14, 25]; 3) через ЛУ бры-
жейки протекает большой объем лимфы (в кишеч-
нике и печени образуется до 80% всей лимфы в ор-

ганизме) [36]; лимфатическая система кишечника
подвергается мощной антигенной нагрузке, вклю-
чая аутоантигены, антигены пищи и комменсаль-
ной микрофлоры [37, 38].

Механическую реакцию органов, имеющих в
своем составе гладкомышечные клетки, на физио-
логические нагрузки можно разделить на пассив-
ную и активную составляющие. Пассивный ответ
определяется такими компонентами стенки, как
эластин и коллаген, в то время как активный ответ
является результатом сокращения гладкомышеч-
ных клеток. Капсула, покрывающая ЛУ снаружи и
определяющая форму и размеры ЛУ, является наи-
менее изученной структурой ЛУ. На фоне сотен
публикаций о взаимодействии стромальных кле-
ток, лимфатических эндотелиальных клеток и им-
мунных клеток в ЛУ в процессе реализации иммун-
ного ответа [39], работ по исследованию состояния
и роли капсулы ЛУ в процессе транспорта лимфы

Рис. 4. Спонтанные фазные сокращения капсулы ЛУ молодого быка и расчетное давление, развиваемое капсулой ЛУ при
спонтанных сокращениях: а – спонтанные сокращения капсулы ЛУ при натяжении: 0.5 N/m (слева), 1.0 N/m (в центре),
1.5 N/m (справа), b – расчетное давление (1 – пассивное, 2 – активное) при спонтанных сокращениях капсулы ЛУ моло-
дых быков, с – расчетное давление (1 – пассивное, 2 – активное) при спонтанных сокращениях капсулы ЛУ стареющих
быков в зависимости от нормализованного диаметра. D/Dо – нормализованный диаметр, где Dо – диаметр, при котором
капсула ЛУ развивала максимальную силу сокращений.
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крайне мало, при этом имеющиеся данные явля-
ются преимущественно морфологическими [29,
40]. При исследовании капсулы ЛУ различных жи-
вотных и человека показано, что эта капсула состо-
ит преимущественно из коллагеновых и эластиче-
ских волокон, формирующих сложную трехмер-
ную сеть, и пучков гладкомышечных клеток,
ориентированных в разных направлениях [28, 29].
На выпуклой стороне ЛУ найдено максимальное
количество гладкомышечных клеток, которые
“располагаются плотными слоями и имеют цирку-
ляторную ориентацию” [41]. В нашей работе мы
опирались на имеющиеся морфологические дан-
ные, т.о. полоски, вырезаемые из капсулы, были
ориентированы в соответствии с направлением ос-
новной массы гладкомышечных клеток [41]. Меха-
нические характеристики капсулы ЛУ не изучены,
соответственно нет данных о возрастных измене-
ниях биомеханических свойств капсулы ЛУ, хотя
имеются морфологические данные, свидетельству-
ющие о возраст зависимом фиброзе и липоматозе
капсулы и паренхимы ЛУ [42, 43].

В нашей работе, выполненной на полосках кап-
сулы брыжеечных ЛУ молодых и стареющих бы-
ков, установлено, что капсула ЛУ обладает высо-
кой растяжимостью, что подтверждается выражен-
ной релаксацией полосок капсулы на первых
этапах растяжения. Высокая растяжимость капсу-
лы ЛУ также наглядно иллюстрируется графиком,
отражающим отношение длины и пассивного на-
тяжения полосок капсулы ЛУ: первые пять шагов
удлинения полосок капсулы практически не повы-
шали пассивное натяжение капсулы ЛУ как моло-
дых, так и стареющих животных (рис. 2). По-види-
мому, так же, как и в лимфатических сосудах, в
капсуле ЛУ при малых деформациях основное со-
противление растяжению оказывают волокна эла-
стина с его низким модулем упругости [44]. Пред-
ставляется, что высокая растяжимость является
важным свойством капсулы ЛУ, которая позволяет
ЛУ беспрепятственно заполняться лимфой, посту-
пающей по афферентным лимфатическим сосудам
даже в условиях повышенного лимфообразования.
Высокая растяжимость характерна и для других
структур лимфатической системы (например, для
брыжеечных лимфатических сосудов быка [25], и,
по-видимому, является основополагающим свой-
ством лимфатической системы, позволяющим эф-
фективно прокачивать лимфу при низком транс-
муральном давлении. В нашем исследовании рас-
тяжимость полосок капсулы ЛУ начинала
снижаться при увеличении длины более 0.93 Lo.
Следует полагать, что при увеличении деформации
в сопротивление капсулы ЛУ растяжению рекрути-
руются коллагеновые волокна, которые при малых
деформациях только расправлялись, а при боль-
ших становятся все более натянутыми, что значи-
тельно повышает жесткость капсулы. В этом диа-
пазоне длин прослеживались достоверные отличия

механических характеристик капсулы ЛУ молодых
и стареющих быков, капсула ЛУ стареющих живот-
ных демонстрировала значительно бóльшую жест-
кость.

Применение AS на первых шагах увеличения
длины полосок капсулы ЛУ сопровождалось тони-
ческим сокращением препаратов (рис. 1). В после-
дующем, на третьем – четвертом шагах удлинения
полосок AS приводил к развитию двуфазного со-
кращения, которое состояло из быстрого фазного
сокращения и следующего за ним частичного рас-
слабления до плато. В этом отношении гладкомы-
шечные клетки капсулы брыжеечных ЛУ быков
проявляли такие же свойства, что и гладкомышеч-
ные клетки лимфатических сосудов [26, 45], это в
определенной степени объясняется их общим про-
исхождением (ЛУ в процессе эмбриогенеза образу-
ются из мезенхимального зачатка с участием уже
существующих лимфатических сплетений). Так
же, как и лимфатические сосуды, капсула ЛУ при
достаточной степени растяжения генерировала
спонтанные фазные сокращения, амплитуда и ча-
стота которых демонстрировали выраженную за-
висимость от растяжения. Мы измеряли амплитуду
фазных и тонических сокращений, вызванных
действием AS, но в дальнейшем анализировали
данные о фазных сокращениях, поскольку только
этот вид сокращения гладкомышечных клеток
обеспечивает насосную функцию элементов лим-
фатической системы [12].

Максимальное активное натяжение полосок
капсулы ЛУ при вызванных действием AS фазных
сокращениях было зарегистрировано у молодых жи-
вотных при пассивном натяжении 0.51 ± 0.03 Н/м и
составляло в среднем 3.94 ± 0.19 Н/м (рис. 2). У ста-
реющих быков максимальное активное натяжение
полосок капсулы ЛУ составило 2.63 ± 0.14 Н/м при
пассивном натяжении 0.67 ± 0.05 Н/м, что свиде-
тельствует об уменьшении активной силы, кото-
рую способна развивать капсула ЛУ стареющих
быков. Графики, отражающие зависимость ак-
тивного натяжения полосок капсулы ЛУ моло-
дых и стареющих быков от длины, имели поло-
гую восходящую ветвь и были довольно плоски-
ми при длинах полосок капсулы от 0.8 до 1.2 Lo,
активное натяжение полосок в этом диапазоне со-
ставляло около 80% от максимального. Представ-
ляется интересным, что капсула брыжеечных ЛУ
быка демонстрировала примерно такие же величи-
ны активного и пассивного натяжения, что и груд-
ной проток человека [46], хотя диаметры грудного
протока и ЛУ отличаются более чем на порядок.

На основании данных о пассивном и макси-
мальном активном натяжении капсулы ЛУ нами
были проведены расчеты давления, которое может
создавать капсула ЛУ при изменении их диаметра.
Мы считаем необходимым подчеркнуть, что пред-
ставленные нами величины пассивного и активно-
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го давления в ЛУ являются производными величи-
нами, рассчитанными на основании данных о си-
ле, развиваемой капсулой при разном диаметре
ЛУ. Подобные расчеты правомерны и широко ис-
пользуются при исследовании лимфатических со-
судов [26, 46]. Расчеты показали, что на первона-
чальных этапах увеличения диаметра пассивное
давление в ЛУ возрастает очень медленно, но при
диаметрах бóльших, чем Dо, график зависимости
пассивного давления от диаметра становится кру-
тым, т.е. растяжимость капсулы ЛУ значительно
снижается. В физиологических условиях зависи-
мость пассивного давления от диаметра определя-
ется количеством соединительнотканных элемен-
тов (коллагена и эластина) в капсуле ЛУ. С возрас-
том в ЛУ развиваются дегенеративные процессы,
приводящие к выраженному фиброзу, липоматозу,
витрификации и гиалинизации в различных струк-
турах ЛУ, в т.ч. и в капсуле [42, 43], что, по нашему
мнению, и приводит к большей жесткости капсу-
лы, наглядно иллюстрируемой в данном исследо-
вании крутой правой частью графика зависимости
пассивного давления от диаметра в ЛУ стареющих
быков.

