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В современной медицине отмечается повышенный интерес к изучению патогенеза
черепно-мозговой травмы (ЧМТ). Это продиктовано, прежде всего, высоким уров-
нем госпитализаций пациентов с данной патологией, большой летальностью, а
также несовершенством существующих методов лечения. Для большего понима-
ния патогенеза ЧМТ необходима правильная постановка эксперимента, которая, в
свою очередь, начинается с правильного подбора модели на животных. Рыба зеб-
раданио (Danio rerio) показала себя как перспективный организм для исследований
молекулярных событий, лежащих в основе патогенеза ЧМТ. Среди преимуществ
данного модельного организма – высокая степень генетической гомологии с чело-
веком, относительно низкая стоимость, высокий нейрорегенераторный потенци-
ал. Патогенез ЧМТ включает в себя ряд процессов: первичное травматическое по-
вреждение, нейровоспаление, нейродегенерацию, отек мозга, и нейрорегенера-
цию. На сегодняшний день уже установлены многие важнейшие события
вышеперечисленных процессов на грызунах. Однако молекулярные процессы па-
тогенеза ЧМТ во многом остаются загадкой для нашего понимания. В данном об-
зоре рассмотрены экспериментальные модели ЧМТ на рыбах зебраданио, их пре-
имущества и недостатки по отношению к другим модельным организмам. Также в
обзоре представлены сводные данные по патофизиологии, молекулярной биоло-
гии каждого из вышеназванных процессов патогенеза ЧМТ. Приведен ряд приме-
ров экспериментальной терапии ЧМТ на зебраданио, отражающих перспективу
развития этого направления. Сделан вывод о перспективах использования зебра-
данио в качестве модельного объекта для исследований патогенеза ЧМТ.

Ключевые слова: нейровоспаление, нейродегенерация, нейрорегенерация, отек
мозга, черепно-мозговая травма, зебраданио, терапия черепно-мозговой травмы
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) представляет собой совокупность патофизио-
логических и морфологических изменений функции мозга, вызванных внешним
воздействием, например – ударом, пенетрацией или сотрясением [1]. ЧМТ являет-
ся острейшей проблемой мирового здравоохранения, число госпитализаций и по-
сещений отделений неотложной помощи пациентами данного профиля соста-
вило 100 и 247 посещений, соответственно, на 100 000 населения [2]. В США
ежегодно 1.7 млн человек страдают от ЧМТ, около 80% из них классифициру-
ются как легкая ЧМТ, а смертность достигает 3% [3]. Необходимость курации па-
циентов с ЧМТ ставит перед исследователями задачу поиска механизмов развития
клинической картины ЧМТ, а также ее потенциальной терапии. Для этого важна
адекватная постановка эксперимента, которая невозможна без правильного под-
бора экспериментальной модели. По этическим причинам возможности исследо-
ваний на человеке сильно ограничены, поэтому большая часть научных работ вы-
полнена на животных, в первую очередь, на грызунах. Таким образом, полученные
на модельных организмах данные являются ключом к пониманию патофизиоло-
гии ЧМТ и разработке новых подходов к ее лечению [4, 5]. В табл. 1 приведены ха-
рактеристики различных экспериметальных моделей ЧМТ.

Клиническая картина ЧМТ включает в себя общемозговую симптоматику (го-
ловную боль, тошноту, головокружение, нарушения сознания) и фокальную нев-
рологическую симптоматику.

МОДЕЛИ ЧМТ НА ЗЕБРАДАНИО

Зебраданио является удобным экспериментальным животным в нейробиологии
в силу высокой генетической гомологии с геномом человека (порядка 70%) и фи-
зиологического сходства основных систем органов и тканей. Большой спектр мо-
лекулярно-генетических средств манипуляции создает этому животному конку-
рентное преимущество по сравнению с другими модельными животными в данной
сфере исследований. В частности, появилась возможность отслеживания и доку-
ментации течения ЧМТ в режиме реального времени благодаря использованию
рыб с конкретными и легко идентифицируемыми флуоресцентными репортерны-
ми трансгенами. Помимо сходства в организации генов, потенциально вовлечен-

Таблица 1. Экспериментальные модели ЧМТ на животных

Модель Преимущества Ссылки

Мыши Удобный объект для молекулярно-генетических исследований
Генетическая гомология с человеком 80%
Существование многих линий с различными характеристиками ЦНС

106

Крысы Большой размер головы является удобным для моделирования паде-
нием свободного груза
Удобство для когнитивных исследований
Прочный череп
Плотные структуры черепа

101

Рыбы 
зебраданио

Низкая стоимость особей по отношению к другим животным
Высокий нейрорегенераторный потенциал после ЧМТ, что позволяет 
исследовать его механизмы
Генетическая гомология с человеком 70%
Удобство отслеживания и документации течения ЧМТ в режиме ре-
ального времени
Сходство с млекопитающими в организации генов, участвующих в 
функционировании иммунной системы и потенциально вовлечен-
ных в нейровоспаление при ЧМТ

10
6

107
7
8
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ных в процесс нейровоспаления, зебраданио обладает высоким нейрорегенератор-
ным потенциалом, что закономерно делает ее привлекательным объектом для ис-
следований вопросов нейрорегенерации при различного рода неврологических
заболеваниях [6–8], в том числе ЧМТ.

Один из первых, наиболее распространенных и простых методов индукции
ЧМТ у зебраданио – игольчатая травма [9, 10]. Согласно данной методике, после
анестезии рыбу помещают в разрез пропитанной раствором анестетика трикаина
губки. Под диссекционным микроскопом инсулиновым шприцем вертикально (не
глубже 2 мм) пронизывают медиальный отдел теленцефалона, а травмированную
рыбу помещают в отдельный контейнер для восстановления. Выживаемость при
данной модели ЧМТ обычно составляет 97%. С ее помощью были оценены клеточ-
ный ответ и молекулярные механизмы, вовлеченные в процесс репарации и реге-
нерации мозга [9].

В другом похожем протоколе канюля диаметром 300 мкм вводится через ноздрю
(на глубину 6–8 мм), вдоль рострокаудальной оси тела, приникая через обонятель-
ную луковицу в каудальную часть теленцефалона [11]. Выживаемость в данной мо-
дели составляет более 90%, и с ее помощью была произведена оценка реактивной
пролиферации и миграции нейроглии в ответ на механическое повреждение ткани
мозга [11].

Модель ЧМТ мозжечка у зебраданио сходна с предыдущими, а ориентиром для
введения инсулиновой иглы в данном случае служит пигментация кожи. Игла по-
гружается в пластиковую трубку (край которой служит ограничителем глубины по-
гружения). Игла устанавливается в полностью вертикальное положение и вводится
на глубину 1.5 мм. При помощи данной методики формирования ЧМТ изучены моле-
кулярные сети белок-белковых сигнальных взаимодействий, вовлеченных в процессы
аксонального роста, репарации, ангиогенеза, нейрогенеза и нейровоспаления [12].

Высокоинтенсивный сфокусированный ультразвук для индукции механическо-
го повреждения мозга рыбы оказывает термические и механические эффекты на
ткани. Аппертура ультразвукового трансдьюсера составляет 125 мм в диаметре и
100 мм в длину. Встроенный в систему сканер Sonix RP Scanner (BK Ultrasound,
Richmond, Канада) позволяет отслеживать в реальном времени критические для
ткани параметры воздействия. Для выравнивания головы и трансдъюссера исполь-
зуют ультразвуковой визуализационный модуль. Фокальный пик акустического
давления при максимальной силе испускания может составлять 20 Мпа. В данной
модели вызываются значительные нарушения поведения рыб, в том числе гиполо-
комоция (снижение дистанции плавания и скорости), а также изменения в паттер-
не экспрессии ряда генов мозга. Так, например, установлено реактивное усиление
экспрессии каспазы-3 и β-APP, а также изменение экспрессии генов микротрубо-
чек (β-III tubulin) и нейрофиламентов (NF200), что приводит к нарушению аксо-
нального транспорта и аксональному отеку [13].

Еще один эффективный метод постановки ЧМТ на зебраданио был адаптирован
с модели на крысах и основывается на падении свободного груза (в качестве меха-
нического воздействия) на голову рыбы [14]. Данная модель позволила реализовать
диффузную, не пенетрирующую (т.е., без деструкции кости и точечного, глубокого
разрушения ткани мозга) модель ЧМТ. Для этого был сконструирован аппарат,
представляющий собой пластиковую трубку (с наружным диаметром 12.7 мм и
внутренним 4.7 мм), удерживающуюся с помощью зажима на штативе. На основа-
ние штатива ставится аквариум, заполненный водой, на который помещается губ-
ка, в которой фиксируется рыба. После анестезии, голова рыбы помещается под
трубку и выравнивается, а 4.5-миллиметровый стальной груз весом 0.33 г, выпа-
дая из трубки и развивая скорость 1.5 м/с, достигает черепа рыбы с ударной си-
лой 35 мДж. После данной процедуры рыба сразу выпускается в аквариум под губ-
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кой. На данной модели проанализированы молекулярные механизмы, вовлекаемые в
ответ на повреждение, и установлено, что на 3-й день после ЧМТ приходится пик вос-
палительного ответа, а на 21-й день запускается процесс нейрорегенерации [14].

Помимо взрослых рыб, описаны также модели ЧМТ у личинок зебраданио. Так,
вторичное повреждение ткани мозга продемонстрировано на трехдневных личин-
ках зебраданио, которые выдерживались в растворах с концентрациями глутамата
5, 10 и 20 мкМ, а также в растворах антагониста рецепторов глутамата МК-801 в
концентрациях 100, 200 и 400 нМ. Были оценены характеристики выживаемости,
поведения и нейроапоптоза в разных группах, и отмечен значительный эффект в
отношении выживаемости нейронов и поведения рыб при концентрациях МК-801
равных 200 и 400 нМ [4].

Еще одна химически обусловленная модель ЧМТ на личинках зебраданио основана
на применениии аторвастатина (1 мкМ) в опытах на эмбрионах, что приводило к раз-
рушению мозговых сосудов и формированию у личинок внутримозговой гематомы,
напоминая клиническую ЧМТ, осложненную внутримозговой геморрагией [15].

Наконец, еще один подход к моделированию осложненной гематомой ЧМТ на
личинках зебраданио основан на генетических манипуляциях гена arhgef7, кото-
рый кодирует белок Rac GEF βpix, вовлеченный в регуляцию ангиогенеза и струк-
турной целостности сосудистой стенки [16]. В этой модели используются линии с
мутацией в данном гене, что приводит к разрушению стенок мозговых сосудов и
развитию гематомы. На данной модели изучена роль посттравматического крово-
излияния в процессах апоптоза, нейровоспаления, повреждения ткани мозга, а
также в изменении локомоторной функции [15].

ПАТОГЕНЕЗ ЧМТ

Патогенез ЧМТ включает в себя ряд неспецифических компонентов, таких как
нейровоспаление, отек, нейродегенерация, нейрорегенерация, которые характер-
ны и для других патологий ЦНС, в частности, ишемического повреждения. Неспе-
цифические компоненты патогенеза ЧМТ определяют отсроченное течение забо-
левания и составляют вторичное повреждение ткани. Однако существует и ряд спе-
цифических компонентов, отличающих патогенез ЧМТ от других патологий любого
рода, они будут рассмотрены в конце раздела на примере сравнения с ишемией.

1. Нейровоспаление
Нейровоспаление является одним из ведущих компонентов патогенеза ЧМТ.

Значительную роль в ЧМТ-индуцированном нейровоспалении играет продукция
провоспалительных цитокинов. Например, у крыс показана роль интерлейкина
(ИЛ) ИЛ-1β как одного из ключевых участников ЧМТ-индуцированного нейро-
воспаления, поскольку выброс данного цитокина стимулировал синтез и усиление
активности матриксных металлопротеаз 2-го и 9-го типов (ММР-2 и -9) в зоне по-
вреждения [17], и продемонстрирована важная роль ИЛ-1 в усилении проницаемо-
сти гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и нейроапоптоза при ЧМТ [18].

Микроглия, являясь мозговым резидентным макрофагом, обладает способно-
стью к фагоцитозу, продукции цитокинов и презентации антигенов [19]. В контексте
воспаления микроглия существует в 2-х формах (фенотипах) – М1 и М2. М1-микро-
глия продуцирует провоспалительные цитокины, например, фактор некроза опу-
холи (ФНО-α), ИЛ-1, ИЛ-6 и индуцибельную синтазу оксида азота (iNOS), тогда как
М2-микроглия выделяет противовоспалительные факторы (ИЛ-6, ИЛ-4 и ИЛ-13, а
также трансформирующий фактор роста (ТФРβ). Данное явление называется
функциональной поляризацией микроглии и является ключевым компонентом
нейровоспаления, отека и в некоторой мере нейродегенерации [20]. М1-микро-
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глия способна к продукции оксида азота и реактивных форм кислорода (РФК), об-
ладая цитотоксическими свойствами [21]. Функциональная поляризация в сторону
М1-подтипа микроглии обеспечивается действием внешних (липосахарид, фак-
торы транскрипции IRF 7, 8) [22, 23] и внутренних сигнальных молекул (LSN2,
miRNA-155) [28]. В то же время фактор транскрипции IRF 3 [24], miRNA-124
[25] и Rho-киназа обеспечивают функциональную поляризацию в сторону М2-мик-
роглии [26]. При ЧМТ в окружающую ткань выбрасывается большое количество
фрагментов клеточных и внеклеточных структур, что является молекулярным про-
филем биологической опасности (danger-associated molecular patterns, DAMP).
Микроглия обладает определенным набором рецепторов (TLR), распознающих
молекулы, к которым относятся липосахарид, осколки РНК, ДНК, шапероны,
HMGB1 и CpG-мотивы (обычно ассоциированные с микробным геномом), что
активирует микроглию, наработку провоспалительных цитокинов и, в итоге, за-
пускает каскад нейровоспаления [27, 28]. Стимуляция TLR приводит к актива-
ции микроглии и высвобождению провоспалительных цитокинов (ФНО-α,
ИЛ-6, CXCL1), а блокировка TLR – к снижению или полному прекращению их
высвобождения [29]. Активированная микроглия за счет выброса провоспалитель-
ных цитокинов (ИЛ-1 и ФНО-α) воздействует на астроциты, приводя к их актива-
ции, усилению экспрессии TLR и выбросу провоспалительных цитокинов [30]. На
данный момент известно, что стимуляция TLR3 ведет к продукции ИЛ-6, 10, 12,
CXCL-10, интерферона (ИНФ)β и ФНОα, TLR4 – продукции ИЛ-10, CXCL10, а
TLR2 – продукции ИЛ-6 и ИЛ-10 [31]. Помимо этого, активированная микроглия
высвобождает M-CSF, мозговой нейротрофин BDNF, нейротрофин-3, что способ-
ствует трансмиграции лейкоцитов из системного кровотока [32–34].

