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В работе обобщены результаты исследований состава каротиноидов моллюсков-фильтраторов: Mytilus
galoprovincialis, Crassostrea gigas, Anadara kagoshimensis, Cerastoderma glaucum, Chamelea gallina и Polititapes
aureus, обитающих в Черном море. Представленные данные продемонстрировали изменения в составе
каротиноидов у всех вышеперечисленных видов (или близких им по виду моллюсков), в зависимости
от места обитания в Мировом Океане (М.О.). Наиболее очевидные отличия в составе каротиноидов от-
мечены между черноморскими моллюсками и их видовыми аналогами из других регионов М.О.
Обитание моллюсков C. glaucum, Ch. gallina и P. aureus в одном экотопе показало как видовую специ-
фичность в накоплении каротиноидов, так и существенные отличия каротиноидов от их видовых ана-
логов из других регионов М.О. Отмеченные изменения относятся только к накоплению каротиноидов
из пищи или сокращению известных по литературным данным путей метаболизма каротиноидов.
У черноморских моллюсков новых метаболических реакций и путей пока не обнаружено.

Ключевые слова: моллюски-фильтраторы, каротиноиды, метаболизм, пути трансформации каротинои-
дов, Черное море
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Каротиноиды – тетратерпеновые природные
пигменты, которые синтезируются в растениях,
некоторых грибах и микроорганизмах. Во все
остальные организмы каротиноиды попадают че-
рез пищу, накапливаются и подвергаются метабо-
лической трансформации в соответствии с особен-
ностями вида. Изучение закономерностей в накоп-
лении каротиноидов у разных видов гидробионтов
привело к появлению в прошлом столетии хемоси-
стематики [1]. Хемосистематика каротиноидов
определяет связи между химической структурой и
биологическим происхождением этих соединений.
Благодаря этому подходу было открыто, что наибо-
лее разнообразными по химической структуре яв-
ляются каротиноиды преимущественно морских
гидробионтов, таких как микроводоросли, рыбы,
животные [1]. К настоящему времени обнаружено
и изучено более 850 соединений каротиноидного
ряда, из них большинство природных соединений
имеют морское происхождение [1–3]. Несмотря на
интенсивное развитие химии каротиноидов, их ме-
таболизм и функции в организмах животных оста-
ются наименее изученными [3, 4]. Известно, что в
организме они защищают мембраны клеток от раз-
рушения активными формами кислорода и свобод-
ными радикалами при окислительном стрессе. В
роли антиоксидантов каротиноиды повышают

адаптационные возможности животных, способ-
ствуют нормализации физиологических процессов
в организме [5]. Регуляторные эффекты каротино-
идов обусловлены их способностью встраиваться в
мембранные фосфолипидно-белковые структуры
и тем изменять их текучесть. Это может сопровож-
даться как изменениями взаимодействий между
липидами и белками, так и существенно влиять на
антиоксидантную активность каротиноидов. При
этом чем длиннее полиеновая цепочка каротинои-
да, тем выше антиоксидантная активность молеку-
лы [6]. Известны метаболические пути преобра-
зований многих растительных каротиноидов,
характерные в целом для класса Bivalvia, изучен-
ные на примерах отдельных видов двустворок
[7]. Обитая в разных морских акваториях, одни и
те же виды моллюсков-фильтраторов имеют раз-
личный спектр питания, подвергаются разным
гидрохимическим и экологическим воздействиям.
Эти и другие факторы способствуют возникнове-
нию новых для организма адаптационных меха-
низмов с участием каротиноидов [8, 9], что часто
приводит к появлению новых соединений кароти-
ноидного ряда [10]. В научной литературе можно
встретить как полную, так и неполную информа-
цию о составе каротиноидов одного и того же вида
моллюска-фильтратора из разных регионов Миро-
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вого Океана (М.О.) [10–14]. Улучшение методов
идентификации каротиноидов, начиная с 90-х го-
дов прошлого века, способствовало росту откры-
тий новых каротиноидов и установлению их
строения [3, 15]. На крымском побережье с 2007 г.
ведутся исследовательские работы по изучению
каротиноидов двустворчатых моллюсков и других
гидробионтов Черного моря современными мето-
дами [17, 18]. За 14 лет на крымском побережье
Черного моря были исследованы каротиноиды и
особенности их накопления у 6 видов двустворча-
тых моллюсков-фильтраторов: M. galoprovincialis,
G. gigas, A. kagoshimensis, C. glaucum, Ch. galina и
Polititapes aureus [17–30]. Эти исследования охва-
тывают основные изменения, происходящие в
организме каждого изученного вида моллюска-
фильтратора в течение его жизненного цикла: ге-
неративный процесс, смена спектра питания
вследствие сезонных сукцессий фитопланктона,
влияние циклических сезонных изменений в окру-
жающей среде или возможных экстремальных со-
стояний, вызванных гипоксией.

Целью этой работы было обобщение исследова-
ний по накоплению каротиноидов у черноморских
двустворчатых моллюсков и их аналогов (видов,
близких по роду) из других регионов М.О. по име-
ющимся литературным источникам.

Общие положения методов проведения пробо-
подготовки и определения каротиноидов в живот-
ной ткани подробно изложены как в отечествен-
ной, так и в зарубежной литературе [15, 16, 31, 32].
Особенности определения каротиноидов черно-
морских моллюсков методами ВЭЖХ, МС, H-NMR,
CD были рассмотрены в наших более ранних ра-
ботах [10, 16, 21, 23, 28]. Эти особенности живот-
ной ткани вообще и вида гидробионта в частно-
сти являются самыми главными факторами в
трудоемкости и длительности работы по иденти-
фикации каротиноидов. В решении многих во-
просов, связанных с идентификацией фракций,
помогают международные электронные базы по
физико-химическим характеристикам кароти-
ноидов: http://www.massbank.jp/; https://mass-
bank.eu/MassBank/; http://www.lipidbank.jp/cgi-
bin/main.cgi?id=VCA; https://www.lipidmaps.org/;
http://carotenoiddb.jp/. Наши исследования имели
методическую поддержку со стороны зарубежных
коллег [3], специализирующихся в области иденти-
фикации природных каротиноидов, что нашло от-
ражение в ряде совместных работ [10, 20–22]. На
основании опубликованных результатов была со-
ставлена таблица, обобщающая всю известную ин-
формацию по составу каротиноидов моллюсков-
фильтраторов: M. galoprovincialis, G. gigas, A. kagoshi-
mensis, C. glaucum, Ch. galina и P. aureus (табл. 1). Все
6 видов двустворчатых моллюсков относят к под-
классу Autobranchia, три вида Mytilus galoprovincial-
is, Crassostrea gigas, Anadara kagoshimensis относятся
к одному инфраклассу Pteriomorphia и разделяются

на уровне разных порядков: Mytilida, Ostreida, Arci-
da соответственно. Другие три вида: Cerastoderma
glaucum, Chamelea gallina и Polititapes aureus относят-
ся к инфраклассу Heteroconchia и имеют разное си-
стематическое положение относительно друг дру-
га. Так, например, вид Cerastoderma glaucum при-
надлежит порядку Cardida, а оба вида Chamelea
gallina и Polititapes aureus относятся к одному семей-
ству Veneridae и разделяются по данным WORMS
(World Register of Marine Species) только на уровне
подсемейств Venerinae и Tapetinae соответственно.
Все эти виды являются широко распространенны-
ми как в черноморском регионе, так и в различных
регионах М.О. Во многих странах Средиземного
моря и Тихоокеанского региона они относятся к
промысловым [48, 51, 52, 54]. К особенностям оби-
тания M. galoprovincialis, C. gigas, A. kagoshimensis от-
носятся их искусственное выращивание и содер-
жание в садках на морских фермах, в то время как
C. glaucum, Ch. galina и P. aureus относятся к видам,
обитающим на песочно-иловом субстрате [48, 49].
Они широко распространены в смешанных дон-
ных сообществах на Российском побережье Черно-
го моря, однако там их промышленная добыча не
производится [48], в отличие от многих стран, чье
побережье выходит на Средиземное море, а также
других стран тихоокеанского региона М.О. [48, 51,
52, 54].

Каротиноиды и их метаболизм у мидий 
из разных регионов Мирового Океана

Одним из широко распространенных и культи-
вируемых видов моллюсков на Черном море явля-
ются мидии M. galloprovincialis. На севастопольском
побережье на морских фермах мидии могут накап-
ливать до 22 различных каротиноидов [10] (табл. 1).
Из этого состава каротиноидов можно выделить
4 растительных каротиноида: диатоксантин, фу-
коксантин, перидинин и 19'-гексаноилоксифукок-
сантин, от которых берут начало пути трансформа-
ции этих соединений, за исключением группы ка-
ротинов (рис. 1). При исследовании черноморской
мидии M. galloprovincialis на севастопольском побе-
режье были открыты новые каротиноиды (из груп-
пы 19'-гексаноилоксикаротиноидов), которые поз-
волили уточнить полный цикл трансформации
растительного 19'-гексаноилоксифукоксантина до
19'-гексаноилоксимитилоксантина [10]. У мидии
M. galloprovincialis, обитающей на западном побере-
жье Черного моря, в составе каротиноидов был об-
наружен астаксантин, который в тканях севасто-
польской мидии не встречался [33]. Из-за непол-
ной информации по составу каротиноидов
M. galloprovincialis из других регионов М.О. [11, 12]
проследить пути метаболизма каротиноидов и срав-
нить их с черноморской мидией крайне сложно. В
табл. 1 показана разница в составе каротиноидов
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M. galloprovincialis из разных регионов М.О., а так-
же Mytilus edulis и Mytilus coruscus [34–36].

В конце 80-х норвежскими учеными Hertzberg и
соавт., Partali и соавт. были хорошо изучены пище-
вые цепи, по которым происходила ассимиляция
каротиноидов из фитопланктона мидиями Mytilus
edulis [13, 14]. У этого вида мидий было идентифи-
цировано 20 каротиноидов. Впервые наиболее

полно были описаны основные пути метаболиче-
ских трансформаций каротиноидов: диатоксан-
тин, фукоксантин, перидинин и 19'-гексаноилок-
сифукоксантин и характерные метаболические ре-
акции [14]. У мидий закономерно накопление
ацетиленовых каротиноидов с 3-гидрокси-7,8-
дидегидро-концевой группой в молекуле и на-
блюдаются 3 наиболее важные метаболические

Рис. 1. Пути основных метаболических преобразований в тканях Bivalvia от растительных каротиноидов: фукоксан-
тина (a), диатоксантина (b), перидинина (c) и 19’-гексаноилоксифукоксантина (d) [4, 7, 10, 14, 18].
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реакции: гидролиз ацетата до каротенола (фуко-
ксантин → фукоксантинол), превращение аллено-
вой связи в ацетиленовую (фукоксантинол → гало-
цинтиаксантин), окислительное расщепление
эпоксидной группы (диадиноксантин → гетеро-
ксантин; пирроксантинол → гидратпирроксанти-
нол). По мере изучения каротиноидов других гид-
робионтов эти три реакции в литературе отмечены
как характерные для Bivalvia и оболочников [4, 14,
37].

Каротиноиды и их метаболизм у Crassostrea gigas 
из разных регионов Мирового Океана

Исследование черноморского интродуцента-
устрицы Crassostrea gigas было ограничено только
основным составам каротиноидов (83%), который
был представлен 6 каротиноидами: крассостреак-
сантин А и В, аллоксантин, галоцинтиаксантин,
диатоксантин, пектенол А [18, 38] (табл. 1). Ранее
японскими учеными Fujiwara и соавт., Maoka и со-
авт. был подробно изучен состав каротиноидов ти-
хоокеанской устрицы G. gigas [39–41]; он был пред-
ставлен 22 каротиноидами, при этом основу со-
ставляли: галоцинтиаксантин, митилоксантин и
крассостреаксантин А и В (более 50%). Состав ка-
ротиноидов устриц G. gigas, в целом, очень близок
к каротиноидам, которые образуются путем мета-
болических преобразований растительных диаток-
сантина, фукоксантина и перидинина, ранее от-
крытых у мидий [14, 18]. Однако схема метаболиз-
ма от фукоксантина до аллоксантина дополнена
образованием крассотреаксантинов (А и В, а также
их эфиров), открытых впервые у этого вида мол-
люсков [7, 37, 39]. Путь преобразования диатоксан-
тина ограничен только пектенолом А, в отличие от
мидий. Трансформация в тканях перидинина, по-
лученного через усвоение динофлагеллят, проис-
ходит наиболее полно и доходит до образования
циклопирроксантина [7, 37]. Присутствуют все
три метаболические реакции, характерные для
большинства морских двустворчатых моллюсков-
фильтраторов и оболочников [4, 7, 37]. В черно-
морском интрадуценте можно предполагать не-
которое укорочение путей трансформации каро-
тиноидов за счет увеличения концентрации ше-
сти вышеуказанных. Эти шесть каротиноидов
являются продуктами метаболических транс-
формаций 2 растительных: фукоксантина и диа-
токсантина. Несмотря на изменения в характер-
ных цепочках преобразований каротиноидов, на-
личие 3 наиболее важных метаболических реакций
у черноморского интрадуцента остается неизмен-
ным [4, 7].

Каротиноиды и их метаболизм у Anadara sp.
из разных регионов Мирового Океана

Интересным, с точки зрения адаптационных
возможностей, широко распространенным и куль-
тивируемым моллюском на Крымском побережье
стал моллюск-вселенец A. kagoshimensis (A. inaequi-
valvis; Scapharca subcrenata) [25]. Особенности со-
става каротиноидов черноморской анадары A. ka-
goshimensis (A. inaequivalvis) под действием различ-
ных факторов изучались на протяжении многих
лет [17–19, 24–27]. Подробный анализ состава ка-
ротиноидов анадары в естественных природных
условиях на черноморском побережье показал на-
личие в ее тканях β-каротина, пектенола А, пекте-
нолона (цис- и трансизомеров), аллоксантина, ди-
атоксантина, зеаксантина и эфиров последних че-
тырех каротиноидов (табл. 1). Все ткани моллюска
содержали одинаковый набор каротиноидов, кото-
рый практически не подвергался сезонным изме-
нениям [24]. Особенностью этого моллюска явля-
ется хорошо развитая нога, которая имеет наибо-
лее высокий соматический индекс (около 40%)
относительно других тканей, что отражается в са-
мом высоком содержании каротиноидов (45.8%) в
этом органе [18]. Процесс созревания гонад сопро-
вождается снижением суммарных каротиноидов в
других тканях, однако лидером по содержанию
суммарных каротиноидов, по-прежнему, остается
нога моллюска. Рост генеративной ткани не влияет
на изменение качественного состава каротиноидов
других тканей, однако в самих гонадах отмечено
повышенное содержание пектенолона и аллоксан-
тина [27]. Моллюск способен выдерживать дли-
тельные гипоксические состояния, при этом в тка-
нях возрастает концентрация пектенолона, как в
свободном состоянии, так и в эфирных фракциях
[25]. Его накопление в тканях A. kagoshimensis мо-
жет быть связано с наличием процесса цис-транс-
изомеризации этого каротиноида. Этот процесс
протекает в присутствии акцепторов или доноров
электрона через стадию одноэлектронного перено-
са, что способствует увеличению антиоксидантной
активности этого каротиноида [42].

Наиболее полные первые сведения о составе ка-
ротиноидов Scapharca subcrenata, видового аналога
A. kagoshimensis из тихоокеанского региона, были
опубликованы в 1981 г. [43]. Упоминания о составе
каротиноидов этого вида и его близкородственных
видов можно встретить в ряде публикаций прошлого
века [11, 12, 44]. Состав каротиноидов тихоокеанской
анадары представлен: β-каротином, аллоксантином
и диатоксантином (и их эфирами), пектенолоном и
пектенолом А, по некоторым данным у A. broutoni
может накапливаться 7,8-дидегидроастаксантин,
который является продуктом окисления пектеноло-
на [7]. Исходя из состава каротиноидов и известных
для Bivalvia путей метаболических трансформаций
растительных каротиноидов, для анадар характерен
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метаболизм по окислительному пути от диатоксанти-
на до 7,8-дидегидроастаксантина [7]. Эта метаболи-
ческая трансформация встречается у многих дву-
створчатых моллюсков с разными дополнениями
или сокращениями [16]. Отличием черноморской
анадары A. kagoshimensis являлось: с одной сторо-
ны, дополнение эфирами диатоксантина и пекте-
нолона, а также изомеризацией последнего, а с
другой, укорачивание пути преобразования диа-
токсантина лишь до изомеров пектенолона. В ка-
чественном составе черноморской A. kagoshimensis
присутствует зеаксантин, вместо его изомера – лю-
теина, и отсутствует митилоксантин, обнаружен-
ный у некоторых анадар других регионов М.О. [11,
12] (табл. 1). Накопление зеаксантина и аллоксан-
тина происходит непосредственно из пищевого
спектра и не подлежит дальнейшей трансформа-
ции в тканях, кроме их этерификации. Вообще,
черноморская A. kagoshimensis имеет более высокое
содержание эфиров каротиноидов, чем ее видовой
аналог из других регионов М.О. [18, 43, 44]. Причи-
ной депонирования каротиноидов в эфирной фор-
ме может быть не только их перевод в свободную
форму при необходимости, но и роль жирных кис-
лот, входящих в состав этих эфиров, участвующих
в процессе адаптации моллюска [45]. Относитель-
но количественной оценки состава каротиноидов,
в тихоокеанской A. kagoshimensis доминирует ал-
локсантин, а в черноморской – пектенолон. Оче-
видно, все эти изменения в составе каротиноидов
тихоокеанского моллюска A. kagoshimensis возник-
ли в результате длительной адаптации к черномор-
ским, более пресным по сравнению с М.О. водам.
Необходимо отметить, что экспериментальных на-
учных исследований, подтверждающих влияние
солености на метаболизм каротиноидов, у дву-
створчатых моллюсков не обнаружено. Исследова-
ния фактора распреснения на адаптацию организ-
мов и метаболизм каротиноидов во всем экотопе,
в том числе на всю пищевую цепочку в среде оби-
тания моллюсков, никто не проводил. Исходя из
состава каротиноидов анадары, характерных для
большинства Bivalvia 3 типов, метаболических
реакций нет [4, 14]. В метаболических преобра-
зованиях каротиноидов A. kagoshimensis присут-
ствуют реакции гидроксилирования (диатоксан-
тин → пектенол) и дегидрирования с образовна-
ием кето-группы (пектенол → пектеолон;
пектенолон → 7,8-дидегидроастаксантин).

Каротиноиды и их метаболизм у Cerastoderma 
glaucum, Chamelea gallina и Polititapes aureus 

из разных регионов М.О.

Последние 4 года были исследованы 3 вида мол-
люсков, обитающих в одном экотопе на песочно-
иловом грунте в зоне заплеска воды: C. glaucum,
Ch. galina и P. aureus [23, 28–30, 46]. Эти три вида
моллюсков-фильтраторов относятся к массовым

видам и являются аборигенами Черного моря, по-
дробно изучаемыми с прошлого века, особенно в
глубоководной части шельфовой зоны (от 20 до
50 м) [47, 48]. Со временем эти виды стали распро-
страняться на мелководье и их стали встречать в
верховьях бухт, в зоне заплеска воды [49], где они
приобретали свои адаптационные морфометриче-
ские особенности [46]. Виды, обитающие в таких
экотопах, в верховьях бухт, должны приобретать
некоторую устойчивость к переменам температур,
солености, сгонно-нагонных явлений. Морские
отливы в таких местах могут почти полностью об-
нажать рыхлый песчаный грунт, в котором нахо-
дятся эти моллюски. Такие моллюски вызывают
интерес с точки зрения их адаптационных возмож-
ностей и участия в этом их каротиноидов.

В 2018–2019 гг. были подробно изучены состав
каротиноидов черноморского аборигена C. glaucum
и влияние сезонных факторов на изменения этого
состава [23]. Выяснено, что состав каротиноидов
представлен 11 свободными и 4 этерифицирован-
ными каротиноидами (табл. 1). Основной орган
накапливающий каротиноиды, – это гепатопан-
креас (более 55% от суммы каротиноидов), вторым
по количеству этих пигментов является нога (око-
ло 25%). В годовом цикле накопление каротинои-
дов имеет два максимума: весной (7.1 ± 2.1 мг 100 г–1)
и ранней осенью (3.1 ± 1.1 мг 100 г–1) [23]. В каче-
ственном отношении около 40% этих соединений
C. glaucum подвержено сезонным изменениям, по-
стоянно присутствующими являлись: β-каротин,
гетероксантин, мактраксантин, а также эфиры
двух последних (суммарная доля 50–65%) [23]. Ис-
ходя из состава каротиноидов, у черноморского
моллюска C. glaucum присутствуют следующие ме-
таболические трансформации: фукоксантин → фу-
коксантинол; неоксантин → диадиноксантин →
→ гетероксантин; видоспецифичным каротинои-
дом животного происхождения является мактрак-
сантин [50]. Точный путь метаболических преобра-
зований предшественников мактраксантина неиз-
вестен, однако высказано предположение о
получении его моллюском через окислительное
расщепление двух эпоксигрупп виолоксантина [23,
29]. Таким образом, у черноморских церастодерм
присутствуют все три метаболические реакции,
описанные ранее для Bivalvia. Эти результаты
были сопоставлены с исследованиями видового
аналога, обитающего в районе Британских ост-
ровов в 70-х гг. прошлого века [51]. У C. glaucum се-
вероатлантического происхождения были обнару-
жены сложноэфирные фракции каротиноидов,
β-каротин, лютеин, а также комплекс ксантофил-
лов неустановленного строения, среди которых в
гепатопанкреасе моллюска был идентифицирован
гетероксантин [11, 51]. При сравнении состава ка-
ротиноидов церастодерм из этих двух регионов
М.О. можно отметить ряд отличий (табл. 1). Ряд
каротиноидов у североатлантической C. glaucum
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отсутствовали у черноморской C. glaucum. С дру-
гой стороны, состав каротиноидов черноморско-
го аборигена C. glaucum содержал диатоксантин,
аллоксантин, зеаксантин и мактраксантин, кото-
рые не были обнаружены ранее у видового аналога с
Британского побережья (табл. 1). Отличительной
особенностью черноморской церастодермы, как
и в случае с анадарой, стоит отметить обилие эфи-
ров каротиноидов. Несмотря на эти отличия в со-
ставе C. glaucum из разных регионов М.О., из-за не-
достатка исследований в этой области, утверждать
наличие отличий в метаболических реакциях пока
преждевременно.

Параллельно с исследованиями C. glaucum, в
том же экотопе, нами проводились исследования
состава каротиноидов Ch. galina. Динамика сум-
марных каротиноидов в течение года показала два
выраженных максимума: весенний (1.5 ± 0.5 мг ×
× 100 г–1) и осенний (0.5 ± 0.2 мг × 100 г–1) [28]. В
эти периоды был изучен состав каротиноидов до
90%, (11 свободных каротиноидов и 7 эфиров):
β-каротин, диатоксантин, галоцинтиаксантин,
амароциаксантин A, гетероксантин, мактраксантин,
аллоксантин, лютеин, зеаксантин, диадиноксантин,
фукоксантин и эфиры 7 последних каротиноидов
[28]. Отмечены следующие пути трансформации:
фукоксантин → фукоксантинол → амаруциаксан-
тин А; фукоксантин → фукоксантинол → галацин-
тиаксантин (рис. 1); диадиноксантин → гетерок-
сантин, а также трансформация каротиноидов до
мактраксантина. Видоспецифичным каротинои-
дом является амарауциаксантин А [52]. В метабо-
лической трансформации каротиноидов у черно-
морской Ch. galina можно отметить все три метабо-
лические реакции, о которых говорилось ранее [4].
Этот вид моллюска, относящийся к аборигенам
Черного моря, имеет видовой аналог из Средизем-
ного моря, между которыми имеется ряд морфо-
метрических отличий [48, 54]. Первые сведения о
составе каротиноидов Chamelea galina (Venus galli-
na) из других регионов М.О. встречаются в ряде ра-
бот 80-х – 90-х годов [11, 12]. В работах последних
десятилетий чаще всего можно встретить анализ
липидов и каротинов Ch. gallina как более коммер-
чески важных показателей ценности моллюсков
[33, 56]. Таким образом, результаты исследований
Ch. galina из других регионов М.О. ограничены ка-
ротиноидами: β-каротин, лютеин, флавоксантин и
группа неопределенных ксантофиллов [11, 12, 55].
Наиболее подробный анализ состава каротинои-
дов можно встретить у близкородственных видов
хамелии – это Paphia amabillis и Callista chione [52,
54]. Состав Callista chione представлен 6 каротинои-
дами: β-каротином, β-криптоксантином, лютеи-
ном, зеаксантином, астаксантином, кантаксанти-
ном [54]. Можно видеть очевидные отличия между
представителями одного семейства [11]. Несмотря
на малоизученность каротиноидов хамелии из дру-
гих регионов М.О., можно отметить отличия в ка-

чественном составе между видовыми аналогами
(табл. 1). Эти отличия могут быть связаны с нали-
чием дополнительных путей трансформации каро-
тиноидов у этого вида, обитающего в других регио-
нах М.О., поэтому вопрос о метаболических реак-
циях остается все еще малоизученным.

Находящийся рядом в одном экотопе с Ch. galli-
na и C. glaucum третий вид: Polititapes aureus (Gmelin,
1791) (Paphia aurea), в годовой динамике суммар-
ных каротиноидов имел один максимум – весной
(1.68 ± 0.47 мг × 100 г–1 сырого веса), в качествен-
ном составе содержал: каротины, эхиненон, зеак-
сантин, лютеин, аллоксантин, фукоксантин, ама-
руциаксантин А, гетероксантин, мактраксантин
(табл. 1). У черноморского моллюска P. aureus были
обнаружены пути трансформации каротиноидов:
фукоксантин → фукоксантинол → амаруциаксан-
тин А; фукоксантин → фукоксантинол → галацин-
тиаксантин; диадиноксантин → гетероксантин
[30]. Доминирующим в составе тканей P. aureus ка-
ротиноидом животного происхождения являлся
амарауциаксантин А, характерный для всех Veneri-
dae [52]. В метаболической трансформации каро-
тиноидов у черноморского моллюска P. aureus при-
сутствуют все три метаболические реакции, о кото-
рых говорилось ранее [4].

В 2008 г. был наиболее полно изучен вид Paphia
amabillis, относящийся к семейству Veneridae (се-
мейство), к Paphia (род), обитающий в Тихооке-
анском регионе М.О. [52]. С одной стороны, этот
вид близок по филогенетическому древу к Politi-
tapes aureus, а с другой, он из одного семейства с
Ch. gallina. У Paphia amabillis, обитающей в Тихо-
океанском регионе, в составе его каротиноидов
присутствуют: гидратпирроксантинол и амароци-
аксантин А (и их сложные 3-эфиры), эфиры фу-
коксантинола, перидинола [52]. Имея близкород-
ственные отношения, но обитая в другом регионе,
этот вид имеет только один общий каротиноид –
амароциаксантин А [7, 52].

У C. glaucum, Ch. galina и P. aureus, как и у мидий
и устриц из черноморского региона, одна из транс-
формаций каротиноидов происходит от раститель-
ного фукоксантина (рис. 1). Однако сам путь мета-
болической трансформации не полный (рис. 1,
табл. 1). Эти виды, обитая в одном экотопе одной
из бухт Черного моря, имея одинаковые экологи-
ческие и пищевые условия, накапливали как об-
щие каротиноиды, так и отличные (табл. 1, рис. 1).
При сравнении по литературным данным состава
каротиноидов этих видов с их аналогами из других
регионов наблюдались отличия не только в составе
каротиноидов, которые во многом зависят от пи-
щевого спектра моллюсков, но и обнаружены из-
менения в самих путях метаболизма. У P. aureus
отсутствовали каротиноиды, образующиеся от рас-
тительного перидинина, тогда как у Paphia amabillis
этот путь трансформации наиболее широко пред-
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ставлен и включает в себя: перидининол, периди-
нинол, пирроксантинол, пирроксантин, цикло-
пирроксантин, циклопирроксантинол (табл. 1, рис. 1).
Источником перидинина являются динофлагелля-
ты, представители которых широко распростране-
ны в составе черноморского фитопланктона [57].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, можно утверждать, что измене-
ния условий обитания у одного и того же вида мол-
люска-фильтратора приводят к реализации ме-
ханизмов адаптации в организме, что может
привести к изменениям в качественном составе
каротиноидов, путей их трансформации, возник-
новению новых соединений каротиноидного ряда.
Это напрямую связано с выполнением функций
этих соединений в организме, что требует дальней-
шего изучения и является основной целью наших
исследований.

С другой стороны, обитая в одном экотопе на
побережье Черного моря, в одинаковых условиях,
имея один и тот же спектр питания, моллюски, от-
носящиеся к Imparidentia (Superorder) (P. aureus,
Ch. gallina и C. glaucum), накапливали только 6 ви-
дов общих каротиноидов (табл. 1), но еще меньше
общих каротиноидов они имели со своими видо-
выми аналогами из других регионов М.О. Изуче-
ние причин этих изменений в метаболизме и на-
коплении каротиноидов также требует дополни-
тельных исследований.
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Features of the Accumulation of Carotenoids
in the Black Sea Bivalve Mollusks
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Studies of the composition of carotenoids in the Black Sea bivalve mollusks Mytilus galoprovincialis, Crassostrea
gigas, Anadara kagoshimensis, Cerastoderma glaucum, Chamelea gallina, Polititapes aureus and their closely relat-
ed species showed changes depending on their habitats in the World Ocean (W.O.). The most obvious differences
were noted between the Black Sea mollusks and their species counterparts in other regions of the W.O. The clams
C. glaucum, Ch. gallina and P. aureus sharing the same ecotope showed both species-specific features in the ac-
cumulation of carotenoids and significant differences between carotenoids compared to their species counter-
parts from other regions of the W.O. The noted changes concern only the accumulation of carotenoids from food
or a reduction in the number of carotenoid metabolic pathways assigned to these species in the scientific publi-
cations. In the Black Sea mollusks, no new carotenoid metabolic reactions and pathways have yet been found.

Keywords: bivalve mollusks, carotenoids, carotenoid transformation pathways, Black Sea
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Фагоциты дальневосточной голотурии Eupentacta fraudatrix методом градиентного центрифугирования
разделяются на две фракции (Ф1 и Ф2 фагоциты), имеющие различные функциональные маркеры. Це-
лью работы явилось выявление морфологических особенностей клеток двух фракций, их базового ок-
сидантно-антиоксидантного статуса и фенотипа. Различными методами, включая световую и флуорес-
центную микроскопию, цитометрический анализ и визуализирующую цитометрию, выявлены морфо-
логические различия между двумя типами фагоцитов голотурии E. fraudatrix. Фагоциты различаются по
своим размерным характеристикам, гранулярности, ядерно-цитоплазменному соотношению, показа-
телям, характеризующим округлость клеток. Полученные данные свидетельствуют в пользу представ-
лений о разном уровне дифференциации Ф1 и Ф2 фагоцитов и являются морфологическим обос-
нованием ранее полученных данных о разной роли этих клеток в иммунном ответе. В пользу пред-
ставлений о разной функциональной роли двух типов фагоцитов свидетельствует и различный
характер изменения числа этих клеток в зависимости от сезона. Наибольшие изменения числа Ф1
фагоцитов отмечены в период температурно-зависимых изменений метаболической активности
голотурии, а Ф2 фагоцитов – в периоды, соответствующие тканевым перестройкам. Исследование базовых
параметров функциональной активности не выявило достоверных различий в уровнях активных форм кис-
лорода в обоих типах фагоцитов, при этом имелась тенденция к превышению уровня восстановленного
глутатиона в Ф1 фагоцитах по сравнению с таковым в Ф2 клетках, что свидетельствует в пользу представле-
ний о более высокой антиоксидантной активности в Ф1 фагоцитах. Дексаметазон оказывал на уровень свя-
зывания растительных лектинов из Canavalia ensiformis и Glycin max поверхностными рецепторами разнона-
правленное действие в двух типах фагоцитов, подтверждая предположение о разном уровне их дифферен-
цированности/активности и различной функциональной роли этих клеток.

Ключевые слова: фагоциты, восстановленный глутатион, активные формы кислорода, лектины, декса-
метазон, голотурии
DOI: 10.31857/S0044452922040040

Голотурии (Echinodermata, Holothuroidea) ши-
роко распространены в Мировом океане и вносят
существенный вклад в биомассу макрозообентоса,
оказывают существенное влияние на экологию
своих мест обитания и являются ценным пищевым
и фармакологическим сырьем [1]. Эволюционная
близость этих беспозвоночных к позвоночным как
вторичноротым [2] и необходимость защиты голо-
турий от инфекций вызвали значительный интерес
к их иммунитету [3].

Большая часть иммунных клеток голотурий в
норме находится в целомической жидкости, запол-
няющей полость тела [4]. К иммунным клеткам го-
лотурий относят амебоциты или фагоциты (анало-

ги макрофагов позвоночных), осуществляющие
фагоцитоз и инкапсулирование чужеродных аген-
тов, и морулоподобные клетки, участвующие в ин-
капсуляции бактерий [5]. У Cucumaria japonica и
близкого ей вида Eupentacta fraudatrix эти два типа
клеток вместе с ювенильными (лимфоцитоподоб-
ными) клетками составляют большую часть пула
(99%) всех целомоцитов – клеток целомической
жидкости [6, 7]. Роль ювенильных клеток не впол-
не понятна, но они считаются стволовыми клетка-
ми для других типов целомоцитов [6, 8].

Фагоциты являются наиболее постоянно встре-
чающимся типом клеток у иглокожих. Ранее фаго-
циты голотурий и морских ежей методом градиент-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: JOHZVM
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ного центрифугирования в растворах различной
плотности были разделены на два и более типа [5].
Эти клетки, по данным Edds [9], отличались как по
количественным, так и по морфологическим (раз-
личались по плотности и наличию гранул) и мета-
болическим (отличались по белкам цитоскелетона)
признакам. Однако функциональные различия
между двумя субпопуляциями долго оставались не-
изученными [10].

Известно, что у позвоночных макрофаги в ответ
на различные сигналы среды в процессе так назы-
ваемой поляризации макрофагов могут трансфор-
мироваться в два функционально различных типа:
провоспалительный (М1 макрофаги, “классиче-
ски” активированные), играет ключевую роль в за-
щите от бактериальных инфекций, и антивоспали-
тельный (М2 макрофаги, “альтернативно” активи-
рованные), вовлечен в восстановление тканей.
Маркером М1 макрофагов является оксид азота
(NO), а М2-макрофагов – высокая активность ар-
гиназы. Эти два типа макрофагов также использу-
ют разные метаболические пути для производства
энергии и различаются по содержанию восстанов-
ленного глутатиона (GSH), поверхностными марке-
рами, спектром синтезируемых цитокинов. Одним
из часто используемых модуляторов поляризации
макрофагов по М2 пути является дексаметазон [11].