Активно генерируемое давление быстро возрас-
тало по мере увеличения диаметра ЛУ. Восходящая
часть графика, отражающего зависимость актив-
ного давления от диаметра ЛУ, была очень крутой,
особенно в ЛУ молодых быков. Так, в брыжеечных
ЛУ молодых животных при D/Dо = 0.6 активное
давление было 8.53 ± 0.61 см H2O, а при увеличе-
нии D/Dо до 0.8 возрастало до 23.04 ± 1.51 см H2O,
т.е. гладкомышечные клетки капсулы ЛУ так же,
как и гладкомышечные клетки собирающих лим-
фатических сосудов [47] способны ощущать сте-
пень растяжения и реагировать на него увеличени-
ем силы сокращений. Важным свойством является
также способность капсулы ЛУ генерировать высо-
кое активное давление при значительном увеличе-
нии растяжения капсулы: при увеличении диамет-
ра ЛУ до 1.27 Dо ЛУ развивал давление, составляю-
щее более 80% от максимально возможного. Ранее
быстрый прирост активного давления и длитель-
ное удержание давления на высоком уровне при
увеличении диаметра были показаны при исследо-
вании брыжеечных лимфатических сосудов быка
[25]. По-видимому, высокая чувствительность к
растяжению, высокая реактивность и способность
к развитию высокого давления при значительном
растяжении характерны для всех элементов лим-
фатической системы. Графики, иллюстрирующие
зависимость активного давления от диаметра в
брыжеечных ЛУ молодых и стареющих быков, су-
щественно отличались. В частности, левая часть
графика, отражающего зависимость активного
давления от диаметра ЛУ стареющих животных,
была менее крутой. В ЛУ молодых животных мак-
симальное активное давление при Dо составляло

27.29 ± 1.77 см H2O, а в ЛУ стареющих быков –
лишь 20.52 ± 1.63 см H2O (p < 0.01). Мы полагаем,
что в основе выявленных различий в растяжимости
и снижении силы сокращений капсулы ЛУ молодых
и стареющих животных лежат возраст зависимые
структурные изменения, заключающиеся не только
в избыточном развитии волокнистой соединитель-
ной ткани в капсуле и трабекулах ЛУ [42, 43], но и в
снижении массы гладкомышечных клеток. Так,
при морфометрическом анализе структурно-функ-
циональных изменений брыжеечных ЛУ человека
при старении показано уменьшение числа гладко-
мышечных клеток в капсуле ЛУ [31, 43].

Данные о максимальном активном давлении,
регистрируемом при действии различных стимули-
рующих факторов, характеризуют потенциальную
способность гладкомышечных клеток кровенос-
ных и лимфатических сосудов, а также ЛУ к сокра-
щению и развитию силы. Однако в физиологиче-
ских условиях для выполнения своей специфиче-
ской функции гладкомышечные клетки сосудов
используют только часть своих потенциальных
способностей к развитию силы. Так, миогенный
тонус в артериях поддерживается сокращениями
стенок гладкомышечных клеток, амплитуда кото-
рых не превышает 18% от максимальной [48]. В ме-
зентериальных лимфатических сосудах крысы ам-
плитуда спонтанных фазных сокращений состав-
ляет лишь 15% от максимально возможной [45].
Результаты нашего исследования показывают, что
капсула ЛУ при генерации спонтанных фазных со-
кращений, лежащих в основе активной насосной
функции ЛУ, также реализует лишь часть своих по-
тенциальных возможностей по развитию силы, но
эта часть значительно больше по сравнению с лим-
фатическими сосудами. Величина активного дав-
ления, развиваемого капсулой брыжеечных ЛУ мо-
лодых быков при Do в процессе спонтанных сокра-
щений, составила 11.4 ± 1.0 см Н2О или 41.7% от
максимально развиваемого ею активного давления
при действии AS. В ЛУ стареющих животных эта
величина оказалась еще меньше – 6.8 ± 0.6 см Н2О
(33.1%). Мы полагаем, что в основе столь значи-
тельного отличия механических характеристик
лимфатических сосудов и ЛУ лежат различия в их
строении: лимфатические сосуды являются полы-
ми органами, препятствий для лимфотока в них
практически нет, а внутренняя часть ЛУ является
пористой структурой с синусами и лабиринтами
шириной 5–20 мкм и высоким гидродинамиче-
ским сопротивлением [49]. В стенке лимфатиче-
ских сосудов значительное количество гладкомы-
шечных клеток, расположенных циркулярно и по
спирали [50], способных развивать быстрые сокра-
щения, отношение толщины стенки к диаметру со-
суда – 1/15–1/20, а в капсуле ЛУ преобладают со-
единительнотканные элементы, отношение тол-
щины капсулы в диаметру ЛУ – 1/100 и более. В
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связи с этим в ЛУ, несмотря на общее происхожде-
ние гладкомышечных клеток их капсулы и лимфа-
тических сосудов, эволюционно сформировались
другие механизмы управления процессом сокра-
щения, что проявляется в скорости и длительности
фазных сокращений ЛУ. Сокращения лимфатиче-
ских сосудов быстрые (до 6 с), с фазой укорочения
1.5–2 с [1], в то время как сокращения капсулы
брыжеечных ЛУ быка медленные, фаза укорочения
составляет до 30 с при общей продолжительности
сокращения до 90 с (рис. 4а). Учитывая высокое
гидродинамическое сопротивление ЛУ “при со-
кращении мышечных элементов ЛУ лимфа выжи-
мается из него, как из губки…” [51].

В основе выявленных различий в способности
генерировать активное давление в процессе спон-
танных сокращений ЛУ молодых и стареющих жи-
вотных могут лежать два возраст зависимых про-
цесса. Первый – общее уменьшение числа гладко-
мышечных клеток в капсуле ЛУ стареющих
животных на фоне утолщения капсулы. Второй –
возрастные дегенеративные изменения, заключа-
ющиеся в фиброзе и гиалинозе капсулы и отложе-
нии жира [42], что может механически разобщать
пучки гладкомышечных клеток, функционирую-
щие в капсуле ЛУ молодых животных по принципу
функционального синцития, и ограничивать воз-
можность распространения возбуждения с одних
пучков гладкомышечных клеток на другие.

В заключительной части обсуждения представ-
ляется интересным сопоставить рассчитанное на-
ми активно генерируемое давление в брыжеечных
ЛУ быка с данными, полученными при непосред-
ственном измерении внутриузлового давления in
vivo. К сожалению, мы не нашли в литературе дан-
ных о давлении в ЛУ быка. Однако имеются дан-
ные о величинах трансмурального давления в ЛУ
человека и других животных. Прежде, чем приво-
дить эти данные и сравнивать их с результатами на-
шего исследования, хотелось бы отметить, что
лимфатическая система является системой низко-
го давления, функционирующей по законам, отли-
чающимся от законов гемодинамики. В лимфати-
ческой системе нет централизованного насоса,
транспорт лимфы децентрализован и осуществля-
ется сегментами лимфатических сосудов – лим-
фангионами и ЛУ [1]. В процессе осуществления
своей активной транспортной функции лимфан-
гионы кратковременно развивают небольшие вол-
ны давления (как правило, это единицы см Н2О),
которого вполне достаточно для перекачивания
лимфы из дистального лимфангиона в прокси-
мальный. При исследовании брыжеечных лимфа-
тических сосудов быка было показано, что давле-
ние в лимфангионах колебалось от 3 до 7 см воды.
При этом систолический объем лимфангиона до-
стигал 70% от конечнодиастолического, т.е. лим-
фатический сосуд как активный насос работал
очень эффективно [52]. В другом исследовании

было установлено, что активная прокачка лимфы в
брыжеечных лимфтических сосудах быка начина-
ется при давлении 2 см Н2О и достигает максимума
при 8 см Н2О [53]. Измерение давления в брыжееч-
ных лимфтических сосудах овец показало величи-
ны давления – 2–3 см Н2О [54], а в лимфтических
сосудах ног претерпевало колебания от 0 до 5 см
Н2О [55]. Приблизительно такие же величины дав-
ления были получены при исследовании внутри-
лимфатического давления у мелких животных: в
брыжеечных лимфтических сосудах крыс давление
в лимфангионе на протяжении цикла сокращение
– расслабление колебалось от 0 до 2.5 см Н2О, а при
повышении давления на входе повышалось до 5 см
Н2О [56]. В другой работе у крыс было зарегистри-
ровано несколько бóльшее давление: в диастолу –
около 2 см Н2О, а в систолу повышалось до 11 см
Н2О [57]. Резюмируя приведенные величины дав-
ления в лимфатических сосудах различных живот-
ных, приходится констатировать, что этот пара-
метр не зависит от размеров животного (масса бы-
ка и крысы отличаются более чем в 1000 раз).
Поскольку ЛУ последовательно встроены в систе-
му лимфтических сосудов, следует полагать, что
давление в них должно быть примерно таким же,
как и в просвете лимфтических сосудов. Прямых
измерений внутриузлового давления мало, имеют-
ся данные о давлении лишь в ЛУ мыши и человека.
Прямое измерение давления в ЛУ мыши показало,
что среднем оно составляет 6.86 ± 0.56 см Н2О [58].
У человека давление в интактных ЛУ составило
9.1 ± 6.2 см Н2О, а в ЛУ, пораженных метастазами
раковых клеток – 21.4 ± 15.4 см H2O [59]. Сопостав-
ление рассчитанных нами величин активного дав-
ления в брыжеечных ЛУ быка с данными, получен-
ными при прямом измерении давления в ЛУ чело-
века и мыши, позволяет сделать заключение о
валидности метода расчета механических характе-
ристик капсулы ЛУ, предпринятом в нашем иссле-
довании.