Астроциты являются участниками нейровоспалительного каскада и содержат
RIG-подобные рецепторы (RLR), активация которых ведет к фосфорилированию
транскрипционного фактора IRF3 и высвобождению интерферона 1-го типа
(ИНФ-1). Помимо этого, усиливается экспрессия маркеров активированных аст-
роцитов GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок) и виментина [35]. Акти-
вированные астроциты становятся источниками провоспалительных цитокинов, в
том числе ИЛ-1, ИЛ-6, MIP-2, MCP-1, ФНО-α, ИНФγ, CCL 2, 3, 5, а также Ig-по-
добных адгезивных молекул (ICAM-1, VCAM-1) и главного комплекса гистосовме-
стимости MHCII на своей поверхности в ответ на активацию TLR [36–38]. Переда-
ча сигнала от рецепторов внутрь астроцитов осуществляется через JAK1–STAT1,
MyD88, NF-kB, MAPK-опосредованные сигнальные пути, которые активируются
в ответ на стимуляцию TLR4. Активация данных сигнальных путей ведет к усиле-
нию транскрипции провоспалительных цитокинов, MMP-9, VCAM-1 [39]. Парал-
лельно, активированные астроциты морфологически изменяются, пролиферируют
и заполняют собой зону поражения. Данный процесс называется астроглиозом, а
сформированная таким образом структура – глиальным рубцом [40]. Показано,
что реактивный глиоз в зоне поражения спинного мозга мыши способствовал ре-
паративным процессам и функциональному восстановлению [41].

Активированный провоспалительными цитокинами (преимущественно ИЛ-1 и
ФНО-α, ИНФγ) эндотелий усиливает экспрессию Ig-подобных адгезивных белков
(VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1) на своей поверхности, что служит возможностью
для лейкоцитов проникнуть через ГЭБ в зону деструкции [42–44]. Проникающий
клеточный состав представлен лимфоцитами (Т и В), моноцитами и нейтрофила-
ми [44–46]. Самыми ранними клетками являются нейтрофилы, которые появля-
ются в мозговой паренхиме на 3-и–5-е сутки, однако в виде периваскулярного ин-
фильтрата они видны уже через 24 ч [45]. Количество CD14+ клеток (моноцитар-
ные макрофаги) в мозговой паренхиме достигает пика на 4-е–8-е сутки после
травмы и удерживается таковым недели [46]. При этом нейтрофилы инфильтриру-
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ют в первую очередь ворсинчатые сплетения желудочков. Ворсинчатые сплетения
желудочков активно продуцируют большое количество хемокинов после травмы
(CINC-1, CXCL1, CINC-2α или CXCL3, и CINC-3 или CXCL2), которые, в свою
очередь, служат хемоаттрактантами для нейтрофилов. Предположительно, из этой
зоны нейтрофилы мигрируют к очагу поражения [47]. Связывание ICAM-1 с бел-
ком LFA-1 на поверхности лейкоцита приводит к активации протеинкиназы С, ко-
торая фосфорилирует белки цитоскелета, обеспечивая их реорганизацию, что не-
обходимо для трансмиграции клетки через ГЭБ [48].

Система комплемента, компоненты которой проникают через поврежденный
ГЭБ в зону нейровоспаления, оказывает цитотоксический и деструктивный эффект на
клетки и ткань. В цереброспинальной жидкости повышены уровни С3-компонента,
комплекса С5b-С9 и фактора В [49, 50]. Молекула CD59 является ключевым регу-
лятором формирования МАК (мембраноатакующего комплекса), защищающим
ткань от излишнего повреждения. Выключение молекулы CD59 приведет к ухуд-
шению состояния ткани после ЧМТ [51]. Таким образом, комплемент является
важным компонентом нейровоспаления.

Роль ММР в ЦНС сводится к регуляции нейрональной миграции в зону повре-
ждения, деградации ингибирующих аксональный рост протеогликанов и регуля-
ции построения олигодендроглиоцитарных отростков вдоль растущих аксонов в
период миелогенеза [52, 53]. В контексте нейровоспалительного процесса установ-
лена роль MMP-2 и -9 как факторов, способствующих повышению проницаемости
ГЭБ и трансмиграции лейкоцитов в зону воспаления. Продукция ММР осуществ-
ляется сосудистым эндотелием и резидентными глиальными клетками. Механизм
действия ММР на ГЭБ основан на снижении экспрессии адгезивных белков между
эндотелиоцитами, в частности ZO-1 [55, 56]. Однако на данный момент сведения о
роли ММР в нейровоспалении на моделях зебраданио отсутствуют.

2. Нейрорегенерация

Зебраданио обладают высоким потенциалом к нейрорегенерации (по сравне-
нию с млекопитающими), что делает их подходящими объектами для исследова-
ний нейрорегенераторных процессов при ЧМТ и нейродегенеративных заболеваниях.
Это обусловлено и большим количеством зон нейрогенеза в мозге зебраданио, в том
числе обонятельные луковицы, дорзальный теленцефалон (регион, гомологичный
гиппокампу млекопитающих), преоптическая область, дорзальная зона перивен-
трикулярного гипоталамуса, оптический тектум, продольный валик, вагальная
долька, паренхима вокруг ромбэнцефалического желудочка и в области продолго-
ватого мозга, расположенной латерально от дорзального моторного ядра блуждаю-
щего нерва, а также в мозжечке. Напротив, у млекопитающих существуют лишь
две основные зоны нейрогенеза во взрослом состоянии – субвентрикулярная (в
боковых желудочках) и субгранулярная (в зубчатой извилине) [56–59]. В отличие
от млекопитающих, у которых пролиферативный процесс носит глиальный харак-
тер и превалирует в зоне поражения, у зебраданио преобладает пролиферация в
нейрогенных зонах, откуда нейрональные предшественники впоследствии мигри-
руют в зону поражения. Глиоз (усиленная пролиферация глии в зоне поражения) у
рыб не выражен и не несет патологического характера, в отличие от млекопитаю-
щих [58, 60]. Радиальные глиоциты зебраданио несут на себе маркерный белок
her4.1, а нейрональные клетки-предшественники экспрессируют другой набор
маркерных белков, по которым их возможно распознать (asc 11a, delta D, и T-box
brain protein/Tbr1). У взрослых рыб her 4.1-позитивные радиальные глиоциты обла-
дают потенциалом дифференцировки в нейробласты [10, 61, 62].
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В целом, воспаление имеет сложные взаимоотношения с нейрорегенерацией. С
одной стороны, нейровоспаление препятствует нейрорегенерации, усугубляя по-
вреждение ткани, но с другой, может служить стимулятором для процесса нейроге-
неза. Установлены сложные взаимодействия между сигнальными путями нейроге-
неза, ангиогенеза, воспаления и аксонального роста. Как указывалось ранее, вос-
паление служит стимулятором нейрогенеза. Среди этих сигнальных путей
наибольшее количество опосредовано PI3K, PAK2 и PLXNA3 [12]. BDNF – давно
известный нейротрофин, мишенями которого являются TrkB- и p75NTR-рецепто-
ры, через которые данный фактор реализует свое участие в процессах аксонально-
го роста, нейрогенеза, нейронального выживания, нейрональной миграции, мие-
линизации, дифференцировки и синаптической пластичности [63]. Отмечается
повышенная экспрессия BDNF в регенеративных зонах мозга зебраданио, а его мРНК
обнаружена в радиальных глиоцитах и пролиферирующих нейробластах [64].

Анализ экспрессии большого количества мозговых генов выявил изменения
экспрессии на разные сроки (на 3-и и 21-е дни) после ЧМТ, в том числе генов сиг-
нальных путей MAPK, Notch, цАМФ и других. Практически все эти гены относят-
ся к регуляторам выживаемости нейронов, аксонального роста, апоптоза и репара-
ции ткани. Третий день после повреждения является пиковым для экспрессии
генов, связанных со стресс-реакцией на повреждение (MAPK, р53, Notch1), а
на 21-й день отмечается преобладание экспрессии генов, связанных с нейроре-
генеративными процессами, к которым относятся гены компонентов промежу-
точных филаментов, Notch1 и Junb [14]. Наконец, МMP-2 и -9 также важны для
развития нейровоспаления (см. выше) и у взрослых зебраданио усиливают аксо-
нальный рост [65].

3. Нейродегенерация

В клинике показано наличие корреляционной связи между ЧМТ и развитием
болезни Альцгеймера (БА) [66–68]. На моделях у крыс показано, что ЧМТ прово-
цирует снижение количества нейронов в гиппокампе, что может объяснить ретро-
градную амнезию после ЧМТ [69]. Нейроапоптоз слагается из ряда событий, в том
числе протеолиза белков цитоскелета [70] и оксидативного стресса, который воз-
никает в течение первого часа после ЧМТ как следствие митохондриальной дис-
функции и нарушения внутриклеточного кальциевого баланса. Свободные радика-
лы повреждают генетический материал, белковые молекулы, липидные молекулы
мембран [71–74]. Основой митохондриальной дисфункции служат нарушения
транспорта электронов электронотранспортной цепи, снижение утилизации глю-
козы и снижение экспрессии белков комплекса цитохром С-оксидазы I, II, III [75].
Другим событием становится отложение белков (β-амилоида, нейрофиламентных
белков и α-синуклеина) вдоль всего белого вещества и в других компартментах по-
раженного мозга, что еще раз подтверждает роль ЧМТ как фактора риска в разви-
тии БА и паркинсонизма [76].

Хроническая травматическая энцефалопатия, сопровождаемая таупатией, атро-
фическими изменениями в лобной и височной долях и аксонопатией, была зареги-
стрирована у солдат и спортсменов, чей спорт был связан с травматизацией головы
[77]. Таупатии и аккумуляция белка TDP-43, наряду с аккумуляцией β-амилоида,
являются важнейшими событиями в патогенезе нейродегенеративных расстройств
БА. Зебраданио, экспрессирующие мутантную форму tau-белка, демонстрируют
все патологические особенности таупатии на поведенческом, тканевом и клеточ-
ном уровнях [78]. Используя ультразвуковую установку (см. выше) для вызова
ЧМТ у зебраданио, показано, что в мозге рыб повышаются содержание каспазы-3,
NF160 (нейрофиламента, обеспечивающего структурную поддержку аксонов),
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микротрубочкового β-III тубулина (цитоскелетного белка, задействованного в ак-
сональном росте и транспорте) в зоне аксонального отека и деструкции, а также
накопление β-амилоида [13].

Накопление внеклеточного глутамата при ЧМТ возникает как следствие сниже-
ния экспрессии его транспортеров (GLT-1, GLAST) в астроцитах, нарушения их
работы (на фоне снижения градиента ионов Na+/K+), а также усиленного высво-
бождения глутамата из аксональных терминалей во внеклеточное пространство.
Гиперстимуляция ионотропных NMDA-рецепторов глутамата приводила к уси-
ленному (или даже бесконтрольному) поступлению ионов Са2+ внутрь клетки и
эксайтотоксичности. Также нейротоксичность может осуществляться и через ме-
таботропные рецепторы глутамата (mGluR 1-8), в итоге формируя отек, ацидоз
клетки, оксидативный стресс и вазоспазм. Данный каскад имеет положительную
обратную связь, а следовательно, склонен к формированию порочного круга и во-
влечению все большего объема поражения ткани [79, 80]. На личинках зебраданио
показано, что MK-801 и ингибитор кальпаина MDL-28170 улучшают локомотор-
ную функцию рыб, свидетельствуя об эксайтотоксичности как о значимом собы-
тии в патогенезе вторичного повреждения ткани мозга при ЧМТ [81].

4. Отек мозга
Главные концептуальные представления о роли отека мозга при ЧМТ начали

развиваться еще в середине 20 века, когда отек мозга был поделен на цитотоксиче-
ский и вазогенный подтипы [82]. В клинической картине ЧМТ за зоной травмати-
ческого поражения сразу следует зона перифокального отека мозга, которая может
расширяться на все полушарие и компримировать весь мозг, что может стать при-
чиной комы. Развивается отек мозга в первые 24 ч после ЧМТ. В зоне травматиче-
ского поражения наблюдается раневой канал или очаг контузии (некроз и деструк-
ция ткани) с геморрагической трансформацией в этой зоне. Далее следуют органи-
зация содержимого зоны поражения и образование глиального рубца. Через 48 ч в
зоне отека появляются макрофаги. В белом веществе появляются участки отека в
виде вакуолей, а в области нейропиля наблюдаются реактивные астроциты. Долго-
срочный отек (несколько месяцев) ведет к периваскулярному появлению крупных,
разбухших реактивных астроцитов – гемистоцитов. Нейронофагия развивается на
12-й–24-й час после ЧМТ, на 24-й–48-й час развивается отек и разбухание аксонов
вокруг поражения и даже на отдалении (аналогично диффузному аксональному
повреждению). На 5-й–6-й месяцы развивается отек (разбухание) и дегенерация
нейронов [83].

Отек мозга способствует демиелинизации, тем самым усугубляя нейродегенера-
цию [84]. Повреждение ГЭБ является основной причиной накопления жидкости в
межклеточной ткани и как следствие – увеличения объема мозга [85].

В 2000-х годах в структуру концепций патогенеза отека входят представления о
количественных и функциональных изменениях со стороны ионных каналах и
белков плотных межклеточных соединений ГЭБ. Так, повышенная экспрессия
белка аквапорина 4 (AQP4) в астроцитах периишемизированной зоны, эпендимо-
цитах является патогенетическим фактором вазогенного отека [86]. Вода, свобод-
ные ионы и белки плазмы под действием гидравлического давления внутри капил-
ляров, а также осмотического и онкотического градиентов давлений подвергаются
транссудации из просвета сосуда в межклеточное пространство [86–88].