В последнее десятилетие происходит накопле-
ние данных, свидетельствующих о наличии функ-
циональных различий и между отдельными типами
фагоцитов иглокожих. В частности, выявлено раз-
личие в их антиоксидантной активности [12, 13].
Также было показано, что два типа фагоцитов го-
лотурии (Ф1 и Ф2) E. fraudatrix имеют разные
функциональные маркеры, подобно макрофагам
[12], кроме того, выявлено наличие разных поверх-
ностных рецепторов у двух субпопуляций фагоци-
тов морских ежей Strongylocentrotus purpuratus [10] и
двух типов фагоцитов E. fraudatrix [14].

В настоящей работе поставлена цель морфоло-
гической идентификации двух фракций фагоцитов
голотурии E. fraudatrix, выявления особенностей их
функциональной активности у интактных живот-
ных, а также исследование пластичности фенотипа
клеток под влиянием дексаметазона.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Голотурии E. fraudatrix (с длиной тела 4–6 см),
собирали в бухте Восток (зал. Петра Великого
Японского моря) зимой, а также в бухте Алексеева
(залив Петра Великого Японского моря) на базе
морской экспериментальной станции “о. Попова”
ТОИ ДВО РАН весной и осенью (для определения
временных изменений в концентрации фагоцитов)
с использованием легководолазного снаряжения.
До начала экспериментов животные находились в

аквариуме с проточной аэрируемой морской водой
в течение двух недель.

Образцы целомической жидкости с добавлени-
ем антикоагулирующего раствора от одной, в ряде
случаев, от 3–4 (при проведении функциональных
исследований) или 15 (эксперименты in vitro) осо-
бей, объединяли и наслаивали на двухступенчатый
градиент фиколл-верографина для выделения фа-
гоцитов, как описано ранее [15]. Полученные по-
сле центрифугирования суспензии фагоцитов Ф1
(выделенных в интерфазе между образцом и фи-
колл-верографином, разведенным антикоагулиру-
ющим раствором в соотношении 1 : 4, объем/объ-
ем) и Ф2 (концентрирующихся в интерфазе между
слоями фиколл-верографина, разведенного анти-
коагулирующим раствором в 2 и 4 раза) дважды от-
мывали фосфатно-солевым буфером с добавлени-
ем 36 г/л хлорида натрия (ФСБН) [5] и ресуспенди-
ровали в среде 199 с добавками (модификация
метода Одинцовой [16]), как описано ранее [17].

При расчете количества клеток на одно живот-
ное в каждый временной период использовали че-
тыре экземпляра голотурии. Концентрацию клеток
определяли с использованием камеры Горяева в
двух повторностях. Во всех случаях измеряли объ-
ем добавляемого к целомической жидкости анти-
коагулирующего раствора и суммарный объем це-
ломической жидкости и антикоагулирующего рас-
твора; объем целомической жидкости определяли
по разнице между этими значениями. Количество
клеток целомической жидкости на одну голотурию
определяли как произведение концентрации кле-
ток в целомической жидкости на объем последней.

Исследования проводили в свежевыделенных
клетках, за исключением цитохимического анали-
за. В этом случае порцию клеток предварительно
фиксировали 1%-ным глутаральдегидом в ФСБН и
хранили при 4°C.

Цитометрический анализ фагоцитов проводили
на проточном цитометре FACScan BD FACS Cali-
bur (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, США) по па-
раметрам бокового (SSC) и прямого (FSC) светорас-
сеяния, используя программу CellQuest Pro.

Диаметры клеток и ядер определяли с использова-
нием флуоресцентного микроскопа Leica DM 4500
(Weltzlar, Германия), с предварительным окрашива-
нием ядер DAPI (Merсk, Германия). Определение
проводили в шести экземплярах голотурии. В каждом
случае исследовали не менее 20 клеток.

Кроме того, для анализа изображений и харак-
теристики морфологических параметров исполь-
зовали проточный визуализирующий цитометр
(микроскоп) FlowCam 8400 (Fluid Imaging Technol-
ogies, Scarborough, США) и программное обеспече-
ние VisualSpreadsheet 5 (version A 2020). Перед на-
чалом измерений суспензию клеток, предвари-
тельно разведенную в 4 раза, фильтровали (d =
= 35 мкм). Измерения образца в объеме 100 мкл
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проводили при скорости потока 0.030 мл/мин. Ис-
пользовали увеличение в 20 раз. Применяли завод-
ские установки. При анализе изображений уста-
навливали два фильтра по параметрам ABD (Area
based diameter, диаметр, основанный на площа-
ди) – различные для двух клеточных фракций, а
также по симметрии (Sym, в диапазоне 0.5–1 ед.),
соответствию округлости (отклонение края части-
цы от круга наилучшего соответствия, CF, в диапа-
зоне 0.7–1 ед.), прозрачности (Transparency, диапа-
зон 0–0.5 ед.), а также по циркулярности (параметр
формы, вычисляемый по периметру, Cir, в диапа-
зоне 0.6–1 ед.) – общие для двух типов фракций.
Диапазон изменений морфологических парамет-
ров клеток был определен в предварительных экс-
периментах. В выделенных диапазонах определяли
величины указанных выше параметров, а также
EСD (эквивалентный циркулярный диаметр), AR
(соотношение длин осей (сторон), и Cir(Hu)- (аль-
тернативная мера округлости). Для каждого типа
фракций проведено 4 независимых измерения.

Для определения влияния 100 мкМ дексамета-
зона (KRKA, Novo mesto, Словения) на фенотип
фагоцитов клетки инкубировали 24 ч в круглодон-
ных планшетах (1 млн клеток в лунке) при комнат-
ной температуре. К контрольным клеткам добав-
ляли равный объем ФСБН. Каждое воздействие
производилось в двух независимых экспериментах
и в двух повторностях.

Уровень активных форм кислорода (АФК)
определяли с помощью флуоресцентного красите-
ля 2'–7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата
(H2DCFDA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, США) в
ФСБН (10 мкмоль/л), обрабатывая клетки в течение
15 мин (n = 3). Последующий цитометрический ана-
лиз живых клеток [18] проводили, используя цито-
метр CytoFLEX (Beckman Coulter, Inc.250 S. Kraemer
Blvd. Brea, CA 92821, США) и программное обеспече-
ние CytExpert.

Анализ содержания восстановленного глута-
тиона (n = 3) проводили с использованием в ка-
честве дериватизационного реагента реактива
Эллмана (5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кис-
лота), ДТНБ) (Sigma-Aldrich) по модифицирован-
ному методу Fraternale и соавт. [19], как описано
ранее [14]. Измерение оптической плотности рас-
творов проводили на планшетном спектрофото-
метре STAT Fax 2100 (Awarness Technology Inc.,

США) при 402 нм. Концентрацию GSH в пробе
определяли по калибровочной кривой со стандар-
том GSH (Sigma-Aldrich). Концентрацию белка в
пробах измеряли с использованием красителя Ку-
масси G-250 (Sigma-Aldrich).

Экспрессию поверхностных рецепторов фаго-
цитов изучали методом окрашивания [20] отмытых
от глутаральдегида клеток ФИТЦ-конъюгирован-
ными растительными лектинами (ICN Biomedicals,
Германия) из Canavalia ensiformis (con A) и из Glycin
max (SBA), связывающихся с GalNAcα1–3GalR и
α-D-маннопиранозидами соответственно [21].
Связывание лектинов с поверхностными рецепто-
рами оценивали по процентному содержанию кле-
ток с зонами яркой зеленой флуоресценции. Ядра
фагоцитов окрашивали DAPI (Merсk, Германия).
Для анализа флуоресценции иcпользовали микро-
скоп Leica DM 4500 (Weltzlar, Германия). В каждой
повторности исследовали не менее 100 клеток.

Статистическую обработку данных (среднее
значение ± SEM) проводили с использованием
программного обеспечения GraphPad Prism v. 6.01
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, США).
Для определения нормальности распределения
данных использовали тест Колмогорова–Смирно-
ва. Достоверность различий определяли с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента. Разницу между
группами считали достоверной при p < 0.05.

Работа частично выполнена с использованием
оборудования Дальневосточного Центра элек-
тронной микроскопии Национального научного
центра морской биологии ДВО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Морфологические особенности двух типов фаго-

цитов. Данные цитометрического анализа, осно-
ванного на параметрах прямого и бокового свето-
рассеяния, выявили, что целомоциты распределя-
ются по двум областям, обозначенным R1 и R2
(рис. 1а), со значительно более высокой концен-
трацией клеток в R1. Разделенные в градиенте
плотности фагоциты (рис. 1b) находились в обла-
сти, соответствующей R1, и показали близкие, ча-
стично перекрывающиеся, параметры распределе-
ния. Вместе с тем величины прямого и бокового
светорассеяния для Ф1 превышали таковые для Ф2
фагоцитов, что указывает на имеющиеся различия

Таблица 1. Размерные показатели фагоцитов

Примечание: * – различия по сравнению с Ф1 фагоцитами значимы при p < 0.05, ** – различия по сравнению с Ф1 фагоцитами
значимы при p < 0.001. Значения представлены как M ± SEM, n = 6. У каждого экземпляра исследовали не менее 20 клеток.

Тип фагоцитов Диаметр клеток (мкм) Диаметр ядра (мкм) Ядерно-плазменное отношение

Ф1 9.27 ± 0.37 3.46 ± 0.20 0.44 ± 0.02

Ф2 7.23 ± 0.32** 3.31 ± 0.29 0.53 ± 0.04*
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в диаметре и гранулярности (наличии включений)
этих двух типов клеток.

Микроскопическое исследование изолирован-
ных фракций фагоцитов (рис. 1c) выявило, что оба
типа клеток имеют преимущественно округлую

форму. Размеры клеток (табл. 1), хотя и имеют ча-
стично перекрывающиеся диапазоны, достоверно
отличаются, при этом диаметр Ф1 фагоцитов в
среднем почти на 30% больше, чем у Ф2 фагоцитов
(p <0.001). Оба типа фагоцитов также имели ядра

Рис. 1. Морфологическая идентификация фагоцитов голотурии E. fraudatrix. (a) Результаты цитометрического анализа
клеток целомической жидкости (CF). (b) Результаты цитометрического анализа фагоцитов, полученных в результате цен-
трифугирования в ступенчатом градиенте плотности фиколл-верографина. По оси абсцисс: интенсивность прямого све-
торассеяния (FSC), по оси ординат: интенсивность бокового светорассеяния (SSC). (с) Микрофотографии фагоцитов
Ф1(P1) (верхняя панель) и Ф2 (P2) (нижняя панель). Левая панель – в проходящем свете, правая панель – окраска DAPI.
Масштаб: 20 мкм.
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одинакового диаметра, но различное ядерно-плаз-
менное отношение, в Ф2 фагоцитах его значение
больше, чем в Ф1 клетках.

Дальнейшие исследования морфологических
параметров клеток были проведены с использова-
нием метода проточной визуализирующей цито-
метрии FlowCam.

Выявленные ранее различия в размерности двух
фракций послужили основанием для установки
фильтров для получения изображений и характе-
ристики клеток в диапазоне АBD 7–12 и 5–9 мкм
для фракций Ф1 и Ф2 соответственно (рис. 2).

Установлено (табл. 2), что между фракциями,
выделенными в соответствии с установленными
фильтрами (1) и (2), представляющими фракции
Ф1 и Ф2 фагоцитов соответственно, имеются раз-
личия только по параметрам размерности (АВD и
EСD) и округлости (Cir и Cir(Hu)), которые в пер-
вой фракции выше, чем во второй. При этом значе-
ние параметра размерности EСD в среднем выше,
чем значение АВD, и различия между фракциями
по этому параметру более достоверны. Показатель
Cir(Hu), который в большей мере характеризует
степень округлости клеток по сравнению с тако-
вым Cir, также в среднем выше, чем показатель Cir.
Отмечена также тенденция к снижению AR в Ф2
клетках по сравнению с Ф1 фагоцитами.

Влияние сезонности на количество фагоцитов во
фракциях. Проведенные в весенний и зимний пе-
риоды измерения содержания целомоцитов у голо-
турий не выявили временных различий (17.90 ±
± 4.38 и 17.58 ± 4.38 клеток на голотурию в марте и
в декабре соответственно). Однако содержание фа-
гоцитов в двух фракциях клеток в расчете на одну
голотурию варьировало в зависимости от сезона.
Так, количество фагоцитов Ф1 достоверно не ме-
нялось в период с февраля по апрель, но снижалось
в период с октября по декабрь. Содержание же Ф2
фагоцитов, будучи максимальным в феврале, сни-
жалось в последующие исследованные периоды, не

отличаясь существенно в периоды с марта по ок-

тябрь, но достигая минимального значения в де-

кабре, как и Ф1 фагоциты (рис. 3). Концентрация

Ф2 фагоцитов превышала таковую Ф1 в 4–3 раза в

феврале и октябре соответственно, менее значи-

тельное превышение (в 1.6 раза) было в марте, но

не выявлено достоверных различий в содержании

двух типов клеток в декабре и апреле. Соответ-

ственно менялся и суммарный вклад обеих фрак-

ций фагоцитов в общее количество целомоцитов: в

декабре он составил 14.6%, а в марте – 38%, при не-

изменности общего количества целомоцитов в эти

месяцы.

Уровень АФК в фагоцитах. График для H2DCFDA-

зависимой флуоресценции Ф2 фагоцитов имел

тенденцию к смещению правее относительно тако-

вого для Ф1 клеток (рис. 4), а интенсивность флуо-

ресценции в Ф2 фагоцитах имела тенденцию к пре-

вышению таковой в Ф1 фагоцитах. Тем не менее

Рис. 2. Изображения клеток, полученных с помощью метода FlowCam, при использовании разных фильтров для ABD
(7‒12 и 5–9 мкм). Масштаб: 20 мкм.

Filter (ABD)

(2) 5–9 mm(1) 7–12 mm

Таблица 2. Морфологические параметры двух фрак-
ций фагоцитов, полученные с использованием метода
FlowCam

Примечание: * – различия по сравнению с группой (2) значимы
при p < 0.05, ** – различия по сравнению с группой (2) значи-
мы при p < 0.01. Значения представлены, как M ± SEM, n = 4.

Морфологические 

параметры

Фильтр АВD

(1) 7–12 мкм (2) 5–9 мкм

АВD 8.11 ± 0.11* 5.4 ± 0.47

EСD 12.10 ± 0.50** 7.02 ± 0.97

Sym 0.79 ± 0.05 0.77 ± 0.48

AR 0.92 ± 0.02 0.85 ± 0.06

CF 0.88 ± 0.01 0.84 ± 0.02

Cir 0.82 ± 0.01* 0.72 ± 0.02

Cir(Hu) 0.96 ± 0.03* 0.83 ± 0.02

Transparancy 0.31 ± 0.008 0.30 ± 0.03
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эти параметры не отличались достоверно между
двумя типами фагоцитов.

Содержание восстановленного глутатиона. Не
выявлено достоверных различий и в содержании

GSH в двух типах фагоцитов (рис. 5), хотя отмечена
тенденция к более низкой аккумуляции данного
антиоксиданта в Ф2 фагоцитах по сравнению с Ф1
фагоцитами.

Влияние дексаметазона на связывание расти-
тельных лектинов с поверхностными рецепторами
фагоцитов. Через 24 ч инкубации связывание по-
верхностных рецепторов с con A в Ф1 и Ф2 фагоци-
тах достоверно не отличалось, а связывание с SBA
было значительно выше в Ф2 фагоцитах по сравне-
нию с Ф1 клетками (рис. 6a, c).

Дексаметазон в 2–4 раза стимулировал связыва-
ние con А в Ф1, но не в Ф2 фагоцитах, через 24 ч ин-
кубации (рис. 6b, c).

Связывание поверхностных рецепторов фаго-
цитов с SBA было значительно выше в Ф2 фагоци-
тах по сравнению с Ф1 клетками (рис. 7a, c). Свя-
зывание SBA с поверхностными рецепторами при
воздействии дексаметазона изменялось в обоих ти-
пах фагоцитов, причем противоположным обра-
зом: в Ф1 фагоцитах возрастало в 2 раза, а в Ф2 сни-
жалось в 3.2 раза (рис. 7b, c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цитометрический анализ показал, что целомо-
циты E. fraudatrix в целом разделяются на популя-
ции сходно с описанными для других иглокожих.
Так, у морской звезды Marthasterias glacialis цело-
моциты представлены двумя популяциями, разли-
чающимися по морфологии и размерам клеток и
относительным количеством клеток [22]. При этом

Рис. 3. Содержание фагоцитов Ф1 (P1) и Ф2 (P2) в от-
дельные месяцы. * – различия по сравнению с Ф1 фа-
гоцитами статистически значимы при p < 0.05; ** – раз-
личия по сравнению с апрелем статистически значимы
при p < 0.05; *** – различия по сравнению с другими пе-
риодами (март–декабрь) статистически значимы при
p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, n = 4.
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наиболее многочисленной была фракция, пред-

ставленная фагоцитами, которые по морфофунк-

циональным признакам делились на два подтипа,

по-разному участвующих в фагоцитозе. У голоту-

рии Apostichopus japonicus были выделены две попу-

ляции целомоцитов, различающиеся по грануляр-
ности, размерности и численности, и третья, про-
межуточная, между ними [23].

В настоящей работе целомоциты E. fraudatrix
разделялись на две популяции, значительно раз-
личающиеся как по размерности, так и по грану-
лярности. Как и для A. japonicus [23], популяция
наиболее гранулярных клеток была наименее
многочисленной. Цитометрический анализ двух
выделенных центрифугированием в градиенте
плотности фиколл-верографина фракций фагоци-
тов показал, что обе фракции входят в популяцию
менее гранулярных клеток и отличаются между со-
бой как по размерам, так и по уровню гранулярно-
сти клеток.

Полученные микроскопическими методами
данные о размере фагоцитов показали, что фагоци-
ты E. fraudatrix разделяются в зависимости от диа-
метра на две группы, которые можно назвать боль-
шими (9.27 ± 0.37 мкм) и малыми (7.23 ± 0.32 мкм)
фагоцитами на основе различий в размерах. Необ-
ходимо отметить, что диаметр фагоцитов иглоко-
жих варьирует между 3 и 20 мкм [24] или, по другим
данным, между 10 и 40 мкм [5], и различия выявля-

Рис. 5. Концентрация GSH в свежевыделенных фаго-
цитах Ф1 (P1) и Ф2 (P2). Значения представлены как
M ± SEM, n = 3.
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ются как между разными классами иглокожих [8],

так и между родственными видами [13]. Фагоциты

были классифицированы по морфологическим

признакам на субтипы, однако у авторов, описыва-

ющих фагоциты разных классов иглокожих, при-

меняются различные подходы к классификации,

что не всегда позволяет провести сравнительную

идентификацию того или иного типа у разных

классов [8]. Фагоциты разделяют, в частности, по

диаметру клеток, на большие и маленькие [25]. Од-

нако сами субпопуляции клеток даже внутри одно-

го класса при делении по размеру могут наклады-

ваться друг на друга, что также затрудняет класси-

фикацию фагоцитов [8]. У голотурии Holothuria
glaberrima наиболее часто встречаемым типом кле-

ток являются лимфоцитоподобные клетки, имею-

щие маленький диаметр (4–6 мкм), большое ядро и

маленький объем цитоплазмы [8]. У E. fraudatrix
лимфоцитоподобные клетки могут иметь диаметр

2–6 мкм [26], у Holothuria polii самые немногочис-

ленные и самые мелкие клетки имели диаметр 6–

8 мкм [27]. Эти клетки обычно рассматриваются

как предшественники других клеток, но обладаю-
щие фагоцитарной активностью [4, 6, 8], хотя не
всегда доказана возможность их дифференцировки
в другие клетки [27]. Зрелые фагоциты у голотурии
H. glaberrima имеют размер 10.8 ± 2.3 мкм [8], у A. japo-
nicus – 3–5 мкм, у C. japonica – 5–10 мкм [7]. У Ho-
lothuria scabra мелкие клетки (4–5 мкм) названы
лимфоцитами, доля которых в три раза меньше,
чем доля фагоцитов диаметром 5–10 мкм [13].

Поскольку величины диаметров клеток двух
фракций фагоцитов частично перекрываются,
определение диаметра не достаточно для класси-
фикации выделенных типов фагоцитов. Получен-
ные нами данные показывают, что клетки двух
фракций отличаются и по ядерно-плазменному от-
ношению, что, по-видимому, обусловливает раз-
личную плотность этих клеток и приводит к соот-
ветствующим различиям в их распределении меж-
ду ступенями градиента плотности, при котором
клетки со сравнительно меньшим диаметром ока-
зываются в более плотных слоях [28]. Сравнение с
данными Завальной и соавт. [26] показывает, что

Рис. 7. Микрофотографии фагоцитов Ф1 (P1) и Ф2 (P2), проинкубированных 24 ч и окрашенных ФИТЦ-меченым SBA.
(а) Контроль (ФСБН). (b) Воздействие 100 мкМ дексаметазона. (c) Доля (%) фагоцитов, связывающих SBA. 1 – Ф1 фаго-
циты, контроль; 2 – Ф1 фагоциты, воздействие дексаметазона; 3 – Ф2 фагоциты, контроль; 4 – Ф2 фагоциты, воздействие
дексаметазона. * – различия между группами статистически достоверны при p < 0.05, ** – различия между группами ста-
тистически достоверны при p < 0.01. Значения представлены как M ± SEM, n = 2. В каждой повторности исследовали не
менее 100 клеток.
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клетки Ф2 фракции нельзя отнести к описанным
лимфоцитоподобным клеткам E. fraudatrix, однако
на основании разной степени развитости цито-
плазмы можно предположить, что Ф2 фагоциты
являются менее зрелыми по сравнению с Ф1 клет-
ками и близки по размерам лимфоцитам, описан-
ным для ряда других голотурий [8, 13, 27].

С помощью визуализирующей проточной цито-
метрии в каждой из двух фракций на основании
диапазона их диаметров, установленных с помо-
щью световой микроскопии, были выделены фаго-
циты с размерами, в небольшой степени перекры-
вающимися с таковыми другой фракции. Было вы-
явлено, что Ф1 и Ф2 фагоциты, размеры которых
находились в пределах 7–12 и 5–9 мкм (по ABD),
соответственно, различались не только по диамет-
рам, но и по степени округлости, которая у Ф1 бы-
ли значительно выше, чем у Ф2. Имеется также
тенденция к снижению AR в Ф2 по сравнению с Ф1
фагоцитами. Это свидетельствует о большей вытя-
нутости клеток Ф2 фракции по сравнению с Ф1
клетками [29]. Вместе с тем известно, что форма
макрофагов связана с их поляризационным стату-
сом. В частности, М2 макрофаги имеют более вы-
тянутую форму, что связано с их более организо-
ванным цитоскелетоном [30]. На различия в свой-
ствах цитоскелетона двух субпопуляций фагоцитов
морского ежа Strongylocentrotus droebachiensis указы-
вал ранее Edds [9]. По-видимому, выявленные раз-
личия в форме Ф1 и Ф2 фагоцитов свидетельству-
ют в пользу их различной роли в клеточном ответе
у голотурии.

Фагоциты играют важнейшую роль в защите иг-
локожих, в том числе голотурий, от патогенных
факторов, и их число играет существенную роль в
этой защите [31, 32]. У E. fraudatrix они составляют
до 40% от общего числа целомоцитов [6]. Однако
голотурии, как и другие иглокожие, являясь обита-
телями шельфовых вод [1], подвергаются значи-
тельным колебаниям внешних воздействий, в том
числе, сезонного характера, которые могут оказы-
вать влияние на иммунитет [33]. При этом, по дан-
ным Brockton и др. [34], у морских ежей количество
малых фагоцитов значительно изменяется у инди-
видуумов в зависимости от иммунного статуса. Од-
нако данные о влиянии сезонности на количество
фагоцитов и их отдельных фракций у голотурий
практически отсутствуют.

Летний период связан со значительными вариа-
циями в активности иммунной системы, вызван-
ными, в первую очередь, стрессовыми температу-
рами [33], кроме того, в этот же период происходит
нерест у E. fraudatrix [35], что может снижать вос-
производимость результатов исследований ин-
тактных фагоцитов и экспериментальных воздей-
ствий, не связанных с изучением влияния факто-
ров внешней среды.

В настоящей работе было проведено исследова-
ние количества целомоцитов и фагоцитов в зим-
ний, весенний и осенний периоды у E. fraudatrix.
Общее содержание клеток целомической жидко-
сти не изменялось в весенний и осенний сезоны,
что соответствует данным литературы о достаточ-
ной резистентности этого параметра у иглокожих к
внешним воздействиям, при том, что происходили
изменения в соотношении отдельных типов клеток
[36]. У E. fraudatrix сезонность также оказывала
значительное влияние на количество фагоцитов в
исследованных фракциях и/или соотношение кле-
ток во фракциях. Зимнее снижение количества Ф1
фагоцитов может быть связано со снижением фи-
зиологической активности голотурий, в частности,
постепенным снижением двигательной активно-
сти по аналогии с A. japonicus, для которого у бере-
гов Приморья оно отмечено в зимний период [37].
Декабрьский минимум количества фагоцитов обе-
их фракций, по-видимому, связан с состоянием
гипобиоза у голотурий, который был показан, в

частности, у A. japonicus при температуре ниже 1оС
[38]. A. japonicus и E. fraudatrix обитают в сходных
условиях в заливе Петра Великого, и температура
воды в нем в декабре достигает значений, близких
к нулю, вновь начиная подниматься лишь в февра-
ле [39].

Относительная стабильность содержания кле-
ток Ф1 фракции, за исключением периода покоя,
свидетельствует об их участии в поддержании го-
меостаза организма. При этом значительное увели-
чение количества Ф2 фагоцитов по сравнению с
Ф1 фагоцитами в отдельные периоды (февраль, ок-
тябрь) указывает на то, что функционально они от-
личаются от Ф1 фагоцитов. Указанные периоды
совпадают со временем восстановления тканей го-
над после зимнего гипобиоза у голотурий и в по-
сленерестовый период, описанных у трепанга [40],
и свидетельствуют о возможном участии Ф2 фаго-
цитов в регенеративных процессах.

Соответственно в период сниженной активно-
сти голотурий (декабрь) суммарный вклад обеих
фракций фагоцитов в общее количество целомо-
цитов значительно снижался по сравнению с тако-
вым в период восстановительной активности в
марте, когда он достигал значений, близких к опи-
санным Eliseikina и Magarlamov [6]. Полученные
данные свидетельствуют о том, что изменения в со-
отношении количества фагоцитов различных
фракций голотурий сезонно-зависимы и, по-види-
мому, отражают различную роль этих клеток в ор-
ганизме. Значительные колебания в соотношении
клеток разных фракций у иглокожих в зависимости
от сезонных факторов должны приниматься во
внимание при оценке данных, получаемых разны-
ми авторами.

Функциональная активность фагоцитов харак-
теризуется прежде всего их фагоцитарной способ-
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ностью, связанной с уровнем оксидантной активно-
сти в клетках [41]. Проведенное цитофлуориметриче-
ское исследование показало, что в свежевыделенных
фагоцитах Ф1 и Ф2 отмечен сходный высокий уро-
вень продукции АФК. Полученные результаты соот-
ветствуют ранее полученным данным о высоком
уровне АФК в фагоцитах голотурий по сравнению с
лейкоцитами позвоночных [17] и об отсутствии
различий в уровне супероксиданионрадикала меж-
ду двумя фракциями свежевыделенных фагоцитов
интактных животных [12].

Вместе с тем высокий уровень АФК обусловли-
вает необходимость защиты клетки от поврежде-
ний кислородными радикалами, что обеспечивает
система антиоксидантной защиты [42]. В Ф1 клет-
ках антиоксидантная ферментная система более
эффективна, чем в Ф2 фагоцитах, о чем свидетель-
ствует значительно более высокая активность су-
пероксиддисмутазы (СОД), обезвреживающей су-
пероксиданионрадикал, и глутатионтрансферазы
(ГТ), детоксицирующей ксенобиотики и использу-
ющей в качестве косубстрата GSH [12]. Это свиде-
тельствует в пользу предположения о том, что ан-
тиоксидантная ферментная система может обеспе-
чивать сохранение оксидантно-антиоксидантного
баланса даже на фоне более активной продукции
АФК в Ф1 клетках. При этом в настоящей работе
показано, что уровень GSH, неферментного ком-
понента антиоксидантной системы, хотя и не от-
личался достоверно между двумя фракциями све-
жевыделенных фагоцитов голотурии, однако отме-
чена тенденция к его снижению в Ф2 фагоцитах по
сравнению с Ф1 фагоцитами. Такая же тенденция
отмечена при краткосрочной инкубации фагоци-
тов in vitro [43]. Выявленное ранее [12] снижение
активности ГТ в Ф2 фагоцитах по сравнению с та-
ковой в Ф1 фагоцитах при близких величинах ак-
тивности глутатионредуктазы, которая обеспечи-
вает восстановление окисленного глутатиона, так-
же свидетельствует в пользу более значительного
уровня продукции GSH в Ф1 фагоцитах.

Для макрофагов показано участие GSH в поля-
ризации по М1-пути, обеспечивающему антиин-
фекционную защиту, и наличие более высокого
значения соотношения восстановленной и окис-
ленной форм глутатиона в М1 макрофагах по срав-
нению с М2 клетками [44]. Ф1 фагоциты, по-види-
мому, обладают более высокой обеспеченностью
GSH по сравнению с Ф2 фагоцитами, что также
может быть связано с различиями в их функциях,
подобно функциональным различиям между М1 и
М2 макрофагами.

Считается, что М1 макрофаги обладают более
высоким уровнем продукции NО [11] и АФК [45]
по сравнению с М2 макрофагами. В то же время от-
мечается, что вопрос о продукции АФК М2 макро-
фагами еще мало изучен [46], и АФК необходимы
для поляризации макрофагов как по М1, так и по

М2 пути [47]. В последнее время появились данные
о том, что продукция супероксиданиона может
быть прерогативой обоих типов макрофагов в рав-
ной мере [48]. Ранее показано, что уровень NО так-
же достоверно выше в Ф1 фагоцитах по сравнению
с Ф2 фагоцитами [12]. Полученные же данные о
сходном уровне АФК в двух типах фагоцитов ана-
логичны данным о сходстве этого параметра в двух
типах макрофагов [48]. При этом можно предпола-
гать, что продукция АФК в фагоцитах Ф1 может
быть выше, чем в Ф2 фагоцитах, а отсутствие до-
стоверной разницы в уровне АФК в этих клетках
связано с более высоким уровнем активности СОД
[12], обезвреживающей супероксиданионрадикал,
относящийся к инициирующим АФК [49].

Изменения в оксидантно-антиоксидантном
статусе тесно связаны с метаболическим репро-
граммированием иммунных клеток [50]. Различия
между Ф1 и Ф2 фагоцитами в уровне антиокси-
дантной защиты, как ферментативной, так и не-
ферментативной (продукция GSH), свидетель-
ствуют в пользу представления о разных путях ме-
таболизма в Ф1 и Ф2 фагоцитах интактных
животных, основанном на наличии разных функ-
циональных маркеров у Ф1 и Ф2 фагоцитов (уро-
вень NO и активность аргиназы) [12], сходно с та-
ковыми у М1 и М2 макрофагов [11]. В свою оче-
редь, метаболический статус иммунных клеток
влияет на их функции [51], и разница в метаболиз-
ме, по-видимому, лежит в основе различий ответов
этих клеток, вплоть до противоположных, описан-
ных при воздействии внешних стимулов (дексаме-
тазон, термостабильный токсин Yersinia pseudotu-
berculosis) [12, 14].

Так, ранее было показано, что воздействие раз-
личных стрессовых факторов вызывает противопо-
ложные изменения в уровне АФК в Ф1 и Ф2 фаго-
цитах, что может приводить к трансформации фе-
нотипов этих клеток. Способность к индукции
изменений в функциональной активности Ф1 и Ф2
фагоцитов, сопровождающейся возрастанием про-
дукции АФК в Ф2, но не Ф1 фагоцитах голотурии и
приобретением Ф1 фагоцитами маркеров Ф2 типа,
проявил, в частности, дексаметазон [12], имеющий
свойство индуцировать поляризацию макрофагов
по второму типу [11].

В связи с этим было предпринято также иссле-
дование возможности влияния дексаметазона на
фенотип фагоцитов. Поскольку у беспозвоночных
не выявлены поверхностные маркеры, схожие с та-
ковыми у позвоночных, для фенотипирования
клеток использовали один из наиболее общеупо-
требительных методов окраски клеток раститель-
ными лектинами, связывающимися с определен-
ными углеводными остатками белков, меченными
флуоресцентным красителем [52]. В частности,
окраска лектинами показала себя полезной для вы-
явления разных стадий дифференцировки и смер-
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ти макрофагов [28]. Так, con А преимущественно
связывается с маннановыми остатками рецепторов
на поверхности фагоцитов при развитии апоптоза
или аутофагии [53]. По некоторым данным, связы-
вание поверхностными рецепторами клеток SBA
считается одним из наиболее надежных маркеров
стадии дифференцировки макрофагов, с более вы-
соким значением этого параметра в более зрелых
тимоцитах [54] или клетках костного мозга [55].
Однако не отмечено различий в связывании SBA
моноцитами и макрофагами [56]. При этом уста-
новлена положительная корреляция между связы-
ванием SBA и апоптозом у позвоночных [57].

У H. scabra отмечается разница в связывании
лектинов фагоцитами и лимфоцитами: первые свя-
зывались в большем количестве случаев с con А и
PNA (лектин из Arachis hypogaea), а также некото-
рыми другими лектинами, по сравнению с лимфо-
цитами [13]. При этом свежевыделенные Ф1 и Ф2
фагоциты E. fraudatrix, как было показано ранее, не
отличаются достоверно между собой по интенсив-
ности связывания con А и PNA [14, 31]. Вместе с
тем связывание SBA поверхностными рецептора-
ми фагоцитов E. fraudatrix, по различным данным,
могло быть как выше [31], так и ниже [14] в Ф1 фа-
гоцитах по сравнению с Ф2 фагоцитами, что свиде-
тельствует о том, что экспрессия соответствующего
рецептора может зависеть от условий среды и се-
зонных факторов. В настоящей работе исследова-
ние связывания лектинов в зимний период, в от-
сутствие физиологической актвности, связанной с
репродукцией, показало, что и для контрольных
фагоцитов, как и в свежевыделенных фагоцитах
[14], уровень con А не варьировал между фракция-
ми. При этом уровень SBA был значительно выше
в Ф2 фагоцитах по сравнению с Ф1 фагоцитами.