В заключение нами представлены первые изме-
рения и анализ соотношения длины и натяжения в
капсуле брыжеечных ЛУ молодых и стареющих бы-
ков. Результаты исследования характеризуют ЛУ
как хорошо растяжимые структуры, что позволяет
ЛУ беспрепятственно заполняться лимфой даже на
максимуме лимфообразования. Наши данные по-
казывают, что брыжеечные ЛУ быка обладают спо-
собностью регулировать ток лимфы по ним по-
средством внутренних механизмов. Высокая чув-
ствительность гладкомышечных клеток капсулы
ЛУ к растяжению, проявляющаяся в значительном
возрастании силы сокращений при увеличении
растяжения капсулы, обеспечивает развитие высо-
кого активного трансмурального давления и увели-
чение объема прокачиваемой ЛУ лимфы. Важной
особенностью ЛУ является их способность генери-
ровать высокое активное давление даже при значи-
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тельном увеличении объема ЛУ и пассивного дав-
ления в нем. Механические характеристики ЛУ
молодых и стареющих быков существенно отлича-
ются: растяжимость капсулы стареющих быков
снижена, активное давление, развиваемое ими в
процессе спонтанных сокращений составляет
лишь около 60% от давления, генерируемого ЛУ
молодых животных. Мы надеемся, что представ-
ленные нами данные позволят расширить знания о
механизмах транспорта лимфы по сложно органи-
зованной системе лимфатических сосудов и ЛУ и
могут быть положены в основу разработок методик
терапевтических вмешательств при патологии
лимфатической системы у пожилых людей, а также
могут быть использованы при математическом мо-
делировании потоков лимфы по ЛУ в процессе раз-
вития иммунных реакций.
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Comparative Characterization of Capsule Mechanical Properties
in Mesenteric Lymph Nodes of Young and Aging Bulls

G. I. Lobova,#, and M. E. Kosarevaa

a Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, Saint-Petersburg, Russia
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The efficiency of the lymph transport system affects not only the balance of the interstitial f luid, but also other
aspects of homeostasis. It is known that the transport of lymph from the interstitial space to the main veins is pro-
vided mainly by rhythmic contractions of segments of the lymphatic vessels - lymphangions. At the same time,
lymph nodes are sequentially built into the network of lymphatic vessels, the role of which in the transport of
lymph is poorly studied. The aims of this work were to study the length-tension ratio in the capsule of the mes-
enteric lymph nodes of the bull and calculate the pressure that the lymph nodes are able to generate, as well as to
compare the active and passive mechanical characteristics of the capsule of the lymph nodes of young and aging
animals. Experiments on isolated capsules of lymph nodes have shown that lymph nodes are highly extensible
structures, which allows them to freely fill with lymph even at the maximum of lymph formation. Our data show
that the mesenteric lymph nodes of the bull have the ability to regulate the f low of lymph through them through
internal mechanisms. The smooth muscle cells of the capsule of the lymph nodes are sensitive to stretching,
which manifests itself in an increase in the strength of contractions with an increase in the stretching of the cap-
sule. Lymph nodes are able to generate high active pressure with a significant increase in volume and passive
pressure. The extensibility of the capsule of the lymph nodes of aging bulls and the active pressure developed by
them in the process of spontaneous contractions are reduced compared to those of the lymph nodes of young
animals. Collectively, this paper presents the first measurements and analysis of the length-tension ratio in the
capsule and the diameter-pressure ratio in the mesenteric lymph nodes of young and aging bulls.

Keywords: lymph node, capsule, smooth muscle cells, tension, pressure
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На новорожденных крысятах 3–16-дневного возраста (Р3–16) изучено влияние Ni2+, блокатора низко-
пороговых кальциевых каналов Т-типа (T-VDCC) и натрий-кальциевого обменника (NCX), на пара-
метры сердечного и дыхательного ритмов. Обнаружена четкая возрастная зависимость выраженности
аритмогенного эффекта, возникающего при блокаде кальциевых каналов. У 100% 3-дневных крысят
при инъекции NiCl2 в дозе 109 мг/кг (ED100) возникает преходящий атипичный сердечный ритм, пред-
ставляющий собой чередование периодов умеренной брадикардии с патологически медленным (до
20–60 сокр/мин) сердечным ритмом. Параллельно развивается выраженная дисфункция дыхательной
системы с пачечной формой дыхания. Данный симптомокомплекс возникает у 75% 10–14-суточных
крысят и полностью отсутствует у 15–16-суточных. Феноменологически сходные нарушения сердеч-
ного ритма наблюдаются у новорожденных крысят после инъекции хлорида никеля, при отравлении
ингибиторами ацетилхолинэстеразы и при активации центральных Н-холинергических структур. По-
лученные данные позволяют предполагать, что в ранний период постнатального онтогенеза крыс на-
рушение механизмов кальциевого обмена может играть определенную роль в развитии нарушений
ритмогенеза.

Ключевые слова: новорожденные крысы, дизритмия, сердечный ритм, дыхание, кальциевые каналы,
хлорид никеля
DOI: 10.31857/S0044452922050060

В раннем постнатальном онтогенезе у крысят
могут возникать эпизоды атипичного сердечного
ритма, представляющие собой чередование перио-
дов умеренной брадикардии с периодами еще бо-
лее медленного (до 20 сокр/мин) ритма. Аналогич-
ные нарушения сердечного ритма возникают в
условиях активации холинергической системы,
вызванной рядом фармакологических воздействий
[1–3]. Нами был проведен цикл исследований, на-
правленных на выявление возможной роли дис-
функции ионных каналов в развитии данного вида
аритмии. В опытах на новорожденных крысятах
было проведено изучение влияния блокады мед-
ленных кальциевых каналов L-типа [4] и Na+/K+-
АТФазы [5], а также блокады и активации риано-
диновых рецепторов (RyR) [6] на параметры сер-
дечного и дыхательного ритмов. Было установле-
но, что нарушение этих ионообменных процессов
у новорожденных крысят к значимым нарушениям
сердечного ритма не приводит. Вместе с тем в серд-
це есть еще один тип кальциевых каналов, который
может принимать участие в нарушении нормаль-
ного ритмогенеза.

Кальциевые потенциал-зависимые каналы
Т-типа (T-type voltage-dependent Ca2+ channel, T-VDCC)
наиболее многочисленны в клетках, не имеющих
системы поперечных канальцев, таких как узловые
и эмбриональные сердечные миоциты. T-VDCC
расположены преимущественно в синоатриальном
и атриовентрикулярном узлах, клетках Пуркинье и
участвуют в работе сердечного пейсмекера [7].
В спонтанно сокращающихся пейсмекерных клет-
ках увеличение субсарколеммальной внутриклеточ-
ной концентрации Ca2+ происходит одновременно с
последней третью диастолической деполяризации
из-за локального спонтанного высвобождения Ca2+

из саркоплазматического ретикулума, т.е. быстро-
го подъема уровня ионов Са2+ (спарков). Спонтан-
ный выброс Са2+ приводит к активации Na+/Ca2+

обменника в прямом режиме (1 Са2+ – наружу,
3 Na+ – внутрь клетки), создающего входящий де-
поляризующий ток INa–Ca, ускоряющий диастоли-
ческую деполяризацию. В то же время активация
кальциевого тока Т-типа (ICaT) с одной стороны са-
ма по себе приводит к еще большему ускорению

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: YIYFQN
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диастолической деполяризации, а с другой – до-
полнительно усиливает входящий INa–Ca. В итоге
диастолическая деполяризация переходит из ли-
нейной фазы в экспоненциальную, в результате че-
го мембрана пейсмекерного миоцита деполяризу-
ется до порога запуска потенциала действия. Этот
механизм указывает на важную роль ICaT и субсарко-
леммального внутриклеточного высвобождения Ca2+

в нормальной деятельности сердечного пейсмекера,
а при определенных условиях может способствовать
развитию эктопических предсердных аритмий. По-
мимо участия в обеспечении пейсмекерной активно-
сти, вход Ca2+ через T–VDCC может напрямую регу-
лировать внутриклеточные концентрации Ca2+, яв-
ляющегося важным вторичным мессенджером для
различных клеточных процессов [8, 9]. Локализую-
щиеся в сердечно-сосудистой системе T-VDCC
подразделяются на подтипы Cav3.1 и Cav3.2, кото-
рые имеют различные функциональные особенно-
сти. Вместе с тем анализ литературы не дает одно-
значного ответа о роли этих подтипов в работе
миокарда [10, 11].

Как правило, кальциевые каналы Т-типа экс-
прессируются в неонатальных кардиомиоцитах,
клетках синоатриального и атриовентрикулярного
узла, но практически не экспрессируются во взрос-
лых желудочковых миоцитах [12, 13]. T–VDCC мо-
гут повторно экспрессироваться в гипертрофиро-
ванном миокарде, это позволяет предположить,
что данные каналы являются частью фетальной
генной программы, возникающей вновь во время
гипертрофического процесса [13]. Кроме того, при
различных патологических состояниях ICaT часто
регистрируется в локальной области миокарда на
некоторых стадиях ремоделирования, при этом
происходит выраженная экспрессия одного или
нескольких канальных белков Cav3.1–3.3 [14].
Предполагается, что у кардиомиопатических хомя-
ков, крыс и кошек чрезмерная перегрузка кальци-
ем может быть связана с аномальной экспрессией
T–VDCC во время развития сердечной недостаточ-
ности [15]. Сходные данные получены и при анали-
зе динамики созревания натрий-кальциевого об-
менника (Na+/Ca2+ exchanger, NCX). Экспрессия и
функция NCX в сердечных миоцитах наиболее вы-
соки у новорожденных крыс и постепенно снижа-
ются при постнатальном развитии. При гипертро-
фии, вызванной экспериментальной перегрузкой
давлением или при сердечной недостаточности у
человека, экспрессия NCX увеличивается и пере-
ходит в повышенную активность, аналогично ран-
ней фазе постнатального развития крысы, что поз-
воляет предположить наличие общего базового ме-
ханизма в контроле экспрессии NCX в незрелом и
гипертрофированном миокарде [16].

Установлено, что подтипы T–VDCC можно раз-
личать по их чувствительности к блокированию
Ni2+, причем изоформа Cav3.2 приблизительно в

20 раз более чувствительна к никелю, чем Cav3.1 и
Cav2.3 [17–21]. NCX также может блокироваться
Ni2+, но необходимая для этого концентрация ни-
келя должна быть более, чем в 10 раз выше, чем в
случае с T-VDCC [22–24]. Исследования спонтан-
ных потенциалов действия с помощью метода
фиксации тока показали, что Ni2+ замедляет позд-
нюю фазу деполяризации и, следовательно, замед-
ляет срабатывание пейсмекерных синоатриальных
клеток у кролика или латентных пейсмекерных
клеток у кошки. В опытах in vivo изменения чув-
ствительности T–VDCC к никелю в перинаталь-
ном онтогенезе не исследовались, но могли бы
представлять интерес [9], в том числе и для анализа
безопасности фармакологических средств для но-
ворожденных и недоношенных детей [21].