Отмечается также значимость SUR1-рецепторов в патогенезе цитотоксического
отека при ЧМТ, так как активации этих каналов способствует истощение запасов
АТФ внутри клетки, а результатом их активации становится неконтролируемое по-
ступление ионов и воды внутрь клетки. Экспрессируются SUR1-рецепторы в аст-
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роцитах, нейронах и капиллярах [89]. Эндотелиальный Ca+-канал TRPV4 также
задействован в каскаде отека и экссудации плазмы в интерстиций. Его актива-
ция приводит к снижению экспрессии молекул межклеточных соединений
(claudin-1, -3, -4, -5, -7 и -8) на эндотелиальных клетках, что служит еще одним
фактором развития вазогенного отека [90]. Установлена повышенная экспрессия
AQP4 в астроцитах как причина цитотоксического отека: через водный канал, ко-
торый образует данный белок в мембране, внутрь астроцитов устремляются ком-
поненты плазмы (вода, ионы и белки) [91]. На примере модели гипергликемии
крыс установлено, что усиление деградации белка окклюдина ведет к нарастанию
отека [92]. Определена значимость провоспалительных цитокинов в зоне повре-
ждения (ИЛ-1, -6, ФНО-α) для усиления экспрессии белка AQP4. Как указанно
выше, усиленная экспрессия AQP4 является молекулярным маркером отека, под-
черкивая взаимосвязь нейровоспаления и отека мозга [93]. На модели ЧМТ у крыс
также проведена оценка проницаемости ГЭБ, его структурной целостности и экс-
прессии белков межклеточных соединений (окклюдин, клаудин-5, ZO-1). Экс-
прессия белков межклеточных соединений после ЧМТ была заметно ниже, чем в
контрольной группе, а проницаемость ГЭБ и отек мозга – выше [94].

Несомненно, патогенезы ЧМТ и церебральной ишемии во много сходны. Но в
отличие от ишемического повреждения при ЧМТ происходит одномоментное воз-
действие механического фактора или силы ускорения. В результате возникает од-
номоментное механическое разрушение ткани или первичное травматическое по-
вреждение. В зоне поражения разрушаются мембраны клеток и стенки сосудов, а
также возникают разрывы аксонов. Последнее особенно характерно для воздей-
ствия силы ускорения. Весь этот комплекс изменений при травматическом пора-
жении наблюдается за мгновение. При ишемизации нарастает дефицит энергети-
ческого субстрата, местный метаболический ацидоз и ионные нарушения. Некроз
в зоне развивается лишь несколько минут спустя. Однако установлено, что через
некоторое время в перитравматической зоне (пенумбре) развивается ишемия, это
позволяет нам говорить о последней как об одном из механизмов вторичного по-
вреждения ткани [95].

ТЕРАПИЯ ЧМТ У ЗЕБРАДАНИО

Возможность реконструкции структуры поврежденной ткани изучена на модели
игловой ЧМТ у зебраданио, в которой рыбам в место повреждения в виде гидроге-
левой смеси вводился нанопептидный каркас для облегчения ангиогенеза и нейро-
генеза. Нанопептид RADA16-SVVYGLR претерпевал самосборку, образуя сети на-
нофибрилл, которые контролировали физико-химические факторы микросреды в
зоне поражения (рН, ионный состав), и такой каркас поддерживал эндотелиоци-
ты, образуя трубчатую структуру и облегчая ангиогенез и миграцию нейральных
стволовых клеток [96]. Другая подобная методика основывалась на трехмерной пе-
чати, при которой нейрональные клетки-предшественники погружаются в гидро-
гель, который распечатывается и встраивается в головной мозг рыб, способствуя
нейрональному росту и регенерации ЦНС после ЧМТ [97].

Используемое в лечении БА и паркинсонизма вещество Cytidine 5'-Diphospho-
choline (CDP-choline) продемонстрировало широкий спектр терапевтической ак-
тивности на модели ЧМТ, индуцируемой у личинок зебраданио методом введения
иглы в дорзальную часть правой стороны заднего мозга. Данный препарат индуци-
ровал умеренную экспрессию провоспалительных и противовоспалительных цито-
кинов в зоне поражения, что стимулировало миграцию микроглиальных клеток в
эту зону и аккумуляцию в ней. Активированные микроглиальные клетки осу-
ществляли клиренс в зоне поражения, а противовоспалительные цитокины спо-



1068 БАБЧЕНКО и др.

собствовали снижению воспаления и процессам нейрорегенерации в пораженной
области, также подавляя нейроапоптоз [96].

Наконец, определенные надежды возлагаются на стволовые клеточные техноло-
гии в сфере регенеративной медицины. Одним из возможных направлений работы
в этой среде – это периваскулярные клетки пупочного тяжа. На модели ЧМТ, ин-
дуцированной ультразвуком у зебраданио, показано, что подсадка данных клеток
улучшает показатели локомоторной активности и снижает тревожное поведение,
астроглиоз и апоптоз [97].

СОПОСТАВЛЕНИЕ ЗЕБРАДАНИО И ГРЫЗУНОВ 
КАК МОДЕЛЬНЫХ ОРГАНИЗМОВ

На сегодняшний день модель латерального гидродинамического удара (LFP) на
грызунах является классической. Данный метод позволяет смоделировать струк-
турно-функциональные, поведенческие и неврологические изменения, аналогич-
ные наблюдаемым в клинической практике. Данный метод позволяет выбирать
угол, силу и точку приложения воздействия [98, 99]. В работе Shalini Das Gupta и
соавт. продемонстрирована возможность использования микроРНК (miR-9-3p,
miR-136-3p) как маркеров ЧМТ, при этом концентрация данных маркеров в плаз-
ме повышалась как среди пациентов, так и среди группы травмированных живот-
ных [100]. С помощью этого метода экспериментально была вызвана эпилепти-
формная ЭЭГ-активность у животных, которая соответствовала таковой у пациен-
тов после ЧМТ по данным метода электрокортикографии [101]. Это доказывает
валидность модели LFP для прямой двунаправленной трансляции в клинику.

Модель индуцируемой ультразвуком ЧМТ у забраданио также позволяет менять
угол, точку приложения и силу воздействия [13]. На модели ультразвук-индуцируе-
мой ЧМТ у зебраданио была успешно вызвана эпилептиформная ЭЭГ-активность,
записанная с поверхности мозга рыбы [102]. Специфические поведенческие тесты
позволяют оценить функциональные изменения в работе головного мозга живот-
ного путем скрининга таких параметров как двигательная активность, простран-
ственная память, тревожность [14]. Таким образом, зебраданио также может пре-
тендовать на звание валидной модели ЧМТ для прямой двунаправленной трансля-
ции в клинику.

Отличительной особенностью, ограничивающей прямые трансляционные воз-
можности зебраданио, является менее четкая дифференцировка мозга на отделы
по сравнению с млекопитающими. Однако все же существует достаточная для мо-
лекулярно-клеточных исследований гомология между имеющимися структурами
головного мозга зебраданио и млекопитающих. Так, субпалеум является гомо-
логом стриарных образований у млекопитающих, а дорзальный палеум – гип-
покампа [103]. Помимо того, в силу высокой регенераторной способности не
возникает четкой картины отдаленных последствий вторичного травматического
повреждения мозга, таких как глиальный рубец, гибель нейронов. При этом имен-
но вторичное травматическое повреждение составляет основу стойкого неврологи-
ческого дефицита у пациентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные тренды в трансляционной биомедицине ставят в приоритет задачу
корректного подбора модельного организма. При этом необходимо принимать во
внимание расход финансовых средств на приобретение и содержание животного,
его анатомо-физиологические особенности, корректность трансляции получен-
ных результатов с модельного животного на человека, молекулярно-генетические
особенности вида, а также биоэтические аспекты работы in vivo. Как модельный
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организм зебраданио обладает рядом неоспоримых преимуществ. Большое коли-
чество разработанных поведенческих тестов и методик работы с геномом, хорошая
возможность трансляции результатов молекулярно-генетических и даже поведен-
ческих исследований на человека, высокая регенераторная способность, биоэтиче-
ская дозволенность в сочетании с относительно небольшими затратами на содер-
жание делают данный модельный организм крайне актуальным для большинства
перспективных направлений в современных исследованиях. Как было показано
выше, моделирование ЧМТ не стало исключением из этого тренда. Зебраданио яв-
ляется оптимальным организмом для исследований тонких молекулярно-генетиче-
ских и клеточных механизмов патогенеза ЧМТ, в частности, механизмов нейрорегене-
рации, поиска молекулярных мишеней для терапии. Главная цель, которая может
быть достигнута с помощью зебраданио – это разработка терапевтических подходов,
направленных на усиление восстановительных возможностей мозга у пациентов.

Существует много открытых вопросов (табл. 2), которые только предстоит ре-
шить с использованием моделей ЧМТ на зебраданио. Например, важным новым
направлением в моделировании ЧМТ у зебраданио может стать выявление корре-

Таблица 2. Отдельные открытые вопросы моделирования ЧМТ у рыб

Как решить проблему недостаточной корреляция между зоной поражения и видимой кли-
нической картиной?

Каким методом лучше всего моделировать ЧМТ у рыб?

Как провести связь между поведенческими тестами и клинической картиной ЧМТ?

В какой области мозга лучше создавать область поражения?

Влияет ли на развитие ЧМТ вид анестезии?

Каково оптимальное время экспозиции в растворе анестетика?

Каковы причины индивидуальных различий у рыб при вызове ЧМТ? Какова летальность 
разных моделей ЧМТ и ее причины?

Какова временная динамика течения процессов нейровоспаления, нейродегенерации, оте-
ка и нейрорегенерации?

Каковы геномные ответы при ЧМТ? Играют ли роль эпигенетические факторы в патогенезе 
ЧМТ?

Каковы оптимальные подходы к терапии при разных моделях ЧМТ у зебраданио?

Какова роль процессов нейровоспаления, отека, нейродегенерации, нейрорегенерации в 
изменениях поведения и когнитивных функций у рыб?

Какова роль активации М1- и М2-микроглии в нейровоспалении на моделях зебраданио? 
Какова роль А1- и А2-подтипов астроцитов в данных процессах?

Насколько корректна трансляция результатов исследований нейровоспаления, нейродеге-
нерации, отека с моделей ЧМТ зебраданио на человека?

Как повлияет повышенный потенциал к нейрорегенерации у зебраданио на корректность 
трансляции результатов исследований данного процесса на человека?

Каковы особенности цитокинового спектра нейровоспаления у рыб?

Какой метод индукции ЧМТ на модели зебраданио наиболее оптимален для изучения про-
цессов нейровоспаления, отека, нейродегенерации, нейрорегенерации?

Существуют ли линейные, половые и возрастные особенности развития ЧМТ у зебраданио?

Как стресс влияет на динамику патогенеза (и восстановления) при ЧМТ у зебраданио?

Какие физиологические (эндокринные) и биохимические биомаркеры ЧМТ у зебраданио?
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ляционной связи между локализацией травмы и паттернами молекулярных и пове-
денческих изменений, что позволит установить взаимосвязь клинической картины
с конкретными молекулярными факторами, которые, в свою очередь, могут стать
мишенью для патогенетической терапии.
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In modern medicine, there is an increased interest in the study of the pathogenesis of
traumatic brain injury (TBI). This is dictated primarily by the high level of hospitaliza-
tions of patients with this pathology, high mortality, as well as imperfect methods of su-
pervision. To achieve a more in-depth understanding of the pathogenesis of TBI, it is
necessary to correctly design the experiment, which in turn begins with the correct selec-
tion of an animal model. The zebrafish is considered as a promising organism for studies
of molecular events underlying the pathogenesis of TBI. Its advantages as a model or-
ganism include a high degree of genetic homology with humans, a relatively low cost,
and a high neuroregenerative potential. The pathogenesis of TBI includes a number of
processes: primary traumatic injury, neuroinflammation, neurodegeneration, cerebral
edema, and neuroregeneration. To date, many of the most important events of the
above-mentioned processes have already been established in rodent models. However,
the molecular processes of TBI pathogenesis largely remain a mystery to our under-
standing. This review discusses the experimental models of TBI in zebrafish, their ad-
vantages and disadvantages in relation to other model organisms. The review also pro-
vides summary data on the pathophysiology and molecular biology of each of the patho-
genetic processes of TBI. A number of examples of experimental therapy of TBI in
zebrafish are given, reflecting the progress in this area. A conclusion is made about the
prospects of using zebrafish as a model object for studies of the pathogenesis of TBI.

Keywords: neuroinflammation, neurodegeneration, neuroregeneration, cerebral edema,
traumatic brain injury, zebrafish, traumatic brain injury therapy
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Лимфатические сосуды участвуют в ряде физиологических и патологических
процессов и обеспечивают поглощение жидкости, иммунных клеток, макромо-
лекул и липидов из интерстициального пространства. Во время операции по
трансплантации органов, являющейся единственным вариантом лечения для па-
циентов с терминальной недостаточностью внутренних органов, непрерывность
лимфатических сосудов между трансплантатом и реципиентом полностью нару-
шается. Несмотря на значительный прогресс в понимании биологии лимфатиче-
ской системы, все еще остается неясным вклад восстановления лимфатического
дренажа в эффективное функционирование/отторжение аллотрансплантатов.
Образование лимфатических сосудов после трансплантации происходит путем
лимфангиогенеза, и восстановление лимфатической дренажной системы обеспе-
чивает поддержание баланса интерстициальной жидкости в аллотрансплантате,
что уменьшает отек ткани. Новообразованные лимфатические сосуды обеспечи-
вают транспорт иммунных клеток, но хорошо известно, что серьезной пробле-
мой при трансплантации органов является иммунное отторжение и воспаление.
С одной стороны, лимфатические сосуды облегчают транспорт антигенпрезен-
тирующих клеток к дренирующим лимфатическим узлам и проникновение им-
мунных эффекторных клеток в трансплантат, ускоряя индукцию аллоиммунитета
и последующее отторжение трансплантата. С другой стороны, они обеспечивают
путь выхода лимфоцитов и макрофагов из трансплантата, уменьшая воспаление
после трансплантации. Степень участия лимфангиогенеза в развитии острого и
хронического отторжения значительно различается в разных органах, и знание
этих механизмов необходимо для разработки стратегии терапии, обеспечиваю-
щей успешное выживание аллотрансплантата. Первая цель данного обзора –
описать роль лимфатических сосудов в поддержании гомеостатической функции
органов в физиологических условиях, показать сложность процесса лимфангио-
генеза, роль различных факторов в протекании этого процесса при транспланта-
ции, учитывая регионарную специфику. Вторая – привлечь внимание специали-
стов в области трансплантологии к лимфатической системе, ее роли в судьбе
трансплантированных органов и необходимости интенсивного изучения процес-
сов лимфангиогенеза при трансплантации органов.