Дексаметазон через 24 ч инкубации индуциро-
вал возрастание интенсивности связывания по-
верхностными рецепторам фагоцитов Ф1 как con А,
так и SBA, а в Ф2 фагоцитах – только снижение
связывания SBA. Известно, что глюкокортикоиды
влияют на клетки врожденного иммунитета позво-
ночных сложным образом. Они защищают наив-
ные моноциты от апоптоза, способствуя их диффе-
ренцировке в сторону М2 типа, в то же время инду-
цируют апоптоз в классически активированных
моноцитах. Таким образом, действие дексаметазо-
на зависит от типа клеток и степени их активации и
направлено как на стимуляцию апоптоза в провос-
палительных клетках, так и обеспечение диффе-
ренциации моноцитов в долгоживущий альтер-
нативный тип, участвующий в восстановлении
тканей [58]. Сходным образом, исследование эф-
фектов дексаметазона на Ф1 и Ф2 фагоциты голо-
турии показало противоположную концентраци-
онную зависимость апоптоза в этих клетках. В
частности, дексаметазон в концентрации 100 мкМ
стимулировал апоптоз в Ф1, но снижал в Ф2 фаго-
цитах [59]. По-видимому, противоположные или

различные изменения в связывании поверхност-
ных рецепторов фагоцитов с SBA и con А соответ-
ственно при воздействии дексаметазона в настоя-
щей работе отражают изменения уровня апоптоза в
клетках. Вместе с тем различный эффект дексаме-
тазона на Ф1 и Ф2 фагоциты указывает, по анало-
гии с макрофагами, на различную степень диффе-
ренциации/активации этих клеток. Эти данные,
наряду с приведенными выше данными о морфо-
логических различиях двух типов фагоцитов (боль-
шие диаметр и плазменно-ядерное соотношении у
Ф1 фагоцитов по сравнению с Ф2 клетками) свиде-
тельствуют в пользу представлений о различной
степени дифференцировки Ф1 и Ф2 фагоцитов. Об
этом же свидетельствует соответствие размерности
Ф1 и Ф2 фагоцитов, установленных в данной рабо-
те, значениям размерности для фагоцитов E. frau-
datrix разной степени зрелости, представленным
Завальной и соавт. [26].

В совокупности с результатами, полученными
ранее о сдвигах в уровне внутриклеточных марке-
ров (NО и активности аргиназы) в Ф1 и Ф2 фаго-
цитах при действии дексаметазона в сторону пре-
обладания Ф2 фенотипа [12], полученные данные
свидетельствуют о том, что дексаметазон вызывает
в Ф1 и Ф2 фагоцитах фенотипический и функцио-
нальный сдвиг, приводящий к превалированию
фагоцитов второго типа, фенотипически и функ-
ционально подобных М2 макрофагам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установленные различия в морфологии двух ти-
пов фагоцитов E. fraudatrix указывают на различ-
ную степень их зрелости. При этом фагоциты име-
ют различия в функциональной активности и фе-
нотипах. Дексаметазон способен вызывать сдвиг в
фенотипах обоих типов клеток, свидетельствую-
щий о возможности сдвига в соотношении фагоци-
тов в пользу преобладания Ф2 клеток.

Выявленные морфофункциональные различия
фагоцитов Ф1 и Ф2 лежат в основе противополож-
ного характера изменений активности этих клеток
при воздействии различных стрессовых факторов,
описанных ранее, и свидетельствуют о сложном ха-
рактере клеточного иммунитета у голотурий, в ряде
случаев подобно таковому у позвоночных, включа-
ющему реализацию иммунного ответа по М1 или
М2 пути. Дальнейшие исследования механизмов
участия Ф1 и Ф2 фагоцитов в иммунном ответе как
при инфекциях, так и при регенеративных процес-
сах, позволят полнее представить эволюцию имму-
нитета у вторичноротых.
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Morphofunctional Features of Two Types of Phagocytes 
in Holothurian Еupentacta fraudatrix (Djakonov et Baranova, 1958)
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Phagocytes of the Far Eastern holothurian Eupentacta fraudatrix are separated by gradient centrifugation into two
fractions (P1 and P2 phagocytes) having different functional markers. The aim of the work was to identify mor-
phological features of P1 and P2 phagocytes, their basic oxidant/antioxidant status and phenotype. Phagocytes
differ in their dimensional characteristics, granularity, nuclear/cytoplasmic ratio, and cell roundness indicators.
The data obtained support both the idea that P1 and P2 phagocytes represent different levels of differentiation
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and our previous findings on the different role of these cells in the immune response. Differential patterns of sea-
sonal changes in the number of these cells also support the concept of different functional roles of the two types
of phagocytes. The largest changes in the number of P1 phagocytes were detected during the period of tempera-
ture-dependent metabolic alterations in E. fraudatrix, while those in P2 phagocytes occurred during the periods
corresponding to tissue rearrangements. The study of the basic parameters of functional activity revealed no sig-
nificant differences in levels of reactive oxygen species in both P1 and P2 phagocytes, while there was a tendency
toward a higher level of reduced glutathione in P1 compared to P2 phagocytes, suggesting a higher antioxidant
activity in the former. Dexamethasone had a multidirectional effect on the level of binding of plant lectins derived
from Canavalia ensiformis (con A) and Glycin max (SBA) by surface receptors in two types of phagocytes, further
supporting the assumption of different differentiation/activity levels and functional roles of these cells.

Keywords: phagocytes, reduced glutathione, reactive oxygen species, lectins, dexamethasone, holothurians
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Целью исследования было оценить состояние ферментативного звена глутатионовой системы в крови
у женщин русской и бурятской этнических групп в пери- и постменопаузе. В исследовании приняли
участие 86 женщин европеоидной (этническая группа – русские, n = 52) и монголоидной (этническая
группа – буряты, n = 34) рас в возрасте от 45 до 60 лет, имеющих пери- и постменопаузальный статус.
Основанием исключения из исследования являлось применение заместительной гормонотерапии и
препаратов антиоксидантного ряда, заболевания эндокринного генеза, обострение хронических забо-
леваний, преждевременная ранняя менопауза, а также хирургическая менопауза. Концентрацию глу-
татион S-трансферазы π и активность глутатионредуктазы определяли в сыворотке крови, а активность
глутатионпероксидазы – в лизате эритроцитов. Выявлена более высокая активность глутатион S-транс-
феразы π как в перименопаузальном, так и в постменопаузальном периоде у женщин бурятской этни-
ческой группы по сравнению с представительницами русского этноса (2617.47 [2249.89; 3270.49] нг/мл
и 2025.73 [1457.93; 2818.66] нг/мл соответственно в перименопаузе (р = 0.034) и 2815.92 [2235.68;
3065.02] нг/мл и 1931.75 [1468,17; 2932,54] нг/мл соответственно в постменопаузе (р = 0.032). Между
фазами менопаузы выявлена более высокая активность глутатионредуктазы у женщин русской эт-
нической группы в постменопаузе по сравнению с перименопаузой (83.9 [74.6; 90.7] Е/л и
75.5 [67.5; 80.2] Е/л соответственно (р = 0.035). Таким образом, ферментативное звено глутатионовой
системы у менопаузальных женщин имеет этноспецифичность в отношении глутатион S-трансферазы
π и глутатионредуктазы.

Ключевые слова: глутатионредуктаза, глутатион S-трансфераза π, глутатионпероксидаза, менопауза, эт-
нос
DOI: 10.31857/S004445292204009X

Начало возрастных нейроэндокринных измене-
ний у женщин, в частности эстрогендефицит, сви-
детельствует о наступлении в организме менопау-
зального периода. Наступившая после 45 лет мено-
пауза является возрастной физиологической и
состоит из перименопаузы и постменопаузы [1].
Именно возрастной дефицит половых стероидов
рассматривают в качестве одной из основных при-
чин развития метаболических нарушений, вклю-
чая развитие окислительного стресса, в данном пе-
риоде жизни [2, 3].

Большую роль в развитии дисбаланса между
прооксидантами и антиоксидантами играют нару-
шения в работе глутатионовой системы. Глутатион
является одним из наиболее важных гидрофиль-
ных антиоксидантов, чье действие реализуется как
за счет участия в работе ферментативного звена,
так и путем прямого взаимодействия со свободны-
ми радикалами. К настоящему времени показано,

что изменения клеточного окислительно-восста-
новительного гомеостаза глутатиона в сторону по-
вышенного образования его окисленной формы в
течение нескольких минут после воздействия ок-
сиданта предшествуют индуцированной оксидан-
том активации митохондриальной апоптотической
передачи сигналов в различных типах клеток. Бо-
лее того, обнаружено, что последующее восстанов-
ление окислительно-восстановительного статуса
глутатиона в клетках не спасает их от исхода апо-
птоза [4]. Катализатором реакций конъюгации глу-
татиона с неполярными субстратами является фер-
мент глутатион S-трансфераза, который состоит из
трех суперсемейств: цитоплазматических, мито-
хондриальных и микросомальных. Наиболее тесно
связанными с развитием заболеваний человека яв-
ляются цитоплазматические глутатион S-трансфе-
разы, объединяющие разные классы в зависимости
от их структуры, из которых наиболее часто изуча-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: EKJXPN
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ют класс π [5, 6]. Образованная в результате реак-
ции глутатиона с электрофилами окисленная его
форма восстанавливается под действием глутати-
онредуктазы и системы тиоредоксина [7]. Таким
образом, какое-либо нарушение работы фермента-
тивного звена способствует изменению соотноше-
ния восстановленной и окисленной форм глутати-
она, способствуя развитию в организме окисли-
тельного стресса.

К настоящему времени появляется все больше
данных, свидетельствующих об этноспецифично-
сти процессов свободнорадикального окисления и
состояния антиоксидантной системы как у здоро-
вых людей [8, 9], так и при различных патологиче-
ских состояниях [10–12]. Кроме того, более раннее
исследование с участием женщин русской и бу-
рятской этнических групп в период менопаузы
показало различия по параметрам процессов ли-
попероксидации и некоторым показателям анти-
оксидантной системы, включая глутатион в вос-
становленной и окисленной форме [13], хотя раз-
личий по уровням общего холестерола и его
фракций выявлено не было [14]. Встречаются ис-
следования по изучению активности того или
иного глутатионзависимого фермента при старе-
нии репродуктивной системы у женщин [15–17],
однако нет работ, в которых были бы представлены
результаты всего спектра ферментативного звена
глутатионовой системы в зависимости от фазы ме-
нопаузы и этнической принадлежности. Учитывая
вышеизложенное, была определена цель данной
работы: оценить состояние ферментативного звена
глутатионовой системы в крови у женщин русской
и бурятской этнических групп в пери- и постмено-
паузе.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании приняло участие 86 доброволь-
цев – женщин европеоидной (этническая группа –
русские, n = 52) и монголоидной (этническая груп-
па – буряты, n = 34) рас в возрасте от 45 до 60 лет,
имеющих менопаузальный статус. При формиро-
вании этнических групп учитывался генеалогиче-
ский анамнез (представители, имеющие в двух по-
колениях родителей одной этнической группы) и
самоидентификации с учетом элементов феноти-
па. Исследование проведено на базе ФГБНУ
“Научный центр проблем здоровья семьи и ре-
продукции человека” (г. Иркутск) в соответ-
ствии с этическими нормами Хельсинкской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциации
(1964 г., последний пересмотр Форталеза, Брази-
лия, 2013 г.). Протокол исследования был одобрен
Комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ НЦ
ПЗСРЧ (№ 8 от 15.12.2016 г.). Каждая женщина
подписала информированное согласие на участие
в исследовании.

Основанием исключения женщин из исследо-
вания явились применение заместительной гормо-
нотерапии, применение препаратов антиокси-
дантного ряда, заболевания эндокринного генеза,
обострение хронических заболеваний, преждевре-
менная ранняя менопауза, хирургическая менопа-
уза. После клинико-анамнестического обследова-
ния женщины были разделены на группы: периме-
нопауза и постменопауза. Отнесение женщин в
одну из групп климактерического периода осу-
ществлялось согласно клиническим рекомендаци-
ям [18]. Таким образом, было сформировано
4 группы испытуемых:

– перименопауза, русская этническая группа
(n = 21, средний возраст – 48 ± 2.81 лет, индекс
массы тела (ИМТ) – 27.2 ± 4.55 кг/м2);

– постменопауза, русская этническая группа
(n = 31, средний возраст – 55 ± 4.13 лет, ИМТ –
27.6 ± 4.81 кг/м2);

– перименопауза, бурятская этническая группа
(n = 18, средний возраст – 49 ± 2.37 лет, ИМТ –
27.8 ± 6.14 кг/м2);

– постменопауза, бурятская этническая группа
(n = 16, средний возраст – 55 ± 4.98 лет, ИМТ –
27.4 ± 3.49 кг/м2).

Для проведения исследований по оценке фер-
ментативного звена системы глутатиона была ис-
пользована венозная кровь, забор которой прово-
дили с 8.00 до 9.00 ч натощак в соответствии с об-
щепринятыми требованиями в две пробирки (с
ЭДТА-К3 для получения лизата эритроцитов и
клот-активатором для получения сыворотки).
Кровь центрифугировали 10 мин при 1500 g, сыво-
ротку отбирали в эппендорф и замораживали.
Эритроциты трижды промывали 0.9%-ным
раствором NaCl, центрифугируя после каждой от-
мывки в течение 5 мин при 1500 g. После этого
эритроциты ресуспендировали в бидистиллиро-
ванной воде в соотношении 1:2, выдерживали
10 мин при +2 – +8°C, после чего центрифугиро-
вали в течение 5 мин при 1500 g, удаляли строму,
готовый лизат в объеме 100 мкл смешивали с
1.9 мл 0.9%-ного раствора NaCl и замораживали.
Сыворотку крови для определения активности
глутатионредуктазы, концентрации глутатион
S-трансферазы π и гемолизат для определения ак-
тивности глутатионпероксидазы хранили при
‒40°C до проведения исследования.

Активность глутатионредуктазы и глутатионпе-
роксидазы определяли с использованием коммер-
ческих наборов “Randox” (Великобритания) на ав-
томатическом фотометре “BTS-330” (Польша).
Глутатионредуктаза катализирует восстановление
окисленного глутатиона в присутствии NADPH,
который окисляется в NADP+. Глутатионперокси-
даза с помощью гидроперекиси кумина катализи-
рует окисление глутатиона, который сразу же вос-
станавливается с соответствующим окислением
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NADPH в NADP+ в присутствии глутатионредук-
тазы и NADPH. Расчет результатов осуществляли
согласно рекомендациям производителя. За еди-
ницу активности ферментов принимали то количе-
ство фермента, которое катализирует превращение
1.0 мкмоль субстрата в мин при 37°С. Изменения
поглощения измеряли при λ = 340 нм для глутати-
онредуктазы с интервалом в 1 мин в течение 5 мин,
для глутатионпероксидазы с интервалом в 1 мин в
течение 3 мин. Активность ферментов выражали в
условных единицах на 1 л сыворотки (для глутати-
онредуктазы) или гемолизата (для глутатионперок-
сидазы) (Е/л). Концентрацию глутатион S-транс-
феразы π (нг/мл сыворотки) определяли иммуно-
ферментным анализом с использованием наборов
“ImmunDiagnostik” (Германия) на анализаторе
“BioTek EL × 808” (США) при λ = 450 нм.

Полученные данные обрабатывали в программе
STATISTICA 10. Близость к нормальному закону
распределения количественных признаков оцени-
валась визуально-графическим методом, а также
критериями Колмогорова–Смирнова с поправ-
кой Лиллиефорса и Шапиро–Уилка. Данные по
возрасту, весу, росту и индексу массы тела имели
распределение, близкое к нормальному, в связи с
чем представлены в виде среднего арифметиче-
ского ± стандартное отклонение (m ± σ). Показа-
тели ферментативного звена глутатионовой систе-
мы имели распределение, отличное от нормального,
в связи с чем, представлены в виде медианы (Ме) и
интерквартильного размаха (Q1; Q3). Анализ меж-
групповых различий для независимых выборок
проводили с использованием критерия Краскела–
Уоллиса и медианного теста с последующими апо-
стериорными сравнениями с использованием кри-

терия Манна–Уитни. Критический уровень значи-
мости принимался за 5% (0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При оценке ферментативного звена системы

глутатиона в исследуемых группах женщин выяв-
лена более высокая концентрация глутатион
S-трансферазы π как в перименопаузальном, так и
в постменопаузальном периоде у женщин бурят-
ской этнической группы по сравнению с предста-
вительницами русского этноса. Между фазами ме-
нопаузы выявлена более высокая активность глу-
татионредуктазы у женщин русской этнической
группы в постменопаузе по сравнению с периме-
нопаузой (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Принимая во внимание полученные нами ранее

результаты, свидетельствующие о более низких
концентрациях восстановленного глутатиона в
обеих менопаузальных фазах у женщин бурятского
этноса по сравнению с представительницами рус-
ской этнической группы (в 1.33 раза в перименопа-
узе и в 1.2 раза в постменопаузе) [13], выявленное
различие по количеству глутатион S-трансферазы
π объяснимо, поскольку данный фермент осу-
ществляет конъюгацию глутатиона в восстанов-
ленной форме с электрофилами. Однако не было
выявлено межэтнических различий по уровню
окисленного глутатиона у женщин, что может сви-
детельствовать об отсутствии различий в активно-
сти глутатионредуктазы, подтверждаемое резуль-
татами настоящего исследования. В то же время
необходимо учитывать то, что активность глутати-

Таблица 1. Активность глутатионредуктазы, глутатионпероксидазы и концентрация глутатион S-трансферазы π
в крови женщин исследуемых групп

1 Критерий Краскела–Уоллиса (ANOVA by Ranks).
2 Критерий Манна–Уитни (U-Test).

Показатель

Русская этническая группа Бурятская этническая группа

p
Перименопауза,

n = 21
Постменопауза,

n = 31
Перименопауза,

n = 18
Постменопауза,

n = 16

1 2 3 4

Глутатионредуктаза, Е/л 75.5 [67.5; 80.2] 83.9 [74.6; 90.7] 74.7 [67.15; 88.7] 78.05 [71.8; 86.6] 0.1741

(1)–(2) 0.0352

Глутатион S-трансфераза π, 
нг/мл

2025.73 1931.75 2617.47 2815.92 0.0241

[1457.93; 2818.66] [1468.17; 2932.54] [2249.89; 3270.49] [2235.68; 3065.02] (1)–(2) 0.7622

(3)–(4) 0.9832

(1)–(3) 0.0342

(2)–(4) 0.0322

Глутатионпероксидаза, Е/л 2075 [1890;2368] 2014 [1800.10;2526] 1952.5 [1692; 2367] 1834 [1569; 2209] 0.3871
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он S-трансферазы π определяется полиморфными
вариантами гена GSTP1, следовательно, в зависи-
мости от характеристик генома разные люди могут
иметь устойчивость или повышенную чувствитель-
ность к действию повреждающих факторов [19].
Можно предположить, что выявленные межэтни-
ческие различия по уровню фермента определены
на генетическом уровне. В то же время результаты
исследований по изучению полиморфных вариан-
тов GSTP1 в различных популяциях демонстриру-
ют неоднозначные результаты. Так, при анализе
распространенности гаплотипов гена GSTP1 не
выявлено каких-либо различий между популяция-
ми русских и поляков [20], а также между этниче-
скими группами Китая [21]. Другое исследование
показало значимые различия по их распространен-
ности между турками и популяциями из Африки,
Америки и Восточной Азии [22].

Результаты сравнительного анализа частоты ге-
нотипов GSTP1 у подростков русской и бурятской
этнических групп продемонстрировали превали-
рование аллеля “дикого” типа A, кодирующего ва-
риант глутатион-S-трансферазы π с высокой ак-
тивностью в этногруппе бурят, в то время как ал-
лель В, продуктом которого является вариант
фермента с низкой активностью, напротив, чаще
встречался в русской этнической группе. Более то-
го, было показано, что суммарная частота встреча-
емости аллелей В и C гена GSTP1, кодирующих ва-
рианты фермента с низкой активностью, выше у
подростков русской этногруппы [23], что согла-
суется с результатами другого исследования, ре-
зультаты которого демонстрируют их широкое
варьирование в разных популяциях мира (у мон-
голоидов – 21%, у европеоидов – 33%, у негрои-
дов – 42%) [24].

В то же время результаты исследований с уча-
стием, в том числе, здоровых африканцев не проде-
монстрировали снижения активности глутатион
S-трансферазы в плазме крови у испытуемых с по-
лиморфизмом Val105Val GSTP1 [25], хотя ранее
другими исследователями были показаны снижен-
ная ферментативная активность и сродство к элек-
трофильным субстратам в тканях легких людей с
данным полиморфным вариантом гена GSTP1 [26].
Одной из причин результатов разнонаправленного
характера может быть включение в исследуемые
группы как мужчин, так и женщин, хотя уже пока-
зано влияние пола на метаболизм глутатиона и глу-
татионзависимые реакции [27, 28]. Другой причи-
ной может быть отсутствие поправки на возраст,
несмотря на то, что данный фактор является одним
из ключевых, влияющих на экспрессию глутатион-
S-трансферазы, что было продемонстрировано в
экспериментальных исследованиях [28–30]. Со-
гласно полученным нами результатам можно вы-
двинуть предположение о более раннем начале
возрастного снижения экспрессии глутатион-S-
трансферазы у женщин русской этнической груп-

пы по сравнению с представительницами бурят-
ского этноса, что может быть связано с различиями
гормонального статуса, поскольку роль гормонов в
работе системы антиоксидантной защиты несо-
мненна [31]. Согласно результатам проведенных
ранее исследований по оценке нейроэндокринной
системы у лиц женского пола русской и бурятской
этнических групп второго периода зрелого возрас-
та (средний возраст у русских 50.8 лет, у буряток –
45.1 год) выявлены более высокие уровни лютеи-
низирующего и фолликулостимулирующего гор-
монов и более низкое содержание тестостерона и
эстрадиола у представительниц русской этниче-
ской группы [32]. Кроме того, у представительниц
бурятского этноса в группе девушек-подростков
повышен уровень активной свободной фракции
трийодтиронина при более низких значениях ти-
роксина, в группе репродуктивного возраста дан-
ная тенденция сохранена, а также отмечен более
низкий уровень тиреотропного гормона [33]. К со-
жалению, в литературе нет аналогичных работ на
выборке женщин данных этногрупп в зависимости
от фазы менопаузы, а также в сравнении с репро-
дуктивным периодом, что не позволяет оценить
возрастные изменения нейроэндокринной систе-
мы в этническом аспекте интересующих нас групп.
В то же время в экспериментальных работах бы-
ло показано повышение активности глутатион-
S-трансферазы при воздействии эстрадиолом [34,
35], а также непосредственное взаимодействие
трийодтиронина и эстрадиола при регуляции экс-
прессии глутатион-S-трансферазы α у самок мы-
шей [36]. Основываясь на этих результатах, можно
предположить, что более высокая концентрация
глутатион-S-трансферазы π у женщин бурятского
этноса может быть связана с более высоким у них
уровнем эстрадиола.

Принимая во внимание возрастные изменения
в системе нейроэндокринной регуляции [37], мы
предполагали выявить разную активность фер-
ментативного звена глутатионовой системы в за-
висимости от фазы менопаузы. Действительно, у
женщин русской этнической группы выявлено по-
вышение активности глутатионредуктазы в пост-
менопаузе, что, вероятно, связано с увеличением
окислительной нагрузки на женский организм, ре-
зультатом чего является повышение уровня мало-
нового диальдегида, продемонстрированное в ряде
исследований [38, 39]. Возможно, у представитель-
ниц русского этноса в постменопаузе происходит
активная конъюгация глутатиона с электрофила-
ми, вследствие чего происходит его окисление и
отмечается закономерное повышение активности
глутатионредуктазы для поддержания оптималь-
ного уровня трипептида в восстановленной форме.
В проведенном нами ранее исследовании мы вы-
явили, что у женщин русского этноса в постмено-
паузе уровень активных продуктов тиобарбитуро-
вой кислоты, а также окисленного глутатиона ни-
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же, чем в перименопаузальном периоде, а у
представительниц бурятского этноса различий не
было выявлено [13]. Учитывая предшествующие
результаты, мы ожидали выявить у женщин рус-
ской этнической группы изменения по уровню
глутатион S-трансферазы, поскольку реакция
конъюгации-глутатиона с продуктами свободнора-
дикального окисления происходит с участием дан-
ного фермента, однако различий между фазами ме-
нопаузы мы не выявили. В недавнем эксперимен-
тальном исследовании был продемонстрирован
физиологический характер изменения активности
глутатионпероксидазы – фермента, восстанавли-
вающего свободную перекись водорода до воды, а
гидроперекиси до соответствующих им спиртов,
прерывая цепочку пероксидации липидов, тем са-
мым не позволяя образовываться малоновому ди-
альдегиду и 4-гидроксиноненалю, способных ата-
ковать молекулы белков и нуклеиновых кислот: у
крыс в молодом возрасте активность фермента вы-
сокая, во взрослом периоде значение практически
не меняется и только при старении особей актив-
ность фермента снижается [40]. Можно предполо-
жить, что отсутствие различий в активности фер-
мента в нашей работе связано с возрастом участ-
ниц исследования, который не превышает 60 лет.

Таким образом, результаты проведенного ис-
следования свидетельствуют об этноспецифично-
сти работы ферментативного звена глутатионовой
системы у женщин с менопаузальным статусом,
что по анализу доступной литературы может быть
связано с возможными различиями в работе систе-
мы нейроэндокринной регуляции в исследуемых
этнических группах. Для подтверждения этой ги-
потезы необходимы дальнейшие исследования с
участием женщин репродуктивного и пожилого
возраста, в том числе с одновременным определе-
нием параметров гормонального статуса.
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Enzymatic Component of the Glutathione System
in Russian and Buryat Women Depends on the Menopausal Phase

N. V. Semenovaa,#, A. S. Brichaginaa, I. M. Madaevaa, and L. I. Kolesnikovaa

a Scientific Сentre for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russia
#e-mail: natkor_84@mail.ru

The study aimed to evaluate the state of the enzymatic component of the glutathione system in peri- and post-
menopausal women of the Russian and Buryat ethnic groups. The study involved 86 female volunteers of Cau-
casian (ethnic group Russians, n = 52) and Mongoloid (ethnic group Buryats, n = 34) races aged from 45 to
60 years, with a peri- or postmenopausal status. The exclusion criteria were the use of hormone replacement
therapy and antioxidant drugs, diseases of endocrine genesis, exacerbation of chronic diseases, premature early
menopause, and surgical menopause. Glutathione S-transferase π concentration and glutathione reductase ac-
tivity were assayed in blood serum, while glutathione peroxidase activity was assayed in erythrocytes lysate. A
higher glutathione S-transferase π activity was revealed both in the peri- and postmenopausal Buryat women
compared to the Russian ethnic group: 2617.47 [2249.89; 3270.49] ng/mL vs. 2025.73 [1457.93; 2818.66] ng/mL,
respectively, in perimenopause (p = 0.034) and 2815.92 [2235.68; 3065.02] ng/mL vs. 1931.75 [1468.17;
2932.54] ng/mL, respectively, in postmenopause (p = 0.032). Between the menopausal phases, A higher glutathi-
one reductase activity was found in postmenopausal vs. perimenopausal Russian women: 83.9 [74.6; 90.7] U/L vs.
75.5 [67.5; 80.2] U/L, respectively (p = 0.035). Thus, the enzymatic component of the glutathione system in
menopausal women reveals ethnospecificity toward glutathione S-transferase π and glutathione reductase.

Keywords: glutathione reductase, glutathione S-transferase π, glutathione peroxidase, menopause, ethnos
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Следовые амины (СА) представляют собой семейство эндогенных соединений, присутствующих в цен-
тральной нервной системе животных в крайне низких концентрациях и структурно схожих с классиче-
скими биогенными аминами. В настоящее время идентифицировано семейство так называемых ре-
цепторов следовых аминов (TAARs), функциональное значение которых во многом неясно. Целью
данного исследования явилось изучение слуховых вызванных потенциалов (ВП) и определение пока-
зателей сенсорного гейтинга (СГ) у мышей нокаутных по гену рецептора ТААR1 (KO  TAAR1) в хрони-
ческом эксперименте. В результате было обнаружено значительное снижение амплитуды компонента
N40 в слуховых ВП у мышей KO TAAR1 по сравнению с мышами дикого типа. Абсолютный показатель
СГ также был значительно меньше у мышей KO TAAR1, чем показатель СГ у мышей дикого типа, при
этом относительный показатель СГ оставался неизменным. Таким образом, полученные данные пока-
зывают, что выключение рецепторов TAAR1 заметно сказывается на генерации слуховых ВП, что гово-
рит о потенциально возможном вовлечении системы следовых аминов в процесс дозирования и филь-
трации сенсорной информации.

Ключевые слова: рецепторы следовых аминов, TAAR1, сенсорный гейтинг, N40, слуховые ВП
DOI: 10.31857/S0044452922040027

Следовые амины (СА) представляют собой се-
мейство эндогенных соединений, структурно сход-
ных с классическими биогенными аминами; сле-
довые амины обнаруживаются в тканях млекопи-
тающих в наномолярных концентрациях и могут
рассматриваться в качестве потенциальных нейро-
модуляторов [1, 2]. В частности, было показано
влияние СА на дофаминергическую [3, 4], серото-
нинергическую [3] и глутаматергическую передачу
[5, 6].

Наиболее изученным членом семейства рецеп-
торов TAAR (trace amines associated receptors
(TAARs)) является TAAR1 рецептор, который об-
наруживается в центральной нервной системе и в
периферических тканях [7]. TAAR1 рецептор в ос-
новном экспрессируется в наиболее значимой кон-
центрации: в месте наибольшей плотности дофами-
нергических нейронов, а именно в области вентраль-
ной покрышки (VTA) и черной субстанции (SNc), в
ядре дорсального шва (DRN), где наиболее представ-
лены серотонинергические нейроны, а также в
гиппокампе и амигдале [8]. Кроме того, экспрес-
сия TAAR1 рецептора была обнаружена преиму-
щественно в пирамидных нейронах V слоя коры

[5], подтверждая более ранние свидетельства при-
сутствия мРНК TAAR1 рецептора во фронталь-
ных отделах головного мозга мыши [9]. Рецепто-
ры TAAR1 отвечают на воздействие ряда СА, таких
как: β-фенилэтиламин, р-тирамин и октопамин
(β-phenylethylamine,  p-tyramine и octopamine).

На животных моделях [10] и в доклинических
исследованиях [11] было продемонстрировано, что
агонисты TAAR1 рецептора оказывают прокогни-
тивную [7], антипсихотическую и антидепрессив-
ную активность [7], что позволяет рассматривать
TAAR1 в качестве терапевтической мишени для ле-
чения психических расстройств [2, 12].

В экспериментах in vivo было показано, что при-
менение агонистов ТААR1 рецептора снижает ги-
перлокомоцию в фармакологических тестах с ис-
пользованием кокаина и на нокаутных по транс-
портеру дофамина моделях гипердофаминергии, а
также снижает частоту генерации потенциала дей-
ствия в дофаминергических нейронах [3, 7]. Были
получены доказательства гипочувствительности к
амфетамину и базальной гиперактивности моно-
аминергических ядер на модели нокаутных мышей

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: HIEHJZ
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сверхэкспрессирующих TAAR1 в головном мозге
[13]. Кроме того, избирательная активация TAAR1
рецептора как парциальными, так и полными аго-
нистами снижала импульсивное поведение у мы-
шей линии C57Bl/6J и у мышей нокаутов по
NMDA рецептору [3, 5, 7, 13].

Несмотря на то, что функциональная значи-
мость СА остается до конца не выясненной, было
показано, что изменение их концентрации и/или
нарушение функции рецепторов СА могут быть во-
влечены в ряд нейропсихиатрических расстройств,
связанных с моноаминергической дисфункцией,
включая шизофрению, рекуррентное депрессив-
ное расстройство, болезнь Паркинсона, синдром
дефицита внимания и гиперактивности [2, 14]. По-
казано, что мыши, нокауты по TAAR1 рецептору,
имеют сходные изменения поведения с наблюдае-
мыми при шизофрении: возрастание локомотор-
ной активности при применении амфетамина и
снижение стереотипных реакций, вызванных апо-
морфином [4], повышение плотности дофамино-
вых D2 рецепторов в полосатом теле [15], а также
дефицит преимпульсного торможения стартл-ре-
акции [16]. Мыши, нокауты по TAAR1 рецептору,
демонстрируют нарушение регуляции синаптиче-
ской функции, опосредованной NMDA рецепто-
ром в префронтальной коре, что выражалось в сте-
реотипном и импульсивном поведении [5].

Сенсорный гейтинг (СГ) наряду с негативно-
стью рассогласования (MMN) и преимпульсным
торможением (PPI) является признанным нейро-
физиологическим маркером шизофрении [17].
Сенсорный гейтинг (от англ. gate – ворота) – это
процесс дозирования и фильтрации информации,
поступающей из окружающей среды, при помощи
которого мозг регулирует величину ответов на сен-
сорные стимулы  [18]. СГ входит в группу процессов,
предшествующих вниманию, которые осуществляют
обработку сенсорной информации посредством
соотнесения и/или отбора сенсорных стимулов, не
вовлекая механизмы осознанного внимания [19].
Показано, что СГ нарушается при различных пси-
хоневрологических патологиях, включая шизо-
френию, биполярное расстройство, посттравма-
тическое стрессовое расстройство и т.д. [18, 20–
22].  Стандартная экспериментальная парадигма
изучения СГ включает в себя предъявление последо-
вательности одинаковых коротких звуковых стиму-
лов, которые сгруппированы в пары с фиксирован-
ным межстимульным интервалом внутри пары сти-
мулов и большим интервалом между парами
стимулов [23]. После регистрации слуховых вызван-
ных потенциалов анализируется амплитуда компо-
нента P50 в исследованиях, проводимых на людях, и
компонент N40 в исследованиях на грызунах. Сен-
сорный гейтинг проявляется в подавлении компо-
нента вызванного потенциала P50/ N40 в ответе на
второй стимул в паре.

Ранее было показано [24], что агонист TAAR1
рецептора (RO 5263397) в дозировке 1 мг/кг спо-
собствует улучшению сенсорного гейтинга. Улуч-
шение показателя сенсорного гейтинга происходи-
ло за счет увеличения амплитуды компонента N40
в ответ на первый стимул в паре (C1), по сравне-
нию с ответом на второй стимул в паре (С2).

Поскольку агонисты TAAR1 рецептора оказы-
вают весомое влияние на параметры сенсорного
гейтинга, было принято решение изучить измене-
ние сенсорного гейтинга у мышей нокаутных по
гену рецептора ТААR1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Подготовка животных

Исследование проводилось на 3–5-месячных
самцах мышей нокаутных (knockout, KO) по гену
рецептора TAAR1 (n = 11), в качестве контроля ис-
пользовались самцы дикого типа WT (n = 11), кото-
рые были получены при выведении нокаутных
животных, средняя масса животных составилa 28–
30 г. Исходными линиями для получения мышей
KO TAAR1 являлись 129S1/Sv и C57BL/6. Живот-
ные были получены из вивария Института транс-
ляционной биомедицины (Санкт-Петербургский
государственный университет, Санкт-Петербург,
Россия). Все животные содержались в стандартных
условиях при доступе к пище и воде ad libitum, в
помещении поддерживался 12-часовой цикл свет–
темнота. Животные размещались в одиночных
боксах (30 × 15 × 17 см). До начала проведения всех
манипуляций с животными акклиматизация со-
ставляла 7 дней. Все опыты проводили в соответ-
ствии с международными нормами по проведению
медико-биологических исследований с использо-
ванием животных (European Convention for the Pro-
tection of Vertebrate Animals Used for Experimentation
and other Scientific Purposes, 1986). Протокол экспе-
римента был одобрен Этическим комитетом био-
логического факультета СПбГУ.