Целью настоящего исследования стало изу-
чение последствий блокады кальциевых кана-
лов Т-типа ионами Ni2+ у крысят 3–16-дневного
возраста.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования

Работа выполнена на крысятах Rattus norvegicus
f. domestica 3-, 10-, 11-, 12-, 13-, 14-, 15- и 16-дневно-
го возраста (Р3–Р16). В каждой возрастной группе
было от 6 до 62 животных без разделения по полу.
Всего в опытах использовано 308 крысят. Все экс-
периментальные процедуры соответствовали тре-
бованиям Комитета по биоэтике Института эволю-
ционной физиологии и биохимии им. И.М. Сече-
нова Российской академии наук, основанным на
директиве Европейского парламента 2010/63/EU
“О защите животных, используемых в экспери-
ментальных целях”.

Экспериментальная установка 
и методы регистрации

Животных помещали в экранированную камеру
с температурой 26 ± 0.5°С. Контроль температуры
осуществляли с помощью цифрового термометра
RST-02100 (RST, Швеция). Регистрацию физиоло-
гических показателей проводили на ненаркотизи-
рованных крысятах в условиях мягкой фиксации
животных.

Исследовали ЭКГ, показатели внешнего дыха-
ния. В целях снижения уровня артефактов, при ре-
гистрации ЭКГ у крысят применяли нестандарт-
ное отведение от теменной части головы и крест-
цовой области. Для анализа частоты дыхания
(ЧДД) осуществляли регистрацию экскурсии груд-
ной клетки с использованием пьезоэлектрического
датчика VP-102 (RTF, Германия). В экспериментах
использовали усилители биопотенциалов ИУ-40
(производство ЭПМ НИИЭМ РАМН). ЧДД реги-
стрировали при полосе пропускания усилителя от
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0.15 до 30 Гц, ЭКГ – от 5 до 50 Гц, ЭМГ – от 5 до
150 Гц. Для ввода аналоговых сигналов в компью-
тер использовали АЦП E14–440 (L-card, Россия) с
периодом дискретизации 1 мс. Анализ регистриру-
емых сигналов проводили в программе “Power-
Graph 3.3.10” (ООО “ДИСофт”, Россия) и “Origin
2019” (OriginLab Corporation, США).

У интактных крысят после 15-минутного перио-
да адаптации в течение 30 мин регистрировали сер-
дечный и дыхательный ритм. После регистрации
физиологических показателей у интактных живот-
ных крысятам внутрибрюшинно вводили шести-
водный хлористый никель (7791-20-0 Sigma-Al-
drich) в дозах от 8 до 273 мг/кг (в пересчете на без-
водный NiCl2). Общее время исследования
каждого животного составляло от 75 до 90 мин в за-
висимости от состояния животного. У части кры-
сят осуществляли дополнительную регистрацию
ЭКГ и дыхания через 6–8 ч после инъекции препа-
рата.

Определение эффективной дозы хлорида никеля

В доступной литературе имеется очень мало све-
дений об острых отравлениях соединениями нике-
ля. Установленные в экспериментах на взрослых
крысах среднесмертельные (LD50) дозы хлорида
никеля существенно различаются у разных иссле-
дователей. В частности, исследования острой пе-
роральной токсичности девяти соединений нике-
ля, проведенные на взрослых белых крысах, под-
твердили общую низкую пероральную токсичность
этих соединений и продемонстрировали широкий
диапазон значений LD50 от 310 до >11000 мг/кг.
Шестиводный хлорид никеля, растворенный в ди-
стиллированной воде, вводили крысам перорально
в дозах от 159 до 2000 мг/кг. В течение 14 дней ис-
следования не наблюдалось смертельных исходов в
дозах до 400 мг/кг. Острая пероральная LD50 была
определена как 500 мг/кг, с 95% доверительным
интервалом 397–624 мг/кг [25]. По данным другой
группы исследователей, – LD50 при пероральном
введении крысам составляет 681 мг/кг, при внутри-
венном – ровно на порядок ниже (68.1 мг/кг) [26].
Внутрибрюшинное введение хлористого никеля
мышам в дозе 500 мг/кг приводит к их гибели на
3-й день после инъекции. За время наблюдения у
подопытных мышей отмечено возникновение ре-
спираторного дистресса. Среднесмертельная доза,
установленная в этом же исследовании при внут-
ривенном введении NiCl2 крысам, составила
38.8 мг/кг [27].

Так как в перинатальном онтогенезе крыс ток-
сические дозы никеля ранее не были установлены,
то мы провели серию опытов с внутрибрюшинным
введением NiCl2 в дозах 8, 14, 27, 55, 82, 109, 164, 218
и 273 мг/кг. Для установления действующей (эф-
фективной) дозы было использовано несколько

групп, состоящих из 4–12 крысят 3-, 10- и 16-днев-
ного возраста. За период наблюдения в течение 8–
10 ч после введения препарата была зафиксирована
гибель одного 13-дневного животного при инъек-
ции ему никеля в дозе 109 мг/кг и одного 16-днев-
ного – при введении никеля в дозе 273 мг/кг. Та-
ким образом, несмотря на наличие выраженных
изменений ряда физиологических показателей,
нам не удалось установить среднесмертельную
дозу препарата. Средняя эффективная доза
(ED50) хлористого никеля, вызывающая наруше-
ния сердечного или дыхательного ритма, соста-
вила для 3–16-дневных крысят 14 мг/кг.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных осуществля-

ли в программе “Origin 2019”. Статистически обра-
ботанные данные представлены как среднее ±
± стандартная ошибка (M ± SEM). Для определе-
ния достоверности различий между группами ис-
пользовали парный тест Стьюдента. Все измене-
ния рассматривали по отношению к фоновым по-
казателям до введения препарата. Различия
считали статистически значимыми при р < 0.05.
Расчет коэффициента сердечной аритмии (КА)
осуществляли по формуле КА = (RRmax-
RRmin)/RRmean, где RR – длительность кардио-
интервалов. Расчеты показателей частоты сердеч-
ных сокращений (ЧСС) и ЧДД осуществляли как
за всю эпоху анализа, так и дополнительно в пер-
вые и последние три минуты регистрации после
инъекции хлорида никеля. При анализе периодо-
грамм сердечного ритма вычисляли коэффициент
асимметрии (Skewness) и коэффициент эксцесса
(Kurtosis), который для обеспечения сравнения со
стандартным нормальным распределением, рас-
считывали как куртозис Пирсона (куртоз – 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Анализ предварительных данных показал, что,

начиная с дозы 109 мг/кг, у 100% 3-дневных крысят
возникают единообразные изменения сердечного
и дыхательного ритма. Поэтому доза 109 мг/кг бы-
ла нами выбрана в качестве основной, используе-
мой для тестирования на животных всех возраст-
ных групп (табл. 1).

После проведения оценки изменений показате-
лей сердечного ритма в экспериментальных груп-
пах животных, мы объединили для дальнейшего
анализа несколько однородных по характеру реак-
ции возрастных групп крысят. В результате были
получены три группы крысят: 3- (масса тела 10.1 ±
± 0.2 г), 10–14- (масса тела 27.1 ± 0.9 г) и 15–16-
дневные (масса тела 32.3 ± 1.0 г).

Первые признаки нарушения ритма дыхания
возникают у крысят приблизительно через 3 мин
после инъекции хлористого никеля. Еще через
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30‒60 с начинается развитие брадикардии, перехо-
дящее в пачечную форму активности, где устано-
вившийся медленный сердечный ритм чередуется
с периодами еще более медленных сердечных со-
кращений (рис. 1). Через 15–25 мин происходит
восстановление регулярного дыхательного и сер-
дечного ритма. Следует отметить, что, несмотря на
стабилизацию ритма сердца, восстановления до
нормальной ЧСС не происходит на протяжении 6–
8 ч после инъекции.

Примечательно, что увеличение дозы препарата
до 273 мг/кг вызывает у животных изменения фи-
зиологических показателей, сопоставимые по кли-
нической картине, времени наступления и продол-
жительности с наблюдаемыми при введении NiCl2
в дозе 109 мг/кг (табл. 2, рис. 2).

Как мы уже указывали выше, возникновение
нарушений ритма дыхания на несколько секунд
опережает начало развития брадикардии и появле-
ние пачечной аритмии (рис. 1, 2). У 37% 3-дневных
и 90% 10–14-дневных крысят на протяжении пери-
ода воспроизведения атипичного сердечного рит-
ма отслеживается устойчивая взаимосвязь между
комплексами сердечных сокращений и вспышка-

ми высокоамплитудного дыхания (рис. 3). В пери-
од между комплексами дыхательных движений мо-
жет наблюдаться или нерегулярное поверхностное
дыхание (рис. 3с), или периоды апноэ. У крысят на
Р15–16 после инъекции NiCl2 пачечная форма ды-
хания отсутствует, хотя ритм дыхания замедляется
и имеет нерегулярный характер (табл. 1).

У 3–14-дневных крысят в период аритмии ЧСС
имеет большую вариабельность. В разных возраст-
ных группах разброс RR-интервалов существенно
различается. Наблюдается четкая возрастная зави-
симость выраженности аритмогенного эффекта
препарата, максимального на 3-и сутки и отсут-
ствующего у 15-дневных крысят (рис. 4). Более вы-
раженный прирост величины коэффициента арит-
мии на Р10–14, представленный в табл. 1, обуслов-
лен меньшим разбросом длительности сердечного
цикла в фоне по сравнению с Р3, когда и у интакт-
ных крысят возникают характерные для этого воз-
раста преходящие короткие периоды брадикардии.