Ключевые слова: трансплантация органов, отторжение, лимфатический сосуд, го-
меостаз, лимфангиогенез
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Несмотря на значительные достижения в области фармакотерапии при различ-
ных патологических процессах, в ряде случаев, когда никаких сопоставимых по
эффективности альтернатив не существует, только трансплантация донорских ор-
ганов позволяет спасти жизнь многих людей и восстановить основные функции.
История трансплантации органов началась 7 марта 1902 г., когда Ullmann сообщил
о пересадке почки собаки с исходного места на шею [1]. Спустя несколько месяцев
он также первым выполнил ксенотрансплантацию органа человеку (почка свиньи
была пересажена пациенту с уремией в область локтевого сгиба). В последующем в
разных клиниках были проведены сотни трансплантаций различных органов на
животных, в процессе выполнения которых были отработаны основные принципы
трансплантации органов. Полученный опыт и разработка новых эксперименталь-
ных моделей послужили основой для открытия важнейших иммунологических
концепций трансплантации, в том числе механизмов отторжения аллотрансплан-
тата и развития методов иммуносупрессии [2].

Первая успешная трансплантация органа от человека к человеку была произве-
дена в декабре 1954 г. в США. Доктор Murray выполнил пересадку почки от живого
донора брату-близнецу [3]. Операция была успешной, поскольку, как это мы сейчас
хорошо понимаем, у братьев были одинаковые типы HLA, и трансплантированный
орган распознавался организмом реципиента как “свой”. В последующие годы ин-
формации об иммунном ответе реципиента на несовпадающий HLA донорского ор-
гана становилось все больше, что позволило выполнить многочисленные успешные
трансплантации сердца, легких, поджелудочной железы и печени [4, 5].

Трансплантация органов принципиально изменила будущее и качество жизни
пациентов с терминальной дисфункцией различных органов. История трансплан-
тологии включает большое количество неудач на разных этапах ее развития, однако
в последующем, благодаря техническому прогрессу, фармакологической поддерж-
ке и инновациям в расширении донорского пула в этой молодой области медици-
ны, было множество хирургических и нехирургических достижений, которые пре-
образили трансплантацию органов из “экспериментальной” в 1950-х и 60-х годах в
современный стандартный метод лечения заболеваний органов-мишеней в терми-
нальной стадии [6].

Согласно данным Всемирного регистра по трансплантации – WHO-ONT [7] все
последние годы наблюдается устойчивый рост количества проводимых трансплан-
таций органов. В 2018 г. их общее количество составило 146840, из них трансплан-
тация почек – 95479, печени – 34074, сердца – 8311, легких – 6475. При трансплан-
тации органов существует несколько серьезных проблем, и если сложные вопросы
в области хирургии и микрохирургии в значительной степени решены, то проблема
отторжения трансплантата, вызванного развитием иммунных реакций организма,
несмотря на проведение иммуносупрессивной терапии, по-прежнему остается ак-
туальной (обзоры [8, 9]). Совершенно очевидна необходимость детального изуче-
ния особенностей взаимодействия лимфатической системы реципиента (являю-
щейся морфологической основой иммунной системы и играющей ключевую роль
в иммунных процессах) и элементов лимфатической системы трансплантирован-
ного органа. Тем не менее, изменения транспортных потоков лимфы, происходя-
щие после трансплантации, до недавнего времени практически не учитывались.
Возможность восстановления лимфатического дренажа путем лимфангиогенеза и
значение этого процесса для развития реакций отторжения трансплантированного
органа изучены слабо.

Функциональное значение лимфатической системы заключается в сохранении
тканевого гомеостаза и обусловлено тем, что она играет ведущую роль в поддержа-
нии баланса тканевой жидкости, удалении из интерстициального пространства
экстравазированных белков, обеспечивает своевременный отток от органов круп-
номолекулярных метаболитов и транспорт липидов, а также принимает непосред-
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ственное участие в осуществлении иммунологического контроля. Ей принадлежит
решающая роль в механизмах восстановления после многих патологических про-
цессов и трансплантации органов, т.к., с одной стороны, с помощью лимфатическо-
го дренажа происходит очистка тканей от продуктов жизнедеятельности, вирусов,
бактерий и токсичных белков, что значительно способствует процессам репарации
тканей, с другой стороны, лимфатическая сеть обеспечивает исключительную сре-
ду, в которой иммунные клетки могут встречаться и реагировать на чужеродные
антигены [10–12].

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ
ЛИМФАТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ

Морфологически лимфатическая система состоит из сети сосудистых структур,
в которых образуется лимфа и осуществляется лимфоток, и связанных с ними спе-
циализированных лимфоидных органов – лимфатических узлов, где происходят
критически важные иммунные реакции. Сеть лимфатических сосудов (ЛС) начина-
ется со слепых лимфатических капилляров (начальных лимфатических сосудов –
ЛК), которые являются местом образования лимфы. Сформировавшись, лимфа
движется по сети ЛС (преколлекторы, собирающие ЛС, афферентные пренодаль-
ные ЛС), направляясь к лимфатическим узлам. В лимфатических узлах множе-
ственные пренодальные афферентные ЛС сливаются в узловое субкапсулярное
пространство, которое соединяется с лимфатическими синусами, где происходит
взаимодействие компонентов лимфы с различными иммунными клетками. Эффе-
рентные лимфатические протоки соединяются с другими пост- и пренодальными
ЛС сложной лимфатической сети, в итоге образуя грудной проток, из которого
лимфа поступает в крупные вены шеи [13].

Как уже указывалось выше, лимфатическая система осуществляет не только го-
меостатические функции, но и является основным участником иммунных реак-
ций. В отличие от кровеносных капилляров, ЛК проницаемы для клеток, и денд-
ритные клетки после контакта с антигеном перемещаются в ЛК и с током лимфы
поступают в лимфатические узлы. Процесс перехода лимфоцитов и дендритных
клеток из интерстициального пространства в ЛК довольно сложен и регулируется
лимфатическими эндотелиальными клетками (ЛЭК), которые являются первыми
клетками, вступающими в прямой контакт с периферическими антигенами, цито-
кинами и иммунными клетками, перемещающимися из периферических тканей в
лимфатические узлы. Экспрессия MHC-II мышиными ЛЭК была установлена
in vivo [14, 15], это свидетельствует о том, что они способны выполнять функцию
антигенпрезентирующих клеток, а также контролировать скорость перемещения
дендритных клеток и Т-лимфоцитов по ЛС [16], тем самым модулируя начало раз-
вития иммунного процесса и его интенсивность, т.е. их роль в адаптивном имму-
нитете намного шире, чем предполагалось ранее.

Первичные лимфоидные органы (костный мозг и тимус) являются основными
структурами, продуцирующими Т- и В-клетки, а вторичные лимфоидные органы
(селезенка и лимфатические узлы) – это ключевые органы, в которых происходит
созревание T-клеток, презентация антигенов и запуск адаптивных иммунных реак-
ций. Третичные лимфоидные структуры или органы часто развиваются в очагах
хронического воспаления, но также могут быть обнаружены изначально в некото-
рых органах, таких как легкие (бронх-ассоциированная лимфоидная ткань) и же-
лудочно-кишечный тракт (слизистая-ассоциированная лимфоидная ткань) и мо-
гут функционировать как местные иммуномодулирующие структуры. Лимфатиче-
ские сосуды и вторичные лимфоидные органы расположены таким образом, что
это позволяет оптимизировать взаимодействие между антигенами, антигенпрезен-
тирующими клетками и врожденными и адаптивными эффекторными клетками.
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Лимфа, отводимая с периферии по афферентным ЛС, в физиологических усло-
виях переносит в лимфатические узлы тканеспецифические аутоантигены, что
способствует развитию иммунологической толерантности. При патологии (воспа-
ление, опухоли) в лимфе обнаруживаются различные цитокины и другие сигналь-
ные молекулы, разнообразные пептиды, которые образуются внеклеточно, в том
числе в результате местного катаболизма, деградации внеклеточного матрикса,
апоптоза и ремоделирования тканей. Многие из перечисленных веществ взаимо-
действуют с ЛЭК пренодальных ЛС, которые продуцируют различные вещества,
действующие на гладкомышечные клетки ЛС. Изменения сократительной актив-
ности гладкомышечных клеток под влиянием физиологически активных веществ,
содержащихся в оттекаемой лимфе, включая сигнальные молекулы, продуцируе-
мые ЛЭК, приводят к изменению транспортного потока [17].

Общей отличительной особенностью операций по трансплантации органов яв-
ляется отсутствие хирургического соединения ЛС реципиента и трансплантиро-
ванного органа, что приводит к нарушению лимфодренажа. Поскольку ЛС обеспе-
чивают постоянный отток от тканей избытка интерстициальной жидкости, нару-
шение их целостности приводит к накоплению жидкости в межклеточном
пространстве и отеку трансплантированного органа, что существенно нарушает
его стабильное функциональное состояние. С другой стороны, ЛС являются важ-
ными путями доставки антигенпрезентирующих клеток и растворимых антигенов,
и их повреждение изменяет локальную и системную иммунобиологию аллотранс-
плантата, нередко запуская процессы острого и хронического отторжения. Соот-
ветственно, восстановление лимфатической сосудистой сети представляется чрез-
вычайно важным.

ЛИМФАНГИОГЕНЕЗ
Довольно длительное время данные о молекулярной биологии лимфатической

системы, которые позволили бы делать заключения о росте и развитии ЛС, остава-
лись крайне скудными, что было обусловлено трудностями в идентификации и вы-
делении ЛЭК. Согласно устоявшимся представлениям, лимфангиогенез представ-
ляет собой процесс роста ЛС, во время которого новые ЛС образуются из уже су-
ществующих. В последнее десятилетие наблюдается значительный прогресс в
наших возможностях для изучения ремоделирования и регенерации ЛС, в основ-
ном, благодаря достижениям в идентификации регуляторных молекул и маркеров,
специфичных для лимфатического эндотелия [18–20]. Блокирование каждого из
этих маркеров в экспериментах, а также использование контролируемых генетиче-
ских моделей (нокаутных) мышей позволяет выявить сигнальные пути, определя-
ющие формирование ЛС [21–23].

LYVE-1 один из наиболее специфичных и широко используемых маркеров эн-
дотелия ЛС. Несмотря на то, что LYVE-1 может экспрессироваться в эндотелиаль-
ных клетках крупных вен, он является индикатором лимфатической эндотелиальной
компетентности [24–27], а его экспрессия – одним из первых признаков начала
лимфангиогенеза [28]. LYVE-1 конститутивно экспрессируется как на просветной,
так и на аблюменальной поверхности лимфатического эндотелия в нормальных
условиях и является рецептором гликозаминогликана гиалуронана (гиалуроно-
вой кислоты) во внеклеточном матриксе [29–31]. Поскольку связывание гиалу-
роновой кислоты с CD44 может происходить в присутствии LYVE-1 in vitro [25],
ее LYVE-1-направленная локализация в лимфатических сосудах может обеспечи-
вать субстрат для трансмиграции CD44+ [32]. Принимая во внимание, что внекле-
точный матрикс является важным регулятором для морфогенеза ткани и лимфан-
гиогенеза, и взаимодействие с матрицей гиалуронана опосредует миграцию лейко-
цитов во время воспаления [29, 32], изменения в экспрессии LYVE-1 будут
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отражать прямые функциональные ответы ЛЭК на аллоиммунную реактивность
после трансплантации. Учитывая, что молекулярный фенотип собирающих ЛС
значительно отличается от ЛК, наличие гладкомышечных клеток в составе стенки
сосудов приводит к подавлению LYVE-1 [33]. Собирающие ЛС крысы экспресси-
руют мРНК LYVE-1 на уровнях, очень похожих, но несколько выше, на таковые в
венах, и есть основания полагать, что подавление LYVE-1 за счет контакта с глад-
комышечными клетками опосредуется на посттранскрипционном уровне [34], что
требует дальнейшего исследования. Дальнейшего изучения требует и вопрос, свя-
занный с функциональной активностью LYVE-1, т.к. в ЛЭК он проявляет относи-
тельно низкую аффинность к гиалуронану [31, 34], которая, однако, может меняться,
что дает новое понимание молекулярных механизмов, регулирующих взаимодей-
ствия лиганда LYVE-1 при воспалении и иммунитете [35].

Подопланин представляет собой небольшой трансмембранный муциноподоб-
ный гликопротеин, первоначально описанный в исследованиях, проведенных на
подоцитах почек крыс [36]. Он широко экспрессируется в различных тканях и ти-
пах клеток, таких как гломерулярные подоциты, альвеолярные клетки I типа,
остеоциты, мезотелиальные клетки, сосудистое сплетение, глиальные клетки, не-
которые типы нейронов, эндотелий ЛС, различные типы фибробластов, включая
опухолевые клетки [37, 38]. Подопланин участвует в эмбриональном развитии [38–
40], а во взрослых тканях играет решающую роль в лимфангиогенезе, продукции
тромбоцитов в костном мозге и иммунном ответе [41, 42]. Отсутствие подопланина
делает невозможным формирование нормальной лимфатической сосудистой сети
[42, 43]. Поскольку не выявлено экспрессии подопланина в кровеносных сосудах,
его можно рассматривать как надежный маркер ЛЭК [44]. Однако подопланин
присутствует в ЛК, но не в сосудах, которые имеют гладкомышечные клетки в со-
ставе своей стенки [45].

Prox1 – это фактор транскрипции, который действует как главный регулятор-
ный белок в развитии ЛЭК. Prox1 расположен в ядре, и его экспрессия является
взаимоисключающей с экспрессией маркера кровеносных сосудов PAL-E [46]. Вы-
явление его роли в индукции фенотипа ЛЭК позволило получить доказательства
независимости развития кровеносных и лимфатических сосудов [46–48]. В лимфа-
тической системе экспрессия Prox1 наблюдается на всем ее протяжении [34].