Операция
В качестве наркоза использовались Золетил

(70 мг/кг в/м) и Ксилазин (0.2 мг/кг в/м). Реги-
стрирующие электроды располагались билатераль-
но симметрично (–6 mm posterior, 3.5 mm lateral to
the bregma); референтный электрод размещался в
левом полушарии (–2.5 mm posterior, 3.5 mm lateral
to the bregma); заземляющий электрод размещался
в правом полушарии (–2.5 mm posterior, 3.5 mm lat-
eral to the bregma); электроды фиксировались в ко-
стях черепа с помощью стоматологического пла-
стика холодной полимеризации Акродент (АТ Стома,
Украина). Операционное поле обрабатывалось Ba-
neocin ® порошком. Внутримышечные инъекции
Bicillin-5 (benzathine benzylpenicillin 100 мг/кг в/м)
делались по окончании операции для профилакти-
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ки инфекционных осложнений. Регистрация ЭЭГ
и ВП проводились не ранее 5 дней после операции.

Процедура эксперимента
Эксперимент проводился на хронических жи-

вотных в условиях свободного поведения. Жи-
вотные размещались в экспериментальных бок-
сах из плексигласа (30 × 15 × 17 см). В ходе
эксперимента предъявлялись пары звуковых
стимулов, длительностью 10 мс, частота заполне-
ния 3000 Гц, интенсивность 85 дБ. Интервал между
стимулами в паре был фиксирован и составлял
300 мс. Всего предъявлялось 100 пар стимулов, ин-
тервал между парами варьировал случайным обра-
зом в пределах 3–5 с. Звуки генерировались и
предъявлялись через звуковые колонки, располо-
женные возле боксов при помощи программы Psy-
task v.2.4 software (Mitsar Inc.).

Запись электроэнцефалограммы (ЭЭГ) для
регистрации и построения ВП проводилась на
цифровом электроэнцефалографе Mitsar-EEG-
05/70–201 (Mitsar Inc., St. Petersburg, Russia) при
помощи программы WINEEG v.2.4 software (Mitsar
Inc.). Обработка данных ЭЭГ для выделения и по-
строения ВП, полученных в ходе эксперимента,
включала удаление артефактов, связанных с гру-
мингом (частота 100–200 Гц; амплитуда, превыша-
ющая ±500 мкВ на любом из каналов) [25]. ЭЭГ
сигнал был отфильтрован в полосе 10–100 Гц. Та-
кая фильтрация рекомендована для наилучшего
выявления компонента P50/N40 на фоне более вы-
сокоамплитудных волн [26]. После выделения и
построения ВП подсчитывали амплитуду компо-
нента N40, который в слуховых ВП грызунов явля-
ется аналогом компонента P50, традиционно ис-
пользуемого для изучения СГ у людей [27]. Ампли-
туда компонента N40 измерялась как среднее

значение амплитуды ВП на отрезке 20–40 мс от на-
чала предъявления стимула. Параметры сенсорно-
го гейтинга определялись при анализе соотноше-
ния амплитуд компонента N40 в ВП в ответах на
первый и второй стимулы в паре. Показатель сен-
сорного гейтинга высчитывался двумя способами:
абсолютный показатель СГ – определялся путем
вычитания амплитуды компонента  N40, получен-
ного на второй стимул (С2) в паре из амплитуды
компонента N40 полученного на первый стимул в
паре (С1), и относительный показатель СГ – полу-
ченный методом деления амплитуды компонента
N40 полученного в ответ на С2 на амплитуду ком-
понента N40 полученного в ответ на С1 [28]. 

Статистический анализ

Все данные имели нормальное распределение
согласно критерию Колмогорова–Смирнова. Ста-
тистическая оценка групповых ВП производилась
с помощью методов дисперсионного анализа
ANOVA по схеме повторных измерений с исполь-
зованием программы IBM SPSS Statistic v. 21 (IBM
Corporation, Нью-Йорк, США). Для общего анали-
за изменения амплитуд ответов на C1 и C2 был ис-
пользован 2-факторный анализ с внутригруппо-
выми факторами: “группа” (WT и KO TAAR1) и
“стимул” (C1 и C2). Если в результате анализа об-
наруживалось значимое влияние фактора или вза-
имодействие факторов, то проводился апостериор-
ный анализ с помощью парного t-теста Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученные в результате исследования данные

показывают, что амплитуда компонента N40 в от-
вет и на первый (C1), и на второй стимул в паре
(C2) значительно меньше у мышей нокаутных по

Рис. 1. Слуховые ВП возникающие при предъявлении пар стимулов.
По горизонтальной оси представлено время в мс, по вертикальной оси амплитуда в мкВ. Серая линия – ВП для группы
мышей нокаутных по гену TAAR1, черная линия указывает на ВП для группы мышей дикого типа. Пунктирная линия –
момент предъявления стимула. S1 и S2 – первый и второй стимул в паре соответственно.
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гену TAAR1. На рисунке 1 представлены слуховые
ВП для мышей нокаутных по гену TAAR1, в сравне-
нии с мышами дикого типа (контрольной группы).
На рисунке 2 представлены результаты подсчета
амплитуды компонента N40 слуховых ВП для обе-
их групп мышей. Показатели амплитуды компо-
нента N40 рассчитывались как среднее значение
амплитуды ВП на промежутке 20-40 мс от начала
предъявления стимула, (амплитуда компонента
представлена по модулю). Двухфакторный диспер-
сионный анализ (фактор 1: группа (TAAR1_KO и
WT), фактор 2: стимул (C1 и C2)) показал достовер-
ное отличие обоих факторов. Фактор “группа”
(TAAR1_KO и WT) F(1, 10) = 11.28, р = 0.007. Фак-
тор “стимул” (C1 и C2) F(1, 10) = 21.02, р < 0.001.
Также было выявлено достоверное взаимодей-

ствие факторов “группа” (TAAR1_KO и WT) и
“стимул” (C1 и C2) F(1, 10) = 7.28, р = 0.02. В связи
с выявлением достоверного взаимодействия фак-
торов было проведено попарное сравнение показа-
телей амплитуды N40, полученных в ответ на
первый (C1) и второй (C2) стимул в паре. Данное
сравнение показало значимое отличие амплитуды
компонента N40, полученного в ответ на первый
стимул в паре (C1), у нокаутных животных и жи-
вотных дикого типа (р = 0.009) и значимое отличие
амплитуды компонента N40, полученного в ответ
на второй стимул в паре (C2), у нокаутных живот-
ных и животных дикого типа (р = 0.02).

 Результаты подсчета показателей СГ показаны
на рис. 3. Абсолютный показатель СГ, который
определялся путём вычитания амплитуды компо-
нента  N40, полученного на второй стимул (С2) в
паре из амплитуды компонента N40, полученного
на первый стимул в паре (С1), достоверно снижал-
ся у мышей нокаутных по TAAR1 – F (1, 10) = 7.3,
р = 0.02. Относительный показатель СГ, подсчи-
танный путем деления амплитуды компонента N40
в ответ на С2 на амплитуду компонента N40 полу-
ченного в ответ на С1, достоверно не отличался
между изученными группами животных F (1, 10) =
= 0.08, р = 0.78.

Обнаружено значительное снижение амплиту-
ды компонента N40 у мышей KO TAAR1 по сравне-
нию с мышами дикого типа. Кроме того, абсолют-
ное значение СГ, посчитанное методом (С1–С2),
также было снижено, однако относительный пока-
затель СГ, посчитанный методом (С1/С2), оста-
вался неизменным. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты настоящего исследования проде-
монстрировали значительное ослабление компо-

Рис. 2. Амплитуда компонента N40 слухового ВП полу-
ченного в ответ на первый (S1) и второй (S2) стимулы.
По горизонтальной оси – показатели в ответ на первый
(S1) и на второй (S2) стимулы в паре, по вертикальной
оси – усредненные значения амплитуды компонента
N40 в мкВ. Черные столбики (± SEM) – показатели мы-
шей дикого типа, серые столбики (± SEM) – показатели
мышей KoTAAR1. * – Различия достоверны р ≤ 0.05.
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Рис. 3. Показатели сенсорного гейтинга.
а — абсолютное значение СГ (SG), посчитанное методом вычитания амплитуды компонента N40, полученного на второй
стимул из амплитуды компонента N40 на первый стимул в паре (S1–S2); по вертикальной оси – значение разности
амплитуд, компонента N40 в мкВ;  b  – коэффициент СГ, относительный показатель подавления величины компонента
N40 в ответ на предъявление второго (S2) стимула в паре (S2/S1); серые столбики (± SEM) – показатель СГ у мышей KO
TAAR1, чёрные столбики (± SEM) – показатель СГ у мышей дикого типа.
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нента N40 слухового ВП у мышей нокаутных по ге-
ну TAAR1 по сравнению с мышами дикого типа.
Наблюдается снижение амплитуды N40 в ответ как
на первый (С1), так и на второй (С2) стимул в паре.
Это приводит к снижению абсолютных значений
сенсорного гейтинга в группе мышей нокаутных по
гену TAAR1. Однако коэффициент сенсорного гей-
тинга, показывающий относительную величину
подавления ответа на второй стимул, остается не-
изменным.

Ранее было показано, что введение агониста
TAAR1 рецептора значительно улучшает индекс
сенсорного гейтинга [24]. Причем увеличение ин-
декса СГ происходило за счет увеличения амплиту-
ды компонента слухового ВП N40 в ответ на пер-
вый стимул в паре (С1). Таким образом получается,
что стимуляция TAAR1 приводит к увеличению
амплитуды компонента N40, тогда как отсутствие
рецепторов TAAR1 сопровождается значительным
снижением компонента N40 в слуховых ВП.

Сенсорный гейтинг наряду с негативностью
рассогласования (MMN) и преимпульсным тормо-
жением (PPI) является признанным нейрофизио-
логическим маркером шизофрении [17]. Сенсор-
ный гейтинг по компоненту N40 у мышей рассмат-
ривается в качестве аналога сенсорного гейтинга
компонента Р50 у людей. Весьма интересно, что по
данным ряда авторов ухудшение сенсорного гей-
тинга компонента Р50 при шизофрении в основ-
ном связано со снижением амплитуды ответа на
первый стимул в паре [18]. Наши данные указыва-
ют на возможное вовлечение системы TAAR1 ре-
цепторов при патологических изменениях сенсор-
ного гейтинга при шизофрении. Следует отметить,
что при этом данные по сенсорному гейтингу дале-
ко не однородны. Наряду с этим имеются сведения
об отсутствии зависимости коэффициента СГ от
амплитуды первого стимула в паре (С1) [29], а
классические экспериментальные работы Freed-
man и соавт. [23, 30, 31] связывали низкий коэффи-
циент сенсорного гейтинга со слабой способно-
стью к подавлению второго стимула в паре (С2).

Подавление ответа на второй стимул, с одной
стороны, предположительно связывается с тормоз-
ными механизмами, лежащими в основе сенсорно-
го гейтинга. В то же время снижение амплитуды
может быть обусловлено увеличением рефрактер-
ности нейрональных популяций, генерирующих
соответствующие компоненты ВП. Поскольку в
данной работе обнаружено заметное снижение
электрогенеза компонента N40, окончательный
вывод о природе изменения собственно сенсорно-
го гейтинга при устранении рецепторов TAAR1 по-
ка делать преждевременно.

Целый ряд исследований показывает, что функ-
циональная роль TAAR1 может быть связана с мо-
дуляцией дофаминергической, серотонинергиче-
ской и глутаматергической систем [3–5, 32]. Мы-

ши нокаутные по гену, кодирующему TAAR1,
показывают увеличение активности дофаминерги-
ческих нейронов в вентральной области покрышки
[4], повышенную чувствительность D2 рецепторов
в стриатуме [33], увеличение частоты спонтанной
активности нейронов дорсального ядра шва [3], а
также сниженную функциональную активность
рецептора N-метил-D-аспартата (NMDA) в пре-
фронтальной коре и стриатуме [5, 6]. Таким обра-
зом, у мышей линии TAAR1-KO наблюдается зна-
чительное изменение активности моноаминерги-
ческих и глутаматергических нейронных систем,
что, по всей вероятности, может оказать влияние
на скорость и эффективность обработки сенсор-
ной информации и сказаться на параметрах слухо-
вых ВП.

Настоящее исследование показало, что рецеп-
торы TAAR1 играют важную роль в механизмах ге-
нерации слуховых ВП, поскольку у генномодифи-
цированных животных существенно падает ампли-
туда компонента N40 слуховых ВП. Исследование
роли системы следовых аминов и TAAR1 в процес-
се дозирования и фильтрации информации пред-
ставляет интерес для понимания патогенеза неко-
торых нейропсихиатрических расстройств.
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Sensory Gating in TAAR1 Knockout Mice
A. A. Aleksandrova, E. S. Dmitrievaa,#, V. M. Knyazevaa, Y. A. Simona,

N. V. Polyakovaa, L. N. Stankevicha, and A. Y. Aleksandrova

a Department of Higher Nervous Activity and Psychophysiology, Saint Petersburg State University, St Petersburg, Russia
#e-mail: e.s.dmitrieva@spbu.ru

Trace amines (TA) are a family of endogenous compounds structurally similar to classical biogenic amines that
may be involved in the pathogenesis of a number of neuropsychiatric disorders. One of the most studied and per-
spective member of the TA associated receptors (TAARs) family is the TAAR1. The aim of the present study was
to investigate the sensory gating (SG) in freely moving TAAR1 knockout mice in a chronic experiment. The study
of SG was conducted in the paired-click paradigm. The SG indices were calculated as an absolute value by sub-
tracting the second stimulus response amplitude from the first stimulus response amplitude (S1–S2) and as a rel-
ative value calculated by dividing the S2 amplitude by the response amplitude on S1 (S2/S1). As a result, a sig-
nificant decrease in the amplitude of the N40 component was found in TAAR1 knockout mice compared to wild-
type mice. In addition, the absolute value of sensory gating calculated by the S1–S2 method was also reduced,
but the relative value of sensory gating denoted as S1/S2 ratio remained unchanged. Thus, the data obtained in-
dicate the involvement of TAAR1 in the generation of auditory evoked potentials and the potential involvement
of the trace amine system in the dosing and filtering of sensory information.

Keywords: trace amine associated receptors, TAAR1, sensory gating, N40, auditory event related potentials (ERPs)
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Ожирение ассоциировано с дисбалансом кишечного микробиома и риском поражения нервной систе-
мы, при этом риск развития осложнений определяется метаболическим типом ожирения. Целью рабо-
ты стало изучение взаимосвязи кишечного микробиома и содержания нейротрофинов (BDNF и NGF)
при различных метаболических типах ожирения. Обследовано 130 здоровых доноров без ожирения и
104 пациента с ожирением, которые были разделены по метаболическому типу ожирения на под-
группы с метаболически здоровым (МЗО, n = 40) и метаболически нездоровым типом (МНЗО, n = 55).
У пациентов проводились измерение сывороточной концентрации нейротрофинов и определение
таксономического состава микробиома кишечника методом секвенирования вариабельного участ-
ка гена 16S рРНК. Таксоны, положительно коррелировавшие с концентрацией BDNF, в основном
были представлены бутират и/или ГАМК-продуцирующими микроорганизмами, способными де-
градировать муцин. Среди здоровых доноров, наиболее распространенным подобным таксоном,
было семейство S24-7. При МЗО спектр таких таксонов включал Bacteroides spp., Rikenellaceae, Oscillo-
spira spp., [Barnesiellaceae], B. ovatus и Anaerostipes spp., а при МНЗО – Bifidobacterium spp. и Coprococcus spp.
Также был выявлен спектр таксонов, негативно коррелировавших с уровнем BDNF, большая часть ко-
торых при ожирении принадлежала к грамположительной флоре. Спектр таксонов, коррелировавших
с уровнем BDNF, был уникален для каждой группы пациентов, что предполагает значительную роль
межвидового взаимодействия микроорганизмов. Содержание NGF при ожирении было ассоциирова-
но с рядом таксонов, тогда как у здоровых лиц подобная связь практически отсутствовала. Позитивные
ассоциации с уровнем NGF были отмечены для Odoribacter spp. при МЗО и Slackia spp. при МНЗО. Не-
гативную взаимосвязь с концентрацией NGF при МЗО проявляли H. parainfluenzae, Erysipelotrichaceae,
Megamonas spp. и Clostridiaceae, а при МНЗО – ML615J-287 и Clostridiales. Таким образом, ожирение свя-
зано с появлением взаимосвязи “кишечный микробиом – NGF”, что не характерно для здоровых до-
норов, и, по-видимому, является следствием усиления кишечной проницаемости.

Ключевые слова: кишечный микробиом, микробиота кишечника, альфа-разнообразие, нейротрофины,
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Количество публикаций, демонстрирующих
многочисленные взаимодействия макроорганизма
и кишечной микробиоты, неуклонно растет с каж-
дым годом. Ожирение представляет собой одну из
патологий, тесно связанных с кишечным микро-

биомом [1]. Микробиом кишечника при ожире-
нии, с одной стороны, претерпевает существенные
изменения, с другой стороны, является непосред-
ственным участником патогенеза в формировании
инсулинорезистентности, метаболического син-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: VPOMXH
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дрома и диабета [2]. Некоторые таксоны микроб-
ного сообщества кишечника демонстрируют пря-
мую взаимосвязь с индексом массы тела (ИМТ)
при ожирении [3]. Для ожирения характерно сни-
жение микробного разнообразия кишечника, а так-
же значительные изменения в таксономическом со-
ставе микробиома уже на уровне филумов [4].

Представители микробного сообщества кишеч-
ника вовлечены в энергетический обмен макроор-
ганизма. Они способны переваривать углеводы, не
гидролизуемые ферментами человека, и произво-
дить из них короткоцепочечные жирные кислоты
(short-chain fatty acids, SCFAs), такие как ацетат,
пропионат и бутират. SCFAs перекрывают до 10%
суточной потребности в энергии и являются одним
из основных энергетических субстратов для эпите-
лия толстого кишечника и печени [5]. Помимо
энергетической роли SCFAs являются и сигналь-
ными молекулами. SCFAs, взаимодействуя с ре-
цепторами GPR41 и GPR43, регулируют выработку
гормонов кишечника (глюкагоноподобных пептидов
1-го и 2-го типов, пептида YY) и оказывают модули-
рующее влияние на иммунную систему [6]. Также
SCFAs вовлечены в регуляцию энергетического го-
меостаза. Было показано, что SCFAs способны по-
давлять липолиз в жировой ткани, усиливать окисле-
ние жирных кислот в печени, стимулировать термо-
генную дифференцировку адипоцитов, а также
улучшать чувствительность к инсулину у здоровых
лиц, но не у пациентов с метаболическими наруше-
ниями [7].

Взаимодействие микробиома и иммунной си-
стемы не ограничивается SCFAs. Повышение ки-
шечной проницаемости, характерное для ожире-
ния, способствует проникновению бактериальных
компонентов под слизистую оболочку кишечника
[1]. Бактериальные липополисахариды (LPS) и
флагеллин, взаимодействуя с толл-подобными ре-
цепторами (toll-like receptors, TLRs), способствуют
развитию воспаления, а также тесно связаны с уве-
личением массы тела и формированием инсулино-
резистентности [2].

Исследования в последние годы показали, что
кишечный микробиом модулирует развитие и
функционирование центральной и энтеральной
нервных систем (ЦНС и ЭНС соответственно),
включая нейрогенез, миелинизацию, синаптиче-
скую обрезку, активность микроглии и астроцитов,
проницаемость гематоэнцефалического барьера и
т.д. [8, 9]. Было показано, что диета с высоким со-
держанием жиров приводит к изменению микро-
биома кишечника, нейропатии ЭНС и снижению
чувствительности к глюкагоноподобному пептиду
1 типа [10]. Подобные результаты предполагают,
что кишечные бактерии способны влиять на го-
меостаз глюкозы, что особенно важно для пациен-
тов с ожирением. Для лиц с избыточной массой те-
ла также характерно формирование нейровоспале-
ния, которое приводит к таким распространенным

осложнениям ожирения, как поражение ЦНС и
периферической нервной системы [11].

Однако не все пациенты с ожирением имеют оди-
наковый риск развития осложнений. Принято выде-
лять метаболически здоровый и метаболически не-
здоровый типы ожирения (МЗО и МНЗО соответ-
ственно). Пациенты с МЗО имеют низкий риск
развития осложнений, ассоциированных с ожирени-
ем, тогда как у лиц с МНЗО существенно выше [12].

Учитывая негативное влияние ожирения и изме-
нений в кишечном микробиоме на нервную систе-
му, интересным представляется изучение влияния
бактериального сообщества кишечника на содержа-
ние нейротрофинов у пациентов с ожирением. Ней-
ротрофины представляют собой белки, способству-
ющие дифференцировке, функционированию и
выживанию нейронов. К семейству нейротрофинов
относят: фактор роста нервов (Nerve Growth Factor,
NGF), нейротрофический фактор мозга (Brain-De-
rived Neurotrophic Factor, BDNF), а также нейротро-
фин 3 и нейротрофин 4 (также называемый нейро-
трофин 4/5 или нейротрофин 5).

Данные о влиянии микробиома на уровень BDNF
порой противоречивы. Например, показано, что у
мышей-гнотобионтов (Germ-free mice, GF мыши)
или у мышей после использования антибиотиков
наблюдается увеличение экспрессии BDNF в го-
ловном мозге [13, 14]. Другие исследования, на-
против, указывают на то, что у GF мышей или у
животных после применения противомикробных
средств наблюдается снижение экспрессии этого
нейротрофина в ЦНС [15–17]. Также снижение
экспрессии гена BDNF в гиппокампе наблюдалось
у мышей после тотального облучения брюшной
полости [18]. Подобные различия могут быть объ-
яснены тем, что BDNF имеет несколько альтерна-
тивных стартовых сайтов, которые подвержены
разным регуляторным механизмам, а также следует
учитывать возможное разнонаправленное влияние
на экспрессию BDNF различных штаммов кишеч-
ных бактерий [19].

Было показано, что положительное влияние на
экспрессию BDNF оказывают как пробиотики, так
и пребиотики. Исследование Savignac и соавт. [20]
выявило, что опосредованная пребиотиками про-
лиферация кишечной микрофлоры увеличивает
экспрессию BDNF в головном мозге крыс. O’Sulli-
van и соавт. [21] продемонстрировали, что исполь-
зование Bifidobacterium breve 6330 способствовало
увеличению экспрессии BDNF в головном мозге
крыс, не подвергавшихся действию стрессового
фактора в раннем возрасте. Аналогичное влияние
на усиление синтеза BDNF оказало применение
Clostridium butyricum у крыс с депрессивно-подоб-
ным поведением [22]. Работа, проведенная на мо-
дели рыбок данио (Danio rerio), показала, что ис-
пользование пробиотика Lactobacillus rhamnosus
привело к почти двукратному увеличению экс-
прессии гена BDNF в мозге, однако не повлияло на



300

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 4  2022

КОЛЕСНИКОВА и др.

синтез этого нейротрофина в кишечнике [23].
Причем подобные изменения в экспрессии BDNF
были связаны с изменением профиля метилирова-
ния гена данного нейротрофина, что демонстриру-
ет влияние кишечной микробиоты на эпигенети-
ческий ландшафт [24]. Недавнее исследование
Hwang и соавт. [25] показало, что использование
добавки сои, ферментированной Lactobacillus plan-
tarum C29, у людей способствовало улучшению ко-
гнитивных функций и увеличению сывороточной
концентрации BDNF.

Следует отметить, что взаимосвязь “кишечный
микробиом – BDNF” является двусторонней. Ис-
следование Li и соавт. [26] показало, что у BDNF-
нокаутных мышей наблюдаются изменения в уль-
траструктуре толстого кишечника и снижение экс-
прессии белков плотных контактов в этой части же-
лудочно-кишечного тракта. Таким образом, BDNF
регулирует барьерную функцию слизистой оболоч-
ки кишечника и оказывает влияние на кишечный
микробиом [26]. Кроме этого, BDNF подавляет апо-
птоз клеток кишечной глии, что также вносит свой
вклад в поддержание кишечного барьера [27].

Синтез и секреция NGF также могут зависеть от
представителей кишечной микробиоты. Ряд работ
выявили влияние бактерий на образование этого
нейротрофина в клеточных моделях [28, 29]. При
этом Sudo и соавт. [15] показали, что у GF мышей и
мышей, выращенных классическим способом, не
различаются уровни NGF в мозге. У пациентов с
рассеянным склерозом полугодовой прием про-
биотиков не привел к изменению плазменной кон-
центрации NGF, тогда как содержание BDNF в
плазме увеличилось [30]. Однако было показано,
что у крыс усиливается экспрессия NGF в ЦНС на
фоне применения пробиотиков в модели эпилеп-
сии, стимулированной пентилентетразолом [31].

В настоящее время совершаются попытки кор-
рекции ожирения и его метаболических наруше-
ний с использованием про- и пребиотиков, однако
полученные данные пока еще не убедительны [32].
Остается неясным, как влияет кишечный микро-
биом и его отдельные таксоны на уровень нейро-
трофинов у пациентов с нормальной массой тела и
при ожирении, а также играет ли роль в данном
взаимодействии метаболический тип ожирения,
что и стало целью нашей работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Было проведено когортное одномоментное ис-

следование на базе центра цифровой и трансляци-
онной биомедицины ООО “Центр молекулярного
здоровья”, кафедры внутренних болезней № 3,
ФГБОУ ВО РостГМУ Минздрава России и ФГАОУ
ВО “Казанский (Приволжский) федеральный уни-
верситет” в период 2018–2020 гг. Было обследовано
233 человека, из которых впоследствии было сфор-
мировано две группы испытуемых: Группа 1 (кон-
трольная группа, контроль) и Группа 2 (пациенты с

ожирением). В Группу 1 были включены 130 паци-
ентов без ожирения с ИМТ от 18.5 до 24.9 кг/м2,
при отсутствии метаболических нарушений (дис-
липидемия, гипергликемия, гиперурикемия) и без
признаков артериальной гипертензии. Группа 2
была сформирована из 103 пациентов с ожирением
(ИМТ ≥30 кг/м2) и с окружностью талии более
102 см у мужчин или 88 см у женщин. Исследуемые
группы были сопоставимы по гендерному составу:
Группу 1 составили 21 мужчина и 109 женщин, а
Группу 2 – 21 мужчина и 82 женщины (p > 0.05).

Также пациенты Группы 2 были разделены на
две подгруппы: пациенты с МЗО (n = 40) и пациен-
ты с МНЗО (n = 55) в соответствии с критериями
NCEP-ATP III (табл. 1) [33]. Полученные подгруп-
пы также были сопоставимы по гендерному соста-
ву (p > 0.05). Для 8 пациентов с ожирением не было
получено убедительных данных для включения их
в одну из подгрупп, поэтому результаты их иссле-
дований не были включены в анализ влияния мик-
робиома кишечника на сывороточную концентра-
цию нейротрофинов при различных метаболиче-
ских типах ожирения.

У всех пациентов проводили сбор образцов фе-
калий и отбор венозной крови, в образцах сыво-
ротки которой проводилось определение концен-
трации нейротрофинов BDNF и NGF методом
мультиплексного иммуноферментного анализа на
анализаторе Magpix (BioRad, США) с использова-
нием наборов Milliplex: Human Adipokine Magnetic
Bead Panel 2 и Human Myokine Magnetic Bead Panel
(Merck, Германия). Выделение ДНК из образцов
кала проводилось при помощи набора QIAamp Fast
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Нидерланды) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Се-
квенирование вариабельного участка v3-v4 гена
16S рРНК проводили на платформе “Illumina MiSeq”
на базе Междисциплинарного центра коллектив-
ного пользования Казанского федерального уни-
верситета. Полученные последовательности генов
были проанализированы с помощью программы
“QIIME v.1.9.1” с использованием референсной ба-
зы данных “Greengenes v.13.8” с 97%-ным порогом
сходства между последовательностями. Данные
представленности бактериальных таксонов в об-
щем пуле ридов были получены в долях (от 0 до 1),
которые были рассчитаны на основе количества
картированных ридов для каждого таксона. Осо-
бенности кишечного микробиома, характерные
для этих пациентов, отражены в работе Гапонова
и соавт. [4]. Для характеристики альфа-разнообра-
зия кишечного микробиома были рассчитаны:

• Общее количество наблюдаемых операцион-
ных таксономических единиц (Observed OTUs).
Операционная таксономическая единица – сурро-
гатный таксономический уровень, результат кла-
стерного объединения результатов секвенирова-
ния генов 16s РНК бактерий с 97%-ной идентично-
стью;
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• Индекс Chao1 – мера скрытого разнообразия,
прогнозирует количество таксонов в выборке путем
экстраполяции редких микроорганизмов, которые
могли быть упущены из-за недостаточной выборки;

• Филогенетическое разнообразие (Phylogenetic
diversity whole tree, PD whole tree), демонстрирующее
удаленность таксонов на филогенетическом древе;

• Индекс Shannon – мера разнообразия и рав-
номерности таксонов в выборке;

• Индекс Simpson – индекс разнообразия, де-
монстрирующий вероятность того, что две случай-
но выбранные особи принадлежат к разным видам.

Статистический анализ проводился с помощью
программного обеспечения MedCalc (MedCalc
Software Ltd, Бельгия). Все полученные массивы
данных были проверены на нормальность распре-
деления с использованием критерия Шапиро–
Уилка. Содержание нейротрофинов в Группах 1 и 2
соответствовало нормальному распределению, од-
нако в подгруппах, ввиду меньшей выборки, рас-
пределение данных содержания нейротрофинов и
показателей альфа-разнообразия не всегда носило
нормальный характер, поэтому полученные данные
были представлены в виде медианы и ее 95%-ного
доверительного интервала, а сравнение групп/под-
групп между собой проводили с использованием
критерия Манна–Уитни. Для установления нали-
чия или отсутствия влияния разнообразия кишеч-
ного микробиома на содержание нейротрофинов
пациенты Группы 1 и Группы 2, а также пациенты
с МЗО и МНЗО были разделены на три подгруппы:
с высокими, средними и низкими показателями α-
разнообразия. Разделение по каждому из показате-
лей альфа-разнообразия на подгруппы проводилось
по квантилям. Для выявления различий между со-
держанием нейротрофинов в сформированных под-
группах использовался однофакторный дисперсион-

ный анализ (ANOVA) при условии нормального рас-
пределения и равенства дисперсий в подгруппах. В
случае отсутствия нормального распределения и/или
равенства дисперсий в сформированных подгруппах
для выявления различий использовался непарамет-
рический критерий Краскела–Уоллиса. Различия
между группами и подгруппами считались досто-
верными при уровне значимости р < 0.05. Для мно-
гих таксонов не было характерно нормальное рас-
пределение, поэтому для установления взаимо-
связи между содержанием отдельных таксонов
кишечного микробиома и концентрацией нейро-
трофинов был проведен корреляционный анализ с
расчетом коэффициента ранговой корреляции
Спирмена. Коэффициенты корреляции (rho) при-
нимались во внимание если они по модулю были
более 0.3 (умеренная сила связи в соответствии со
шкалой Чеддока) при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для пациентов с ожирением, вне зависимости
от его метаболического типа, оказалось характерно
снижение сывороточной концентрации NGF, при
этом содержание BDNF не отличалось от здоровых
доноров (табл. 2). Микробное разнообразие ки-
шечного сообщества было более разнообразным у
лиц с МЗО по сравнению с контрольной группой.
Напротив, МНЗО было ассоциировано со снижен-
ными показателями α-разнообразия.

Разделение исследуемых групп пациентов на
подгруппы в зависимости от величины индексов
Shannon, PD whole tree и количества observed OTUs
не выявило взаимосвязи данных показателей аль-
фа-разнообразия с содержанием BDNF ни в одной
из исследуемых групп. Однако у пациентов Группы 1
и пациентов с МЗО разделение на подгруппы по

Таблица 1. Критерии NCEP-ATP III, использованные для определения метаболического типа ожирения [33]

Критерий Значение критерия

Объем талии
мужчины >102 см
женщины >88 см

Триглицериды ≥1.7 ммоль/л (150 мг/дл)
Холестерол ЛПВП

мужчины <1.03 ммоль/л (40 мг/дл)
женщины <1.29 ммоль/л (50 мг/дл)

Артериальное давление
систолическое ≥130 мм. рт.ст.
диастолическое ≥85 мм. рт.ст.

Глюкоза натощак ≥5.6 ммоль/л (110 мг/дл)
Метаболически здоровое ожирение <3 критериев
Метаболически нездоровое ожирение ≥3 критериев
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величине индекса Simpson привело к появлению
достоверных различий между подгруппами в со-
держании BDNF (рис. 1). При этом для пациентов
Группы 2 и пациентов с МНЗО подобной взаимо-
связи выделено не было. По-видимому, наличие
взаимосвязи между сывороточной концентрацией
BDNF и индексом Simpson у пациентов Группы 1 и
пациентов с МЗО является показателем “здорово-
го” взаимодействия микробиома и макроорганиз-
ма. При этом в Группе 1 максимальное содержание
BDNF в плазме наблюдалось у пациентов со сред-
ними значениями индекса Simpson. У пациентов с
МЗО, напротив, наибольшее содержание BDNF
было выявлено среди пациентов с высокими зна-
чениями индекса Simpson.

Для пациентов с МНЗО была характерна ассо-
циация содержания BDNF и индекса Chao1, тогда
как у других исследуемых групп подобной взаимо-
связи не наблюдалось (рис. 2). При этом у пациен-
тов с МНЗО с низкими значениями индекса Chao1
наблюдалось максимальное содержание BDNF,

тогда как при высоких значениях индекса Chao1
концентрация BDNF в сыворотке была ниже. В от-
личие от индекса Simpson, индекс Chao1 – мера
скрытого разнообразия, полученная путем экстра-
поляции редких микроорганизмов, которые могли
быть упущены из-за недостаточной выборки. По-
видимому, увеличение содержания редких микро-
организмов в кишечном микробиоме ассоцииро-
вано с негативным влиянием на уровень BDNF
крови при данном типе ожирения. Подобное пред-
положение подтверждают и результаты корреляци-
онного анализа. Для пациентов с МНЗО была вы-
явлена обратно пропорциональная связь между со-
держанием BDNF и такими показателями альфа-
разнообразия, как индекс Chao1 (rho = –0.317,
p <0.05) и Observed OTUs (rho = –0.331, p < 0.05).

Мы не обнаружили взаимосвязи характеристик
α-разнообразия с содержанием NGF в сыворотке
крови у пациентов Группы 1 и пациентов с МЗО.
Однако для общей группы пациентов с ожирением
(Группа 2) и пациентов с МНЗО распределение на

Таблица 2. Содержание нейротрофинов в сыворотке и характеристики α-разнообразия микробиома кала у исследу-
емых групп пациентов

Примечание: данные представлены в виде медианы и ее 95%-ного доверительного интервала; * – различия достоверны по
сравнению с Группой 1 (р < 0.05); † – различия достоверны по сравнению с МЗО (р < 0.05).