На рис. 5 представлены гистограммы распреде-
ления RR-интервалов у интактных и подвергшихся
воздействию никеля крысят. В фоне у 3-дневных
крысят наблюдается распределение с незначитель-

Таблица 1. Физиологические показатели у крысят в фоне и после инъекции NiCl2 в дозе 109 мг/кг

Здесь и в табл. 2: *р < 0.05 – достоверность различий между фоном и препаратом.
ЧДД – частота дыхательных движений, ЧСС – частота сердечных сокращений. КА – коэффициент аритмии. Mediana – медиана
для среднего значения показателя по группе; (first – last) – средние значения ЧСС или ЧДД в первые и последние три минуты
регистрации после инъекции NiCl2.

Показатели

Фон NiCl2

M ± SEM M ± SEM Mediana, (first – last) % к фону % животных с 
наличием комплексов

3 сут (n = 12)

ЧСС в мин 322.1 ± 3.4 256.1 ± 6.8* 260 (267–185) 80 100

ЧДД в мин 114.0 ± 2.6 71.8 ± 1.4* 71 (78–29) 63

КА, у.е. 0.29 ± 0.05 5.21 ± 0.75* – 1797

10–14 сут (n = 16)

ЧСС в мин 461.6 ± 11.4 296.1 ± 8.1* 293 (423–264) 64  73

ЧДД в мин 120.6 ± 5.0 68.2 ± 3.5* 70 (76–41) 57

КА, у.е. 0.12 ± 0.01 3.93 ± 0.56* – 3275

15–16 сут (n = 12)

ЧСС в мин 494.5 ± 7.9 352.0 ± 15.2* 366 (451–317) 71  0

ЧДД в мин 123.5 ± 5.3 57.8 ± 2.3* 56 (69–50) 47

КА, у.е. 0.13 ± 0.02 0.50 ± 0.04* – 385
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ным сдвигом в высокочастотную область, бимо-
дальное распределение интервалов на 10–14-е сут-
ки связано с возрастными различиями ЧСС, а у 15–
16-дневных распределение приближается к нор-
мальному (табл. 3). После введения препарата в
первые две недели постнатального развития у кры-

сят происходит смещение интервалов в медленно-
волновой диапазон, а также их выраженная лока-
лизация в области 360–180 мс. Интересный резуль-
тат наблюдается на Р15–16. Введение никеля
сопровождается развитием брадикардии и, одно-
временно, стабилизацией сердечного ритма, при

Рис. 1. Преходящие нарушения сердечного (верхняя кривая) и дыхательного (нижняя кривая) ритма у 11-дневного кры-
сенка в фоне (а) и через 140 с (b), 660 с (c), 930 с (d) после инъекции NiCl2 в дозе 109 мг/кг.
Здесь и на рис. 2, 3: по оси абсцисс – время (с), по оси ординат – амплитуда ЭКГ (мВ) и пьезограммы дыхания (у.е.).
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которой коэффициент асимметрии становится
близким к нулю, а снижение коэффициента экс-
цесса может быть связано с постепенным развити-
ем отрицательного хронотропного эффекта (табл. 3,
рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Итак, нами обнаружена четкая возрастная зави-
симость выраженности аритмогенного эффекта,
возникающего при блокаде T-VDCC и, возможно,
NCX. У 100% крысят на Р3 при инъекции NiCl2 в

дозе 109 мг/кг возникает преходящий атипичный
сердечный ритм, параллельно развивается выра-
женная дисфункция дыхательной системы с пачеч-
ной формой дыхания. Данный симптомокомплекс

возникает у 75% 10–14-суточных крысят и полно-
стью отсутствует у 15–16-суточных. Возрастная ди-
намика выраженности разброса кардиоинтервалов
после введения блокатора (рис. 4) коррелирует с
экспрессией кальциевых каналов Cav3.2, описан-
ной в ранний период перинатального онтогенеза
[10, 17, 28].

В процессе развития происходят изменения ICaT,

который регистрируется во всех исследованных
эмбриональных и неонатальных клетках, но сохра-
няется лишь у нескольких видов животных во
взрослых интактных клетках желудочков миокар-
да. В предсердиях крысы изменения плотности ICaT

связаны в основном с изменением плотности кана-
лов без изменения проводимости или стробирова-
ния (гейтинга) одного канала. В отличие от отно-

Таблица 2. Изменение физиологических показателей у крысят в фоне и после инъекции NiCl2 в разных дозах

Показатели

Фон NiCl2

M ± SEM M ± SEM % к фону
% животных с наличием 

комплексов

3-и сутки, 14–27 мг/кг (n = 12)

ЧСС в мин 311.0 ± 18.9 235.9 ± 9.2* 76  75

ЧДД в мин 110.1 ± 7.0 76.6 ± 3.6* 70

КА, у.е. 0.26 ± 0.09 1.87 ± 0.45* 719

3-и сутки, 55 мг/кг (n = 8)

ЧСС в мин 286.4 ± 13.2 214 ± 25.4* 75  67

ЧДД в мин 96.4 ± 8.9 71.4 ± 7.6* 74

КА, у.е. 0.29 ± 0.06 3.92 ± 0.99* 1352

3-и сутки, 273 мг/кг (n = 8)

ЧСС в мин 287.7 ± 2.0 134.7 ± 2.3* 47 100

ЧДД в мин 110.3 ± 5.0 75.3 ± 7.4* 68

КА, у.е. 0.24 ± 0.01 4.73 ± 0.70* 1971

15–16-е сутки, 273 мг/кг (n = 8)

ЧСС в мин 487.0 ± 11.2 332.0 ± 36.7* 68  0

ЧДД в мин 135.7 ± 15.0 67.7 ± 5.2* 50

КА, у.е. 0.11 ± 0.02 0.74 ± 0.19* 673

Таблица 3. Показатели распределения RR-интервалов у крысят в фоне и после инъекции NiCl2 в дозе 109 мг/кг

Возраст, сутки Состояние M ± SEM Мода Медиана
Коэффициент

асимметрии

Kоэффициент 

эксцесса

3 фон 0.202 ± 0.0001 0.192 0.199 0.388 –0.367

NiCl2 0.376 ± 0.0012* 0.363 0.346 4.145 20.892

10–14 фон 0.129 ± 0.0001 0.126 0.126 1.187 0.178

NiCl2 0.214 ± 0.0003* 0.203 0.199 4.885 34.392

15–16 фон 0.121 ± 0.00003 0.118 0.120 0.235 –0.473

NiCl2 0.165 ± 0.0001* 0.177 0.165 0.056 –0.891
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сительно стабильного уровня плотности кальцие-
вого тока L-типа, плотность ICaT в предсердных

миоцитах крыс достигает максимального уровня к
5-й неделе после рождения и затем начинает резко
снижаться [29]. В опытах на изолированных мио-
цитах предсердий и желудочков крыс было осу-
ществлено измерение плотности кальциевых токов
L- и Т-типа, начиная с 4-дневного (Р4) и до взрос-
лого (Р120) возраста. Установлено, что ICaT в клет-

ках предсердия регистрируется уже в 4-дневных
миоцитах предсердий крыс и достигает максималь-
ного уровня в 8-дневных. Плотность ICaT снижается

через 3 недели и остается низкой в миоцитах пред-
сердий взрослых крыс. В клетках желудочков ситу-
ация иная. Протекающий через T-VDCC ток также
наблюдается у 8-дневных крысят, но затем исчеза-
ет у 3-недельных крыс, несмотря на наличие мРНК
субъединиц α1G (Cav3.1) и α1H (Cav3.2) [25].
Сходные результаты получили и авторы другого
исследования, в котором было показано, что ICaT

выражен в основном в кардиомиоцитах желудоч-
ков плода (E16–E18) и остается стабильным до
рождения. Плотность ICaT снижается вскоре после

рождения (Р1–P5) и не обнаруживается у 21-днев-
ных крысят [17].

Во время созревания сердца существует взаим-
ная связь между его морфогенезом и сократимо-
стью. В раннем эмбриональном миокарде сарко-
плазматический ретикулум развит слабо, и кальци-
евые каналы плазматической мембраны имеют

решающее значение для поддержания как сократи-

мости, так и возбудимости. На 6–9-е сутки постна-

тального периода в кардиомиоцитах крыс впервые

визуализируются короткие Т-трубочки, которые

проникают вглубь цитоплазмы к 14–15-м суткам

постнатального периода. Поперечная исчерчен-

ность саркоплазмы кардиомиоцитов крыс полно-

стью формируется к 21-м суткам после рождения

[30]. В первые 5 дней после рождения преобладает

сарколеммальный поток Ca2+, тогда как в возрасте

3 нед наиболее важным является Са2+-индуциро-

ванный выброс Са2+ (Са2+-induced Са2+ release, CI-

CR) из саркоплазматического ретикулума. Исчез-

новение ICaT совпадает с появлением CICR механиз-

ма электромеханической связи. У новорожденного

животного сарколеммальный Са2+ почти в равной

степени проходит через Са2+-каналы Т- и L-типа, а

также через NCX. В опытах на изолированных

сердцах крыс было показано, что введение Ni2+ вы-

зывает снижение кальциевого транзиента на 93% в

1–3-и сутки и на 35% – на 3-й неделе. Мибефра-

дил, блокирующий преимущественно T-VDCC,

снижает кальциевые токи на 75 и 16% соответ-

ственно. Это может свидетельствовать о возраст-

ном снижении ICaT при сохранении INa–Ca [31]. Сле-

дует отметить, что исчезновение атипичного сер-

дечного ритма, наблюдаемого нами на Р15–16

после инъекции крысятам NiCl2, совпадает по вре-

мени с описанным выше торможением ICaT.