Среди всех ангиогенных факторов семейство сосудистых эндотелиальных фак-
торов роста (VEGF) считается основным в новообразовании сосудов. В нормаль-
ных физиологических условиях ангиогенез и лимфангиогенез – это строго регули-
руемые процессы, и факторы роста эндотелия сосудов (VEGF) и рецепторы к
VEGF (VEGFR) являются ключевыми медиаторами этой регуляции. Семейство
VEGF объединяет 5 членов: VEGF-А, -B, -C, -D и PlGF (плацентарный фактор ро-
ста), которые представляют собой гликопротеины, стимулирующие формирование
новых кровеносных и ЛС и увеличивающие проницаемость сосудов. VEGF-A, -B, -C
и -D, а также рецепторы VEGF 1, 2 и 3 различаются как по профилям экспрессии,
так и по функциям. Механизмы лимфангиогенеза сходны с процессами ангиоге-
неза, а их реализация не зависит от образования новых кровеносных сосудов. В
то же время некоторые факторы роста (VEGF-C и -D) могут взаимодействовать с
рецепторами, расположенными как на лимфатических, так и на кровеносных со-
судах, таким образом, одновременно стимулируя процессы ангио- и лимфангио-
генеза [49]. VEGF-C индуцирует рост, миграцию и выживание первичных ЛЭК [50],
а у трансгенных мышей с избыточной экспрессией VEGF-C развивается гиперпла-
зия ЛС [51, 52].

Среди генов, экспрессируемых преимущественно в лимфатическом эндотелии,
VEGFR-3 был первым идентифицированным и является ключевым регулятором
его развития. VEGFR-3 представляет собой заякоренную в мембране тирозинкиназу,
связывающую VEGF-C и VEGF-D, участвующих в лимфангиогенезе [18]. Нейропи-
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лин-2 способствует лимфангиогенезу, действуя как корецептор для VEGFR-3 и регу-
лируя его передачу сигналов [53].

Помимо непосредственного участия в лимфангиогенезе, передача сигналов
VEGF-C /VEGFR-3 регулирует продукцию хемокинового лиганда CCL21 [54]. Ра-
нее предполагалось, что иммунные клетки пассивно и беспорядочно попадают в
афферентные ЛС, однако после идентификации CCR7, высоко экспрессируемого
на наивных Т-клетках и зрелых дендритных клетках, было установлено, что дан-
ный лиганд регулирует их проникновение [55], в свою очередь, CCL21 участвует в
привлечении CCR7 [56]. На экспериментальных моделях трансплантации было
показано, что передача сигналов CCL21/CCR7 регулирует перемещение дендрит-
ных клеток к вторичным лимфоидным органам, а микроокружение участка транс-
плантата оказывает сильное влияние на аллоиммунитет и выживаемость транс-
плантата посредством влияния на данный трафик [57].

VEGF-C и VEGF-D не являются единственными лимфангиогенными факторами,
которые стимулируют лимфангиогенез посредством активации VEGFR-3, специ-
фически экспрессируемого на нормальных ЛЭК [58, 59]. Исследования лимфан-
гиогенеза при метастазировании опухолей, в которых эти факторы экспрессирова-
лись на чрезвычайно низких уровнях, позволили выявить наличия дополнитель-
ных сигнальных систем [44, 60].

Наиболее изучен процесс распространения и прорастания новых ЛС из уже су-
ществующих. Явление образования новых ЛС из циркулирующих эндотелиальных
клеток-предшественников остается малоизученным, но чрезвычайно важным по-
сле трансплантации органа [61]. Ключевую роль в лимфангиогенезе, связанном с
отторжением и воспалением, играют макрофаги [62]. Получены данные, что ткане-
вые макрофаги VEGF-3+ могут трансдифференцироваться в ЛЭК. Кроме того,
макрофаги могут косвенно действовать как основной источник VEGF-C и других
лимфоангиогенных факторов, которые стимулируют пролиферацию резидентных
ЛЭК [63].

ЛИМФАТИЧЕСКИЙ ДРЕНАЖ СЕРДЦА
Сердце обладает обширной лимфатической сетью, которая представлена ЛК и

собирательными ЛС. Она располагается во всех слоях сердца, и в ней различают
три капиллярные сети: субэндокардиальную, интрамиокардиальную и субэпикар-
диальную [64], которые представлены в большем количестве в желудочках, чем в
предсердиях [65]. ЛК состоят из тонкого слоя эндотелиальных клеток и образуют
относительно плотные сети в виде сетки [65], создавая непрерывное сплетение [66,
67]. Короткие капилляры субэндокардиальной сети погружаются в миокард и вли-
ваются в интрамиокардиальную сеть, капилляры которой переходят в субэпикар-
диальную сеть. Субэпикардиальная капиллярная сеть, покрывающая поверхность
предсердий и желудочков, очень сильно развита и является резервуаром оттока
всей лимфы из эндокарда и миокарда [64]. Она лежит в плоскости, параллельной
поверхности эндокарда [11]. Наибольшая плотность ЛК наблюдается в ткани со-
сочковых мышц и области проводящей системы сердца [68].

Начальными путями лимфатического оттока сердца являются преколлекторы,
которые представляют собой небольшие клапанные сосуды с нерегулярной преры-
вистой мускулатурой и берут начало из субэпикардиальной капиллярной сети [66]
Причем, наличие клапанов, пропускающих ток лимфы в одном направлении, и
почти полное отсутствие гладкомышечных клеток являются отличительным свой-
ством преколлекторов кардиальной лимфатической системы [66, 67] и обеспечива-
ют функциональную взаимосвязь оттока лимфы с фазами сердечного цикла. Про-
движение лимфы по ним обусловлено сокращением сердечной мышцы и зависит
от силы систолы и продолжительности диастолы сердца [64, 69].
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Собирающие ЛС больше по размеру, но конструктивно похожи на преколлекто-
ры, мышечный слой выражен слабо и не зависит от размера сосуда [66]. Их можно
наблюдать, преимущественно, под эпикардом, где они сливаются в лимфатиче-
ские стволы, которые дренируют все сердце. Собирающие субэпикардиальные ЛС
желудочков, следуя вдоль артериальных ветвей в направлении от верхушки сердца
к его основанию, достигают венечной борозды, где образуют левый и правый ве-
нечные стволы. Сюда же открывается и большинство ЛС, дренирующих предсер-
дия. В большинстве случаев отток лимфы из правого и левого коллекторных лим-
фатических стволов сердца идет по разным направлениям в сложную систему лим-
фатических узлов средостения [64].

Таким образом, принцип организации путей лимфатического дренажа сердца
сходен со структурой расположения кровеносных сосудов, кольца которой во вза-
имно-перпендикулярных плоскостях обеспечивают циркуляцию в условиях посто-
янной нестабильности конфигурации сердечной стенки. Эффективность лимфа-
тического оттока зависит как от активного сокращения лимфангионов (активный
лимфоотток), так и от сократительной активности миокарда (пассивный лимфоот-
ток): сердечные сокращения обеспечивают внешнее механическое воздействие для
эффективного дренажа тканевой жидкости и лимфы, что является важной особен-
ностью, запускающей формирование порочного круга при развитии у пациента
хронической сердечной недостаточности того или иного генеза [70].

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
ЛИМФАТИЧЕСКИХ ПУТЕЙ ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ СЕРДЦА

Трансплантация сердца в настоящее время является лучшим методом лечения
пациентов с сердечной недостаточностью в терминальной стадии. Отдаленный
прогноз больных после трансплантации сердца в первую очередь определяется
особенностями взаимодействия организма реципиента и трансплантированного
органа, проявляющимися отторжением трансплантата. Будучи максимальным в
первые месяцы и снижаясь спустя и более год после трансплантации, риск разви-
тия отторжения трансплантата сердца сохраняется пожизненно, что определяет
необходимость в постоянной иммуносупрессивной терапии. Однако иммуноде-
прессанты обладают рядом метаболических, инфекционных, почечных и неопла-
стических побочных эффектов [71] и не предотвращают развитие васкулопатии
сердечного аллотрансплантата [72, 73], являющейся основным ограничением дол-
говременной выживаемости трансплантата сердца, которая остается ведущей при-
чиной смертности через 5 лет и более после трансплантации. Гистологически вас-
кулопатия сердечного аллотрансплантата представляет собой сложное взаимодей-
ствие между пролиферативными миобластами, макрофагами и Т-лимфоцитами,
ведущее к образованию неоинтимы [73].

После трансплантации сердца наблюдаются изменения цитокиновой среды,
возникающие в результате ишемического/реперфузионного повреждения, которое
активирует лейкоциты донора (DPL) для миграции из трансплантата [74]. DPL мо-
гут перемещаться по кровотоку в селезенку посредством обратной трансмиграции
или попасть в дренирующие лимфатические узлы через ЛС. Учитывая отсутствие
непрерывности ЛС между донором и реципиентом, DPL, выходящие из донорско-
го трансплантата через разорванные концы донорских ЛС, захватываются ЛК ре-
ципиента и направляются к дренирующим лимфатическим узлам реципиента, где
они вызывают донор-специфический иммунный ответ, управляемый Т-клетками.
В модели гетеротопической трансплантации сердца мышей воссоединение ЛС до-
нора с сосудами реципиента происходит к 4-й неделе после трансплантации [75].

В доклинических моделях было показано, что плотность и размер ЛС в переса-
женных сердцах увеличиваются, и большинство ЛС имеют донорское, а не реци-
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пиентное происхождение [72, 76]. Были отмечены региональные особенности раз-
вития ЛС: плотность внутренней лимфатической ткани миокарда аллотрансплан-
тата снижалась более чем в 30 раз за 1 неделю и восстановилась только до 15% от
нативного уровня через 8 недель после трансплантации. Напротив, ЛС аллотранс-
плантата в эпикарде и рядом с ним не показали значительного снижения плотности,
но увеличились в размере более чем в 5 раз через 2 недели и имели примерно 3-кратное
увеличение через 8 недель после трансплантации. Лимфатические изменения кор-
релировали во времени со степенью инфильтрации Т-лимфоцитами и макрофагами в
аллотрансплантатах, которая достигла пика через 2–3 недели после транспланта-
ции [77]. Имеющиеся данные, полученные при анализе клинических образцов
трансплантата сердца, неоднозначны. Так, в ряде исследований повышенная лим-
фатическая плотность была связана с отторжением, причем ЛС имели реципиент-
ное происхождение [78]. В других исследованиях с использованием лимфатиче-
ских маркеров показано, что по сравнению с биопсией через 0.5 мес., плотность
ЛС, положительных по LYVE-1 и PROX-1, значительно снижается через 1 мес. после
трансплантации и в последующем, а пациенты с умеренным отторжением в тече-
ние первых 12 месяцев (ISHLT < IIIa) имели значительно более высокую плотность
VEGFR-3 через 0.5 мес. по сравнению с пациентами, по крайней мере, с одним эпи-
зодом клинически значимого отторжения [79]. Таким образом, ЛС миокарда демон-
стрируют значительное изменение фенотипа эндотелия после трансплантации.

Несмотря на то, что исследование лимфангиогенеза при трансплантации сердца
начались относительно недавно, т.е. позже, чем при трансплантации почки или
роговицы, к настоящему времени показано, что он вовлечен в процессы отторже-
ния/выживаемости аллотрансплантатов. Связанный с трансплантацией лимфан-
гиогенез сопровождается повышением уровней VEGF-C, основным источником
которого являются инфильтрирующие трансплантат макрофаги и CD4+ Т-клетки
[72]. Ишемия, вызывающая повреждение сердечного трансплантата, приводит к
усилению передачи сигналов VEGF-C/VEGFR3, увеличивает лимфангиогенез, что
повышает экспрессию VEGFR3 и продукцию хемоаттрактанта CCL21 ЛС. VEGF-C
может оказывать влияние как на VEGFR-3 + ЛС, так и на VEGFR-3 + антиген-
представляющих клеток в сердечных аллотрансплантатах [72]. Перенос антиген-
представляющих клеток из васкуляризированных аллотрансплантатов во вторич-
ные лимфоидные органы – как селезенку, так и лимфатические узлы – имеет ре-
шающее значение для праймирования аллореактивных Т-клеток и развития
аллоиммунных ответов [80], и хроническое отторжение увеличивает этот перенос
[76, 81]. Данные наблюдения заставляют предположить, что ингибирование лим-
фангиогенеза может ослабить хроническое отторжение за счет ослабления эффе-
рентного потока донорских антигенпредставляющих клеток в лимфатические узлы
реципиента [81].

Завершая краткий обзор об изменениях ЛС в сердце и их значении для судьбы
аллотрансплантата, необходимо отметить следующее. Большой объем кровотока в
миокарде и высокий уровень метаболизма приводят к образованию в миокарде в
физиологических условиях значительного объема лимфы, которая оттекает в ЛС
эпикарда и далее – в крупные лимфатические коллекторы. Перевязка крупных от-
водящих ЛС на животных моделях сопровождается отеком, воспалением и быстро
развивающимся обширным фиброзом миокарда и значительным снижением со-
кратительной функции желудочков [82, 83]. После трансплантации сердца и вос-
становления кровотока в миокарде процессы лимфообразования возобновляются,
при этом отток лимфы затруднен. Ухудшение оттока лимфы приводят к возраста-
нию объема интерстициальной жидкости, отеку миокарда и нарушению метаболи-
ческих процессов, которые и без того нарушены в результате ишемии-реперфузии.
Отек миокарда вследствие отсутствия связи между ЛС трансплантированного
сердца и ЛС реципиента после трансплантации сердца с последующим развитием
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воспаления является решающим фактором активации процессов раннего отторже-
ния аллотрансплантата. В свою очередь, хроническое отторжение приводит к уве-
личению лимфатического потока от донорского трансплантата к дренирующему
лимфатическому узлу, что может быть фактором, способствующим переносу кле-
ток, аллоиммунитету и васкулопатии сердечного аллотрансплантата.

ЛИМФАТИЧЕСКИЙ ДРЕНАЖ ПОЧЕК
Почечные ЛС играют важную роль в контроле давления, объема и содержания

белка в интерстициальной жидкости, а также участвуют в активации иммунной си-
стемы и воспалительных процессов. В общем плане лимфатическая система почек
представлена глубокими и поверхностными ЛС, берущими начало от ЛК, образую-
щих две сети. Поверхностная (интракапсулярная) сеть лежит в толще фиброзной
капсулы, ее ЛК неправильной формы и неодинакового калибра образуют анасто-
мозы с лимфатической системой почечной паренхимы. Отводящие ЛС поверх-
ностной сети идут к воротам почки, где сливаются с глубокими ЛС, выходящими
из почечного синуса [64].