Группа 1 Группа 2 МЗО МНЗО

BDNF, нг/мл 7208.3 [6567.3–7952.3] 8063.4 [7087.5–8758.8] 8109.4 [6790.3–8827.4] 8017.0 [6538.2–8898.2]

NGF, нг/мл 0.56 [0.52–0.70] 0.46* [0.37–0.52] 0.45* [0.34–0.52] 0.52*† [0.38–0.54]

Индекс Simpson 0.981 [0.979–0.982] 0.977 [0.975–0.981] 0.978 [0.971–0.986] 0.976 [0.973–0.981]

Индекс Shannon 7.80 [7.71–7.90] 7.82 [7.63–8.11] 8.28* [7.67–8.76] 7.63† [7.46–7.90]

Индекс Chao1 4010.16 [3871.53–4256.37] 4018.56*[3647.52–4492.64] 4899.13*[4139.88–5384.25] 3631.75†[3214.01–4118.26]

Observed OTUs 1974.50[1865.86–2060.00] 2015.00[1930.17–2285.94] 2479.00*[1982.88–2727.61] 1930.00†[1743.64–2125.33]

PD whole tree 43.52 [42.76–45.16] 41.09* [38.33–42.32] 41.44 [38.12–44.70] 38.90* [36.11–42.37]

Рис. 1. Содержание BDNF в сыворотке крови у исследуемых групп в зависимости от величины индекса Simpson.
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подгруппы по величине индекса филогенетическо-
го разнообразия (PD whole tree) показало, что у па-
циентов этих групп максимальное содержание
NGF наблюдается у лиц с низкими показателями
филогенетического разнообразия (рис. 3). Корре-
ляционный анализ также показал, что сывороточ-
ная концентрация NGF обратно пропорциональна
PD whole tree у пациентов Группы 2 (rho = –0.3,
p < 0.01) и МНЗО (rho = –0.353, p = 0.01). Таким об-
разом, отрицательная корреляция филогенетиче-
ского разнообразия микробиома кишечника и
концентрации NGF является характерной чертой
метаболически нездорового ожирения. Возможно,
увеличение филогенетического разнообразия у та-
ких пациентов наблюдается за счет отдельных так-
сонов, оказывающих неблагоприятное воздей-
ствие на продукцию данного нейротрофина.

Учитывая выявленную негативную взаимосвязь
между содержанием нейротрофинов и показателя-
ми альфа-разнообразия, отражающими влияние

отдельных и редких таксонов, у пациентов с МНЗО
особый интерес представляет влияние конкретных
таксономических единиц на содержание BDNF и
NGF сыворотки. Были проанализированы таксо-
ны, выявленные более чем у 15% пациентов каж-
дой группы с глубиной до вида.

Экспрессия BDNF может регулироваться про-
дуктами кишечной микробиоты. Несколько работ
на грызунах продемонстрировали, что одна из SC-
FAs – бутират – способствует ингибированию ги-
стон-деацетилазы и повышает экспрессию BDNF в
астроцитах [34, 35]. Другим стимулом для синтеза
BDNF является гамма-аминомасляная кислота
(ГАМК) [36]. ГАМК образуется не только в нерв-
ной системе, но и продуцируется рядом бактерий,
например, представителями рода Bacteroides [37].
Кроме того, кишечная микробиота способна регу-
лировать кишечную проницаемость, в том числе за
счет деградации муцина [38].

Рис. 2. Содержание BDNF в сыворотке крови у исследуемых групп в зависимости от величины индекса Chao1.
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Рис. 3. Содержание NGF в сыворотке крови у исследуемых групп в зависимости величины PD whole tree.
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Чтобы выявить, способны ли выявленные так-
соны участвовать в синтезе бутирата, ГАМК или в
деградации муцина, мы проанализировали нали-
чие или отсутствие специфических ферментов у
этих таксонов в соответствии с комплексной ин-
формационной системой по ферментам BRENDA
[39]. Ключевым ферментом синтеза ГАМК являет-
ся глутамат декарбоксилаза (4.1.1.15), а образование
бутирата может происходить под действием бути-
раткиназы (2.7.2.7) и бутирил-КоА: ацетат КоА-
трансферазы (2.8.3.8) [40, 41]. Деградация муцина
представляет собой сложный и многоэтапный про-
цесс, с вовлечением различных ферментов [42, 43].
Среди них мы анализировали наличие α-сиалида-
зы (3.2.1.18), О-ацетилэстеразы (3.1.1.53), N-аце-
тилнейраминатлиазы (4.1.3.3), α-L-фруктозидазы
(3.2.1.51), β-N-ацетилглюкозаминидаза (3.2.1.96),
α-N-ацетилгалактозаминидазы (3.2.1.97) и арилэс-
теразы (3.1.1.2).

Мы обнаружили значительное количество так-
сонов, положительно коррелировавших с сыворо-
точным содержанием BDNF у исследуемых групп
(табл. 3). Наибольшее число значимых таксонов
было отмечено у пациентов с МЗО, что, по-види-
мому, связано с большим разнообразием кишечно-
го микробиома, характерного для таких пациентов.
А также это объясняет, почему максимальное со-

держание BDNF наблюдалось у пациентов с высо-
кими значениями индекса Simpson (рис. 1). Инте-
ресным наблюдением стало, что разные представи-
тели одной и той же таксономической группы
могут по-разному коррелировать с концентрацией
BDNF. У пациентов c МЗО представители рода
Bacteroides были позитивно ассоциированы с уров-
нем BDNF, тогда как в группе 1 Bacteroides barnesiae,
напротив, демонстрировали негативную корреля-
цию. Подобное наблюдение подтверждает предпо-
ложение Stilling и соавт. [19], которые высказали
гипотезу о разнонаправленном влиянии отдельных
таксонов на экспрессию BDNF. Также можно
предполагать, что действие на макроорганизм того
или иного таксона связано не только с метаболиче-
скими возможностями бактерии, но и с влиянием
ее микроокружения на экспрессию тех или иных
бактериальных белков.

В каждой исследуемой группе пациентов среди
таксонов, положительно взаимосвязанных с содер-
жанием BDNF, присутствовали микроорганизмы,
способные к синтезу бутирата. У пациентов Груп-
пы 1 и пациентов с МЗО была также отмечена по-
зитивная ассоциация содержания BDNF с ГАМК-
продуцирующими бактериями. При этом у лиц с
МНЗО доля бактерий-продуцентов ГАМК практи-
чески не коррелировала с содержанием BDNF.

Таблица 3. Таксоны, положительно коррелировавшие с сывороточной концентрацией BDNF, и ферменты, харак-
терные для данных таксонов

Примечание: нет заливки – нет данных, что фермент характерен для данного таксона, серая заливка – фермент характерен для
других видов (родов) данного рода (семейства), черная заливка – фермент характерен для данного таксона; I – ферменты синтеза

бутирата, II – фермент синтеза ГАМК, III – ферменты, участвующие в деградации муцина; 1 неидентифицированные таксоны

семейства, не принадлежащие к роду Peptostreptococcus; 2 неидентифицированные таксоны семейства; 3 неидентифицированные
виды, не принадлежащие к видам B. acidifaciens, B. barnesiae, B. caccae, B. coprophilus, B. eggerthii, B. fragilis, B. ovatus, B. plebeius и
B. uniformis; 4 неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к роду Alistipes; 5 неидентифицированные таксоны

семейства; 6 неидентифицированные виды, не принадлежащие к видам B. adolescentis, B. bifidum, B. longum и B. pseudolongum; 7 не-

идентифицированные виды, не принадлежащие к видам C. aerofaciens и C. stercoris; 8 неидентифицированные виды, не принад-

лежащие к виду C. eutactus.

Таксоны
Окраска

по Граму

I II III

2
.8

.3
.8

2
.7

.2
.7

4
.1

.1
.1

5

3
.2

.1
.1

8

3
.1

.1
.5

3

4
.1

.3
.3

3
.2

.1
.5

1

3
.2

.1
.9

6

3
.2

.1
.9

7

3
.1

.1
.2

Группа 1 Peptostreptococcaceae1 rho = 0.408, p < 0.05, n = 24 +

S24-7 (Muribaculaceae)2 rho = 0.317, p < 0.005, n = 86 –

Группа 2 Не выявлено значимых таксонов (rho > 0.3)

МЗО [Ruminococcus] torques rho = 0.618, p < 0.05, n = 11 +

Bacteroides spp.3 rho = 0.408, p < 0.01, n = 40 –

Rikenellaceae4 rho = 0.407, p < 0.01, n = 39 –

Oscillospira spp. rho = 0.341, p < 0.05, n = 40 +

[Barnesiellaceae]5 rho = 0.325, p < 0.05, n = 39 –

Bacteroides ovatus rho = 0.311, p = 0.06, n = 38 –

Anaerostipes spp. rho = 0.307, p = 0.06, n = 38 +

МНЗО Bifidobacterium spp.6 rho = 0.437, p < 0.005, n = 45 +

Collinsella spp.7 rho = 0.432, p < 0.05, n = 27 +

Coprococcus spp.8 rho = 0.317, p = 0.056, n = 37 +
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Также многие из выделенных таксонов, продуци-
рующих бутират и/или ГАМК, были способны к
деградации муцина, что, по-видимому, усиливает
влияние продуктов бактериального метаболизма
на макроорганизм.

Кроме того, ряд таксонов был негативно ассо-
циирован с концентрацией BDNF (табл. 4). Мак-
симальное количество таксономических единиц с
отрицательными корреляциями “BDNF – таксон”
наблюдалось у пациентов с МЗО, что также оче-
видно связано с большим микробным разнообра-
зием. Важно отметить, что большая часть этих так-
сонов принадлежала к грамположительным бакте-
риям, важным компонентом клеточной стенки
которых являются тейхоевые кислоты. Было пока-
зано, что действие липотейхоевой кислоты стиму-
лирует экспрессию рецепторов к белку системы
комплемента С5а – C5aR и C5L2 в фибробластах
[44]. В свою очередь стимуляция C5L2 приводит к
торможению секреции BDNF фибробластами, что
позволяет рассматривать липотейхоевую кислоту
как негативный регулятор секреции BDNF [44].
Подобный эффект тейхоевых кислот может объяс-
нить негативное влияние грамположительных бак-
терий на содержание BDNF сыворотки. Возмож-
но, именно различия в спектре антибиотической
активности в отношении грамположительной и
грамотрицательной флоры позволяют объяснить

диаметрально противоположные результаты изме-
нения концентрации BDNF при использовании
противомикробных средств [13, 16]. Однако оста-
ется неясным, с чем связана негативная взаимо-
связь ряда грамотрицательных таксонов на уровень
сывороточного BDNF. Появление подобной связи
подразумевает наличие дополнительных взаимо-
действий “кишечная микробиота – BDNF”.

Несмотря на более чем полувековую историю
изучения NGF и открытия его многочисленных
эффектов, нам относительно немного известно о
регуляции синтеза этого нейротрофина. Усиление
экспрессии NGF наблюдается в ответ на глутамат,
ацетилхолин, под действием глюкокортикоидов и
интерлейкина 1 [45, 46]. Так как в литературе мы не
обнаружили описания влияния микробных мета-
болитов на синтез и секрецию NGF, мы проанали-
зировали представленность муцин-деградирую-
щих ферментов у выделенных таксонов (табл. 5,  6).
Было обнаружено, что подобные ферменты харак-
терны для многих из таксонов, как положительно,
так и отрицательно коррелировавших с содержа-
нием NGF. Позитивная взаимосвязь содержания
представителей микробиома кишечника с концен-
трацией NGF объяснима тем, что увеличение ки-
шечной проницаемости, опосредованное этими
таксонами, способствует лучшему проникновению
ряда патоген-ассоциированных молекулярных

Таблица 4. Таксоны, отрицательно коррелировавшие с сывороточной концентрацией BDNF, и ферменты, харак-
терные для данных таксонов

Примечание: нет заливки – нет данных, что фермент характерен для данного таксона, серая заливка – фермент характерен для
других видов (родов) данного рода (семейства), черная заливка – фермент характерен для данного таксона; I – ферменты синтеза

бутирата, II – фермент синтеза ГАМК, III – ферменты, участвующие в деградации муцина; 1 неидентифицированные таксоны

семейства, не принадлежащие к роду Gemella; 2 неидентифицированные виды рода, не принадлежащие к видам P. copri и P. ster-
corea;3 неидентифицированные виды рода, не принадлежащие к виду B. p-1630-c5; 4 неидентифицированные таксоны семейства,

не принадлежащие к родам Enterococcus и Vagococcus; 5 неидентифицированные виды рода, не принадлежащие к виду M. multaci-
da; 6 неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к родам Fructobacillus, Leuconostoc и Weissella.

Таксоны
Окраска 

по Граму

I II III

2
.8

.3
.8

2
.7

.2
.7

4
.1

.1
.1

5

3
.2

.1
.1

8

3
.1

.1
.5

3

4
.1

.3
.3

3
.2

.1
.5

1

3
.2

.1
.9

6

3
.2

.1
.9

7

3
.1

.1
.2

Группа 1 Parvimonas spp. rho = –0.600, p < 0.01, n = 18 +

Succinivibrio spp. rho = –0.408, p = 0.01, n = 38 –

Lactococcus garvieae rho = –0.403, p = 0.06, n = 23 +

Gemellaceae1 rho = –0.398, p < 0.005, n = 25 +

Prevotella spp.2 rho = –0.375, p = 0.065, n = 25 –

Bacteroides barnesiae rho = –0.371, p < 0.05, n = 36 –

Bulleidia spp.3 rho = –0.365, p = 0.0565, n = 28 +

Группа 2 Coprobacillus spp. rho = –0.337, p < 0.05, n = 36 +

МЗО Enterococcaceae5 rho = –0.857, p < 0.05, n = 7 +

Blautia obeum rho = –0.833, p = 0.01, n = 8 +

Mitsuokella spp.6 rho = –0.734, p < 0.01, n = 12 –

Leuconostocaceae7 rho = –0.621, p < 0.05, n = 13 +

МНЗО Faecalibacterium prausnitzii rho = –0.321, p < 0.05, n = 53 +
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паттернов (pathogen-associated molecular patterns,

PAMPs), в частности LPS. В свою очередь, PAMPs

взаимодействуя с образ-распознающими рецепто-

рами, такими как TLRs, потенцируют развитие

воспаления и секрецию провоспалительных цито-

кинов, в том числе интерлейкина 1β (IL1β) [47].

Было показано, что IL1β стимулирует секрецию

NGF, что может объяснять положительную взаи-

мосвязь между муцин-деградирующими бактерия-

ми и содержанием этого нейротрофина [48]. Одна-

ко выявление таксонов, отрицательно коррелиру-

ющих с содержанием NGF, подразумевает наличие

Таблица 5. Таксоны, положительно коррелировавшие с сывороточной концентрацией NGF, и ферменты, характер-
ные для данных таксонов

Примечание: нет заливки – нет данных, что фермент характерен для данного таксона, серая заливка – фермент характерен для
других видов (родов) данного рода (семейства), черная заливка – фермент характерен для данного таксона; 1 неидентифициро-
ванные таксоны семейства, не принадлежащие к родам Achromobacter и Sutterella; 2 неидентифицированные виды рода, не при-
надлежащие к видам R. bromii, R. callidus и R. flavefaciens.

Таксоны
Окраска 

по Граму

3
.2

.1
.1

8

3
.1

.1
.5

3

4
.1

.3
.3

3
.2

.1
.5

1

3
.2

.1
.9

6

3
.2

.1
.9

7

3
.1

.1
.2

Группа 1 Не выявлено значимых таксонов (rho > 0.3)

Группа 2 Fusobacterium spp. rho = 0.469, p < 0.05, n = 20 –

МЗО Peptococcus spp. rho = 0.821, p < 0.005, n = 10 +

Alcaligenaceae3 rho = 0.806, p < 0.005, n = 11 –

Lactobacillus ruminis rho = 0.564, p = 0.005, n = 23 +

Ruminococcus spp.4 rho = 0.468, p < 0.05, n = 24 +

Odoribacter spp. rho = 0.338, p = 0.05, n = 34 –

МНЗО Fusobacterium spp. rho = 0.537, p = 0.06, n = 13 –

Slackia spp. rho = 0.360, p < 0.05, n = 36 +

Таблица 6. Таксоны, отрицательно коррелировавшие с сывороточной концентрацией NGF, и ферменты, характер-
ные для данных таксонов

Примечание: нет заливки – нет данных, что фермент характерен для данного таксона, серая заливка – фермент характерен для

других видов (родов) данного рода (семейства), черная заливка – фермент характерен для данного таксона; 1 неидентифициро-

ванные виды рода, не принадлежащие к виду M. multacida; 2 неидентифицированные виды рода, не принадлежащие к виду L. gar-
vieae; 3 неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к родам [Eubacterium], Asteroleplasma, Bulleidia, Catenibac-
terium, cc_115, Clostridium, Coprobacillus, Holdemania, p-75-a5 и RFN20; 4 неидентифицированные таксоны семейства, не принад-

лежащие к родам 02d06, Caloramator, Clostridium, Sarcina и SMB53; 5 неидентифицированные таксоны семейства, не

принадлежащие к роду Gemella; 6 неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к родам Achromobacter и Sut-
terella; 7 неидентифицированные таксоны порядка; 8 неидентифицированные таксоны порядка, не принадлежащие к семействам
[Mogibacteriaceae], [Tissierellaceae], Christensenellaceae, Clostridiaceae, Dehalobacteriaceae, EtOH8, Eubacteriaceae, Lachnospiraceae, Pep-
tococcaceae, Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae и Veillonellaceae.

Таксоны
Окраска 

по Граму

3
.2

.1
.1

8

3
.1

.1
.5

3

4
.1

.3
.3

3
.2

.1
.5

1

3
.2

.1
.9

6

3
.2

.1
.9

7

3
.1

.1
.2

Группа 1 Mitsuokella spp.1 rho = –0.606, p < 0.05, n = 11 –

Группа 2 Не выявлено значимых таксонов (rho > 0.3)

МЗО Mitsuokella spp.1 rho = –0.632, p = 0.05, n = 10 –

Lactococcus spp.2 rho = –0.524, p < 0.05, n = 19 +

Haemophilus parainfluenzae rho = –0.456, p = 0.01, n = 30 –

Erysipelotrichaceae3 rho = –0.403, p < 0.05, n = 32 +

Megamonas spp. rho = –0.398, p < 0.05, n = 29 –

Clostridiaceae4 rho = –0.396, p < 0.05, n = 35

МНЗО Streptococcus anginosus rho = –0.730, p < 0.005, n = 16 +

Gemellaceae5 rho = –0.581, p < 0.05, n = 13 +

Alcaligenaceae6 rho = –0.528, p = 0.06, n = 13 –

ML615J-287 rho = –0.404, p < 0.05, n = 37

Clostridiales8 rho = –0.347, p < 0.05, n = 51
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дополнительных взаимодействий “кишечный
микробиом – NGF”.

Интересно, что у пациентов Группы 1 практиче-
ски отсутствовали представители, содержание ко-
торых в микробиоме было значимо связано с со-
держанием NGF. По-видимому, это свидетель-
ствует о том, что в условиях нормальной кишечной
проницаемости, характерной для здоровых доно-
ров, деятельность кишечного микробиома не явля-
ется значительным фактором для формирования
пула сывороточного NGF.

В общей группе пациентов с ожирением (Груп-
па 2) состав кишечного микробиома также практи-
чески не был ассоциирован с уровнем NGF. Одна-
ко после разделения по метаболическому типу
ожирения обнаружился целый спектр таксонов,
коррелировавших с концентрацией этого нейро-
трофина. Причем эти таксоны были уникальны
для каждой из подгрупп (МЗО и МНЗО). Появле-
ние более тесной связи “кишечный микробиом –
NGF” при ожирении (любого метаболического ти-
па) может быть следствием увеличения кишечной
проницаемости, характерной для лиц с избыточ-
ной массой тела [49]. Возможно, именно подобная
связь является одной из причин, почему сыворо-
точная концентрация NGF значительно ниже при
ожирении (табл. 2).

У пациентов с МЗО было выявлено значитель-
ное количество таксонов, как положительно, так
и отрицательно коррелировавших с уровнем NGF.
У пациентов с МНЗО, напротив, большая часть
корреляций носила отрицательный характер и
только Fusobacterium spp. и Slackia spp. позитивно
ассоциировались с содержанием NGF. Учитывая
преобладание негативного влияния на уровень
NGF у пациентов с МНЗО, становится понятно,
почему максимальное содержание данного нейро-
трофина наблюдалось у пациентов с низкими по-
казателями микробного разнообразия (рис. 3). А
поскольку для пациентов с МНЗО характерно бо-
лее значительное увеличение кишечной проницае-
мости по сравнению с МЗО, появление тесной свя-
зи “NGF – разнообразие кишечного микробиома”
не является удивительным [50].

ВЫВОДЫ

Содержание BDNF сыворотки тесно взаимо-
связано с микробным сообществом кишечника вне
зависимости от наличия или отсутствия ожирения.
Большая часть выделенных таксонов, положитель-
но коррелировавших с содержанием этого нейро-
трофина, были представлены бутират и/или
ГАМК-продуцирующими микроорганизмами, спо-
собными к деградации муцина. Также был выделен
спектр таксонов, негативно взаимосвязанных с
уровнем BDNF, большая часть которых принадле-
жала к грамположительной флоре.

У здоровых доноров практически отсутствует
взаимосвязь “кишечный микробиом – NGF”, то-
гда как у лиц с ожирением характерно появление
подобной ассоциации. Данная взаимосвязь отме-
чена как для лиц с метаболически здоровым типом
ожирения, так и для пациентов с метаболически
нездоровым типом, что, по-видимому, является
следствием усиления кишечной проницаемости.

Спектр таксонов, коррелирующих с содержани-
ем нейротрофинов, зависит от наличия или отсут-
ствия ожирения, а также его метаболического типа.
Можно предполагать, что влияние микробиома
кишечника на уровни BDNF и NGF определяется
не столько отдельными таксонами и/или экспрес-
сируемыми ими ферментами, сколько взаимодей-
ствием внутри микробного сообщества и проница-
емостью кишечного барьера.
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Obesity is associated with a gut microbiome imbalance and the risk of neurological complications, while the risk
of complications is determined by the metabolic type of obesity. The study aimed to explore the effect of intesti-
nal microbiome taxa on the content of neurotrophins BDNF and NGF in different types of obesity. The study
included 130 healthy non-obese donors and 104 obese patients. Depending on the metabolic type of obesity, pa-
tients were divided into subgroups with metabolically healthy obesity (MHO, n = 40) and metabolically un-
healthy obesity (MUHO, n = 55). Serum neurotrophin concentrations were measured and the gut microbiome
taxonomic composition was determined by the sequencing of the variable region of the 16S rRNA gene. The taxa
positively correlated with concentration of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) were mainly repre-
sented by butyrate- and/or GABA-producing microorganisms able to degrade mucin; in healthy donors, the
S24-7 family was the most widespread taxon among these microorganisms. In MHO, the taxa positively correlat-
ed with BDNF included Bacteroides spp., Rikenellaceae, Oscillospira spp., [Barnesiellaceae], B. ovatus and Anaer-
ostipes spp., while in MUHO, there were Bifidobacterium spp. and Coprococcus spp. The taxa negatively correlated
with BDNF were also revealed, most of which in MUHO patients belonged to the Gram-positive bacteria. Nerve
growth factor (NGF) concentration was associated with the gut microbiome in MUHO, but not in MHO donors.
A positive relationship with NGF was found for Odoribacter spp. in MHO patients and Slackia spp. in MUHO
patients. H. parainfluenzae, Erysipelotrichaceae, Megamonas spp. and Clostridiaceae showed a negative correla-
tion with NGF levels in MHO. In MUHO, a similar effect was shown for ML615J-287 and Clostridiales. Thus,
obesity, regardless of the metabolic type, is associated with the appearance of the gut microbiome–NGF rela-
tionship, which is not typical for healthy patients and may be a consequence of increased intestinal permeability.
The spectrum of taxa that correlated with BDNF levels was unique for each patient group, suggesting a signifi-
cant effect of interspecies microbial interaction on the neurotrophin levels.

Keywords: gut microbiome, gut microbiota, neurotrophins, nerve growth factor, NGF, brain-derived neuro-
trophic factor, BDNF, obesity, metabolically healthy obesity, metabolically unhealthy obesity
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фМРТ ИССЛЕДОВАНИЯ ОППОНЕНТНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ
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В нейрофизиологических исследованиях метод функциональной магнитно-резонансной томографии
(фМРТ) наиболее часто используется при картировании функций мозга путем локализации областей с
повышенной активностью во время выполнения различных тестов. При этом традиционно уделяется
меньше внимания сопутствующему снижению метаболизма в других областях мозга, несмотря на со-
поставимую интенсивность этих процессов. В настоящее время причина снижения активности, его ди-
намика и зависимость локализации от условий эксперимента остаются под вопросом. Целью данной
работы являлась локализация у обезьян областей мозга, вовлеченных в оппонентные отношения при
стимуляции мелькающим светом.
Исследование было проведено на трех бодрствующих обезьянах Macaca mulatta, у которых сравнивали
карты распределения активности, полученные во время апериодической световой стимуляции и при
нахождении в полной темноте. Вспышки света вызывали увеличение потребления кислорода в первич-
ной зрительной коре и одновременное снижение этого показателя в поле 7 теменной коры и в зоне V5
срединной височной области. Области мозга, снизившие свою активность, обычно не реагируют на
стимуляцию вспышками и не задействованы в процессе обработки сигнала в наших условиях. Полу-
ченные данные трактуются исходя из гипотезы об автоматическом поддержании баланса между акти-
вированными и деактивированными областями, целью которого является экономия энергетических
ресурсов мозга. Предположительно снижение активности относительно фонового уровня в незадей-
ствованных областях помогло бы компенсировать увеличение потребления энергии в других областях
мозга, ответственных за обработку сигнала.

Ключевые слова: макака-резус, вспышки, функциональная МРТ, негативный BOLD-ответ
DOI: 10.31857/S0044452922040064

Томографические методы являются наиболее
распространенным способом неинвазивной ней-
ровизуализации для изучения нейрофизиологиче-
ских основ когнитивных функций человека и жи-
вотных. Первоначально изменения метаболизма
мозга исследовали с помощью ПЭТ, а теперь в ос-
новном методом фМРТ. С помощью различных
когнитивных тестов, выявляя области мозга, в ко-
торых повышалось потребление глюкозы или
кислорода во время выполнения задачи, иссле-
дователи описали множество так называемых
крупномасштабных нейронных сетей в головном
мозге человека, отвечающих за принятие реше-
ний, переключение внимания, функции памяти,
речи, кодирования сенсорной информации и
многие другие. Однако, наряду с повышением
активности в областях мозга, участвующих в вы-
полнении задачи, нередко наблюдали снижение
активности в некоторых других областях мозга.
Наиболее яркий пример таких оппонентных взаи-

модействий представляет так называемая дефолт-
ная система мозга (Default Mode Network, DMN),
активность которой максимальна, когда человек не
выполняет никаких задач, и снижается по мере
увеличения когнитивной нагрузки [1].

Обычно снижению активности уделяют меньше
внимания, концентрируясь, в основном, на лока-
лизации областей мозга, увеличивающих свою ак-
тивность в процессе выполнения тех или иных за-
дач. Возможно, именно поэтому данные о распре-
делении деактивированных областей в мозге
человека и животных относительно редки (за ис-
ключением исследований дефолтной системы).
Зависимость их локализации от эксперименталь-
ных условий отличается многообразием и в насто-
ящее время не поддается систематизации. Так, со-
гласно данным, полученным на человеке, актива-
ция зрительных областей мозга в ответ на
стимуляцию шахматным паттерном сопровождает-
ся снижением активности не только в дефолтной

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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системе, но и в областях первичной слуховой коры
[2]. Звуковая стимуляция, наряду с активацией
слуховой коры, приводила к снижению активности
в экстрастриарной области зрительной коры [3].
Однако при стимуляции всего поля зрения челове-
ка мелькающим светом активация первичной зри-
тельной коры сопровождалась снижением актив-
ности в экстрастиарных областях мозга и в заты-
лочной части фузиформной извилины [4, 5]. А
предъявление зрительных паттернов раздельно в
левое или правое поле зрения человека приводило
преимущественно к увеличению активности в зри-
тельной коре контралатерального полушария и од-
новременно к снижению BOLD-сигнала в ипсила-
теральном полушарии [6, 7].

В наших ранних фМРТ исследованиях на чело-
веке [8], во время выполнения испытуемыми зри-
тельных когнитивных тестов, мы наблюдали сни-
жение активности в дефолтной системе и в первич-
ной слуховой коре. Причем усложнение задачи
приводило к пропорциональному увеличению об-
щего объема активированных и деактивированных
областей мозга, безотносительно их локализации.
Было выдвинуто предположение, что получаемые
результаты отражают общий принцип работы моз-
га, направленный на поддержание баланса ней-
ронной активности с целью экономии его энерге-
тических ресурсов, что подчеркивает важность
процессов деактивации для функционирования
мозга как единого целого.

Таким образом, исходя из имеющихся литера-
турных данных, следует, что во время сенсорной
стимуляции или целенаправленной деятельности
снижение активности наблюдается в областях моз-
га, менее задействованных в выполнении задачи.
Однако снижение активности происходит выбо-
рочно и далеко не во всех незадействованных
функциональных системах, по неизвестным пока
правилам. Поэтому, для понимания общих прин-
ципов функционирования мозга, необходимо про-
должать накопление данных о распределении нега-
тивного BOLD ответа в зависимости от условий
стимуляции, как у человека, так и у животных.

Однако исходя из того, что метод фМРТ лишь
косвенно отражает изменение нейронной актив-
ности за счет изменения уровня потребления кис-
лорода тканями мозга, снижение BOLD-сигнала
(основного показателя фМРТ, отражающего уро-
вень оксигенации крови) может быть объяснено
как снижением нейронной активности [9], так и
снижением кровотока [10]. Поэтому взаимосвязь
между изменениями BOLD-сигнала и лежащими в
их основе метаболическими процессами и нейрон-
ной активностью все еще обсуждается [6]. Под-
твердить нейронную природу снижения BOLD-
сигнала помогла бы непосредственная регистра-
ция электрической активности в областях мозга,
демонстрирующих оппонентные взаимодействия.

Такую возможность дают исследования на обезья-
нах, как наиболее близких к человеку подопытных
животных по морфофункциональным особенно-
стям мозга, у которых были описаны оппонентные
взаимодействия, подобные тем, что были обнару-
жены у человека [11, 12]. Однако работы, сочетаю-
щие томографические методы с инвазивной элек-
трофизиологией, еще крайне малочисленны.

Даная работа – первый этап исследования, на-
правленного на изучение нейрофизиологических
принципов оппонентных взаимодействий в мозге
человека и животных. Целью экспериментов явля-
лась локализация у обезьян областей мозга, вовле-
ченных в оппонентные отношения. Большинство
имеющейся литературы, посвященной данному
вопросу, описывает оппонентные взаимодействия
в мозге обезьян во время выполнения ими различ-
ных когнитивных тестов, предполагающих актив-
ное привлечение внимания к задаче. При сравне-
нии карт распределения активности во время вы-
полнения задачи с периодами покоя (бездействия)
в таких тестах, в основном, фиксировали снижение
потребления кислорода в областях, аналогичных
дефолтной системе человека [12]. Однако какие об-
ласти мозга у обезьян снижают свою активность
при пассивном наблюдении самых простых зри-
тельных стимулов – вспышек света – без привле-
чения внимания и без всякого задания, до сих пор
неизвестно. Мы постарались восполнить этот про-
бел и изучили влияние апериодической стимуля-
ции мелькающим светом на перераспределение
уровня потребления кислорода тканями мозга у
обезьян.

Проведение фМРТ экспериментов на животных
сопряжено с рядом сложностей. Основная пробле-
ма – необходимость исключить даже минималь-
ные движения головой во время эксперимента,
иначе сигнал будет искажен. Самый простой спо-
соб обездвиживания – это наркоз, но при этом
мозг работает в другом режиме, и результаты зави-
сят от степени наркотизации, так как наркоз, либо
патологическое нарушение сознания, приводит к
изменению паттерна функциональных связей и у
человека [13], и у обезьяны [14]. Самый распро-
страненный способ фиксации бодрствующего жи-
вотного на сегодняшний день – закрепление на че-
репе животного специальных удерживающих
устройств. Однако этот способ требует хирургиче-
ского вмешательства и травматичен для животно-
го. Другой способ – создание шлема, препятствую-
щего движениям головы. Так, Srihasam и соавт. [15]
сконструировали шлем, который плотно прилегал
к голове животного за счет вакуума, создаваемого
промышленным насосом. Slater и соавт. [16] созда-
ли маску на основе индивидуальных особенностей
формы черепа обезьян, но она была изготовлена из
жесткого пластика, что почти наверняка причиня-
ло неудобство подопытным животным. Мы пошли
по пути создания индивидуальных масок на голову
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обезьян из силиконов различной твердости. Мас-
ки, созданные на основе данных компьютерной то-
мографии (КТ) головы, надежно и безболезненно
фиксировали животное на время эксперимента.
Методика фиксации и подготовка животных к про-
ведению фМРТ экспериментов будут подробно
описаны в данной статье.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты были проведены на трех самцах

макак-резусов (ЦКП Биоколлекция ИФ РАН),
массой 8–9 кг. Двое самцов (Юнт и Лев) на момент
исследования были в возрасте восьми лет, и один
самец по имени Эдуард был в возрасте 15 лет. Все
животные были рождены и выращены в неволе и
имели опыт участия в поведенческих эксперимен-
тах. Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
циям биоэтического комитета Института физиоло-
гии им. И.П. Павлова РАН (протокол № 10/02 от
10 февраля 2022 г.).

Для фиксации головы животных нами была раз-
работана специальная маска, состоящая из двух ча-
стей (внешней и внутренней), которую изготавли-
вали из силиконов различной плотности. Как

внутренняя, так и внешняя части маски состояли
из лицевой и затылочной части. Внутреннюю мас-
ку создавали индивидуально для каждого животно-
го из мягкого силикона таким образом, чтобы она
целиком повторяла особенности формы его голо-
вы. Для этого, на основе данных КТ, формировали
трехмерную виртуальную модель головы каждой
обезьяны. После проведения необходимых про-
граммных манипуляций с моделью (повернуть го-
лову, закрыть рот, удалить посторонние предметы
и т.п.) ее распечатывали на 3D принтере (рис. 1a).
На основе распечатанной модели из мягкого сили-
кона отливали внутреннюю маску с отверстиями
для глаз, носа и рта (рис. 1b). Таким образом, до-
стигалось плотное и относительно комфортное
примыкание маски к голове животного с учетом
всех индивидуальных особенностей ее формы.