Рис. 2. Преходящие нарушения сердечного (верхняя кривая) и дыхательного (нижняя кривая) ритма у 3-дневного кры-
сенка через 170 с (а) и 1250 с (b) после инъекции NiCl2 в дозе 273 мг/кг.
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Обращает на себя внимание отсутствие явных

различий в характере нарушений сердечного и ды-

хательного ритмов при введении хлорида никеля в

дозе 109 мг/кг и выше (164–273). В работе Kang и

соавт., выполненной в условиях in vitro на ооцитах

лягушки, было показано, что дозозависимое инги-

бирующее действие никеля на Cav3.2 носит обрат-

ный экспоненциальный характер [20]. Это в ка-

кой-то мере согласуется и с тем, что влияние нике-

ля на Cav3.2 характеризуется низким значением

концентрации полумаксимального ингибирова-

ния [9]. Не исключено, что и на уровне целого ор-

ганизма сохраняется подобная зависимость “доза–

эффект”, при которой дальнейшее увеличение до-

зы препарата не вызывает значимых изменений в

характере реакций. Замещение первоначально воз-

никающей пачечной формы сердечного ритма дли-

тельной многочасовой брадикардией может быть

связано с различной аффинностью Cav3.1 и Cav3.2

подтипов T-VDCC или других ионных каналов

(Cav2.3, NCX) к ионам никеля и, как следствие, с

разделенным по времени нарушениям механизмов

симпатической и парасимпатической иннервации.

Рис. 3. Синхронизация комплексов сердечных сокращений (верхняя кривая) и вспышек дыхательного ритма (нижняя
кривая) у 13-дневного крысенка через 150 с (a, b, c) и 1100 с (d, e) после инъекции NiCl2 в дозе 109 мг/кг.

На (b, d) – фрагменты записей (a, c), отмеченные прямоугольником; на (с) – фрагмент (b) с амплитудой пьезограммы ды-
хания, умноженной в 5 раз.
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Возникающий у крысят после введения хлори-
стого никеля атипичный сердечный ритм феноме-

нологически сходен с тем, который мы наблюдали
ранее при отравлении крысят ингибиторами аце-

тилхолинэстеразы фосфаколом или эзерином [2,
3], а также при активации центральных Н-холино-

реактивных структур [1, 32]. Участие холинорецеп-
торов в регуляции кальциевого гомеостаза под-

тверждено опытами, выполненными в условиях in
vitro. В экспериментах на морских свинках было

показано, что NiCl2, как и М-холинолитик атро-

пин, частично блокирует дополнительно усилен-

ное параоксоном (фосфаколом) неквантовое вы-
свобождение (non-quantal release, NQR) ацетилхо-

лина из парасимпатических нейронов гладкой
мускулатуры дыхательных путей, в которых при-

сутствует и Ca2+-зависимое неквантовое высво-

бождение ацетилхолина. Установлено, что тормо-
жение сократительной способности гладких мышц

не связано с истощением нейронных везикул, а ре-
ализуется через неспецифические катионные ка-

налы, в том числе и кальциевые [33].

Наряду с определенным сходством развития па-

тологического процесса после введения хлорида
никеля или после инъекции холиномиметиков [2,

3], существуют и явные различия. Так, при актива-
ции холинореактивных структур характерно воз-

никновение синоатриальных и атриовентрикуляр-
ных блокад, которых не обнаружено после введе-

ния NiCl2. Еще одним отличием является

длительность эффекта. После введения холиноми-

метиков нарушение ритма начинается через 10–
15 мин и может продолжаться до 1.5–2 ч, часто за-
канчиваясь возникновением длительных периодов
асистолии и остановкой сердца и дыхания. В слу-
чае инъекции хлорида никеля, амплитуда QRS
комплекса ЭКГ сохраняется, аритмия возникает
через 5–10 мин и, независимо от дозы препарата,
заканчивается не более чем через 20–25 мин. Воз-
никающая у 3–14-дневных крысят пачечная форма
дыхания никогда нами не наблюдалась у животных
после холинергической активации. Данные факты
могут свидетельствовать как о наличии общих зве-
ньев, так и различий в механизмах развития диз-
ритмии. Мы надеемся, что дальнейшее исследова-
ние с предварительной блокадой холинорецепто-
ров и последующим введением NiCl2 позволит нам

получить более четкое представление о возможных
механизмах возникновения атипичного сердечно-
го ритма у крысят.

Нам не удалось найти публикаций, свидетель-
ствующих о возникновении функциональных на-
рушений дыхательной системы при отравлении
хлоридом никеля. В опытах на взрослых крысах ли-
нии Sprague-Dawley, находящихся под уретановой
анестезией и искусственной вентиляцией легких,
было показано, что билатеральная микроинъекция
NiCl2 в каудальный отдел вентролатеральной обла-

сти продолговатого мозга и комплекс пре-Бетцин-
гера (preBötC) сопровождается уменьшением ам-
плитуды разрядов диафрагмального нерва, но не
вызывает замедления фазы выдоха и последующе-
го прекращения дыхания, как это происходит в

Рис. 4. Скаттерограмма RR-интервалов у крысят разных возрастных групп в фоне и после введения NiCl2 в дозе 109 мг/кг.

По оси абсцисс – группы животных: 1 – 3 сут, фон; 2 – 3 сутки, NiCl2, 3 – 10–14 сут, фон; 4 – 10–14 сут, NiCl2; 5 – 15–16
сут, фон; 6 – 15–16 сут, NiCl2. По оси ординат – длительность сердечного цикла (с).
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случае применения антагониста NMDA-рецепто-
ров кинурената или блокаторов высокопороговых

Ca2+ каналов P/Q- и L-типа [34]. Кроме того, в

опытах на изолированных срезах каудального ги-
поталамуса взрослых крыс обнаружено угнетение
никелем ICaT, а также ритмической активности

Рис. 5. Гистограммы распределения RR-интервалов у крысят разного возраста в фоне и после введения NiCl2 в дозе
109 мг/кг.

По оси абсцисс – время (с), по оси ординат – совокупное количество циклов (Count bins).

Так как по оси абсцисс диапазоны значений в фоне и опыте различаются, для облегчения сопоставления результатов, го-
ризонтальной линией над гистограммами показано расположение и диапазон RR-интервалов, соответствующий исход-
ному (фоновому) состоянию.
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нейронов, в условиях in vivo разряжающихся син-
хронно с дыхательными и сердечно-сосудистыми
циклами [35]. Показано, что в первые 5 сут постна-
тального развития у крыс в preBötC обнаруживает-
ся очень мало пейсмекерных нейронов, у которых

в основе генерации разрядов лежит Ca2+-активиру-
емый внутренний катионный ток [36], а функцио-

нальная значимость Са2+ токов Т-типа возрастает
во время онтогенетических преобразований меха-
низмов генерации дыхательных ритмов [37]. Нель-
зя исключить, что наблюдаемые нами на Р3–14 из-
менения ритма дыхания после воздействия хлори-
дом никеля связаны с возрастными особенностями
колебаний кальциевых токов и перестройками
нейрональной активности в preBötC. Вопрос о
природе кардиореспираторных взаимодействий
остается открытым и требует отдельного исследо-
вания.

Вопрос об участии NCX в возникновении ати-
пичного сердечного ритма после введения NiCl2

остается открытым и требует дальнейшего изуче-
ния. У крыс экспрессия натрий-кальциевого об-
менника возрастает в ходе эмбриогенеза, достигая
максимальных значений на 18-е сутки пренаталь-
ного периода и снижаясь до уровня взрослых к
20-му дню после рождения [38]. По данным других
авторов максимальный уровень экспрессии NCX
наблюдается у крысят в первые сутки после рожде-
ния и снижается до уровня взрослых уже к 12-му
дню [16]. Ситуация осложняется еще и тем, что в
нашем исследовании, при использовании систем-
ного введения ингибитора кальциевых каналов,
мы неизбежно провоцируем изменения внутри-
клеточного гомеостаза кальция и, как следствие,
изменения сопряженных с ним других ионных то-
ков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В раннем постнатальном онтогенезе системное
введение хлорида никеля, вызывающее нарушения
кальциевого обмена, приводит к развитию патоло-
гического состояния с атипичным сердечным рит-
мом и нарушением дыхания. Возникающие диз-
ритмии сходны с наблюдаемыми в перинатальный
период у крыс после активации холинореактивных
структур. Однако имеющиеся различия в характере
возникающих патологических реакций могут сви-
детельствовать как о наличии общих звеньев, так и
различий в механизмах развития аритмий.
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Effects Of Ni2+ On Cardiac And Respiratory Rhythms In Newborn Rats
S. V. Kuznetsova,#, and N. N. Kuznetsovaa

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia
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The effect of Ni2+, a T-type low-threshold calcium channel (T-VDCC) and Na+/Ca2+ exchanger (NCX) block-
er, on cardiac and respiratory rhythm parameters was studied in newborn rats aged 3–16 days (P3–16). A clear
age dependence of the intensity of the arrhythmogenic effect arising from calcium channel blockade was found.
In 3-day-old rats injected with NiCl2 at a dose of 109 mg/kg (ED100), a transient atypical cardiac rhythm, repre-
senting alternating periods of moderate bradycardia with a pathologically slow (up to 20–60 bpm) cardiac
rhythm, occurs in 100% of animals. In parallel, a pronounced respiratory system dysfunction with a burst form
of breathing develops. This symptom complex occurs in 75% of 10–14-day-old rats and is completely absent in
15–16-day-old animals. Phenomenologically similar cardiac rhythm disorders are observed in newborn rats
after nickel chloride injection, during poisoning with acetylcholinesterase inhibitors, and activation of the
central N-cholinergic structures. The obtained data suggest that in the early period of rat postnatal ontogenesis,
impaired mechanisms of calcium metabolism may play a certain role in the development of arrhythmogenic dis-
orders.