Глубокая (внутрипочечная) лимфатическая сеть находится непосредственно в
паренхиме почки и имеет периартериальное расположение. ЛК коркового слоя бе-
рут начало (как внутридольковые) в интерстиции рядом с гломерулами – сосуды
расположены очень близко, но не проникают внутрь, и следуют рядом с афферен-
тыми артериолами и междольковыми артериями. У людей ЛС вокруг междолько-
вых вен более развиты, чем ЛС вокруг междольковых артерий [84]. В межлобуляр-
ных ЛС нет клапанов, что позволяет лимфе, сформированной в корковом слое,
выходить из почки в любом направлении [85]. Капилляры, расположенные рядом с
артериями и венами между дольками почки, соединяются в преколлекторы, обра-
зуя дуговые сосуды у основания пирамид, ближе к наружной поверхности корко-
вого слоя количество ЛС снижается. Затем следуют междолевые ЛС почечных
столбов, которые окончательно сливаются в лимфатические коллекторы ворот
почки [86–88].

Преколлекторы содержат отдельные гладкомышечные клетки, а в собирающих
сосудах имеется выраженный слой этих клеток. В преколлекторных – дугообраз-
ных и междолевых – ЛС и собирающих (прикорневых) ЛС присутствуют клапаны,
которые способствуют однонаправленному потоку к воротам и лимфатическим уз-
лам аорты [89]. ЛС наиболее многочисленны в интерстиции, окружающем междо-
льковые, дугообразные и междолевые артерии и вены. Почти полное отсутствие
ЛС в мозговом веществе в почках без патологии, в том числе подтвержденное в ис-
следованиях с подопланином [84], предрасполагает к гипотезе, что жидкость из
интерстиция мозгового вещества дренируется ЛК, расположенными рядом с дуго-
выми артериями и, возможно, междолевыми сосудами [89]. Дренаж жидкости с на-
ходящимися в ней веществами из интерстиция мозгового вещества может осу-
ществляться непосредственно в кровеносные сосуды, что показано в эксперимен-
тах с введением меченого альбумина [90] и рассчитано с помощью математических
моделей [90, 91]. В корковом веществе удаление интерстициального альбумина яв-
ляется основной функцией ЛС, где градиенты онкотического давления необходи-
мы для канальцевой реабсорбции. В мозговом веществе, где удаление его затрудне-
но, образуется пул интерстициального альбумина [85, 92], который участвует в со-
здании онкотического давления и способствует концентрированию мочи.

Взаимосвязь между интракапсулярной и внутрипочечной сетями была наиболее
подробно изучена в работе Holmes и соавт. [93], где показано наличие перфориру-
ющих и коммуницирующих ЛС у собак. В этих сосудах имеется клапан, предотвра-
щающий поток лимфы из капсулы в почечную паренхиму. Различный состав лим-
фы поверхностных и глубоких сосудов [94] отражает отмеченные морфологиче-
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ские черты и функциональные особенности дренирования различных отделов
почки. Необходимо отметить, что в нормальных условиях большая часть лимфы
отводится внутрипочечной системой [87]. Напротив, при патологических состоя-
ниях, таких как обструкция мочеточника, было продемонстрировано увеличение
отведения лимфы через интракапсулярную систему [93].

Следуя от ворот почки, одна часть ЛС почки располагается впереди почечной
вены, другая – между веной и артерией и третья – позади артерии. Эти группы ЛС
почек подходят к поясничным (кавальным или аортальным) лимфатическим уз-
лам. Обе почки также отправляют ЛС кзади от аорты, которые могут вливаться не-
посредственно в грудной проток. Почечные ЛС могут достигать очень отдаленных
узлов, но, в конечном итоге, большая часть лимфы, оттекающей из почки, собира-
ется в cisterna chyli [95].

Двумя основными факторами, которые способствуют образованию почечной
лимфы, являются объем интерстициальной жидкости и внутрипочечное венозное
давление. Почечный лимфатический приток может быть подавлен в условиях по-
вышенного венозного давления или повышенной проницаемости капилляров.
Точно так же почечный лимфатический отток может быть нарушен повышенным
центральным венозным давлением. Почечная лимфатическая дисфункция по лю-
бой причине приводит к интерстициальному отеку почек [85].

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ
ЛИМФАТИЧЕСКИХ ПУТЕЙ ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ПОЧКИ

Хорошо известными лимфатическими осложнениями трансплантации почки
являются развитие у пациентов лимфоцеле и лимфореи. Лимфоцеле – скопление
лимфы в забрюшинном пространстве без эпителиальной выстилки [96]. У пациен-
тов с пересаженной почкой лимфоцеле представляет собой псевдокистоз, при ко-
тором содержимое лимфы покрыто твердой фиброзной капсулой, часто локализо-
ванной вокруг трансплантата [97, 98]. Лимфорея определяется как утечка лимфы
из хирургических дренажей или из брюшной стенки через хирургическую рану. По
данным ряда авторов, лимфоцеле наблюдается примерно у 0.6–33.9% пациентов,
включая бессимптомное протекание [99, 100]. Оно может развиться в течение от
2 нед. до 6 мес. после трансплантации, с пиком развития через 6 недель [97]. Дли-
тельное время считалось, что лимфоцеле является чисто хирургическим осложне-
нием, т.к. снижению его образования способствует перевязка всех основных лим-
фатических сосудов во время подготовки сосудистого русла к операции. Однако
лимфатические осложнения могут быть связаны с такими факторами, как диабет,
ожирение, нарушения свертывания крови, использование антикоагулянтов, высо-
ких доз диуретиков, иммунодепрессантов и др. (обзор [101]). Тем не менее, счита-
ется, что основным триггером возникновения лимфоцеле является острое оттор-
жение трансплантата [100, 102], связь между которыми была описана достаточно
давно и в дальнейшем подтверждена в многочисленных наблюдениях [102].

Хроническое отторжение трансплантата (хроническая трансплантационная
нефропатия) остается серьезной проблемой, значительно влияющей на отдален-
ные результаты пересадки почки. Она указывается как одна из основных причин по-
терь ренальных аллотрансплантатов и поражает 5% трансплантатов ежегодно [103].
Хроническая трансплантационная нефропатия связана с прогрессирующей атро-
фией нефронов и рубцеванием трансплантата, которые рассматриваются как по-
следний общий путь разрушения трансплантата с многофакторным патогенезом,
который включает вклад прямого аллоантиген-зависимого отторжения и различ-
ных аллоантиген-независимых процессов, таких как ишемия-реперфузионное по-
вреждение, системная гипертензия, гиперлипидемия и т.д. [104] Основным прояв-
лением хронической трансплантационной нефропатии является дисфункция
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трансплантата, которая на ранней стадии может проявляться стойким нарушением
канальцевых функций, а в дальнейшем – в виде хронической почечной недоста-
точности. Специфичными для хронической трансплантационной нефропатии
считаются и изменения стенок мелких сосудов [105, 106].

Отторжение аллотрансплантата, являющееся воспалительным процессом, ха-
рактеризуется разрастанием сети ЛС, лимфангиогенезом. Регенерация ЛС начина-
ется через 3 дня после трансплантации почки и, хотя характер повторного соедине-
ния и эффективность этих новообразованных ЛС остаются малоизученными, при-
ближается к физиологическому состоянию через 2 нед. [107]. Создание
эффективной лимфодренажной системы важно для почечной функции, так дву-
сторонняя почечная лимфатическая перевязка на модели крыс приводила к интер-
стициальному отеку, фиброзу и почечной недостаточности [108]. В то же время
имеются данные, что ухудшение функции почек после лечения острого отторже-
ния было связано с экспрессией ЛС в образцах почечного аллотрансплантата [109].
Использование специфических маркеров для ЛЭК (LYVE-1, Prox-1, подопланина)
позволило оценить распределение и плотность ЛС в трансплантате почки во время
эпизодов острого отторжения [110, 111]. Первоначально развитие новых ЛС в биоп-
татах почечного аллотрансплантата человека было отмечено у пациентов с острым
отторжением почечного трансплантата, где наблюдалось 50-кратное увеличение
плотности ЛС в сочетании с внутрипочечными узловыми лимфоидными инфиль-
тратами с признаками активной пролиферации ЛЭК [110]. Неолимфангиогенез
был зарегистрирован более чем у половины пациентов с трансплантацией почки.
Несмотря на то, что в ряде исследований не было обнаружено значимой разницы в
плотности ЛС в биоптатах при остром отторжении, с более низкими его порогами
и при хронической трансплантационной нефропатии [111], в других исследованиях
продемонстрировано, что аллотрансплантаты, которые подверглись острому кле-
точному и опосредованному антителами отторжению, вызвали большее увеличе-
ние плотности ЛС [112]. В острых фазах отторжения трансплантата, когда имеет
место инфильтрация мононуклеарных клеток интерстиция, паттерн распределе-
ния ЛС остается неизмененным, тогда как в биоптатах аллотрансплантата, содержа-
щих воспалительные инфильтраты, богатые лимфоцитами, их распределение изме-
няется, достигая канальцево-интерстициального пространства [110, 112]. В биоптатах
почечного аллотрансплантата с интерстициальным лимфангиогенезом, который
наблюдался примерно в 10% биоптатов и был связан с узловыми лимфоидными
инфильтратами, отмечена макрофагальная экспрессия фактора роста эндотелия
сосудов VEGF-C, что предполагает участие макрофагов в лимфангиогенезе [63,
110, 113]. В дальнейшем было подтверждено, что субпопуляция макрофагов, ин-
фильтрирующих трансплантат, является иммунопозитивной в отношении индуци-
бельной синтазы оксида азота и VEGF-C [114].

Значение индукции лимфангиогенеза путем вовлеченности в этот процесс мак-
рофагов с помощью Toll-подобного рецептора 4 (TLR4), экспрессируемого в ЛЭК,
подтверждается тем, что экспрессия TLR4 значительно повышена в почечных ал-
лотрансплантатах пациентов с острым или хроническим отторжением [115]. Высо-
кая периваскулярная лимфатическая плотность связана с благоприятной функци-
ей аллотрансплантата почки. Периваскулярная лимфатическая сеть может участ-
вовать в подавлении фиброза аллотрансплантата и стабилизации функции
трансплантата [116].

Терапия, направленная на стимулирование лимфангиогенеза (например, 9-цис-ре-
тиноевой кислоты), улучшает состояние отечности тканей на животных моделях
лимфедемы и может играть роль в лечении интерстициального отека почек [117,
118]. Однако эти методы лечения могут быть вредными при трансплантации, по-
скольку ЛС транспортируют антигенпрезентирующие клетки к лимфатическим уз-
лам, а ЛЭК могут инициировать иммунные ответы [118, 119].
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Таким образом, влияние лимфангиогенеза на исход после трансплантации поч-
ки неоднозначно. Ранний восстановительный лимфангиогенез, который повторно
соединяет почку с системной лимфатической системой, может быть полезным за
счет восстановления дренажа, который обеспечивает выведение избытка интер-
стициальной жидкости с растворенными в ней веществами и облегчает удаление
инфильтрирующих клеток. Напротив, лимфангиогенез, происходящий на более
позднем этапе жизни пересаженной почки может способствовать образованию
лимфоидных фолликулов и хронической травме [120].

ЛИМФАТИЧЕСКИЙ ДРЕНАЖ ЛЕГКИХ

Сеть легочных ЛС осуществляет эффективный дренаж легких, который обеспе-
чивает удаление из них экстравазальной жидкости, мелких частиц и токсичных ве-
ществ, что является критически важным для функционирования легких. Лимфати-
ческая система легких состоит из двух сплетений: поверхностного – субплеврального,
расположенного в соединительной ткани висцеральной плевры, и глубокого – пери-
бронхо-сосудистого, расположенного в соединительнотканных структурах, окру-
жающих дыхательные пути, легочные артерии и вены. Субплевральная лимфати-
ческая система дренирует субплевральное пространство и максимально развита в
нижней доли легкого [121], ее ЛК образуют обширную сетчатую структуру, которая
соединяется с общей легочной лимфатической системой. Межальвеолярные ЛК
обнаружены в незначительном количестве в межальвеолярных перегородках, по-
лагают, что в нормальных условиях они не играют существенной роли в дренаже
интерстициального пространства легкого и предназначены для удаления избытка
жидкости в экстремальных условиях [122].

Большинство ЛК располагаются рядом с кровеносными сосудами диаметром
12–15 мкм. Многочисленные небольшие периваскулярные ЛС, которые находятся
внутри дольки, вероятно, являются поглощающим отделом системы легких, ответ-
ственным за поддержание альвеолярного интерстиция относительно сухим, чтобы
обеспечить минимальную толщину воздушно-гематического барьера и, тем са-
мым, оптимизировать диффузию газов. Эндотелиальные клетки ЛК имеют типич-
ную форму дубовых листьев, расположенных черепицеобразно. Основная масса
каждого эндотелиоцита прикреплена к окружающему внеклеточному матриксу с
помощью якорных (стропных) филаментов, что позволяет ЛК оставаться откры-
тыми даже при повышении интерстициального давления [123]. Далее эти сосуды
сливаются в преколлекторы, которые представляют собой начальные лимфодре-
нажные пути и в своей стенке имеют небольшое количество гладкомышечных кле-
ток. Преколлекторы характеризуются наличием участков с чертами ЛК (и, следо-
вательно, обладают абсорбционной способностью) и участков с мышечной обо-
лочкой, которая позволяет продвигать лимфу. Они содержат клапаны, которые
препятствуют обратному потоку лимфы. Лимфа из преколлекторов стекает в кол-
лекторные сосуды, имеющие классическое трехслойное строение стенки. В этих
сосудах хорошо выражены интима с лимфатическим эндотелием и непрерывной
базальной мембраной; медиа, представляющая собой соединительнотканный кар-
кас с хорошо выраженными пучками гладкомышечных клеток; а также адвенти-
ция, состоящая в основном из коллагеновых и эластических волокон с небольшим
количеством фибробластов. Эти сосуды, по существу, представляют собой цепоч-
ки лимфангионов – лимфатических микросердец, разделенных клапанами и спо-
собных эффективно прокачивать лимфу в центрипетальном направлении. Лимфа-
тические коллекторы впадают в лимфатические узлы, которые являются важной
частью лимфатической системы легких и грудной клетки в целом. В последующем
лимфа по крупным эфферентным сосудам поступает из лимфатических узлов в
грудной и правый лимфатические протоки.
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МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
ЛИМФАТИЧЕСКИХ ПУТЕЙ ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ЛЕГКИХ

Несмотря на то, что показатели результатов трансплантации легких значительно
улучшились за последние десятилетия, долгосрочные прогнозы выживаемости и
анализ причин гибели аллотрансплантанта все еще остаются хуже, чем при транс-
плантациях других органов [124]. Развитие первичной дисфункции легочного
трансплантата в раннем послеоперационном периоде отрицательно влияет на дол-
госрочную выживаемость пациентов с трансплантированным легким, даже у тех
пациентов, у которых не развивается синдром облитерирующего бронхиолита. Ре-
ципиенты трансплантата с первичной дисфункцией имеют значительно более вы-
сокий риск ранней смертности, более длительного пребывания в отделении интен-
сивной терапии и увеличения продолжительности пребывания в больнице с уровнем
смертности от 17 до 60% в течение 90-дневного периода [125, 126]. Серьезной про-
блемой при долгосрочном лечении реципиентов является развитие хронической
дисфункции аллотрансплантата легкого, развитию которой способствуют как алло-
иммуннозависимые (отторжение), так и аллоиммуннезависимые факторы [127].