Внешняя маска была выполнена из твердого
пластика. Ее форма и размер были универсальны-
ми и рассчитаны на основе КТ пяти животных та-
ким образом, чтобы в будущем ее можно было ис-
пользовать для экспериментов на разных обезья-
нах, изготавливая заново только внутреннюю
маску (рис. 1c). Носовая часть внешней маски
сконструирована так, чтобы к ней герметично кре-
пилась штатная накладка для подачи газового нар-
коза (в случае необходимости). На уровне глаз во
внешней маске предусмотрены отверстия для

Рис. 1. Этапы подготовки к фМРТ эксперименту на бодрствующих обезьянах. (a) – распечатанная на 3D принтере модель
головы обезьяны. (b) – отлитая на основе модели лицевая часть внутренней маски из мягкого силикона. (c) – лицевая
часть универсальной наружной маски с отверстиями для световодов, фиксирующий тело костюм и амагнитный контей-
нер с ремнями. (d) – крепление световодов перед глазами животного внутри МРТ катушки. (e) – зафиксированное жи-
вотное перед проведением фМРТ эксперимента.

(a)

(d) (e)

(b) (c)
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крепления световодов. К каждому глазу подводит-
ся по одному раздельному световоду, длиной пять
метров (рис. 1d). Световоды упирались в рассеива-
ющие свет заглушки из матового оргстекла, уста-
новленные непосредственно перед глазами живот-
ного. Таким образом, достигалась диффузная за-
светка всего поля зрения равномерным белым
светом. Вторые концы световодов были выведены за
пределы помещения, где находится томограф, и за-
креплены в специально разработанном нами устрой-
стве для предъявления светодиодных вспышек с за-
данными временными характеристиками. Маска и
система крепления световодов были сконструирова-
ны таким образом, что в отсутствие стимуляции глаза
обезьяны находились в полной темноте.

Во время эксперимента животное располагали в
томографе лежащим на спине. Для фиксации тела
был сконструирован контейнер из оргстекла с мно-
жеством ремней (рис. 1c,e). В днище ящика были
предусмотрены полозья под размер отверстий в
столе томографа для стабилизации всей конструк-
ции, которая полностью состояла из амагнитных
материалов, чтобы она была совместима с томогра-
фом. В том числе, все крепления были сделаны на
основе пластиковых винтов. Затылочная часть
внешней маски была прочно закреплена к днищу
контейнера, в нее помещали затылочную часть
внутренней маски, укладывали животное, надева-
ли лицевую часть внутренней маски и затем фик-
сировали всю конструкцию с помощью лицевой
части внешней маски, прикручивая ее винтами к
затылочной части (рис. 1c). Таким образом, дости-
галось надежное и безболезненное обездвижива-
ние головы обезьяны.

Перед помещением в контейнер обезьяне вво-
дили короткодействующий наркоз (золетил,

5 мкг/кг), надевали специально сшитый костюм из
прочного материала, ограничивающий движения
конечностей (рис. 1c,e). После завершения фикса-
ции тела и головы животного, дожидались, когда
оно полностью отойдет от наркоза (1.5–2 ч), и при-
ступали к проведению экспериментов.

Поскольку вынужденное обездвиживание спо-
собно вызвать стресс у животных, что может ска-
заться на регистрируемом сигнале, перед проведе-
нием фМРТ исследования с каждой обезьяной
проводили по четыре-пять тренировок, имитирую-
щих эксперимент. Макакам вводили короткодей-
ствующий наркоз, помещали в фиксирующий пе-
нал, закрепляли маску и дожидались, когда живот-
ное проснется. Затем подавали через динамики
звуки, имитирующие работающий МРТ сканер, и
через световоды предъявляли вспышки света. Каж-
дая тренировка длилась 2–2.5 ч, в течение этого
времени, в качестве косвенного показателя уровня
стресса, регистрировали частоту сердечных сокра-
щений (ЧСС) с помощью ЭКГ-датчиков. После
тренировки у животных брали кровь на анализ со-
держания гормона кортизола, принимающего уча-
стие в развитии стрессовых реакций.

Тренировки проводили один раз в неделю, чтобы
дать животным время на реабилитацию. На рис. 2
представлены значения ЧСС и концентрации кор-
тизола у трех обезьян в разные дни тренировок и во
время проведения фМРТ эксперимента.

Синяя горизонтальная линия на рисунке отоб-
ражает значение ЧСС у обезьян макак-резусов в
покое, составляющее в среднем 135 ударов в мину-
ту [17]. Видно, что только у Юнта этот показатель
вначале превышает норму. Однако к пятой трениров-
ке его ЧСС снижается до значений, близких к норме,
что предполагает постепенное привыкание животно-

Рис. 2. Частота сердечных сокращений и концентрация кортизола в крови обезьян во время тренировок по имитации
условий фМРТ эксперимента и во время проведения фМРТ эксперимента. Синяя горизонтальная линия – значение ЧСС
у обезьян макак-резусов в покое. Красная горизонтальная линия – верхняя граница нормы содержания кортизола у обе-
зьян данного вида в покое (норма 500–800 нмоль/л по [18]).
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го к стесненным условиям. У остальных двух обезьян
ЧСС не изменялась по мере обучения и в среднем не
превышала средних значений в покое.

Красной горизонтальной линией на рисунке от-
мечена верхняя граница нормы содержания корти-
зола у обезьян данного вида в покое (норма 500–
800 нмоль/л по [18]). У всех трех животных концен-
трация кортизола не снижалась по мере обучения и
в целом не превышала границы нормы (за исклю-
чением небольшого превышения у Эдуарда в неко-
торые дни тренировок).

Взятые вместе показатели ЧСС и уровня корти-
зола, при сопоставлении их с контрольными дан-
ными из литературы [17, 18], предполагают, что
обезьяны не подвергаются сильному стрессу во
время иммобилизации. Тем не менее, тренируя их
заранее, мы минимизируем эффекты новизны или
испуга, которые могли бы повлиять на результат
фМРТ исследования.

Изменения уровня оксигенации крови (BOLD-
сигнала) в ответ на стимуляцию вспышками света
регистрировали в томографе Philips Achieva мощ-
ностью 1.5 Тесла. Регистрацию осуществляли со
следующими параметрами: импульсная последова-
тельность FE_EPI (16 срезов через каждые 4 мм),
FS 1.5, TR 3000, TE 50. Первые 30 с обезьяна лежала
в полной темноте, затем, в последующие 30 с, осу-
ществляли стимуляцию мелькающим светом с по-
мощью световодов, подходящих к глазам животно-
го, после чего опять наступала темнота. Такой цикл
темнота–мелькания повторяли 13 раз для повыше-
ния достоверности результатов, что составляло по
времени 13 мин. Во время световой стимуляции
длительность каждой вспышки составляла 10 мс,
время между вспышками варьировало от 100 до
500 мс. Таким образом, достигалась переменная
частота мельканий для того, чтобы не происходило
навязывание ритмов. Яркость каждой вспышки со-

ставляла 250 кд/м2, этого было достаточно, чтобы
вызвать ощущения мельканий даже сквозь веки,
при закрытых глазах.

Препроцессинговая обработка данных включа-
ла стандартные процедуры сглаживания, удаления
артефактов, преобразование данных в MNI-про-
странство и совмещение данных с шаблоном, ос-
нованном на результатах более 100 структурных
МРТ макак [19]. Статистические карты распреде-
ления активности в мозге обезьяны оценивали с
помощью стандартного метода GLM (General Lin-
ear Model), сравнивая BOLD-сигнал, накопленный
за все периоды темноты (фаза покоя) и за все перио-
ды с мелькающим светом (фаза активации). При
описании индивидуальных карт активации исполь-
зовали порог p < 0.001, а при описании групповых ре-
зультатов использовали порог p < 0.01 без поправки
на множественные сравнения. Обработку проводили
в программах SPM12, DPABI_2.3, работающих в сре-

де Matlab. Для визуализации полученных результа-
тов использовали программный пакет Хjview.

РЕЗУЛЬТАТЫ исследования

Всего на трех обезьянах было проведено пять
однотипных экспериментов, в которых регистри-
ровали изменения потребления кислорода тканя-
ми мозга, вызываемые вспышками света. С двумя
обезьянами, Юнтом и Львом, эксперимент повто-
рили дважды для повышения достоверности дан-
ных. На рис. 3 показан пример реакции мозга на
мелькания света, зарегистрированной у обезьяны
Юнт. В верхней части рис. 3 красным цветом отме-
чены области мозга в затылочной коре, увеличив-
шие потребление кислорода во время стимуляции.
Одновременно с этим наблюдали снижение актив-
ности в теменных областях мозга (отмечено синим
цветом на рис. 3). На нижней части рисунка пред-
ставлено изменение во времени BOLD-сигнала,
косвенно отражающего активность этих областей
мозга по уровню оксигенации крови. Как видно из
рисунка, во время стимуляции вспышками света на-
блюдается устойчивое, но разнонаправленное из-
менение активности – активация в затылочной
коре сопровождается деактивацией в теменной
коре, и наоборот – во время фазы покоя, в темно-
те, потребление кислорода в затылочной коре
снижается, а в теменной коре повышается. Таким
образом, нами были локализованы области мозга,
находящиеся в оппонентных отношениях во время
пассивного восприятия мелькающего диффузного
света.

В целях выявления достоверных реакций на
вспышки, характерных для всех трех животных,
были усреднены статистические карты распределе-
ния активности, полученные в пяти экспериментах
на трех макаках. Для этого индивидуальные дан-
ные, полученные на каждом животном, были сов-
мещены с универсальным анатомическим шабло-
ном, основанным на данных МРТ множества ма-
как. Для усреднения использовалась модель со
случайными эффектами из пакета SPM (one-sam-
ple t-test). При усреднении результатов применили
дополнительный метод шумоподавления – класте-
ризацию, – при котором однонаправленные изме-
нения BOLD-сигнала в соседних вокселах объеди-
няли в единый кластер. В наших экспериментах
размер одного воксела (элемента объемного изоб-
ражения мозга) составлял 2 × 2 × 2 мм. За порог кла-
стеризации мы приняли 80 вокселей. Изменения
BOLD-сигнала в меньших по объему областях моз-
га нами не рассматривались.

На рис. 4 представлены усредненные результаты
пяти фМРТ экспериментов, полученные на трех
макаках. Красным цветом отмечены области моз-
га, достоверно увеличивающие потребление кис-
лорода во время световой стимуляции относитель-
но фазы покоя, когда животные находились в пол-
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ной темноте. Синим цветом отмечены области
мозга, в которых потребление кислорода, наобо-
рот, снижалось в ответ на вспышки света (двусто-
ронний t-тест, p < 0.01).

Увеличение активности в ответ на вспышки на-
блюдали в затылочной области, симметрично в
обоих полушариях. В стереотаксических коорди-
натах, где за центральную точку принимают пере-
сечение срединно-сагиттальной плоскости и инте-
рауральной линии (точка соприкосновения ушных
держателей стереотакса), максимальную актива-
цию наблюдали в координатах X, Y, Z: ±6, –17,
+26 мм. Другими словами, максимум находился на
6 мм левее и правее нулевой координаты, симмет-
рично в обоих полушариях, на 17 мм позади, и на
26 мм выше нулевой координаты. Согласно элек-
тронному атласу мозга макаки-резус [20], основан-

ному на данных Paxinos и соавт. [21], увеличение

BOLD-сигнала в ответ на вспышки света наблюда-

ли в первичной зрительной коре (зона V1).

Снижение потребления кислорода во время све-

товой стимуляции наблюдали в различных обла-

стях теменной коры, преимущественно симмет-

рично в правом и левом полушарии. Максималь-

ное снижение активности регистрировали в задней

части теменной коры, в районе интрапариетальной

борозды, в зоне 7 по Бродманну. Согласно элек-

тронному атласу мозга [20], это задняя часть лате-

ральной интрапариетальной области (LIP) с ча-

стичным захватом дорзальной париетальной зоны

с координатами X, Y, Z: ±6, –8, 32 мм. По соседству

деактивацию наблюдали в задней теменной обла-

сти (PPt) с частичным захватом срединной височ-

Рис. 3. Пример разнонаправленного изменения активности в теменной и затылочной коре во время стимуляции вспыш-
ками света, зарегистрированного у обезьяны Юнт. (a) – распределение активности на анатомических срезах мозга. Крас-
ный цвет – увеличение потребления кислорода во время световой стимуляции; синий цвет – снижение потребления кис-
лорода. (b) – красная и синяя линии – изменение BOLD-сигнала, отражающего активность мозга, в областях, отмечен-
ных красным и синим цветом на верхнем рисунке. Черная линия отображает моменты включения и выключения световой
стимуляции.
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ной области (экстрастриарная зона V5) с коорди-
натами X, Y, Z: ±12, –6, 34.

Следует отметить, что активированные и деак-
тивированные области в затылочной и теменной
коре не граничили друг с другом – кратчайшее рас-
стояние между ними, измеренное по прямой с по-
мощью программы анализа томографических дан-
ных Инобитек, составило 10 мм. Таким образом,
анализ изменений BOLD-сигнала во времени и со-
отнесение локализованных нами областей с дан-
ными известных атласов мозга макак-резусов поз-
воляют утверждать, что процессы активации и де-
активации в ответ на вспышки света происходят
одновременно в различных морфофункциональ-
ных отделах мозга.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Для проведения фМРТ экспериментов на
бодрствующих обезьянах нами была разработана
оригинальная система крепления головы и тела,
позволяющая проводить исследования без хи-
рургических вмешательств. Использование инди-
видуальных данных о форме головы на основе КТ и
сочетание силиконов различной твердости при из-
готовлении маски обеспечили надежную и безбо-
лезненную фиксацию головы животного. Косвен-
ные показатели уровня стресса, такие как уровень
кортизола и ЧСС, измеренные у обезьян во время

имитации фМРТ эксперимента, в целом незначи-
тельно превышали нормативные показатели в по-

кое, приближаясь к ним к концу тренировок. Это
позволяет утверждать, что используемый нами ме-

тод фиксации не причиняет существенного дис-
комфорта обезьянам. Однако мы считаем, что

предварительные тренировки необходимы, так как
они позволяют животным адаптироваться к стес-

ненным условиям, привыкнуть к шуму томографа

и, таким образом, минимизировать эффекты но-
визны, которые могли бы повлиять на результат

фМРТ исследования.

В результате экспериментов, на основе анализа
изменений уровня оксигенации крови в ответ на

стимуляцию всего поля зрения мелькающим све-
том, было зафиксировано увеличение BOLD-сиг-

нала в первичной зрительной коре (зона V1) и од-
новременное его снижение в теменной коре (зона 7

по Бродманну) и в экстрастриарной коре (зона V5).

Активация первичной зрительной коры была пред-
сказуема, так как равномерное освещение всего

поля зрения является простейшим стимулом, кото-
рый не требует вовлечения более высоких зритель-

ных областей мозга, осуществляющих более слож-
ную обработку сигнала, такую как восприятие

формы, движения, объединение фрагментов пат-

терна в единое целое и другие процессы, связанные
с распознаванием изображений.

Рис. 4. Статистические карты распределения активности во время световой стимуляции, полученные на основе пяти
фМРТ экспериментов на трех макаках (p < 0.01). Цифры под каждым срезом – расстояние в мм относительно нулевой сте-
реотаксической координаты (см. пояснения в тексте).

22

-18 �8 �6 �4�16 �10

24 26 28 30 32

10

BOLD

5

0

�5

1210864

34



318

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 4  2022

ХАРАУЗОВ и др.

Согласно Подвигину и соавт. [22], нейроны зо-
ны 7 теменной коры, где мы наблюдали снижение
BOLD-сигнала, могут отвечать на зрительную сти-
муляцию, но чаще всего это происходит при актив-
ном участии животного в эксперименте, при кото-
ром необходима координация зрительных, сомато-
сенсорных и двигательных функций. В частности,
латеральная интрапариетальная область, где мы
наблюдали максимальное снижение потребления
кислорода во время световой стимуляции, играет
ключевую роль в управлении глазодвигательным
аппаратом при зрительном поиске и локализации
объектов в поле зрения [23, 24]. Экстрастриарная
зона V5, где мы также наблюдали снижение BOLD-
сигнала, преимущественно отвечает за восприятие
когерентного движения и сложных зрительных
паттернов [25].

Прежде чем обсуждать причину снижения
BOLD-сигнала в ответ на вспышки, необходимо
прояснить его природу. На данный момент суще-
ствуют две альтернативные гипотезы, объясняю-
щие этот феномен. Согласно сосудистой гипотезе
[10], количество оксигенированной крови, доступ-
ной в каждый момент времени, ограничено, поэто-
му она поступает пропорционально потребностям
мозговой ткани. Как следствие, во время выполне-
ния задачи кислород, который обслуживает акти-
вированные области, будет отобран из незадей-
ствованных соседних областей. Согласно нейрон-
ной гипотезе, в основе снижения BOLD-сигнала
лежит снижение нейронной активности в данной
области [9], при этом не исключается и сосудистый
вклад в снижение BOLD-сигнала. В настоящее
время, несмотря на растущее число исследований,
в которых сообщается о снижении BOLD-сигнала,
его происхождение и связь с метаболическими и
нейронными реакциями все еще обсуждаются, а
его механизмы менее понятны по сравнению с ме-
ханизмами увеличения BOLD-сигнала [6, 26]. В
англоязычной литературе этот феномен до сих пор
называют негативным BOLD-ответом (negative
BOLD-response, NBR), без привязки к его природе.

Однако со временем появляется все больше сви-
детельств в пользу нейронной гипотезы происхож-
дения негативного BOLD-ответа, где наиболее
убедительные данные основаны на результатах ин-
вазивных экспериментов на обезьянах. Так, сни-
жение нейронной активности было зарегистриро-
вано в областях мозга макаки, в которых ранее на-
блюдали негативный BOLD-ответ [11]. Данное
исследование проводили на животных под нарко-
зом, а изменения нейронной активности и BOLD-
сигнала регистрировали в ответ на стимуляцию
центра и периферии поля зрения кольцевым шах-
матным паттерном. Hayden и соавт. снижение ней-
ронной активности регистрировали у бодрствую-
щих макак в задней цингулярной извилине, основ-
ном компоненте дефолтной системы мозга, во
время решения обезьяной когнитивной задачи

[27]. Авторы не проводили собственных фМРТ ис-
следований, направленных на локализацию нега-
тивного BOLD-ответа, они основывались на лите-
ратурных данных о снижении BOLD-сигнала в де-
фолтной сети мозга во время увеличения
когнитивной нагрузки. Логическим продолжением
этой работы является исследование [28], в котором
с помощью электрода, помещенного в заднюю
цингулярную извилину макаки (дефолтная сеть),
регистрировали как нейронную активность, так и
локальную концентрацию кислорода в тканях, тес-
но связанную с BOLD-сигналом в фМРТ. В резуль-
тате, в ответ на предъявление изображений живой
природы, в задней цингулярной извилине реги-
стрировали снижение как нейронной активности,
так и концентрации кислорода. Таким образом,
эксперименты на животных, совместно с фМРТ
исследованиями на человеке, косвенно подтвер-
ждающими нейронную природу негативного
BOLD-ответа [7, 9, 29], позволяют рассматривать
наблюдаемое в наших экспериментах снижение
BOLD-сигнала как снижение нейронной активно-
сти в локализованных областях.

Возвращаясь к обсуждению полученных нами
результатов, по нашим данным, на обезьянах еще
не описан негативный BOLD-ответ на стимуляцию
всего поля зрения вспышками света. Однако похо-
жие результаты были получены в аналогичных
фМРТ исследованиях на человеке [4, 5]. Наряду с
активацией первичной зрительной коры, авторы
наблюдали снижение активности в экстрастиар-
ных областях мозга – латеральной затылочной об-
ласти (LOC) и в затылочной части фузиформной из-
вилины. Области, активность которых снижается в
ответ на вспышки, находились рядом с областями,
повышающими активность, но не пересекались.

Предъявление более сложных зрительных сти-
мулов, таких как синусоидальные решетки, шах-
матные паттерны и тому подобное, тоже вызывало
позитивные и негативные BOLD-ответы, локали-
зованные, как правило, в пределах зрительной ко-
ры, по соседству друг с другом [9, 11, 30]. Так, в ис-
следованиях на человеке стимуляция кольцевым
шахматным паттерном приводила к увеличению
BOLD-сигнала в первичной зрительной области, в
соответствии с ретинотопическим картированием
ортогонально шпорной борозде. В дорсальном на-
правлении от этой области развивался негативный
BOLD-ответ, захватывающий помимо первичной
зрительной коры еще зоны V2 и V3 [9]. В экспери-
менте на анестезированных обезьянах стимуляция
таким же паттерном приводила к появлению пози-
тивных и негативных BOLD-ответов в пределах
первичной зрительной коры. Причем эти области
граничили друг с другом, а их взаимное расположе-
ние изменялось в зависимости от эксцентриситета
предъявляемого стимула [11].
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Общим принципом распределения активиро-
ванных и деактивированных областей в упомяну-
тых работах было увеличение активности в зонах
мозга, вовлеченных в обработку стимула, и сни-
жение активности в соседних областях, функци-
онально менее связанных с обработкой данного
типа сигналов. Однако предъявление зрительных
паттернов раздельно в левое или правое поле
зрения человека приводило преимущественно к
увеличению активности в зрительной коре кон-
тралатерального полушария и одновременно к
снижению BOLD-сигнала в ипсилатеральном
полушарии [6, 7]. Это говорит о существовании
оппонентных взаимодействий и между удаленны-
ми друг от друга областями мозга, в разной степени
вовлеченными в обработку сигнала.

В наших экспериментах этот принцип тоже со-
блюдается. Во время стимуляции вспышками света
основная нагрузка приходилась на первичную зри-
тельную кору, что выражалось в позитивном
BOLD-ответе. При этом области с негативным
BOLD-ответом, отвечающие за локализацию
объектов в пространстве и интеграцию сенсор-
ных сигналов (зона 7), либо отвечающие за вос-
приятие движения и сложных зрительных пат-
тернов (зона V5), оставались менее задействован-
ными, поскольку обезьяны пассивно созерцали
предъявляемые вспышки, без всякого задания.
Осуществлять целенаправленный зрительный по-
иск они не могли, так как световая стимуляция бы-
ла диффузной, перекрывающая практически все
поле зрения, и взгляду попросту не на чем было
фиксироваться.

Следует отметить, что разнонаправленное изме-
нение активности в различных областях мозга, на-
блюдаемое с помощью фМРТ в наших и других ис-
следованиях, вряд ли обеспечивается за счет непо-
средственной (моносинаптической) связи между
этими областями, особенно если они существенно
разнесены в пространстве. Маловероятно и парал-
лельное, но разнонаправленное воздействие вос-
ходящих таламокортикальных проекций на корко-
вые представительства сенсорных систем разной
модальности. Хотя в литературе встречаются дан-
ные о прямых таламокортикальных зрительных
проекциях на вторичную слуховую кору и таламо-
кортикальных слуховых проекциях на вторичную
зрительную кору у некоторых видов, эти входы
сравнительно редки [3, 31, 32].

Вероятнее всего, оппонентные взаимодействия
происходят благодаря полисинаптическим пере-
ключениям с участием третьих структур. В качестве
таких релейных структур, например, при мульти-
модальных взаимодействиях, рассматриваются ас-
социативные области коры, интегрирующие ин-
формацию от различных органов чувств [3, 33].
Причем, эти взаимодействия пластичны и зависят
от жизненного опыта. Так, в томографическом ис-

следовании на пациентах, ослепших в раннем дет-
стве, было показано, что тактильная стимуляция
при чтении таблиц Брайля активирует зрительные
области коры. Однако такая же процедура, прове-
денная на здоровых испытуемых, задачей которых
было определить наощупь структуру таблиц, на-
оборот, приводила к снижению активности в зри-
тельной коре [34].

С помощью томографических методов не пред-
ставляется возможным ответить на вопрос о при-
роде разнонаправленных изменений активности. В
любом случае, поскольку активация и деактивация
различных областей мозга происходит в ответ на
предъявление одних и тех же стимулов и практиче-
ски одновременно (в секундном временном разре-
шении), можно говорить об их взаимодействии,
хоть и опосредованном. Изучение временных за-
держек между активацией и деактивацией в милли-
секундном временном разрешении, совместно с
анализом синхронизации текущей нейронной ак-
тивности в этих областях, позволило бы пролить
свет на природу оппонентных взаимодействий. Та-
кую возможность дает сочетание томографических
и электрофизиологических методов, применяемых
на животных в одинаковых экспериментальных
парадигмах.

Какой же смысл оппонентных взаимодействий,
наблюдаемых между довольно большими областя-
ми мозга, зачастую между различными функцио-
нальными системами? Большинство исследовате-
лей рассматривают распределение позитивных и
негативных BOLD-ответов как отражение процес-
са переключения внимания. В результате оппо-
нентных взаимодействий, когда одни области моз-
га, вовлеченные в обработку сигнала, активируют-
ся, а менее задействованные соседние области
снижают свою активность, повышается точность
обработки информации при фокусировке внима-
ния. Однако негативный BOLD-ответ на зритель-
ный паттерн, выявленный у обезьян под наркозом
[11], сложно объяснить переключением внимания.
В наших экспериментальных условиях обезьяны
тоже вряд ли усиленно следили за вспышками.
Во-первых, у них не было такого задания, во-вто-
рых, они могли бы привыкнуть к вспышкам за вре-
мя тренировок и, в-третьих, среди прочих раздра-
жителей, таких как шум томографа и вынужденная
иммобилизация, вспышки явно не доминировали
в привлечении внимания обезьяны.

Мы полагаем, что разнонаправленные измене-
ния BOLD-сигнала, наблюдаемые в наших и во
многих других экспериментах, отражают общий
принцип поддержания баланса нейронной актив-
ности, целью которого является экономия энерге-
тических ресурсов мозга. Давно известно, что ак-
тивность нейронов (как потенциалов действия, так
и синаптической передачи) – энергоемкий про-
цесс [35]. Поэтому снижение активности относи-
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тельно фонового уровня в областях мозга, незадей-
ствованных в решении какой-либо задачи, помог-
ло бы компенсировать увеличение потребления
энергии в других областях мозга, ответственных за
выполнение этой задачи.

Данную гипотезу мы выдвинули ранее на основе
изучения зависимости объема активированных и
деактивированных областей в мозге человека от
сложности задачи [8]. Испытуемые решали зри-
тельный пространственный тест на четырех уров-
нях сложности. Во время работы у них активирова-
лись затылочно-височные, теменные и лобные об-
ласти, ответственные за выполнение этой задачи.
Одновременно наблюдали деактивацию в структу-
рах дефолтной системы и в областях первичной
слуховой коры, не занятых в выполнении данного
теста. Для каждого уровня сложности отдельно
рассчитали суммарный объем активированных об-
ластей по всему мозгу, и отдельно – суммарный
объем всех деактивированных областей, вне зави-
симости от их локализации. Зависимости объема
активированных и деактивированных областей от
сложности задачи полностью совпали – по мере
усложнения теста количество вокселей со значи-
мым увеличением BOLD-сигнала возрастало, и
точно по такому же закону возрастало количество
вокселей со значимым снижением BOLD-сигнала.
Другими словами, отношение количества активи-
рованных и деактивированных вокселей всегда бы-
ло постоянным, что предполагает существование в
мозге человека и животных механизмов, направ-
ленных на поддержание постоянства общего уров-
ня нейронной активности.

Косвенным подтверждением этой гипотезы яв-
ляется исследование с помощью высокопольного
томографа (7 Тесла) реакций головного мозга чело-
века на предъявление шахматных паттернов разно-
го контраста [2]. По мере увеличения контраста
стимула амплитуда позитивного BOLD-ответа, ре-
гистрируемого в зрительной коре, постепенно уве-
личивалась. Аналогичным образом увеличивалась
и амплитуда негативного BOLD-ответа, регистри-
руемого в то же время в слуховой коре. Сходство за-
висимостей амплитуды позитивных и негативных
BOLD-реакций, регистрируемых в различных
функциональных системах, подтверждает наше
предположение о том, что процессы активации и
деактивации в головном мозге сбалансированы.

Поскольку увеличение активности в одних об-
ластях и снижение в других происходит практиче-
ски одновременно [11], можно допустить, что под-
держание баланса между различными областями
мозга происходит на рефлекторном уровне, веро-
ятно, на основе выработанных в ходе эволюции ал-
горитмов. Мозаику распределения негативных
BOLD-ответов относительно активированных об-
ластей еще предстоит понять. Почему в одних
условиях стимуляции деактивируются соседние

участки, принадлежащие одной функциональной
системе, а в иных условиях деактивацию наблюда-
ют в другом полушарии, или в другой функцио-
нальной системе? Почему при возрастании когни-
тивной нагрузки наиболее часто деактивацию на-
блюдают на медиальной поверхности теменной и
лобной коры, в структурах дефолтной системы?
Ответы на эти вопросы, а также на вопросы, свя-
занные с динамикой оппонентных взаимосвя-
зей, могут дать эксперименты, сочетающие то-
мографические и электрофизиологические методы.
В этом смысле исследования на обезьянах дают не-
оценимое преимущество, так как у этих животных с
помощью фМРТ можно выявить аналогичные чело-
веку крупномасштабные нейронные сети [12] и ре-
гистрировать электрическую активность непосред-
ственно этих структур мозга, что мы планируем осу-
ществить в следующих экспериментах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Цель исследований заключалась в изучении оп-
понентных взаимодействий в головном мозге при-
матов как возможного механизма поддержания
энергетического баланса мозга. В результате про-
веденных работ нами была разработана и внедрена
в практику собственная система фиксации головы
и тела обезьян, необходимая для проведения томо-
графических исследований на бодрствующих жи-
вотных. Впервые показано, что при стимуляции
вспышками света, одновременно с увеличением
активности в первичной зрительной коре, ответ-
ственной за обработку сигнала, происходит сниже-
ние активности в определенных областях теменной
и височной коры. Эти области у макак ответствен-
ны преимущественно за локализацию объектов в
поле зрения, восприятие когерентного движения и
сложных зрительных паттернов, т.e. были менее за-
действованы при восприятии вспышек света. По-
скольку процессы активации и деактивации изме-
нялись синхронно со световой стимуляцией, мы
допускаем, что они взаимосвязаны, возможно,
опосредованно. Нейрофизиологические принци-
пы таких оппонентных взаимодействий – предмет
дальнейших электрофизиологических исследова-
ний на обезьянах с учетом полученных томографи-
ческих данных.
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fMRI Studies of Opponent Interregional Interactions in the Macaca mulatta Brain
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In neurophysiological studies, functional magnetic resonance imaging (fMRI) is most commonly used to map
brain functions by locating areas of increased activity when executing various tests. At the same time, less atten-
tion is traditionally paid to a concomitant decrease in metabolism in other brain areas despite a comparable in-
tensity of these processes. At present, The cause for such a decrease in local brain activity, as well as its dynamics
and the dependence of localization on experimental conditions, are currently in question. The aim of this work
was to study the interaction between brain regions that demonstrate bidirectional changes in the level of oxygen
consumption in response to the simplest stimuli, f lashes of light. The study was carried out on three awake Ma-
caca mulatta monkeys, in which activity distribution maps were compared during aperiodic light stimulation and
in total darkness. Flashes of light evoked an increase in oxygen consumption in the primary visual cortex and a
simultaneous decrease in this indicator in field 7 of the parietal cortex and in zone V5 of the middle temporal
area. Brain areas that decreased their activity usually did not respond to stimulation with flashes and were not involved
in signal processing under conditions of our experiments. The data obtained are interpreted in the light of the hypoth-
esis of an automatic maintenance of a balance between activated and deactivated brain areas, aimed at saving brain en-
ergy resources. Presumably, a decrease in activity relative to the background level in unused areas would help compen-
sate for increased energy consumption in other brain areas responsible for signal processing.

Keywords: rhesus monkey, functional MRI, negative BOLD response
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Экстраординарная ситуация пандемии 2019–2022 гг. обусловила резкий скачок заболеваемости пост-
травматическим стрессовым расстройством (ПТСР). В настоящее время ПТСР расценивается не толь-
ко как нейропсихическое расстройство, но и как коморбидное заболевание, сопровождающееся забо-
леваниями сердечно-сосудистой системы, нарушениями кровообращения, патологией печени и др. На
сегодняшний день еще не выяснена связь поведенческих изменений с выраженностью трансформации
морфофункционального состояния печени. В данной работе ПТСР моделировали на половозрелых
самцах крыс Вистар, используя предаторный стресс (страх жертвы перед хищником). Тестирование в
приподнятом крестообразном лабиринте позволило разделить популяцию на животных с низкотре-
вожным (НТФ) и высокотревожным (ВТФ) фенотипами. Установлено, что морфофункциональные
исследования печени, в бóльшей мере, чем биохимические результаты, позволяют сделать заключение
о том, что у крыс обоих фенотипов предаторный стресс индуцирует дисфункцию печени. Это может
свидетельствовать о снижении диапазона компенсаторно-приспособительных реакций у стрессиро-
ванных животных. Тем не менее глубина морфофункциональных нарушений комплекса функцио-
нальных механизмов, обеспечивающих углеводно-жировой, водно-электролитный и белковый обмен
в печени ВТФ крыс, свидетельствуют о донозологическом состоянии органа. В случае предъявления
дополнительных нагрузок, напряжение регуляторных систем печени может привести к нарушению го-
меостаза. Тогда как печень НТФ животных характеризовалась лишь небольшими диффузными изме-
нениями. Следовательно, в настоящей работе удалось установить связь поведенческих изменений с
выраженностью трансформации морфофункционального состояния печени.

Ключевые слова: крысы Вистар, посттравматическое стрессовое расстройство, дисфункция печени, вы-
сокотревожный фенотип
DOI: 10.31857/S0044452922040088

Посттравматическое стрессовое расстройство
(ПТСР) – это комплекс симптомов нарушения
психической деятельности, возникающий в ре-
зультате единоразового или повторяющегося
внешнего сверхсильного травмирующего воздей-
ствия на психику человека. В современном мире, с
учетом пандемии, объявленной в январе 2020 г. по
поводу заболевания, названного COVID-19, вы-
званного коронавирусом SARS-CoV-2, проблема
ПТСР приобретает особую значимость, так как по-
ражается не только иммунная, но и нервная систе-
ма, а также ментальное здоровье [1, 2]. Во всех
странах мира пандемия детерминировала рост чис-
ла пациентов с диагнозом ПТСР как среди перебо-
левших, так и не переболевших людей [1, 2].

Необходимо подчеркнуть значительное отличие
воздействия стресса на гипоталамо-гипофизарно-
адреналовую систему (ГГАС) при ПТСР от других
разновидностей нейропсихических расстройств.
Именно для ПТСР характерно достаточно быстрое
изменение активности структур мозга, участвую-
щих в стресс-реакции, в результате чего гиперин-
тенсивный тип реагирования нейроэндокринной
системы сменяется гипофункцией. То есть боль-
шинство типов стресса приводит к гиперактивации
ГГАС, развивающейся в результате десенситиза-
ции глюкокортикоидной отрицательной обратной
связи и повышению уровня кортизола в крови у
людей, тогда как лишь при ПТСР формируются ее
сенситизация и снижение уровня этого гормона [3,
4]. Принято считать, что в основе нейроэндокрин-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: FHECKB
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ных нарушений у пациентов с ПТСР лежит диз-
регуляция, которая заключается в повышенной
активности симпатоадреналовой системы [5]. По
мере истощения адаптационных возможностей
происходит срыв регуляторных систем организма
(дизадаптация) и развиваются патологические из-
менения [6]. Для ПТСР характерно отсроченное
проявление психических и поведенческих симпто-
мов заболевания, а также появление этих симпто-
мов не у всех стрессированных людей. В связи с
этим популяцию стрессированных людей принято
разделять на устойчивых и неустойчивых к стрессу
индивидов [7]. Ранее ПТСР считалось преиму-
щественно психическим заболеванием, тогда как
в настоящий момент ПТСР расценивается как
коморбидное заболевание, сопровождающееся
заболеваниями сердечно-сосудистой системы,
нарушениями кровообращения, патологией пе-
чени и др. [8].