Keywords: newborn rats, dysrhythmia, heart rate, respiration, calcium channels, nickel chloride
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У трех дальневосточных лесных котов (Prionailurus bengalensis euptilura) и четырех домашних котов (Felis
catus) с предварительно вживленными (под общим наркозом) датчиками регистрировали глубокую
подкожную температуру спины и двигательную активность в условиях вольерного содержания в тече-
ние двух месяцев в осенне-зимний период. Обнаружено, что осенью при положительной дневной тем-
пературе циркадианный ритм температуры тела отсутствует у дальневосточных лесных котов и слабо
выражен у домашних котов. Однако он возникает в период зимних холодов в виде синхронных у всех
животных колебаний с амплитудой 3–4°C, акрофазой в середине светлого периода суток и минимумом
в середине ночи. При этом реальной связи с двигательной активностью у лесных котов не просматри-
вается. Проведенная для сравнения регистрация активности и температуры “сердцевины” тела у двух
домашних кошек, находящихся в это же время года в условиях лаборатории, не выявила никаких сопо-
ставимых ритмов. Сделан вывод о том, что циркадианные биоритмы активности-покоя и подкожной
температуры не являются постоянными характеристиками организма дальневосточных лесных и до-
машних котов, а могут возникать, исчезать и радикально изменяться при изменении окружающей тем-
пературы.

Ключевые слова: дальневосточный лесной кот, домашний кот, температура тела, двигательная актив-
ность
DOI: 10.31857/S0044452922050059

Дальневосточный (амурский) лесной кот (Prion-
ailurus bengalensis euptilura) является северным под-
видом бенгальской кошки. Этот малоизученный
дикий вид обладает рядом интересных эколого-
физиологических адаптаций, позволяющих ему
переносить длительную и морозную зиму, хотя это
животное не обладает способностью перемещаться
по рыхлому снегу и не может охотиться в этот сезон
[1–4]. Мы впервые предприняли попытку зареги-
стрировать с помощью вживленных датчиков цир-
кадианные ритмы активности-покоя и температу-
ры тела дальневосточных лесных котов в условиях
вольерного содержания в осенне-зимний период.

Для сравнения аналогичная регистрация была
параллельно проведена у домашних котов (Felis ca-
tus) в тех же условиях. Хотя кошки обоего пола бы-
ли одним из самых распространенных лаборатор-
ных животных весь ХХ век и основным объектом
сомнологических экспериментов, эколого-физио-
логические исследования на них никогда не прово-
дились. Неизвестно, как ведет себя организм не

только дальневосточных лесных, но и домашних
котов при постоянном пребывании в естественных
или полуестественных условиях. Есть только не-
сколько довольно старых работ, где сопоставля-
лись циркадианные ритмы активности-покоя и
температуры тела у кошек в лабораторных услови-
ях, результаты которых весьма противоречивы и не
очень убедительны [5–7]. Некоторые авторы пола-
гают, что у домашних кошек вообще полностью от-
сутствуют закономерные суточные колебания цик-
ла бодрствование-сон и температуры тела [8]. Что-
бы убедиться в наличии (или отсутствии)
циркадианной ритмики у этих животных в домаш-
них условиях, результаты были сопоставлены с
данными, полученными у двух лабораторных ко-
шек.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Все экспериментальные процедуры, выполнен-

ные в данном исследовании, соответствовали эти-
ческим стандартам, утвержденным правовыми ак-
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тами РФ и принципам Базельской декларации, и
одобрены биоэтической комиссией Института
проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова
РАН.

Несколько дальневосточных лесных и домаш-
них котов с момента рождения находятся в услови-
ях постоянного содержания в просторных индиви-
дуальных вольерах в лесном массиве в Центре кол-
лективного пользования “Живая коллекция диких
видов млекопитающих” на территории научно-
экспериментальной базы “Черноголовка” Инсти-
тута проблем экологии и эволюции им.
А.Н. Северцова РАН. В каждой вольере имеется
небольшой домик-укрытие с подстилкой из сена.
Вольеры находятся при естественном освещении;
ни в самих вольерах, ни на прилегающей терри-
тории дополнительной подсветки нет. Живот-
ные получают нормированный корм (200 г ку-
риного фарша) раз в день около 18 ч 6 дней в не-
делю. Трем взрослым дальневосточным лесным
котам (возраст 2–3 года, масса тела 5–6 кг) и че-
тырем взрослым домашним котам (возраст 2–3 го-
да, масса тела 4 кг) под наркозом (для дальнево-
сточных лесных котов – 0.1 мг золетила + 0.7/0.8
мг рометара на животное; для домашних котов –
0.08 мг золетила + 0.6/0.7 мг рометара на животное;
в/м) вживили через небольшой разрез на холке
экологгеры (миниатюрные автономные термодат-
чики, снабженные акселерометрами, производства
ООО “Эмби Ресерч”, Новосибирск [9]) между
мышцами межлопаточной области спины, на глу-
бину 2–3 см от поверхности тела. Разрез зашили,
животным ввели антибиотик и поместили обратно
в свои вольеры.

Глубокую подкожную температуру тела измеря-
ли в °C, а двигательную активность – в условных
единицах (долях G, где dG – результирующее уско-
рение по трем направлениям). Датчики температу-
ры и двигательной активности производят измере-
ния каждую минуту, усредняют их за период, уста-
новленный пользователем, и хранят на внутреннем
накопителе. В данном исследовании этот период
составлял 10 мин. В таком режиме заряда батареи
экологгера хватает на 9–10 нед. Регистрация про-
должалась 65 сут в осенне-зимний период, с
28.10.2021 по 05.01.2022. По окончании опыта жи-
вотные были вновь наркотизированы таким же об-
разом, датчики извлечены, разрез зашит, живот-
ным введен антибиотик, и они помещены обратно
в свои вольеры.

Для сравнения у двух лабораторных кошек с
хронически вживленными (для целей другого экс-
перимента) интрагастральными фистулами по
И.П. Павлову была проведена аналогичная реги-
страция путем помещения экологгеров внутрь фи-
стулы. У одной кошки (№ 1) регистрация была
проведена в летне-осенний (22.08–01.10.2019), у
другой (№ 2) – в осенне-зимний (22.10–28.12.2021)

период. Все это время кошки находились в лабора-
торном помещении при комнатной температуре и,
главным образом, естественном освещении (верх-
ний свет не включался), вода и пища были доступ-
ны постоянно.

Данные с накопителей датчиков были считаны
специальным устройством и обработаны в про-
грамме Excel с определением средних значений и
стандартной ошибки (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Как видно из фрагментов записей дальнево-

сточных лесных котов (рис. 1), динамика регистри-
руемых показателей в осенний (31.10–10.11.2021) и
зимний (26.12.2021–03.01.2022) периоды сильно
различалась. Посуточное усреднение данных (рис. 2,
левая часть) это наблюдение подтверждает. В осен-
ний период, когда средняя температура воздуха со-
ставляла +6°C днем и +4°C ночью, никакого цир-
кадианного ритма температуры тела не наблюда-
лось. Глубокая подкожная температура спины
демонстрировала случайные колебания около
“установленной точки” 36.1°С. Двигательная ак-
тивность, напротив, претерпевала закономерный
циркадианный сдвиг с более низкими значениями
в светлое время суток, что естественно для ночных
хищников. Однако с наступлением холодов (–9°C
днем и –13°C ночью) динамика глубокой подкож-
ной температуры спины значительно изменялась
(рис. 2, правая часть). Ночью, с ежесуточным по-
нижением окружающей температуры, подкожная
температура дальневосточных лесных котов опус-
калась до 33.2°С. Примерно с полуночи начинался
быстрый рост температуры тела, достигавший мак-
симума (36.5°С) с наступлением рассвета и сохра-
нявшийся в виде плато в течение пяти наименее
холодных дневных часов. Затем с началом похоло-
дания начинался ее постепенный спад, завершав-
шийся в период между полуночью и часом ночи.
Среднее значение глубокой подкожной температу-
ры спины у дальневосточных лесных котов в зим-
ние время составляло 35.1°C, на 1°C ниже, чем в
осенний период. Эти колебания температуры тела
происходили синхронно и синфазно у всех трех
животных, отражая, в целом, динамику температу-
ры окружающего воздуха в зимнее время – макси-
мальную после полудня и минимальную в ночные
предутренние часы. При этом ритм двигательной
активности животных сглаживался, и различие
между уровнем дневной и ночной активности ис-
чезало.

У домашних котов (рис. 3 и 4) в осенний период
глубокая подкожная температура спины колеба-
лась около “установленной точки” 36.9°C. При
этом ночью, с понижением температуры воздуха,
она немного опускалась, достигая минимума
(36.2°С) к 5 ч утра, и затем быстро поднималась, до-
стигая к рассвету (6:30–7 ч) 37.5°С. После рассвета
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подкожная температура резко падала до 36.4°C и
вновь возрастала до 38°C к 13 ч (полдень по местно-
му солнечному времени). Затем подкожная темпе-
ратура домашних котов претерпевала постепенное
волнообразное снижение. Двигательная актив-
ность существенно не менялась, однако заметно,
что оба подъема температуры тела (в 6 и 13 ч) соче-
тались с небольшим повышением значения dG.

В зимнее время подкожная температура спины
ночью опускалась до 34.4°С. Примерно с 3 ч ночи,
несмотря на предельно низкую окружающую тем-
пературу, начинался подъем подкожной темпера-
туры, достигавший акрофазы (38.3°С) к 14 ч (когда
отмечалось максимальное значение температуры
окружающего воздуха), после чего происходил рез-
кий спад, завершавшийся около 19 ч. С 19 до 3 ч
температура тела домашних котов сохранялась на
низком уровне 34.4°–35°С. Среднее значение глу-
бокой подкожной температуры спины у домашних
котов в зимние время составляло 35.8°С, на 1.1°С
ниже, чем в осенний период. Что касается двига-
тельной активности, то отмечался ее выраженный
пик, максимум которого совпадал с акрофазой
температуры тела. Все эти колебания происходили
синхронно и синфазно у всех четырех котов.