Однако первой проблемой, возникающей при трансплантации легких, является
повреждение легочной ткани у трансплантата, вызванное смертью мозга донора
[128]. Смерть мозга характеризуется двумя гемодинамическими фазами: вначале
массивные симпатические разряды приводят к гипертоническому кризу, за кото-
рым следует нейрогенная гипотензия. При этом происходит повышение легочного
капиллярного давления и проницаемости капиллярного барьера, разрывы капил-
лярно-альвеолярной мембраны, а кроме того, значительное увеличение экспрес-
сии нейтрофилов CD11b/CD18 в крови и уровней провоспалительных цитокинов в
сыворотке и бронхоальвеолярном лаваже [129], что отрицательно влияет на функ-
цию трансплантата после трансплантации. Показано также, что альвеолярные
макрофаги активируются в ответ на гибель мозга, и их длительное присутствие в
трансплантатах после трансплантации легких может способствовать задержке жид-
кости [130]. Полная блокада лимфатического дренажа трансплантата вследствие
перерезки ЛС во время трансплантации усугубляет данную ситуацию. По данным,
приведенным Khan и соавт. [131], 57% реципиентов испытали некардиогенный
отек легких в течение первой недели после трансплантации. Возникающий отек
оказывает прямое физическое воздействие на альвеолярное пространство, кроме
того, содержащиеся в отечной жидкости альбумин и фибриноген влияют на силы
поверхностного натяжения альвеол, вызывая их спадение. Важнейшим фактором
повреждения легочной ткани является также накопление короткофрагментной ги-
алуроновой кислоты, которая в естественных условиях удаляется ЛС [132]. Все эти
факторы приводят к значительным изменениям газообменной способности лег-
ких, и функция легких неизбежно нарушается. Возникновение отека может быть
связано с нарушением лимфатического оттока жидкости [133], и восстановление
лимфатического дренажа улучшает ситуацию: клинически отек легких постепенно
проходит сам по себе у большинства реципиентов трансплантата легких. Оценка
лимфатических потоков у экспериментальных животных показала, что восстанов-
ление лимфатического дренажа при отсутствии отторжения происходит через 2 не-
дели после трансплантации легких [134, 135]. Иммуногистохимические исследова-
ния на модели мышей с трансплантированным легким продемонстрировали уста-
новление хорошего лимфатического дренажа путем активного разрастания
донорских ЛС в сторону реципиента: ЛС в донорском легком демонстрировали ак-
тивный рост в течение первых 3 дней после трансплантации с последующим разви-
тием более многочисленных и сложных лимфатических разрастаний и были много-
численными в месте анастомоза к 14-му дню после трансплантации легкого [134].

Экспериментально было продемонстрировано, что отторжение, характеризую-
щееся диффузными инфильтратами мононуклеарных клеток, развивается на более
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ранних сроках, т.е. до восстановления лимфатических путей между транспланта-
том легкого и рецепиентом [135]. Более того, трансплантаты легких в отличие от
сердца способны локально обеспечивать подходящую среду для активации алло-
иммунных ответов и, следовательно, возникновение отторжения может происхо-
дить без участия их лимфатического дренажа [136]. Получены данные, что антиген-
представляющие клетки способны напрямую праймировать Т-клетки в легких, не
перемещаясь в дренирующие лимфатические узлы [137].

Помимо реабсорбции интерстициальной тканевой жидкости и транспорта им-
мунных клеток, ЛС поддерживают равновесие гиалуроновой кислоты, удаляя из-
быточные продукты ее деградации с помощью рецептора LYVE-1 [31]. Гиалуронан
с низкой молекулярной массой играет важную роль в развитии синдрома облите-
рирующего бронхиолита, который является основным препятствием для долго-
срочного выживания, через TLR2/4-зависимые пути приводя к увеличению числа
нейтрофилов и аллоантиген-специфичных Т-лимфоцитов, в то время как гиалуро-
нан с высокой молекулярной массой снижает воспаление трансплантата [138]. На-
рушение лимфатического дренажа ухудшает клиренс фрагментов гиалуроновой
кислоты и приводит к ее накоплению, тогда как индукция терапевтического лим-
фангиогенеза уменьшает отторжение аллотрансплантата, связанное с ее балансом.
При остром отторжении обнаруживаются повышенный апоптоз и сниженная про-
лиферация в легочном лимфатическом эндотелии в аллогенных легочных транс-
плантатах, что связано с инициацией аллоиммунных ответов. Было показано, что
VEGF-C156S устраняет апоптоз ЛЭК, вызванный отторжением, индуцирует про-
лиферацию ЛЭК, восстанавливает плотность ЛС и функционирование лимфати-
ческой сосудистой сети [135].

В ряде исследований показано, что легкие могут являться потенциальным “лим-
фоидным органом”, т.к. пересаженные легкие мыши развивают третичную лимфо-
идную ткань или лимфоидный неогенез [139, 140], это приводит к предположению,
что такая внутрилегочная лимфоидная ткань дополняет роль вторичных лимфоид-
ных органов. С одной стороны, она может вносить вклад в местную продукцию
специфических для донора антител [141], с другой, может играть защитную или регу-
лирующую роль в иммунном ответе в сочетании с FoxP3 + регуляторными Т-клетка-
ми [142], либо опосредованную B-клетками, продуцирующими интерлейкин-10
[143]. Таким образом, постоянные или частые воспалительные стимулы, а также ре-
фрактерные или повторяющиеся эпизоды отторжения, вероятно, будут способ-
ствовать созданию провоспалительной среды в легких. Напротив, долговременная
стабилизация трансплантата без отторжения, инфекции или других негативных
эпизодов даже после развития лимфоидной ткани de novo, может привести к созда-
нию противовоспалительной или регуляторной среды в легких аллотрансплантата.

К настоящему времени нет доказательств, что формирование анастомозов меж-
ду ЛС легочного трансплантата и ЛС реципиента может быть полезным для выжи-
вания трансплантированных легких, но есть основание сделать определенные
предположения. Доклинические исследования трансплантации тонкой кишки,
когда ЛС трансплантата и реципиента сшивались, показали, что микрохирургиче-
ская лимфатическая реконструкция значительно улучшает долгосрочную выжива-
емость трансплантатов [144]. Легкие, подобно желудочно-кишечному тракту, по-
стоянно подвергаются воздействию разнообразных чужеродных антигенов. Де-
монстрация эффективности лимфатического анастомоза при трансплантации
кишечника позволяет предположить, что формирование лимфатических анасто-
мозов может обеспечить определенные преимущества и при трансплантации лег-
ких. Помимо этого, в качестве действенной терапевтической стратегии для улуч-
шения результатов при трансплантации легких также может служить быстрое вос-
становление физиологического легочного лимфатического дренажа с помощью
мощных пролимфангиогенных факторов.



1091ЛИМФАНГИОГЕНЕЗ И ОСОБЕННОСТИ ЛИМФАТИЧЕСКОГО ДРЕНАЖА

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Развитие такого важного направления в медицине, как трансплантация органов,

определяется комплексом самых разных факторов, в т.ч. социальными и юридиче-
скими (подбор доноров), обучением специалистов и развитием микрохирургиче-
ской техники, разработкой методик забора и консервации органов, профилактики
и ранней диагностики первичной и вторичной дисфункции аллотрансплантатов.
К сожалению, такой физиологический аспект трансплантологии, как необходи-
мость формирования в процессе операции единой лимфатической сосудистой сети
трансплантата и реципиента, пока остается за пределами интересов большинства
врачей. Между тем, пересечение всех ЛС трансплантата сопровождается выражен-
ным нарушением его гомеостаза (нарушается резорбция и транспорт жидкости,
макромолекул и липидов из интерстициального пространства, транспорт иммун-
ных клеток), что приводит к отеку и развитию воспаления, а последнее является
важнейшим фактором активации иммунных реакций и отторжения аллотранс-
плантата. Необходимость восстановления лимфатического дренажа транспланти-
рованного органа очевидна, однако степень участия лимфангиогенеза в развитии
острого и хронического отторжения значительно различается в разных органах.
Знание этих особенностей необходимо для создания эффективной методики фор-
мирования единой лимфатической сети трансплантированного органа и реципи-
ента (формирование анастомозов ЛС во время операции или последующая индук-
ция/подавление лимфангиогенеза), а вопросы, связанные с ним, требуют дальней-
ших всесторонних исследований.
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Lymphangiogenesis and Features of Lymphatic Drainage in Different Organs.
Importance for the Allograft Future

M. N. Pankovaa, * and G. I. Lobova
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Lymphatic vessels are involved in a number of physiological and pathological processes
and provide the uptake of f luid, immune cells, macromolecules, and lipids from the
interstitial space. During solid organ transplant surgery, the lymphatic vessel continu-
um between graft and recepient is completely disrupted, and in despite of remarkable
progress in the understanding of lymphatic biology, there is still unclear contribution
of lymphatic restoration in effective function/ rejection of allografts. Lymphatic for-
mation after transplantation is due to lymphangiogenesis, and the regeneration of a
lymphatic drainage system provides a maintaining of interstitial f luid balance in the al-
lograft and might reduce tissue edema. Newly formed lymphatic vessels provide trans-
port of immune cells but well known a significant problem in organ transplantation is
immune rejection and inf lammation. On the one hand, lymphatic vessels facilitates
the transport of antigen-presenting cells to the draining lymph nodes and entry of im-
mune effector cells into the graft, accelerating the induction of alloimmunity and sub-
sequent graft rejection. On the other hand, they provide exit route for lymphocytes
and macrophages from graft reducing inf lammation after transplantation. The degree
of the participation of lymphangiogenesis in the development of acute and chronic re-
jection is significantly different in various organs, and knowledge of these mechanisms
is needed to develop strategies of therapy providing success allograft survival. Data on
the features of lymphangiogenesis, the structure of the lymphatic pathways and the
role of lymphatic vessels for development of the acute and chronic rejection in the
heart, kidneys and lungs are presented in this review.

Keywords: solid organ transplantation, rejection, lymphatic vessel, homeostasis, lymph-
angiogenesis
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Исследовали действие антагониста рецепторов грелина [D-Lys3]-GHRP-6 на
элементы игровой зависимости и обмен моноаминов в головном мозге крыс.
У самцов крыс в течение 21-го дня вырабатывали пищевой рефлекс в трехлуче-
вом лабиринте. В качестве вознаграждения использовали семена подсолнечника.
В течение первых пяти дней в конце 1-го рукава животные получали 1 семя, в
конце 2-го рукава – 2 семени и в конце 3-го рукава – 3 семени. Далее режим вы-
дачи подкрепления изменяли: в 1-ом рукаве за каждый заход животные про-
должали получать 1 семя, во 2-ом рукаве – по 2 семени, но за каждый 2-й за-
ход, а в 3-ем рукаве – по 3 семени, но за каждый 3-й заход в данный рукав.
Таким образом, при посещении первого рукава величина вознаграждения
была минимальной, а вероятность его получения – максимальной. Посещение
третьего рукава подкреплялось максимально, но с самой низкой долей вероятно-
сти. Крысам, выработавшим устойчивый навык побежек в лабиринте, интрана-
зально вводили 0.9%-ный раствор NaCl или D-Lys3-GHRP-6 и исследовали по-
ведение животных. Через 3 дня после тестирования поведения под действием
препарата крысам повторно вводили 0.9%-ный NaCl или D-Lys3-GHRP-6. Через
80 мин крыс декапитировали, из головного мозга выделяли гипоталамус, гиппо-
камп, стриатум и обонятельный бугорок (компонент вентрального стриатума),
где методом ВЭЖХ определяли содержание дофамина, серотонина и их метабо-
литов. Показано, что антагонист рецепторов грелина [D-Lys3]-GHRP-6 (20 мкл,
1 мг/мл, интраназально) повышал количество заходов в 1-й рукав лабиринта (с
самой высокой вероятностью, но наименьшей величиной вознаграждения).
Препарат не влиял на показатели обмена дофамина и серотонина в гипоталаму-
се. Под действием [D-Lys3]-GHRP-6 в левом гиппокампе достоверно повыша-
лось содержание серотонина. Показатели обмена моноаминов в обонятельном
бугорке и стриатуме изменялись только в правом полушарии, при этом в обеих
структурах возрастало отношение содержания 5-гидроксииндолуксусной кисло-
ты к содержанию серотонина. В правом стриатуме данные изменения также со-
провождались повышением содержания метаболитов серотонина и дофамина.
Таким образом, в основе способности препарата [D-Lys3]-GHRP-6 измененять
стратегию выбора в пользу наибольшей вероятности, но наименьшей величины
подкрепления лежит возрастание активности дофаминергической и серотони-
нергической систем в дорсальном и ветральном стриатуме правого полушария
головного мозга и содержания серотонина – в гиппокампе левого полушария.