Множество проводимых исследований демон-
стрируют связь между стрессом и заболеваниями
печени. Известно, что интенсивный стресс сопро-
вождается пероксидацией липидов клеточных
мембран и ведет впоследствии к тканевым повре-
ждениям, при этом по сравнению с другими орга-
нами наиболее уязвима печень, которая играет
ключевую роль в таких жизненных процессах, как
детоксикация, углеводный, липидный, энергети-
ческий метаболизм и др. [9]. На сегодняшний день
еще не выяснена связь поведенческих изменений с
выраженностью трансформаций морфофункцио-
нального состояния печени.

На данный момент общепризнанной моделью
экспериментального воспроизведения ПТСР яв-
ляется модель предаторного стресса – эволюцион-
но закрепленного, избирательного страха грызунов
перед хищником и его запахом, разработанная Co-
hen и Zohar [10] и усовершенствованная Tseilikman
и соавт. [11]. Характерным для этой модели являет-
ся снижение уровня кортикостерона – основного
гормона стресса для лабораторных грызунов, что
рассматривается в качестве важного фактора адек-
ватности патогенезу у пациентов с диагнозом
ПТСР [12, 13]. Для данной модели ПТСР разрабо-

таны методы оценки поведенческих изменений,
позволяющие подразделить популяцию лабора-
торных грызунов на устойчивых (низкотревожных)
и неустойчивых (высокотревожных) к стрессу осо-
бей [14].

Цель работы – охарактеризовать морфофунк-
циональное состояние печени устойчивых и не-
устойчивых к предаторному стрессу половозрелых
самцов крыс Вистар при моделировании посттрав-
матического стрессового расстройства, установить
связь поведенческих изменений с выраженностью
трансформаций морфофункционального состоя-
ния печени.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводили на 40 половозрелых

крысах-самцах Вистар (филиал “Столбовая” Науч-
ного центра биомедицинских технологий Феде-
рального медико-биологического агентства Рос-
сии) с массой тела 180–200 г. Животных, прошед-
ших карантин не менее 14 дней, содержали в
стандартных условиях вивария, рассаживая в клет-
ки по 10 особей случайным образом, при есте-
ственном освещении, температуре 20–22°С. До-
ступ к воде и полноценному гранулированному
корму (ГОСТ 34566-2019) был свободным. Для
проведения эксперимента крыс делили на 2 груп-
пы – контрольную и опытную с равным числом
особей (по 20 крыс). Опытную группу крыс подвер-
гали воздействию предаторного стресса (кошачья
моча) ежедневно по 10 мин  10 сут с последующим
содержанием в течение 14 сут в обычных условиях
вивария. Дизайн эксперимента изображен на рис. 1.

Все экспериментальные процедуры проводили
в соответствии с директивой Европейского парла-
мента 2010/63/EU “О защите животных, использу-
емых в экспериментальных целях” (от 22.09.2010 г.).
На проведение работы было получено разрешение
биоэтической комиссии ФГБНУ “Научно-иссле-
довательский институт морфологии человека име-
ни академика А.П. Авцына” (протокол № 20 от
12 марта 2019 г.).

Для выявления поведенческих различий реак-
ции на стресс животных тестировали по одному в
приподнятом крестообразном лабиринте (ПКЛ) в
течение 600 с. Регистрировали число заходов в от-
крытые и закрытые рукава ПКЛ, время нахожде-
ния в каждом типе рукавов, вычисляли индекс тре-
вожности, разработанный Cohen и соавт. [15]:
ИТ = 1 – [(ВОР/ВТ + ЧЗОР/ОЧЗ)/2], где ВОР –
время, проведенное в открытых рукавах, ВТ – вре-
мя тестирования (600 с), ЧЗОР – число заходов в
открытые рукава ПКЛ, ОЧЗ – общее число заходов
в рукава ПКЛ.

В конце эксперимента производили забор пери-
ферической крови натощак, под золетиловым нар-
козом (5 мг/100 г, Virbac Sante Animale, Франция)

Рис. 1. Дизайн эксперимента.
А – предаторный стресс 10 мин 10 сут;
В – обычное содержание в виварии 14 сут;
С – тестирование крыс за сутки до окончания экспери-
мента в приподнятом крестообразном лабиринте.

PTSD group

Control group

A B C

CB
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в пробирки с ЭДТА в качестве антикоагулянта. Для
получения плазмы кровь центрифугировали при
3000 g в течение 10 мин. В плазме крови определяли
уровень аспартатаминотрансферазы (АСТ) и ала-
нинаминотрансферазы (АЛТ), а также уровень
глюкозы, триглицеридов и общего холестерина,
используя автоматический биохимический анали-
затор (CX4/Pro, BeckmanCoulter, США).

При вскрытии крыс оценивали состояние пече-
ни макроскопически, визуально оценивая: цвет,
объем, консистенцию, эластичность при захвате
пинцетом. Относительную массу рассчитывали
как отношение абсолютной массы печени (АМП) к
массе тела (МТ) и выражали в мг/кг массы тела жи-

вотного  мг/кг.

Для морфометрического анализа брали образцы
печени, часть которых фиксировали в 10%-ном
нейтральном формалине, другую часть кусочков
печени без фиксации резали на криостате, срезы
окрашивали суданом III для выявления нейтраль-
ных жиров. После фиксации образцы печени обез-
воживали, заключали в гистомикс, изготавливали
срезы толщиной 5 мкм. Часть срезов окрашивали
гематоксилином и эозином, другую часть срезов
подвергали PAS-реакции для выявления гликоге-
на. При помощи микроскопа Axioplan 2 imaging
c цифровой фотокамерой и системой обработки
изображений (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Гер-
мания) производили по 10 фотографий окрашен-
ных срезов каждого животного. Оптическую плот-
ность срезов, окрашенных суданом III и после
PAS-реакции, определяли, используя программу
ImageJ (Fiji).

Концентрацию кортикостерона в сыворотке
крови определяли методом иммуноферментного
анализа c использованием набора регентов (IBL,
Германия).

Статистический анализ данных проводили с по-
мощью программы Statistica 8.0. Характер распре-

АМТ
МТ

деления признаков оценивали по критерию Шапи-
ро–Уилка. Было установлено, что эмпирическое
распределение полученных нами данных отличает-
ся от нормального. Для статистической обработки
использовали непараметрический метод Краске-
ла–Уоллиса и метод парных сравнений – U-крите-
рий Манна–Уитни. Производили расчет коэффи-
циента ранговой корреляции Спирмена. Данные
приводили в виде медианы и квартилей Me (25%;
75%). Различия считали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для оценки морфофункционального состояния
печени у различных фенотипов крыс Вистар мы
применяли предаторный стресс. Дизайн экспери-
мента изображен на рис. 1. За сутки до окончания
эксперимента производили тестирование в при-
поднятом крестообразном лабиринте (ПКЛ)
(табл. 1), на следующие сутки, на фоне пищевой
депривации, крыс выводили из эксперимента пе-
редозировкой золетила.

Было установлено, что показатели тестирова-
ния в ПКЛ опытной группы крыс различались, а
именно: у части животных (Группа 1 – 9 крыс) по-
казатели не отличались от таковых контрольной
группы крыс (табл. 1), тогда как показатели другой
группы крыс (Группа 2 – 11 крыс) имели статисти-
чески значимые отличия, как от контроля, так и от
Группы 1. Оказалось, что крысы Группы 1 прово-
дили на 71.8% больше времени в открытых рукавах
ПКЛ, чем крысы Группы 2 (табл. 1). Значения ин-
декса тревожности (ИТ) крыс группы 2 составляли
0.88, что превышало ИТ контрольных крыс на
29.4% и на 17.3% – крыс группы 1 (табл. 1).

Концентрация плазменного кортикостерона
(КОРТ) у крыс 1-й и 2-й групп была ниже, чем в
контрольной группе (табл. 1). Тем не менее кон-
центрация КОРТ в плазме крыс Группы 1 была на

Таблица 1. Показатели поведения крыс Вистар при тестировании в приподнятом крестообразном лабиринте (ПКЛ)
и уровень кортикостерона, позволяющие разделить популяцию стрессированных животных на низкотревожных и
высокотревожных, Me (25%; 75%)

Примечание: *р < 0.05 – достоверность отличий от группы контроля, #р < 0.05 – достоверность отличий между группами низко-
тревожных и высокотревожных крыс по U-критерию Манна–Уитни.

Показатели
Группы

Контроль Низкотревожные Высокотревожные

Число заходов в закрытые рукава ПКЛ 7.3 (4.1; 10.5) 6.8 (3.5; 10.3) 4.3*# (2.2; 7.3)
Число заходов в открытые рукава ПКЛ 4.6 (2.2; 6.5) 3.7 (2.3; 5.6) 1.9*# (1.1; 3.5)
Время в закрытых рукавах ПКЛ, с 439.1 (398.3; 547.3) 468.3 (419.9; 561.3) 577.8*# (556.7; 608.5)
Время в открытых рукавах ПКЛ, с 156.2 (26.7; 318.8) 110.5 (52.4; 297.5) 21.2*# (5.5; 38.7)
Индекс тревожности, усл. ед. 0.65 (0.47; 0.76) 0.71 (0.53; 0.0.76) 0.88*# (0.81; 0.98)
Уровень кортикостерона, нмоль/л 368.6 (304.6; 416.9) 281.4* (207.1; 372,9) 169.6*# (141.6; 199.3)



326

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 4  2022

КОНДАШЕВСКАЯ и др.

24.8%, а у Группы 2 – на 63.7% ниже, чем у кон-
трольных крыс (табл. 1).

В течение экспериментального периода ни у од-
ной из крыс не наблюдалось видимых признаков
болезни. В конце эксперимента (через 25 дней от на-
чала эксперимента) масса тела крыс всех групп не
имела статистически значимых различий (p ≥ 0.05).
В то же время расчет отношения абсолютной массы

печени (АМП мг) к массе тела (МТ кг)  мг/кг

показал заметно более высокие значения в группе
высокотревожных крыс по сравнению с контролем
и низкотревожными животными (табл. 2). Макро-
скопически печень высокотревожных крыс отли-
чалась от контроля и низкотревожных животных –
она была увеличена в объеме, имела рыхлую кон-
систенцию, легко повреждалась при захвате пин-
цетом, имела тусклый, серовато-коричневый цвет.
Все указанные признаки являются проявлениями
диффузных изменений в печени высокотревожных
особей. Тогда как печень низкотревожных живот-
ных не отличалась по объему, цвету и консистен-
ции от контроля.

Многие заболевания печени сопровождаются
нарушением целостности гепатоцитов, при этом
высвобождаются в кровь такие внутриклеточные
ферменты, как аланинаминотрансфераза (АЛТ) и
аспартатаминотрансфераза (АСТ), поэтому их
концентрация в крови возрастает. Определение
концентрации АЛТ и АСТ используется в первую
очередь для ранней диагностики функциональных
нарушений печени [16].

Плазменная концентрация АЛТ у низкотревож-
ных крыс не отличалась от контрольного уровня,
тогда как концентрация АЛТ у высокотревожных
животных была на 16.7% выше, чем в контроле
(табл. 2). Плазменная концентрация АСТ низко-
тревожных крыс также не отличалась от контроль-
ного уровня, тогда как концентрация АСТ высоко-

АМП
МТ

тревожных особей была на 28.1% выше, чем в кон-
троле (табл. 2). В то же время относительная масса

печени –  мг/кг оказалась повышенной как у

низкотревожных крыс на 26.7%, так и у высокотре-
вожных животных на 53.3% (табл. 2). Относитель-
ная масса печени высокотревожных крыс была на
21.1% выше, чем у низкотревожных крыс (табл. 2).

В связи с тем, что норма реакции АЛТ, АСТ и
относительной массы печени характеризуется до-
статочно широким диапазоном, не позволяющим
наверняка судить о развитии дисфункциональных
изменений, было проведено гистологическое и ги-
стохимическое исследование печени [17].

При морфологическом исследовании печени
крыс контрольной и опытных групп установлено,
что общий план строения у всех животных был
одинаковым и соответствовал возрастной группе.
При окраске срезов печени гематоксилином и
эозином хорошо видно, что гепатоциты контроль-
ной крысы (рис. 2a) имеют темный фон, характе-
ризующий плотное заполнение клеток гликоге-
ном. В то же время, гепатоциты низкотревожных
крыс (рис. 2b) и, особенно, высокотревожных жи-
вотных (рис. 2c), имеют более светлый фон, свиде-
тельствующий о гистологических признаках сни-
жения запасов гликогена (рис. 2).

Также хорошо заметно, что в гепатоцитах низ-
котревожных крыс (рис. 2b) наблюдаются мелкие и
средние вакуоли, а в гепатоцитах высокотревож-
ных животных (рис. 2c) – средние и крупные ваку-
оли. Часть вакуолей обеих групп крыс заполнена
прозрачной жидкостью, что является свидетель-
ством развития гидропической (водяночной) дис-
трофии. На срезах печени высокотревожных крыс
(рис. 2с) можно заметить баллонную дистрофию –
заполнение отечной жидкостью почти всей цито-
плазмы клетки. В последнем случае обычно наблю-
даются некроз и гибель таких клеток [18]. Другая

АМП
МТ

Таблица 2. Биохимические показатели крови и относительная масса печени низкотревожных и высокотревожных
крыс Вистар при моделировании посттравматического стрессового расстройства, Me (25%; 75%)

Примечание: *р < 0.05 – достоверность отличий от группы контроля, #р < 0.05 – достоверность отличий между группами низко-
тревожных и высокотревожных крыс по U-критерию Манна–Уитни.

Показатели
Группы

Контроль Низкотревожные Высокотревожные

Относительная масса печени, мг/кг 0.031 (0.028; 0.034) 0.038* (0.035; 0.041) 0.046*# (0.042; 0.048)
Аспартатаминотрансфераза, ммоль/л 75.3 (66.7; 85.3) 80.7 (66.7; 95.3) 96.4*# (80.3; 113.2)
Аланинаминотрансфераза, ммоль/л 46.8 (38.7; 53.7) 43.3 (34.4; 51.3) 54.6*# (49.3; 59.5)
Общий холестерин, моль/л 3.5 (3.1; 3.9) 3.9 (3.3; 4.3) 4.7*# (2.7; 5.3)
Триглицериды (ТРГ), моль/л 0.79 (0.63; 0.89) 1.17* (0.89; 1.42) 2.85*# (2.12; 3.83)
Глюкоза (Гл) ммоль/л 5.9 (5.3; 6.1) 5.6 (5.2; 6.1) 4.9*# (4.7; 5.2)
Гл/ТРГ, усл. ед. 7.6 (7.2; 8.9) 5.1* (4.2; 6.2) 1.9*# (1.4; 2.3)
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часть вакуолей гепатоцитов низкотревожных и вы-
сокотревожных крыс заполнена малопрозрачным
веществом, имеющим гистологические признаки
нейтральных жиров.

С целью доказательства наличия жировой дис-
трофии мы использовали традиционную окраску
суданом III на нейтральные жиры [19]. Микроско-
пически в гепатоцитах низкотревожных крыс на-
блюдалась мелко- и среднекапельная жировая дис-
трофия, и лишь небольшая часть клеток содержала
вакуоли, окрашенные в красный цвет суданом III,
что свидетельствовало о наличии жиров. В то же
время в гепатоцитах высокотревожных животных
была обнаружена средне- и крупнокапельная жи-
ровая дистрофия, заметная во многих клетках. То-
гда как гепатоциты контрольных крыс практиче-
ски не содержали вакуолей, окрашенных в крас-
ный цвет суданом III, т.е. в норме накопление
жиров в гепатоцитах происходит в очень неболь-
ших количествах и только в звездчатых клетках.
Проведение измерений оптической плотности
(ОП) окраски гепатоцитов суданом III на срезах
печени позволило установить, что по сравнению с
контролем значения ОП низкотревожных крыс
были выше на 29.2% (p = 0.004), а значения ОП вы-
сокотревожных особей – на 120.3% (p = 0.004)
(рис. 3). Обнаружена негативная корреляция зна-
чений ОП окраски суданом III со значениями

уровня КОРТ в крови у низкотревожных крыс rs =
= –0.979 (коэффициент ранговой корреляции
Спирмена, p = 0.001) и у высокотревожных особей
rs = –0.955 (p = 0.001).

При визуализации гликогена, используя тради-
ционную PAS-реакцию [20], было установлено, что
значения ОП срезов печени снижены у низкотре-
вожных крыс на 25.5% (p = 0.0003) и на 32.1% (p =
= 0.0001) у высокотревожных животных по сравне-
нию с контролем (рис. 3). Выявлена позитивная
корреляция значений ОП гликогена со значения-
ми уровня кортикостерона в крови у низкотревож-
ных rs = 1 (коэффициент ранговой корреляции
Спирмена, p = 0.0001) и у высокотревожных крыс
rs = 1 (p = 0.0001). Следует отметить, что у всех
групп крыс структура печени не нарушалась – со-
хранялось дольковое и пластинчатое строение,
контуры клеток хорошо определялись. Это же бы-
ло характерно и для высокотревожных крыс, не-
смотря на то, что во всех долях печени у них обна-
ружена массивная вакуольная дистрофия гепато-
цитов.

Дистрофические изменения в печени сопро-
вождались изменениями содержания и доминиро-
вания транспортных форм энергии в плазме крови,
таких как глюкоза и липиды. При этом обнаружи-
валась разная реакция на предаторный стресс орга-
низма низкотревожных и высокотревожных крыс

Рис. 2. Морфофункциональное состояние печени контрольных (a), низкотревожных (b) и высокотревожных (c)
крыс Вистар при моделировании посттравматического стрессового расстройства (ПТСР)(гематоксилин и эозин, мас-
штаб 50 мкм).
Стрелки указывают на дистрофически измененные клетки.

(a)

(b) (c)
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КОНДАШЕВСКАЯ и др.

(табл. 2). Оказалось, что по сравнению с контролем
уровень плазменной глюкозы снижался только у
высокотревожных на 15.4% и не отличался от кон-
троля у низкотревожных животных (табл. 2). Одно-
временно с этим плазменное содержание общего
холестерина было повышено только у высокотре-
вожных крыс на 32.2%, тогда как у низкотревож-
ных особей не отличалось от контроля (табл. 2). В
то же время по сравнению с контролем плазмен-
ный уровень триглицеридов оказался повышен-
ным как у высокотревожных на 62.3%, так и у низ-
котревожных крыс на 32.4% (табл. 2). Отношение
значений уровня глюкозы (Гл) к значениям уровня
триглицеридов (ТРГ) – Гл/ТРГ снижалось у обеих
стрессированных групп. По сравнению с контро-
лем у низкотревожных крыс Гл/ТРГ было ниже на
35.1%, тогда как у высокотревожных животных –
на 75.8% (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для оценки состояния различных систем орга-

низма обычно используется метод функциональ-
ной нагрузки, позволяющий оценить диапазон
компенсаторно-приспособительных реакций раз-
личных органов и систем. В данном исследовании
при моделировании ПТСР был использован преда-
торный стресс (страх жертвы перед хищником) и
валидная модель ПТСР [4]. Исследования, прово-
димые российскими и зарубежными авторами, до-
казывают значимость предаторного стресса для
грызунов [21, 22]. В этих работах показано, что хи-
мическая коммуникация млекопитающих осу-
ществляется с помощью обонятельных сигналов, в
основном летучих компонентов различных экскре-

тов, кодирующих информацию о постоянных ха-
рактеристиках особей – информацию, необходи-
мую для сохранения жизни вида. Такие сигналь-
ные вещества распространяются в воздушной
среде и воспринимаются обонятельным анализа-
тором, вомероназальной системой – перифериче-
ским отделом основной обонятельной системы,
снабженным автономной иннервацией, многочис-
ленными кровеносными сосудами, и выстланный
нейроэпителием [23]. Для большинства видов мле-
копитающих анализ запаховых раздражителей яв-
ляется определяющим в организации сложных
форм поведения и регуляции гормонального ан-
самбля в организме. Воздействие запаха хищника
настолько значительно для грызунов, что активи-
зирует не только поведенческие рефлексы – бег-
ство, тревожность и др., но и абортивную реакцию
у беременных самок [23].

Тестирование крыс в приподнятом крестооб-
разном лабиринте позволило нам разделить группу
стрессированных крыс на высокотревожных и низ-
котревожных особей по индексу тревожности. Так
же, как и в наших предыдущих экспериментах [4],
крыс, имеющих значения ИТ выше 0.75, мы счита-
ли высокотревожными, а менее 0.75 – низкотре-
вожными животными. Кроме поведенческих при-
знаков развития ПТСР-подобного состояния, до-
полнительным признаком валидности модели
служит снижение уровня плазменного кортикосте-
рона [4]. Несмотря на то что снижение КОРТ на-
блюдалось у обоих фенотипов, у высокотревожных
крыс значения КОРТ оказались самыми низкими.
Последнее предполагает наибóльшие изменения в
организме этой группы крыс.

Рис. 3. Оптическая плотность окраски срезов печени на жиры и гликоген у низкотревожных (LAR) и высокотревожных
(HAR) крыс Вистар при моделировании посттравматического стрессового расстройства.
OD – оптическая плотность, OD-lipids – ОП при визуализации нейтральных жиров суданом ΙΙΙ; OD-glycogen – ОП при
визуализации гликогена реакцией Шиффа.
*p < 0.005 отличие от контроля, ^p < 0.005 различие между LAR (Группа 1) и HAR (Группа 2) фенотипами опытных крыс
по U-критерию Манна–Уитни.
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Наше предположение подтвердилось уже при
макроскопическом исследовании печени экспери-
ментальных групп. Оказалось, что у высокотре-
вожных крыс печень была увеличена в объеме,
имела признаки развития воспалительной реакции
(табл. 2, рис. 2). Подтверждением нарушения
функционирования печени служили такие марке-
ры, как аланинаминотрансфераза (AЛТ) и аспар-
таттрансаминаза (AСТ) [24], значения которых
оказались повышенными только у высокотревож-
ных крыс. Следует заметить, что большинство био-
химических маркеров дисфункции печени имеет
большой диапазон нормы реакции [17], в связи с
этим более надежным способом диагностики явля-
ется исследование морфофункционального состо-
яния печени. Визуализацию нейтральных жиров
производили с помощью специфической окраски
суданом III [19]. Использование данного метода
позволило диагностировать жировую дистрофию,
ярко выраженную у высокотревожного фенотипа
крыс, и лишь небольшое нарушение метаболизма
жиров у низкотревожных особей. При этом повы-
шение оптической плотности срезов, окрашенных
суданом III, сопровождалось снижением уровня
плазменного кортикостерона (негативная корре-
ляция). Полученный нами результат подтверждает
связь между КОРТ и метаболизмом нейтральных
жиров в печени, однако другими исследователями
такие результаты получены при повышении уров-
ня КОРТ или введении КОРТ выше физиологиче-
ских доз [25, 26]. Следовательно, можно констати-
ровать, что механизмы, с помощью которых КОРТ
может влиять на метаболизм липидов, до настоя-
щего времени остаются малоизученными.

Применение специфической PAS-реакции на
содержание гликогена в клетках печени [20], поз-
волило установить резкое снижение содержания
этого энергетического запаса у высокотревожного
фенотипа крыс и гораздо менее выраженное – у
низкотревожных животных. Снижение оптиче-
ской плотности срезов с окраской на гликоген со-
провождалось понижением уровня плазменного
КОРТ (позитивная корреляция). Судя по сведени-
ям литературы, кроме КОРТ, содержание гликоге-
на зависит от уровней инсулина и катехоламинов,
влияющих на уровни ферментов и метаболитов
глюкозы и гликогена [27, 28]. Впервые в нашем
эксперименте продемонстрировано, что у высоко-
тревожных крыс дистрофические изменения рас-
пространяются на подавляющее большинство кле-
ток печени, в которых почти не остается гликогена,
визуализируются вакуоли, заполненные отечной
жидкостью и жирами. Выявленные изменения от-
ражают серьезные нарушения метаболического ба-
ланса печени, расстройство механизмов, обеспе-
чивающих регуляцию углеводно-жирового, водно-
электролитного и белкового обмена, свидетель-
ствующие о донозологическом состоянии органа у
высокотревожного фенотипа крыс. В то же время у

низкотревожных особей указанные дистрофиче-
ские изменения выражены лишь в части клеток. В
дальнейших экспериментах следует определить
возможность самопроизвольного восстановления
морфофункционального состояния печени у этого
фенотипа животных, для чего следует продлить
постстрессорный период.

Уместно напомнить, что печень является цен-
тром многих физиологических процессов. Важ-
нейшей функцией печени является способность
накапливать вещества, служащие источником
энергии не только для местных нужд, но и для все-
го организма. К числу основных источников энер-
гии относится поступающая с пищей глюкоза, ко-
торая запасается в печени в форме гликогена (гли-
когеногенез), а при потребности организма в
энергии происходит обратный процесс – превра-
щение гликогена в глюкозу (гликогенолиз) [29].
Несмотря на то что в физиологических условиях в
печени происходит синтез, секреция и окисление
липидов, накопление липидов в основном проис-
ходит не в печени, а в жировой ткани. Липиды бо-
лее чем в два раза более энергоемки, чем глюкоза.
Тем не менее биоэнергия, заключенная в липидах,
начинает расходоваться только в экстренных слу-
чаях, тогда как энергетические ресурсы гликогена
гораздо более доступны и мобилизуются за считан-
ные секунды [30]. Показана взаимосвязь уровня
глюкозы с КОРТ, однако механизмы такой связи
еще предстоит выяснить [31]. В нашем исследова-
нии, при моделировании ПТСР, дистрофические
перестройки морфофункционального состояния
печени сопровождались изменениями плазменной
концентрации и доминирования основных транс-
портных форм энергии, таких как общий холесте-
рин (ОХ), триацилглицерины (ТРГ) и глюкоза
(Гл). Судя по снижению значений отношения
Гл/ТРГ и повышению показателей ОХ и ТРГ, мож-
но заключить, что предаторный стресс обусловил
смену доминирования основного источника
транспортной формы энергии в норме – глюкозы,
на липидный. У высокотревожных крыс смена
энергии была особенно ярко выражена. Причина
изменения доминирования транспортной формы
энергии вероятнее всего заключается в стресс-ин-
дуцированной дисфункции печени, которая явля-
ется основным органом, выполняющим фунда-
ментальную роль в регулировании углеводного,
липидного и белкового обмена, а также принимает
участие во многих других процессах, направлен-
ных на поддержание гомеостаза всего организма
животных и человека. Преобладание мобилизации
свободных жирных кислот, как источника энер-
гии, обычно наблюдается в пожилом возрасте, а
также при действии экстремальных факторов [32].

Если экстраполировать на человека состояние
ПТСР с выраженной дисфункцией печени, оха-
рактеризованное у высокотревожного фенотипа
крыс в нашем эксперименте, то можно заключить,
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что оно является серьезным фактором риска разви-
тия атеросклероза, нарушений работы сердца и
центральной нервной системы, отмечаемых в ра-
ботах других исследователей [33, 34]. Кроме того,
достаточно давно известно, что практически все
функциональные нарушения печени и заболева-
ния этого органа могут являться причиной различ-
ных неврологических и психоневрологических па-
тологий, от минимальных изменений церебраль-
ной функции до когнитивной дисфункции и, даже,
отека мозга [27]. Все вышеизложенное указывает
на то, что последствия нарушения морфофункцио-
нального состояния печени при ПТСР могут спо-
собствовать хронизации и усугублению заболева-
ний, выполняя роль ключевого звена сформиро-
вавшегося порочного круга: нейрогормональные
нарушения↔дисфункция печени, индуцирован-
ного сильным психоэмоциональным стрессом.

Таким образом, морфофункциональные иссле-
дования печени, в бóльшей мере, чем биохимиче-
ские результаты данной серии исследований, поз-
воляют сделать заключение о том, что у всех под-
опытных крыс, как с высокотревожным, так и с
низкотревожным фенотипом, предаторный стресс
индуцирует дисфункцию печени. В свою очередь,
это может свидетельствовать о снижении диапазо-
на компенсаторно-приспособительных реакций у
этих животных. Тем не менее в работе удалось уста-
новить связь поведенческих изменений с выражен-
ностью трансформаций морфофункционального
состояния печени. Глубина морфофункциональ-
ных нарушений комплекса функциональных меха-
низмов, обеспечивающих углеводно-жировой,
водно-электролитный и белковый обмен в печени
крыс с высокотревожным фенотипом, свидетель-
ствует о донозологическом состоянии органа. В
случае предъявления дополнительных нагрузок
могут возникнуть срыв гомеостатических систем и
развитие заболеваний. Тогда как печень животных
с низкотревожным фенотипом характеризовалась
лишь небольшими диффузными изменениями.
Полученные сведения о нарушении функции пече-
ни у стрессированных крыс могут быть полезны в
клинической практике. После стрессирования сле-
дует выполнить диагностические тесты, доступные
для определения степени дисфункции печени, и
провести соответствующее лечение. Коррекция
функциональной активности будет способствовать
повышению функциональных возможностей пече-
ни и разрыву порочного круга патологического
процесса.
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Phenotypically Determined Dysfunction of Liver Wistar Rats 
in Modeling of Post-traumatic Stress Disorder

M. V. Kondashevskayaa,#, K. A. Artem’yevaa, V. V. Aleksankinaa,
D. A. Areshidze, M. A. Kozlovaa, and L. A. Makartsevaa

a A.P. Avtsyn Research Institute of Human Morphology, Petrovsky National Research Center of Surgery, Moscow, Russia
#e-mail: marivladiko@mail.ru

The extraordinary situation of the 2019–2022 pandemic caused an acute jump in the incidence of post-traumatic
stress disorder (PTSD). PTSD is currently regarded not only as a neuropsychiatric disorder, but also as a comor-
bid disease, accompanied by diseases of the cardiovascular system, circulatory disorders, liver pathology, etc. At
the same time, the morphofunctional state of the liver of individuals of animal units which are resistant or unsta-
ble to the development of PTSD has not been fully studied. In this study, PTSD was modeled on mature male
Wistar rats using predatory stress (an evolutionarily fixed fear of a prey in front of a predator). To date, the rela-
tionship between behavioral changes and the severity of the transformation of the morphofunctional state of the
liver has not yet been clarified. Elevated plus maze testing made it possible to separate the population into ani-
mals with low anxiety (LАPH) and high anxiety (HАPH) phenotypes. It has been established that morphological
and functional studies of the liver, to a greater extent than biochemical results, allow us to conclude that in rats
of both phenotypes, predatory stress induces liver dysfunction. This may indicate a decrease in the range of com-
pensatory-adaptive reactions in stressed animals. Nevertheless, the depth of morphological and functional dis-
orders of the complex of functional mechanisms that provide carbohydrate-fat, water-electrolyte and protein
metabolism in the liver of HАPH rats indicates the prenosological state of the organ. In the case of additional
loads, the tension of the regulatory systems of the liver can lead to a violation of homeostasis. Wherein the liver
of LАPH animals was characterized by only small diffuse changes. Therefore, in this work, it became possible to
establish a relationship between behavioral changes and the severity of the transformation in the morphofunc-
tional state of the liver.

Keywords: Wistar rats, post-traumatic stress disorder, liver dysfunction, High-anxious rats
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Основной целью работы была оценка уровня транскрипции генов γМ-кристаллинов в хрусталике глаза
Сyprinus carpio. Для этого методом количественной ПЦР-РВ зафиксирована транскрипция и измерен
ее относительный уровень у 5 генов γM-кристаллинов и кристаллин-подобных белков карпов в воз-
расте 4, 10 и 14 мес. Для всех возрастных групп установлена специфичность транскрипции в хрустали-
ках генов Gcm1, Gcm1l, Gcm2l, Crygm6. Транскрипция гена Gcm2l2 кроме хрусталика обнаружена также
в мышцах, печени и мозге. Анализ значимости аминокислотной последовательности выявленных
γМ-кристаллинов для формирования преломляющих свойств хрусталика выполнен на основе рассчи-
танных для них величин инкремента показателя преломления. Предполагается, что высокие значения
показателя преломления хрусталика определяются не столько относительным содержанием амино-
кислот в γМ-кристаллинах, сколько их последовательностями, обеспечивающими плотность укладки
третичной пространственной структуры этих белков, а также концентрацией этих белков.
Для установления консервативных доменов и эволюционных отношений между γМ-кристаллинами
рыб разных таксонов было выполнено множественное выравнивание аминокислотных последователь-
ностей и построено филогенетическое дерево методом ближайших соседей. Высокий уровень гомоло-
гии, наличие 26 консервативных участков и филогенетическая близость сравниваемых белков у группы
костистых рыб могут свидетельствовать об эволюционном закреплении их структуры и важной роли в
определении специфических свойств хрусталиков у Teleostei.

Ключевые слова: Cyprinus сarpio, хрусталик, γМ-кристаллины, тканеспецифичность, консервативные
белковые домены
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Особенности зрения в водной среде находят
свое отражение в строении и свойствах оптическо-
го аппарата глаза гидробионтов, которые наиболее
изучены у рыб [1, 2]. Низкая преломляющая эф-
фективность их роговицы в воде компенсируется
большой преломляющей силой твердого сфериче-
ского хрусталика. Коэффициент рефракции его
центральной области превышает таковой у назем-
ных позвоночных животных [3]. Высокое значение
радиального градиента показателя преломления
хрусталика рыб позволяет уменьшить влияние
сферической аберрации на качество изображения,
формируемого оптическим аппаратом глаза на сет-
чатке [4]. Очевидно, что указанные особенности
хрусталика во многом связаны с химическим со-
ставом и способом упаковки его компонентов. На-
хождение генов специфических белков хрусталика
рыб и оценка уровня их транскрипционной актив-
ности должны повысить эффективность функцио-
нальных исследований этой структуры. В настоя-
щее время считается, что количественно домини-

рующее положение среди белков хрусталика рыб
занимают кристаллины семейства γ, среди которых
преобладают γМ-кристаллины [5]. Так, в хрустали-
ках взрослых особей Danio rerio среди 52 иденти-
фицированных кристаллинов доминирующее по-
ложение по своему числу (35) и количественному
содержанию (47.2%) занимают именно γ-кристал-
лины [6]. Из этого семейства белков наиболее мно-
гочисленны γM-кристаллины, представленные
29 видами молекул. И, хотя из этого числа лишь 16
представляют точно установленные формы
γM-кристаллинов, общее содержание белков этого
семейства в хрусталике D. rerio достаточно велико и
составляет 30.2% от всего протеома [7]. У антаркти-
ческого клыкача Dissostichus mawsoni из 22 кристал-
линов хрусталика 14 относятся к семейству γ, из
них 11 – γМ-кристаллины [8], которые, таким об-
разом, составляют около 47.6% от общего числа ви-
дов кристаллинов этой структуры глаза. В хруста-
лике карпа Cyprinus carpio γ-кристаллины в целом
составляют около 52% всех кристаллинов [9]. Од-
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нако сведения о составе этой группы белков и, в
частности, о присутствии в ней γМ-кристаллинов
пока отсутствуют. Это обстоятельство представля-
ется существенным пробелом, особенно с учетом
той важной роли в формировании оптических
свойств хрусталиков гидробионтов, которая, как
предполагается, принадлежит этим белкам [10].