У лабораторных кошек, содержавшихся при
комнатной температуре и естественном освеще-
нии, значительных и закономерных колебаний
температуры датчика, находящегося в фистуле же-
лудка, не отмечалось, за исключением небольшого
(на 0.3°С) спада температуры тела в момент восхо-
да солнца (рис. 5 и 6). В целом температура в поло-

сти желудка была гораздо выше, чем между мыш-
цами спины (в среднем 38.5°–38.6° против 36.9°С)
и более стабильна, отражая, очевидно, терморегу-
ляцию “сердцевины” тела. Показатель двигатель-
ной активности у кошки № 1 демонстрировал не-
большие апериодические подъемы, но никакой за-
кономерной связи со световым циклом не
проявлялось.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Циркадианные ритмы активности и температу-
ры тела находятся под воздействием внешних фак-
торов – окружающей температуры и освещенно-
сти. Однако лишь у представителей нескольких ви-
дов млекопитающих проводились сезонные
исследования активности – покоя и температуры
тела – у овцы [10] и лошади [11], у гигантской аф-
риканской крысы [12], росомахи [13] и антилопы
орикс [14]. У кошачьих подобные исследования в
литературе не представлены. Настоящее исследо-
вание показывает, что циркадианные биоритмы
активности-покоя и глубокой подкожной темпера-
туры тела не являются постоянными характеристи-
ками организма дальневосточных лесных и домаш-
них котов, а могут возникать, исчезать и радикаль-
но изменяться при изменении окружающей
температуры. При положительных значениях тем-
пературы окружающего воздуха циркадианная
ритмика подкожной температуры спины дальнево-
сточных и домашних котов и кошек слабо выраже-
на или полностью отсутствует. Обитающие в ана-

Рис. 1. Коты дальневосточные лесные. Фрагменты 2-месячной записи. Вверху: температура тела (T, верхние кривые) и
двигательная активность (dG, нижние кривые) в осенний период (с 31.10 по 10.11. 2021). Усредненные данные по трем жи-
вотным (M ± SEM). По оси абсцисс – время суток в часах. По левой ординате – глубокая подкожная температура межло-
паточной области спины (масштаб 10°C/шкалу). По правой ординате – показания акселерометра (масштаб 0.8 dG/шка-
лу). Затемненные участки – ночные периоды.
Внизу: то же в зимний период, с 26.12.2021 по 04.01.2022.
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логичных условиях на научно-экспериментальной
базе “Черноголовка” мелкие хищники – соболя и
хорьки – также демонстрируют в осенний период
слабо выраженную циркадианную ритмику актив-
ности – покоя и температуры брюшной полости,
нечетко связанную с изменением освещенности
[15]. Однако при отрицательных окружающих тем-
пературах у котов возникают ритмические колеба-
ния подкожной температуры. При этом синхрон-
ность и синфазность возникающих биоритмов у
всех животных указывают на то, что они подчиня-
ются определенному внешнему ритмоводителю
(ритмоводителям). Судя по полученным нами дан-
ным, такими ритмоводителями являются суточные
колебания внешней температуры и смена дня и но-
чи. Очевидно, что с наступлением морозной пого-
ды организм животного, живущего в вольерных
условиях, вынужден приспосабливаться, сохраняя
относительное постоянство температуры “сердце-
вины” тела. Для этого животное предельно снижа-
ет теплоотдачу, сокращая периферический крово-
ток, что отражается в динамике глубокой подкож-
ной температуры. Эти циклические колебания, в
свою очередь, отражают температуру окружающего
воздуха (максимальную в послеполуденное время и

минимальную – в ночные предутренние часы).
Интересно, что аналогичная динамика подкожной
температуры, отражающая температуру окружаю-
щей среды, отмечается и при адаптации к высоким
температурам у орикса [14].

Что касается двигательной активности, то даль-
невосточные лесные коты, накопившие к зиме
толстый подкожный жировой слой, не демонстри-
руют никакой потребности в дополнительном мы-
шечном разогреве. Их двигательная активность зи-
мой в ночное время несколько снижается, а в днев-
ное – повышается, так что в целом она зимой не
выше, чем осенью. Домашние же коты, не имею-
щие столь мощной “термоизоляции”, вынуждены
перемещаться по вольеру для дополнительного
разогрева. Неожиданным при этом оказалось по-
вышение двигательной активности в дневное время
в осенний и, в особенности, зимний период у “ноч-
ных” хищников – домашних котов.

Наши опыты с регистрацией температуры
“сердцевины” тела у пары домашних кошек под-
тверждают точку зрения Jouvet и других авторов об
отсутствии циркадианных ритмов активности-по-
коя и температуры тела у этих животных при по-
стоянном пребывании в условиях комнатной тем-

Рис. 2. Коты дальневосточные лесные. Внутрисуточная динамика температуры тела (вверху) и двигательной активности
(внизу), усреднение по 3 животным × 10 сут (M ± SEM) осенью (слева, среднесуточная температура +6°C днем и +4°C но-
чью) и зимой (справа, среднесуточная температура –9°C днем и –13°C ночью). По осям абсцисс – время суток в часах. По
осям ординат, вверху – глубокая подкожная температура спины (масштаб 6.4°C/шкалу), внизу – показания акселеромет-
ра (масштаб 0.2 dG/шкалу). Затемненные участки – ночные периоды.
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Рис. 3. Коты домашние. Усредненные данные по 4 животным (M ± SEM). Обозначения – как на рис. 1.
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Рис. 4. Коты домашние. Усреднение по 4 животным × 10 сут (M ± SEM). Обозначения – как на рис. 2.
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пературы [5, 8]. Эти ритмы формируются, очевид-
но, под воздействием внешних факторов, главным
из которых является низкая окружающая темпера-
тура. Обращает на себя внимание четкий темпера-
турный спад, возникающий с рассветом у домаш-
них кошек. По усредненным данным этот спад

оказывался весьма сходен с таковым у домашних
котов, живущих в вольерных условиях при значи-
тельно более низких осенних температурах, но в
5 раз меньше по амплитуде (ср. рис. 6 и рис. 4).
Этот спад отмечался при усреднении у всех шести
домашних животных, участвовавших в настоящем

Рис. 5. Вверху: кошка домашняя лабораторная № 1. Фрагмент 1.5-месячной записи в летне-осенний период (30.08–
11.09.2019) в масштабе 10°C/шкалу (как на рис. 1 и 3). Внизу: то же, кошка № 2, зимний период (17–26.12.2021). Прочие
обозначения – как на рис. 1.
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Рис. 6. Слева: кошка домашняя лабораторная № 1, летне-осенний период.
Справа: кошка домашняя лабораторная № 2, осенне-зимний период. Масштаб: 1°С/шкалу и 0.17 dG/шкалу для верхней
и нижней оси ординат соответственно.
Прочие обозначения – как на рис. 2.
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исследовании, независимо от пола, окружающих
условий и локализации датчика, и различался
лишь по амплитуде. Это позволяет считать такое
колебание реальным маркером циркадианной рит-
мики температуры тела домашних кошек.

Сопоставление настоящих результатов с наши-
ми предыдущими [15] и литературными данными
[16–19] показывает, что у млекопитающих суще-
ствуют, по крайней мере, три различные стратегии
адаптации к холоду.

(1) Гибернация и торпор [16–19].
(2) Повышение поведенческой активности, на-

правленное на дополнительный разогрев тела, в
12-часовой активный период суток, с достижением
максимальной температуры тела (брюшной поло-
сти) в середине субъективной ночи, что позволяет
животному (факультативным гибернаторам – мон-
гольским хомячкам) сохранять внутреннее тепло в
12-часовые периоды поведенческого покоя (субъ-
ективно – дневные). Отражается в повышении ам-
плитуды синхронных циркадианных ритмов тем-
пературы тела (в три раза, от 0.5 до 1.6°С) и двига-
тельной активности (в 2 раза) [15].

(3) Использование дрожательного и недрожа-
тельного термогенеза [18] без выраженной пове-
денческой активации в ночной и утренний перио-
ды с достижением максимальной подкожной тем-
пературы в середине дня (дальневосточные лесные и
домашние коты). Отражается в формировании чет-
кого циркадианного ритма подкожной температуры
(с амплитудой колебаний 3–4°С) без значительных
изменений (по крайней мере, у дальневосточных
лесных котов) показателя двигательной активности.

Таким образом, настоящее исследование пред-
ставляет собой первую попытку зафиксировать та-
кие фундаментальные характеристики, как цирка-
дианные ритмы температуры тела и уровня двига-
тельной активности при различной окружающей
температуре, у дальневосточных лесных котов в со-
поставлении с их домашними сородичами.
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Motor Activity Dynamics and Body Temperature 
in Far Eastern Forest and Domestic Cats in the Fall–Winter Period

V. M. Kovalzona,#, A. D. Komarovaa, G. S. Alekseevaa, M. N. Erofeevaa, and S. V. Naidenkoa

a Severtsov Institute of Ecology and Evolution RAS, Moscow, Russia
#e-mail: kovalzon@sevin.ru

In three Far Eastern male forest cats (Prionailurus bengalensis euptilura) and four male domestic cats (Felis catus)
with preimplanted (under general anesthesia) loggers, deep subcutaneous back temperature and motor activity
were recorded in captive conditions for two months in the fall-winter period. It was found that in fall, at positive
daytime temperatures, the circadian rhythm of body temperature is absent in Far Eastern forest cats and weakly
expressed in domestic cats. However, it reappears during the period of winter cold in the form of f luctuations syn-
chronous in all animals, with an amplitude of 3–4°C and acrophase in the middle of the daylight period and a
minimum in the middle of the night. For comparison, the recording of the “core” body temperature and activity
in two female domestic cats kept in the same season in the laboratory revealed no comparable rhythms. It is con-
cluded that the circadian biorhythms of rest–activity and deep subcutaneous temperature are not constant char-
acteristics of the body of Far Eastern forest and domestic cats, but can appear, disappear and change radically
with changes in ambient temperature.

Keywords: Far Eastern forest cat, domestic cat, body temperature, motor activity