Сопоставление известных последовательностей
аминокислот кристаллинов указывает на то, что
γM-кристаллины рыб образуют отдельную груп-
пу, которая отличается от γ-кристаллинов млеко-
питающих отсутствием консервативных пар
триптофана в N-концевом домене и повышен-
ным содержанием метионина [11, 12]. Последнее
обстоятельство может способствовать стабильно-
сти структуры белка, а также опосредовать межмо-
лекулярные взаимодействия, повышающие его
растворимость и плотность упаковки в хрусталике
[10]. Присутствие метионина также, вероятно,
обеспечивает высокое значение показателя пре-
ломления γ-кристаллинов [13]. Все же остается не-
ясным, насколько γM-кристаллины специфичны
для хрусталиков рыб или же они подобно другим
кристаллинам могут синтезироваться клетками
разных тканей организма. Мы подошли к рассмот-
рению этого вопроса с позиции оценки транскрип-
ции генов γM-кристаллинов у С. carpio. Основной
целью работы стала идентификация генов γM-кри-
сталлинов, специфически экспрессирующихся в
хрусталике карпа, а также оценка относительного
уровня их транскрипции с целью последующего
использования в качестве маркеров структурного и
функционального онтогенеза.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

Объектом исследования являлись образцы тка-
ней (хрусталики, мозг, печень и мышцы) самцов и
самок Cyprinus carpio Парской породы в возрасте 4,
10 и 14 мес, выращенных в учебно-опытном рыбо-
ловном хозяйстве ФГБОУ ВО “КГТУ” (г. Кали-
нинград). Предоперационная анестезия рыб с по-
следующим выделением хрусталиков, а также
фрагментов мозга, мышц и печени производились
на льду. Выделенные образцы хранили при –80°С.
В каждой возрастной группе образцы тканей брали
от 10 особей. Поскольку точное установление пола
карпа возможно только после наступления поло-
вой зрелости, начиная с 2-х лет, этот фактор не
учитывался.

Все процедуры, проводившиеся с участием
животных, соответствовали этическим нормам,
утвержденным правовыми актами Российской
Федерации, принципам Базельской декларации
и рекомендациям биоэтической комиссии БФУ
им. И. Канта.

Дизайн праймеров
Дизайн специфических праймеров осуществ-

лялся с помощью программного обеспечения (ПО)
NCBI Primer-BLAST на основании данных о гено-
ме Cyprinus carpio в базе NCBI. Полученные прай-
меры анализировались и оценивались с помощью
программного обеспечения (ПО) IDT OligoAnalyzer
Tool и ПО Nucleotide BLAST, с учетом следующих
показателей:

1) температура отжига forward и reverse прайме-
ров: 53–63°C;

2) содержание GC в последовательности прай-
меров – 50%;

3) длина праймера: 17–25 нуклеотидов;
4) размер ампликона: 100–300 пар оснований;
5) комплементарность исследуемой последова-

тельности – только одной последовательности из
кДНК исследуемого вида;

6) способность формировать шпильки (hair-
pins) – ΔG (энергия Гиббса) 3'-конца больше –
2 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
3 ккал/моль;

7) способность формировать димеры с таким же
праймером (self-dimer) – ΔG 3'-конца больше –
5 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
6 ккал/моль;

8) способность формировать димеры с другим
праймером (hetero-dimer) – ΔG 3'-конца больше –
5 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
6 ккал/моль.

Все пары праймеров были подобраны таким об-
разом, чтобы области отжига на кДНК находились
на стыках соседних экзонов [14].

Последовательности подобранных праймеров
представлены в табл. 1.

Оптимизация ПЦР
Для установления параметров проведения

ПЦР-РВ была проведена оптимизация, которая
включала в себя подбор температур отжига прай-
меров, а также подбор концентраций кДНК.
Данная процедура необходима для увеличения
эффективности и специфичности ПЦР. Выбор
необходимых параметров осуществлялся посред-
ством проведения ПЦР-РВ с градиентами темпе-
ратур и концентраций до получения одного
единственного пика.

Оптимизацию производили посредством поста-
новки ПЦР-РВ на градиент температур отжига с
постепенным снижением температуры в пределах
от 63 до 58°С. Выбор температурного диапазона
определяется предсказанной температурой плав-
ления (Tm) праймеров: температура отжига (Ta)
праймера должна быть на 2–4°C ниже, чем Tm.
При этом необходимо иметь в виду, что отжиг
праймеров при наименьших температурах гради-
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ента может обусловливать их неспецифичное свя-
зывание с матрицей.

Среднюю эффективность амплификации генов
оценивали по относительным количественным
ПЦР со стандартной кривой пяти последователь-
ных 10-кратных разведений кДНК (в диапазоне от
1 нг до 1 пг) для измерения значения Cq. Эффек-
тивность амплификации рассчитывалась по фор-
муле: E = 10ˆ(1/наклон). Для всех генов значения
эффективности амплификации варьировали от
73.0 до 89.0%.

После проведения ПЦР со всеми праймерами
продукты амплификации анализировали с помо-
щью гель-электрофореза в агарозном геле. Для чего
использовали 1.5%-ный агарозный гель с добавлени-
ем бромистого этидия в качестве интеркалирующего
красителя для визуализации двухцепочечных моле-
кул ДНК и маркера длин ДНК “100+ DNA Ladder”
(Евроген), а также 1х Трис-ацетатного-ЭДТА бу-
фера (TAE; pH = 7.6) – в качестве буфера для про-
ведения электрофореза. Напряжение источника
питания PowerPac Basic (Bio-Rad) было установле-
но 140 В, сила тока – 400 мА, продолжительность –
30 мин. Визуализация полученных данных прово-
дилась с помощью системы гель-документирова-
ния Gel Doc EZ (Bio-Rad). На основании
полученных электрофореграмм были выбраны опти-
мальные значения температуры для работы каждого
праймера (рис. 1).

Анализ уровней транскрипций генов
Выделение РНК исследуемых образцов прово-

дили с помощью реагента ExtractRNA (Evrogen),
следуя инструкции производителя с дополнитель-

ной обработкой ДНКазой. Для проведения обра-
ботки использовали 10х DNAse buffer и DNAse I
(Thermo Fisher) с последующей инкубацией при
30оС в течение 10 мин. После этого проводили ней-
трализацию реакции с помощью 0.5 М ЭДТА и ин-
кубацию при 75оС, полученную очищенную РНК
использовали для обратной транскрипции. Кон-
центрацию выделенной тотальной РНК измеряли
с помощью флуориметра Qubit 2.0 (Invitrogen) и на-
бора реагентов Qubit RNA BR Assay Kit (Invitrogen).
Полученная РНК была использована для поста-
новки реакции обратной транскрипции с целью
получения кДНК. Обратную транскрипцию про-
водили c помощью набора реагентов MMLV RT
(Evrogen) в соответствии с протоколом, рекомен-
дованным производителем, и использованием
термоциклера для амплификации нуклеиновых
кислот C1000 (Bio-Rad). Реакция проводилась с
использованием 50 мM Oligo(dT)15 праймера (Ев-
роген) и 50 мM Random(dN)10 праймера (Евроген).
Концентрация РНК для каждой реакции обратной
транскрипции составляла 20 нг/мкл. Дополнитель-
но проводились 3 отрицательных контроля с заме-
ной РНК, праймеров и MMLV RT на деионизиро-
ванную воду. Полученные образцы кДНК были ис-
пользованы для постановки количественной ПЦР
в реальном времени, с целью определения уровней
транскрипции генов кристаллинов. Также были
выполнены отрицательные контроли, в которых
ДНК заменялась деионизированной водой, для
проверки компонентов реакции.

Для проведения сравнительного анализа уров-
ней транскрипции из генома C. carpio [15] были вы-
браны 5 генов γM-кристаллинов и кристаллин-по-
добных белков, а также в качестве референсного –

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных для анализа уровней транскрипции генов γМ-кристал-
лина Cyprinus carpio

Ген Номер NCBI Primer sequences (5'-3')
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18S ribosomal RNA gene JQ619778.1 F – GGCGGCGTTATTCCCATGAC
R - GTGGTGCCCTTCCGTCAAT

116 61.0 74.4

gamma-crystallin M1 
(LOC109097131)

XM_019110801.2 F – ACAGCTGGTACAGTGAGCTG
R - TCTGTAGGAACCCCTGTATGGA

329 59.7 79.0

gamma-crystallin M1-like 
(LOC109087991)

XM_019102168.2 F – ATACCTGAGCCGCGTTGGTT
R - TGTAGGACCCCCTGTATGGAG

194 61.0 84.2

gamma-crystallin M2-like 
(LOC109112458)

XM_019125381.1 F – CGACTGTGCCGATTTCTCCT
R - GTCACAGTCATCGGTCATTTCG

271 60.0 79.8

gamma-crystallin M2-like 
(LOC109049519)

XM_019067197.1 F – GTCAGCCAACAAGCAGAATCA
R - TGTCCTCATAAAAGGTGACCCTC

94 59.5 88.6

gamma M6 (Crygm6) XM_019110804.1 F – GCCGGATGATCCCTATGTATACTG
R - GAGGGATCCGATTCTTGGGG

269 60.0 73.0
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Рис. 1. Результаты оптимизации температур отжига праймеров генов Gcm1(a), Gcm1l (b), Gcm2l (c), Gcm2l2 (d), Gcm6 (e), а
также референсного гена 18S рРНК (f).
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ген 18S рРНК, как один из наиболее стабильно экс-
прессирующихся в организме рыб [16, 17]. После-
довательности использованных праймеров приве-
дены в табл. 1. Для проведения полимеразной цеп-
ной реакции использовали ДНК-полимеразу Taq и
10x буфер Taq, 50x SYBR Green I, смесь dNTP (все
Evrogen).

Амплификацию проводили на термоциклере
CFX96 Thermal cycler (“Bio-Rad”, США) в 20 мкл
реакционной смеси, содержащей: 1x буфера Taq,
1х SYBR Green I, 0.25 мкМ смеси dNTP, 0.3 нМ
смеси праймеров, 1 ед. Taq ДНК-полимеразы.
Процедуру количественной ПЦР проводили по
следующему протоколу: 1) денатурация кДНК при
95°С в течение 3 мин; 2) 40 циклов денатурации
при 95°С в течение 10 с с последующим отжигом
праймеров при 59–61°С (в зависимости от исполь-
зуемых праймеров) в течение 40 с и элонгацией це-
пи при 72°С в течение 30 с. Исследуемые образцы
амплифицировали в пятикратной повторности,
принимали в расчет значения со стандартным от-
клонением не больше 0.2. Относительные уровни
транскрипции выбранных генов определяли с по-
мощью скорректированного метода 2–ΔΔСt [18].

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводили с

помощью программного обеспечения GraphPad
Prism 8. Оценку достоверности различий между
нормализованными уровнями транскрипции ге-
нов кристаллинов проводили с использованием
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA
с последующим post hoc анализом с помощью кри-
терия Тьюки, различия между сравниваемыми вы-
борками считали статистически значимыми при
p < 0.05.

Множественное выравнивание
и филогенетический анализ

Для проведения филогенетического анализа и
выполнения множественного выравнивания наря-
ду с анализируемыми последовательностями
C. carpio были выбраны последовательности кри-
сталлинов (табл. 2), подтвержденные для хрустали-
ков взрослых особей Danio rerio (Hamilton, 1822) [7]
и Dissostichus mawsoni (Norman, 1937) [8], а также
кристаллины Chiloscyllium indicum (J.F. Gmelin,
1789) и Latimeria chalumnae (Smith, 1939). Выбор
объектов для филогенетического анализа был обу-
словлен наличием сведений о белковом составе
хрусталиков D. rerio и D. mawsoni. Акула C. indicum и
латимерия L. chalumnae были выбраны для опреде-
ления степени филогенетической близости/уда-
ленности представителей этих наиболее древних
таксономических единиц от современных кости-
стых рыб. Поиск гомологов белков γM-кристалли-
нов был выполнен с использованием базы данных

NCBI Protein Blast [19]. Отобранные таким образом
последовательности использовались для проведе-
ния множественного выравнивания с применени-
ем алгоритма Clustal Omega в программном обеспе-
чении UGENE [20], после чего выровненные по-
следовательности визуализировали с помощью
программного обеспечения Jalview [21]. По резуль-
татам множественного выравнивания строили фи-
логенетическое дерево методом присоединения
ближайших соседей с применением параметров по
умолчанию с помощью программного обеспечения
UGENE.

Расчет инкремента показателя преломления

Величину инкремента показателя преломления
(dn/dc) кристаллинов рассчитывали как средне-
взвешенное значение dn/dc, определенное на ос-
нове аминокислотного состава белка. Для этого
была использована модель, согласно которой по-
казатель преломления раствора белка полностью
объясняется аминокислотным составом последне-
го [22]. Процентное содержание каждой аминокис-
лоты рассчитывали с помощью программного
обеспечения ProtParam на сервере ExPASy [23], а
затем умножали на индивидуальный показатель
dn/dc для каждой аминокислоты [22] и полученные
значения суммировали.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка уровня транскрипции генов γ-кристаллинов

Для анализа уровней транскрипции генов γ-кри-
сталлинов у C. carpio в хрусталике, мозге, печени и
мышцах были отобраны 5 генов: γ-кристаллин M1
(LOC109097131, Gcm1), γ-кристаллин подобный
M1 (LOC109087991, Gcm1l), 2 изоформы γ-кристал-
лина подобного M2: LOC109112458 (Gcm2l),
LOC109049519 (Gcm2l2) и γ-кристаллин M6
(Crygm6). В результате проведенного анализа было
установлено, что во всех четырех типах образцов
тканей транскрибируется только 2-я изоформа ге-
на γ-кристаллина подобного M2 (Gcm2l2) (рис. 2),
тогда как остальные гены являются хрусталик-спе-
цифичными.

При этом у 4-месячных C. carpio (рис. 2a) уровни
транскрипции гена Gcm2l2 в мышцах и печени бо-
лее высокие, чем в мозге и хрусталике. У 10-месяч-
ных карпов (рис. 2b) транскрипция гена Gcm2l2
в мозге повышается, а в мышцах понижается. У
14-месячных карпов (рис. 2c) наблюдается значи-
мое повышение уровней транскрипции во всех
тканях, а самый высокий рост происходит в мыш-
цах (p < 0.01). Во всех возрастных категориях наи-
меньший уровень транскрипции был установлен в
образцах хрусталика.

Возрастные изменения уровней транскрипции
всех анализируемых генов γ-кристаллинов в хру-
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сталиках представлены на рис. 3. Статистически
значимым оказалось снижение транскрипции гена
Grygm6 (p < 0.05) у 10-месячных карпов по сравне-
нию с 4-месячными особями в процессе онтогене-
за. Уровни транскрипции всех остальных генов не
имеют между собой статистически значимых воз-
растных различий (рис. 3).

Филогенетический анализ генов кристаллинов 
Cyprinus carpio

Анализ аминокислотных последовательностей
выбранных кристаллинов (табл. 2) показал высо-
кий уровень сходства между ними (рис. 4).

Анализ сходства между аминокислотными по-
следовательностями γМ-кристаллинов нескольких

таксономических групп показал наличие консер-
вативных участков в структуре этих белков. Дан-
ные участки представлены:

1) 24 абсолютно консервативными позициями:
13Phe, 15Glu, 18Asn, 19Phe, 21Gly, 29Asp, 60Gly,
62Gln, 68Gly, 70Tyr, 88Ser, 111Gly, 115Glu, 120Cys,
134Ser, 137Val, 142Trp, 148Pro, 159Pro, 150Gly,
161Tyr, 178Ser, 180Arg, 181Arg, 182Ile;

2) 2 абсолютно функционально консервативны-
ми позициями: 103Ile, 140Gly;

3) 34 консервативными на более чем 70% пози-
циями: 10Lys, 11Ile, 14Tyr, 17Arg, 25Glu, 32Asp,
33Leu, 40Cys, 44Arg, 45Val, 46Glu, 47Ser, 50Phe,
54Glu, 58Tyr, 67Arg, 69Glu, 90Arg, 99Tyr, 100Arg,
101Met, 102Arg, 105Glu, 109Phe, 118Glu, 122Asn,

Таблица 2. Перечень γМ-кристаллинов, использованных для множественного выравнивания

Вид NCBI номер белка Название белка

Danio rerio AAU85786 Crystallin gamma M5
Danio rerio AAU85783 Crystallin gamma M6
Danio rerio AAU85782 Crystallin gamma M4
Danio rerio AAU85781 Crystallin gamma M1
Danio rerio AAU85774 Crystallin gamma M2b
Danio rerio AAU85784 Crystallin gamma M7
Danio rerio AAY25399 Crystallin gamma M2a
Danio rerio AAU85788 Crystallin gamma M3
Danio rerio AAH95103.1 Crystallin gamma Mx
Danio rerio AAU85775.1 Crystallin gamma M2c
Cyprinus carpio XP_018980926.1 Crystallin gamma M2 like
Cyprinus carpio XP_018966346 Crystallin gamma M1
Cyprinus carpio XP_018957713 Crystallin gamma M1 like
Cyprinus carpio XP_018922742.1 M2-like isoform X2
Cyprinus carpio XP_018966349.1 Crystallin gamma M6
Chiloscyllium indicum CAA55809 Crystallin gamma
Latimeria chalumnae XP_006013557 Crystallin gamma M2 like
Latimeria chalumnae XP_006013359.1 Crystallin gamma M2 like isoform 2
Latimeria chalumnae XP_006013358.1 Crystallin gamma M2 like isoform 1
Dissostichus mawsoni ABA61356 Crystallin gamma M7
Dissostichus mawsoni ABA61355 Crystallin gamma M5
Dissostichus mawsoni ABA61350 Crystallin gamma M1
Dissostichus mawsoni ABA61352 Crystallin gamma M3
Dissostichus mawsoni ABA61353 Crystallin gamma M4
Dissostichus mawsoni ABB59450.1 Crystallin gamma M8a
Dissostichus mawsoni ABA61357.1 Crystallin gamma M8b
Dissostichus mawsoni ABA61358.1 Crystallin gamma M8c
Dissostichus mawsoni ABA61359.1 Crystallin gamma M8d
Dissostichus mawsoni ABA61351.1 Crystallin gamma M8e
Dissostichus mawsoni ABA61354.1 Crystallin gamma M9



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 4  2022

ГЕНЫ γM-КРИСТАЛЛИНОВ В ХРУСТАЛИКЕ МОЛОДЫХ Сyprinus carpio 339

125Asp, 143Leu, 145Tyr, 146Glu, 150Tyr, 156Tyr,
167Asp.

Большая часть консервативных участков пред-
ставлена четырьмя аминокислотами: аргинином,
тирозином, глицином и глутаминовой кислотой.

Рассчитанные показатели сходства между
γМ1-кристаллином Cyprinus carpio и всеми осталь-
ными анализируемыми белками были определены
с помощью ПО Protein BLAST и представлены в
табл. 3.

С целью демонстрации филогенетических отно-
шений между отобранными нами кристаллинами
было построено филогенетическое дерево с ис-
пользованием метода ближайших соседей (рис. 5).

Инкремент показателя преломления
Анализ рассчитанных значений инкремента по-

казателя преломления (табл. 4) показал, что среди
γ-кристаллинов C. carpio наибольшим значением
dn/dc обладают белки группы M. В то же время зна-
чения dn/dc γM-кристаллинов хрусталиков D. rerio
превышают значение такового у α и β-кристалли-
нов лишь в тысячных долях.

Значение инкремента показателя преломления
dn/dc (мл/г) представлено как среднее ± стандарт-
ное отклонение. Для получения каждого значения
использовались аминокислотные последователь-
ности 7 белков.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основной результат данной работы заключается
в установлении генов γМ-кристаллинов, тран-
скрипция которых характерна для хрусталика кар-
па, по крайней мере, на возрастном периоде от 4 до
14 мес. Из выбранных для анализа генов четыре яв-
ляются специфическими для хрусталика на данном
этапе онтогенеза. Это заметно меньше, чем у D. re-
rio, у которой в сопоставимом возрасте (около 6 мес)
в хрусталике синтезируются 12 точно установлен-
ных и 6 предполагаемых форм γМ-кристаллинов
[7], а также, по-видимому, чем у взрослых D. maw-
soni – 11 [8].

D. rerio пока является единственным видом рыб,
у которых прослежена онтогенетическая динамика
синтеза кристаллинов в хрусталиках. Так, по ре-
зультатам анализа методом гель-проникающей

Рис. 2. Уровни транскрипции гена γ-кристаллина подобного M2 (Gcm2l2) в хрусталике (Lens), мозге (Brain), мышцах
(Muscle) и печени (Liver) 4- (а), 10- (b) и 14- (c) месячных Cyprinas carpio, нормализованные на референсный ген
и представленные в логарифмической шкале. Все результаты представлены как среднее ± стандартное отклонение.
** – p < 0.01; **** – p < 0.0001.
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хроматографии в сочетании с ультра масс-спектро-
метрией обнаружено возрастание в хрусталике
числа разновидностей γМ-кристаллинов на воз-
растном этапе от 4.5 дней до 6 мес [7]. Однако у
взрослых особей дикого типа количественно опре-
деляемыми γ-кристаллинами остаются только
γМ7, Мх, а также γS 2-4 и γN1-2, при том, что общее
их количество составляет 32% от общей массы бел-
ков хрусталика [6].

Сопоставляя состав и относительную численность
обнаруженных нами транскриптов генов γ-кристал-
линов в хрусталике C. carpio с идентифицирован-
ными белками этого семейства у D. rerio, следует
учитывать различную продолжительность жизни
рыб. У D. rerio она составляет от 36 до 66 мес [24], в
то время как отдельные особи карпа могут дожи-
вать до 47 лет [25], что сопоставимо с продолжи-
тельностью жизни D. mawsoni [26]. Не исключено,

Рис. 3. Возрастная гетерогенность в уровнях транскрипции генов γ-кристаллинов в хрусталике Cyprinus carpio, нор-
мализованных на референсный ген и представленные в логарифмической шкале. Все результаты представлены как
среднее ± стандартное отклонение. * – p < 0.05.
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что сильное различие в продолжительности онто-
генеза может находить свое отражение в динамике
транскрипции генов кристаллинов хрусталика. Ес-
ли учитывать только уверенно определенные груп-
пы γМ-кристаллинов, то у D. rerio в возрасте
4.5 дней экспрессируется 4 гена γM-кристаллинов,
а в 3-недельном – 12. Полученные же нами резуль-
таты показывают, что на возрастном этапе разви-
тия карпа от 4 до 14 мес набор генов кристаллинов,
экспрессирующихся в хрусталике карпа, остался

тем же, но изменился относительный уровень их
транскрипции. Однако очевидно, что для создания
полной картины онтогенетических изменений
транскрипции генов кристаллинов хрусталика
карпа необходимо не только увеличить временной
диапазон наблюдений, но и исследовать полный
список генов, которые могут включаться и выклю-
чаться на различных стадиях онтогенеза. Не ис-
ключено, что при большой продолжительности
жизни карпов с возрастом у них будет меняться со-

Рис. 4. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей белков γМ-кристаллинов Cyprinus carpio,
Danio rerio, Dissistichus mawsoni, Chiloscyllium indicum и Latimeria chalumnae. ▼ – скрытые неконсервативные и пустые участки.
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став ансамбля генов из числа γM-кристаллинов.
Поэтому выявленное нами различие уровней тран-
скрипции генов γ-кристаллинов карпов возрастом
до 14 мес вряд ли корректно сопоставлять с дина-
микой синтеза соответствующих белков в хруста-
лике D. rerio. Главное сходство заключается лишь в
отсутствие однозначной направленности измене-
ний транскрипции генов различных γM-кристал-
линов у этих рыб [7, 27].

Изменение набора транскрибируемых генов
γ-кристаллинов и уровня их транскрипции в онто-
генезе могут обеспечивать формирование радиаль-
ного градиента показателя преломления хрустали-

ка рыб [28]. По-видимому, так происходит у амфи-
бий, у которых в радиальном направлении к центру
хрусталика относительная доля γ-кристаллинов
возрастает, обеспечивая увеличение коэффициен-
та рефракции [29].

Предполагается, что обилие в хрусталике рыб
небольших молекул γ-кристаллинов способствует
более плотной упаковке белковых молекул и фор-
мированию материала с высокими значениями ко-
эффициента преломления, что необходимо для
обеспечения зрения в водной среде. При этом фор-
мированию на сетчатке глаза рыб качественного
изображения, не искаженного сферической абер-
рацией, способствует высокое значение радиаль-
ного градиента коэффициента рефракции хруста-
лика. Например, у золотой рыбки Carassius auratus
auratus индекс преломления вещества хрусталика
имеет значения 1.55–1.57 в центральной и 1.35–
1.38 в краевой части для λ = 633 нм при среднем
диаметре 2.2 мм [4]. Близкие значения получены
для хрусталиков и других исследованных рыб [30].
Возможно, что такие значения радиального гради-
ента коэффициента рефракции достигаются изме-
нением плотности упаковки белков, что обуслов-
лено изменением набора и уровня транскрипции
достаточно многочисленных генов γ-кристаллинов
в морфогенезе хрусталика. Для сравнения хруста-
лик крыс имеет перепад градиента преломления от
1.38 до 1.5 на расстоянии 2 мм [31] , и в нем на раз-
ных стадиях онтогенеза экспрессируются все 6 ге-
нов γ-кристаллинов млекопитающих γA-F [32].
Схожая картина наблюдается и в отношении хру-
сталика мышей [33]. При этом в хрусталике челове-
ка с меньшим значением градиента показателя
преломления: от 1.36 до 1.41 на расстоянии 1.8 мм
[34] экспрессируется только три γ-кристаллина, из
которых два в эмбриогенезе [35].

Предполагалось, что высокое значение показа-
теля преломления вещества хрусталика обусловле-
но свойствами γ-кристаллинов, в составе которых
относительно велика доля метионина [3]. Исходя
из того факта, что γМ-кристаллины являются ха-
рактерной чертой рыб, можно было бы предпола-
гать, что именно они ответственны за высокое зна-
чение показателя преломления вещества их хруста-
ликов. При этом сам метионин имеет не самое
большое значение ни величины мольной рефрак-
ции, ни значения концентрационного инкремента
показателя преломления, dn/dc [10, 13]. Более того,
рассчитанные нами значения dn/dc γM-кристал-
линов хрусталиков D. rerio превышают значение та-
кого у α и β-кристаллинов лишь в тысячных долях.
Вероятно, для получения высоких значений пока-
зателя преломления более значимую роль играет
упаковка белков по сравнению с их аминокислот-
ным составом. По-видимому, эволюционное за-
крепление γM-кристаллинов в качестве доминиру-
ющих белков хрусталиков рыб является наиболее
оптимальным сочетанием последовательности

Таблица 3. Степень сходства белков γМ-кристаллинов
Cyprinus carpio, Danio rerio, Dissistichus mawsoni, Chiloscyl-
lium indicum и Latimeria chalumnae относительно γМ1-
кристаллина Cyprinus carpio

γM-кристаллины γМ1-кристаллин 
Cyprinus carpio

γМ1-кристаллин Cyprinus carpio 100%
GCM6 Cyprinus carpio 60.00%
GCM1L Cyprinus carpio 92.70%
GCM5 Danio rerio 56.18%
GCM6 Danio rerio 59.43%
GCM1 Danio rerio 87.08%
GCM2b Danio rerio 72.00%
GCM7 Danio rerio 62.71%
GCM3 Danio rerio 75.28%
GCM5 Danio rerio 56.18%
GCM2a Danio rerio 69.54%
GCM4 Danio rerio 62.92%
GCM1 Dissostichus mawsoni 75.84%
GCM3 Dissostichus mawsoni 69.49%
GCM9 Dissostichus mawsoni 66.29%
GCM4 Dissostichus mawsoni 62.01%
GCM7 Dissostichus mawsoni 61.58%
GCM2L Latimeria chalumnae 61.80%
GCM5 Dissostichus mawsoni 55.43%
GC Chiloscyllium indicum 54.55%
GCM6 Danio rerio 46.02%
GCM2c Danio rerio 72.00%
GCM2L2 Latimeria chalumnae 59.89%
GCM2L1 Latimeria chalumnae 61.02%
GCM8a Dissostichus mawsoni 71.35%
GCM8b Dissostichus mawsoni 72.32%
GCM8c Dissostichus mawsoni 68.36%
GCM8d Dissostichus mawsoni 67.80%
GCM8e Dissostichus mawsoni 70.79%
GCM9 Dissostichus mawsoni 66.29%
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аминокислот, определяющих специфику их вто-
ричной и третичной структуры. Последнее обеспе-
чивает плотную упаковку белков в центральной зо-
не хрусталика, что в конечном итоге приводит к
большому значению радиального градиента. Воз-
можно, что особые оптические свойства хрустали-
ков рыб объясняются не столько рефрактивными
свойствами γМ-кристаллинов, но скорее количе-
ством этих белков и плотностью упаковки их моле-
кул, что, возможно, объясняется особенностями их
третичной структуры [4, 36].

К настоящему времени уже сложилось мнение о
том, что оценка показателя преломления водного
раствора белка по его первичной структуре являет-
ся не совсем адекватным и требует расчетов на ос-
нове вторичной и третичной структуры молекул
[37]. В представляемой работе расчет носит лишь
характер предварительной оценки и его результаты
не являются основанием для окончательных выво-
дов. Однако на текущий момент в литературе пока
отсутствуют результаты анализа связи фолдинга

Рис. 5. Филограмма γМ-кристаллинов Cyprinus carpio, Danio rerio, Dissistichus mawsoni, Chiloscyllium indicum и Latimeria
chalumnae.
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Таблица 4. Рассчитанные значения инкремента показателя преломления (dn/dc, мл/г) для групп кристаллинов хру-
сталика глаз рыб

Кристаллины Danio rerio Cyprinus carpio Dissostichus mawsoni

ɑ 0.190 ± 0.002 – 0.189 ± 0.001
β 0.192 ± 0.001 – 0.190 ± 0.002

βγX – – –
γ γM 0.197 ± 0.003 0.194 ± 0.001 0.194 ± 0.002

γN 0.195 ± 0.001 0.192 ± 0.001 –
γS 0.194 ± 0.001 0.193 ± 0.001 0.194 ± 0.001
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кристаллинов с оптическими свойствами их рас-
творов.

Не исключено также, что γ-кристаллины могут
выполнять и другие функции, такие, как, напри-
мер, устойчивость вещества хрусталика рыб к низ-
ким температурам [38]. В целом пока вопрос о
вкладе свойств γМ-кристаллинов в формирова-
ние градиента показателя преломления хруста-
лика остается открытым. Несомненно, что его
решение требует комплексного анализа¸ вклю-
чающего онтогенетический мониторинг прелом-
ляющих свойств хрусталика, а также динамики
синтеза его специфических белков.

Множественное выравнивание отобранных
кристаллинов нескольких видов рыб показало, что
среди консервативных аминокислот наибольшую
долю занимают аргинин, тирозин, глицин и глута-
миновая кислота. Две из них, а именно аргинин и
тирозин, входят в группу семи аминокислот с наи-
большим значением инкремента коэффициента
преломления. Этим можно было бы объяснить эво-
люционное закрепление этих аминокислот в фило-
генезе, однако этому препятствуют низкие значе-
ния соответствующего показателя глицина и глута-
миновой кислоты. Поэтому, вероятно, ответ на
вопрос о причинах консервативности именно этих
аминокислот лежит в другой плоскости и, вероят-
но, может быть прояснен после анализа фолдинга
белков.

Анализ полученного филогенетического дерева
показывает, что некоторые белки семейства γМ-
кристаллинов (например, γМ1, γМ2, γМ8) уклады-
ваются в общие близкородственные клады у луче-
перых рыб (Cyprinus carpio, Danio rerio, Dissistichus
mawsoni), в отличие от древних представителей ло-
пастеперых рыб, например, Latimeria chalumnae,
γМ2-кристаллины которой располагаются на зна-
чительном удалении не только от остальных γМ2-
кристаллинов, но всех других кристаллинов. Также
на значительном удалении располагаются кристал-
лины костистых и хрящевых (Chiloscyllium indicum)
рыб, что свидетельствует об эволюционном изме-
нении молекулярной структуры этих белков.

Проведенное исследование показало наличие
специфической транскрипции отдельных γМ-кри-
сталлинов в хрусталике C. сarpio, что в общем соот-
ветствует картине, сложившейся по результатам
изучения белков этой группы у D. rerio и D. mawsoni.
Высокая степень сходства аминокислотной после-
довательности и филогенетическая близость этих
белков у Teleostei, вероятно, указывают на их важ-
ность в определении специфических оптических
свойств, присущих хрусталикам этой группы рыб.
Однако точный механизм роли транскрипции γМ-
кристаллинов и ее динамики в формировании пре-
ломляющих свойств хрусталиков рыб пока остает-
ся неясным и нуждается в дальнейших более ком-
плексных исследованиях.
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γM-Crystallin Genes in the Eye Lens of a Common Carp Cyprinus carpio: 
Transcription Levels and Phylogenetic Aspect
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The study was focused on determining transcription levels of γM-crystallin genes in the eye lens of a common
carp Cyprinus carpio. The transcription was detected by quantitative RT-PCR, and its relative level was quantified
in 5 genes of γM-crystallins and crystallin-like proteins in C. carpio aged 4, 10 and 14 months. In all age groups,
the specificity of GCM1, GCM1L, GCM2L, GCM2L3 gene expression in the lenses was found. GCM2 gene ex-
pression, apart from the lenses, was also detected in the muscles, liver, and brain. Analysis of the role of the ami-
no acid sequence of the identified γM-crystallins in the formation of the refractive properties of the lens was per-
formed based on the assessment of calculated refractive index increments. It is assumed that high values of the
refractive index of the lens in C. carpio are due not so much to a relative content of amino acids in γM-crystallins
as to their sequences, which ensure the tertiary packing density of these proteins, as well as by γM-crystallin con-
centrations. To identify conserved domains and evolutionary relationships between γM-crystallins in fish of dif-
ferent taxa, a multiple alignment of amino acid sequences was performed, and a phylogenetic tree was construct-
ed using the nearest neighbor algorithm. The high level of homology, the presence of 26 conserved regions, and
the phylogenetic similarity of the compared proteins in the given teleost group may indicate an evolutionary fix-
ation of the spatial structure of γM-crystallins and an important role in determining the specific properties of
lenses in Teleostei.

Keywords: Cyprinus сarpio, lens, γM-crystallins, tissue specifity, conserved protein domains