Ключевые слова: грелин, [D-Lys3]-GHRP-6, игровая зависимость, дофамин, серо-
тонин
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Игровая зависимость как объект для изучения представляет особый интерес.
В международных классификаторах современных редакций (ICD 10 и DSM-5) она
выделяется в виде отдельного заболевания, является одной из нехимических форм
зависимости и имеет все присущие традиционному пониманию этого термина ха-
рактеристики: развитие толерантности (привыкание), развитие собственно зависи-
мости и соответствующего ей синдрома отмены [1]. Несмотря на общее признание
игромании как самостоятельного заболевания, не существует единых или общепри-
нятых подходов к терапии данного состояния, как нет и ни одного зарегистрирован-
ного по данному показанию лекарственного средства. Существует однако опыт ис-
пользования различных психотерапевтических подходов [2]. Современная терапия
использует препараты различных классов: антидепрессанты, антагонисты опиоид-
ных рецепторов, нормотимики, NMDA-антагонисты и антипсихотики [3].

Методы скрининговой диагностики игромании сосредоточены на использова-
нии опросников, а наиболее объективным способом оценки степени проявления
азартности субъекта в лабораторных условиях является метод IOWA gambling task,
основанный на помещении субъекта в ситуацию непредсказуемого или частично
предсказуемого выбора с разновероятностным подкреплением и последующей
оценке способности испытуемого рационально действовать в условиях непредска-
зуемого выбора для максимизации собственной выгоды. В последние годы IOWA
gambling task стал применяться в опытах на животных [4]. В нашей лаборатории
был разработан вариант модели данного теста в трехлучевом лабиринте у крыс [5].

Стимулом для проведения настоящего исследования послужили данные об уча-
стии нейропептидов и моноаминов в механизмах игровой зависимости [4, 6]. В фор-
мировании игровой зависимости участвует ряд нейропептидов: CRF, орексин, гре-
лин и опиоиды [7, 8]. Изменения в регуляции гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовой системы также непосредственно связаны с появлением поведения риска и
азарта при формировании игровой зависимости. В частности, игровая зависимость
связана с высоким уровнем кортизола и адреналина [9].

Особый интерес могут предствлять нейропептиды, для которых было показано уча-
стие в процессах формирования других форм зависимостей и в механизмах подкрепле-
ния. К таким нейропептидам, в частности, относится грелин. Он вырабатывается в же-
лудке и гипоталамусе, состоит из 28 аминокислот, его рецептором служит GHSR1A [10,
11]. Грелин участвует в механизмах подкрепления и в формировании зависимости от
психоактивных средств на фоне стрессорных факторов и обстановочных раздражите-
лей [12, 13]. Показано наличие рецепторов грелина в структурах мозга с высоким со-
держанием моноаминов и участвующих в развитии игровой зависимости: вентральной
области покрышки, вентромедиальном ядре гипоталамуса, гиппокампе [14]. Кроме то-
го, грелиновый рецептор проявляет способность к димеризации с рецепторами дофа-
мина, серотонина и меланокортина [15]. Таким образом, в основе механизмов участия
грелина в этих процессах может лежать его взаимодействие с моноаминергическими
системами головного мозга. Поскольку у лабораторных грызунов обнаружена асим-
метрия содержания моноаминов [16], мы предположили, что характер данного взаимо-
действия в симметричных зонах левого и правого полушария может быть различным.

Целью работы было изучение проявления поведения риска в модели игровой за-
висимости на фоне действия антагониста грелина [D-Lys3]-GHRP-6, также его
влияние на содержание дофамина, серотонина и их метаболитов в симметричных
отделах головного мозга у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе было использовано 26 крыс-самцов линии Вистар, полученных из пи-
томника лабораторных животных “Рапполово” (Ленинградская область). Живот-
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ных содержали в условиях вивария в стандартных клетках при свободном до-
ступе к воде и пище в условиях инвертированного света 8.00–20.00 при темпе-
ратуре 22 ± 2°С. Все опыты проведены в соответствии с Женевской конвенцией
International guiding principles for biomedical research involving animals (Geneva, 1990),
Хельсинской декларацией 2000 г. и протоколом GLP о гуманном отношении к жи-
вотным (Директива Европейского сообщества № 2010/63/ЕС).

Установка для тестирования элементов игровой зависимости состояла из стар-
товой площадки (35 × 50 × 35 см) и трех рукавов по 50 × 15 × 35 см. В конце каждо-
го рукава установки находилась кормушка. В качестве вознаграждения служили се-
мена подсолнечника. Крысу помещали на стартовую площадку, затем она совер-
шала побежку по рукаву лабиринта и достигала пищевого подкрепления. Когда
крыса возвращалась обратно на стартовую площадку, в кормушку, расположенную
в конце посещенного рукава, автоматически подавалась новая порция пищевого
подкрепления. Определяли число заходов в рукава и выходы из них в течение
10 мин. В дни эксперимента животных кормили только после окончания опыта,
длящегося в течение 4-х ч, поэтому к следующему опыту животных 20 ч выдержи-
вали без пищи. Обучение длилось в течение 21-го дня. В первые 5 дней тестирова-
ния заход в первый рукав лабиринта подкреплялся 1 семенем подсолнечника, за-
ход во второй рукав – 2 семенами и заход в третий рукав – 3 семенами. На 6-й день
животных переводили на стандартный режим кормления, и обучение в лабиринте
не производили. На 7-й день обучение также не производили, но возобновляли
20-ти часовую пищевую депривацию. Начиная с 8-го дня, в течение двух недель
в кормушку 1-го рукава подавали 1 семя при каждой побежке в данный рукав, в
кормушку 2-го рукава подавали 2 семени после каждого второго посещения данно-
го рукава, в кормушку 3-го рукава – 3 семени после каждого третьего его посещения.
Крыс, которые не обучались в течение первых 5-ти дней (не производили побежек в
лабиринте, 15% животных), в дальнейшем в эксперименты не включали [5].

В качестве антагониста рецепторов грелина использовали D-Lys3-GHRP-6 (Toc-
ris, Великобритания). Препарат в концентрации 1 мг/мл вводили интраназально в
объеме 20 мкл (10 мкл в каждую ноздрю), таким образом, разовая доза препарата на
животное составляла 20 мкг. Контрольные крысы получали эквивалентный объем
0.9%-ного раствора NaCl. На протяжении исследования препарат животным вво-
дили дважды: в первый раз – за 20 мин до исследования поведения, во второй – че-
рез три дня после тестирования поведения, за 80 мин до декапитации крыс.

Определение содержания дофамина, серотонина и их метаболитов в структурах
мозга проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с
электрохимической детекцией (ВЭЖХ/ЭД). Известно, что продолжительность
действия фармакологических препаратов пептидной природы обычно ограничива-
ется 48-ю часами, поэтому исследование действия пептидного антагониста грелина
[D-Lys3]-GHRP-6 на обмен моноаминов проводили через 3 дня после тестирования
его влияния на поведение. Крыс декапитировали через 80 мин после интраназального
введения [D-Lys3]-GHRP-6. С вентральной поверхности мозга отщипывали обоня-
тельный бугорок (элемент вентрального стриатума). Дорсальный стриатум (в даль-
нейшем – стриатум), гипоталамус и дорзальный гиппокамп (в дальнейшем – гип-
покамп) выделяли из коронарных срезов мозга в соответствии с атласом мозга
крысы [17]. Ткани соответствующих структур левой и правой сторон мозга поме-
щали в отдельные пробирки и хранили до хроматографического анализа при тем-
пературе –80°С.Образцы мозга гомогенизировали в 0.1 N растворе HCl и центри-
фугировали при 14000 g в течение 15 мин. Содержание дофамина (ДА), диоксифе-
нилуксусной кислоты (ДОФУК), гомованилиновой кислоты (ГВК), серотонина
(5-ГТ) и гидроксииндолуксусной кислоты (5-ГИУК) определяли на хроматографи-
ческой системе BeckmanCoulter с амперометрическим детектором LC-4CBAS [18].
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На аналитическую колонку Phenomenex (4.6 × 250.0 мм) с сорбентом SphereClone-
ODS2 наносили 20 мкл супернатанта образца мозга. Определение содержания мо-
ноаминов и их метаболитов проводили при потенциале +0.70 В. Подвижная фаза
содержала 5.5 мМ цитрат-фосфатного буфера, 0.7 мМ октансульфоновой кислоты,
0.5 мМ EDTA и 8% ацетонитрила (рН 3.0). Скорость потока подвижной фазы со-
ставляла 1 мл/мин. Содержание моноаминов и их метаболитов в структурах мозга
выражали в нг на мг ткани.

Полученные данные анализировали с использованием пакета статистических
программ GraphPad PRISM 6.0 (GraphPad Software, США). Результаты исследова-
ния поведения животных обрабатывали методом однофакторного дисперсионного
анализа ANOVA, используя критерий попарных сравнений групп Стьюдента–
Ньюмена–Кейлса и Данна. Межполушарные различия в показателях обмена мо-
ноаминов в структурах мозга оценивали с помощью парного критерия Вилкоксо-
на, а различия в соответствующих показателях между контрольной и эксперимен-
тальной группами животных – с помощью непарного критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В течение первых 5–6 дней обучения у крыс часто наблюдали локомоторную ак-
тивность и исследовательские реакции в в пределах стартовой площадки установки
для тестирования игровой зависимости. На второй неделе обучения пищевой ре-
флекс стал полностью доминировать в поведении: животные производили заходы
в рукава с кормушками и достигали пищи. К концу третьей недели тестирования
крысы демонстрировали до 50 побежек к кормушкам за эксперимент. При этом
количество побежек к кормушкам каждого из рукавов лабиринта был на одном
уровне. Повторение тестирования в течение четырех дней показало, что процент-
ное соотношение числа побежек к кормушкам 1-го, 2-го и 3-го рукавов сохраня-
лось на одном уровне, т.е. в целом по обученной группе крыс не наблюдалось пре-
обладания какого-либо из рукавов лабиринта (рис. 1). Последнее обстоятельство
является важным для стабилизации полученного навыка по группе животных в
условиях применения IOWA теста. При тестировании действия антагониста грели-
новых рецептров [D-Lys3]-GHRP-6 у животных достоверно (p ≤ 0.05) изменялось
соотношение побежек к кормушкам 1-го, 2-го и 3-го рукавов по сравнению с кон-
тролем (0.9%-ный раствор NaCl). После введения [D-Lys3]-GHRP-6 процент чис-
ла заходов в первый рукав (к кормушке 1) повышался достоверно (p ≤ 0.05) по срав-
нению с контролем (0.9%-ный раствор NaCl) и по сравнению с заходами в третий
рукав (к кормушке 3) (p ≤ 0.05) (рис. 1).

Введение антагониста рецепторов грелина [D-Lys3]-GHRP-6 у крыс сопровож-
далось унилатеральными изменениями метаболизма моноаминов в гиппокампе,
обонятельном бугорке и стриатуме. После введения препарата содержание 5-ГТ в
левом гиппокампе достоверно повышалось на 53.4% (p ≤ 0.05, табл. 1) по сравне-
нию с введением физиологического раствора (контроль). При этом соотношение
5-ГИУК/5-ГТ в данной структуре мозга снижалось на 29.8% (p ≤ 0.05). В правом
обонятельном бугорке данное соотношение, напротив, достоверно повышалось на
25.7% (p ≤ 0.05, табл. 1). В правом стриатуме после введения [D-Lys3]-GHRP-6 бы-
ло зарегистрировано повышение содержания 5-ГИУК на 37.5% (p ≤ 0.05). Кроме
изменения уровня метаболита 5-ГТ, в правом стриатуме после введения препарата
увеличивалось содержание метаболитов ДА: уровень ДОФУК по сравнению с вве-
дением физиологического раствора возрастал на 38.9% (p ≤ 0.05, табл. 2), а ГВК – в
2.2 раза (p ≤ 0.05, табл. 3). В гипоталамусе достоверных изменений показателей об-
мена моноаминов после введения [D-Lys3]-GHRP-6 отмечено не было (табл. 1–3).
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Рис. 1. Влияние интраназального введения [D-Lys3]-GHRP-6 на поведение животных в трехлучевом ла-
биринте в ситуации выбора вероятности и величины пищевого подкрепления. 
* – p ≤ 0.05 по сравнению с группой животных, получавших физиологический раствор; # – p ≤ 0.05 внут-
ригрупповое сравнение заходов в различные рукава трехлучевого лабиринта у животных, получавших
[D-Lys3]-GHRP-6.
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Таблица 1. Уровень серотонина, его метаболита (нг/мг ткани) и значение показателя обмена
серотонина в структурах головного мозга крыс после введения антагониста рецепторов гре-
лина [D-Lys3]-GHRP-6

* p < 0.05 – относительно контрольной группы крыс. Количество животных в контрольной группе (по-
лучавших 0.9%-ный раствор NaCl) – 6, в опытной группе (получавших [D-Lys3]-GHRP-6) – 7. Указано
среднее ± ошибка среднего.

Группа крыс
5-ГТ 5-ГИУК 5-ГИУК/5-ГТ

левое
полушарие

правое
полушарие

левое
полушарие

правое
полушарие

левое
полушарие

правое
полушарие

Гиппокамп
Контроль
(0.9%-ный NaCl) 0.19 ± 0.02 0.21 ± 0.01 0.28 ± 0.03 0.32 ± 0.02 1.48 ± 0.08 1.46 ± 0.02

[D-Lys3]-GHRP-6 0.30 ± 0.03* 0.25 ± 0.04 0.29 ± 0.01 0.33 ± 0.03 1.04 ± 0.08* 1.34 ± 0.11
Обонятельный бугорок

Контроль
(0.9%-ный NaCl) 0.47 ± 0.03 0.51 ± 0.02 0.33 ± 0.01 0.34 ± 0.01 0.71 ± 0.04 0.68 ± 0.03

[D-Lys3]-GHRP-6 0.45 ± 0.04 0.43 ± 0.05 0.36 ± 0.03 0.36 ± 0.03 0.80 ± 0.04 0.86 ± 0.05*
Стриатум

Контроль
(0.9%-ный NaCl) 0.29 ± 0.03 0.22 ± 0.02 0.32 ± 0.02 0.25 ± 0.03 1.15 ± 0.14 1.19 ± 0.15

[D-Lys3]-GHRP-6 0.26 ± 0.03 0.30 ± 0.02 0.34 ± 0.03 0.35 ± 0.03* 1.37 ± 0.19 1.17 ± 0.04
Гипоталамус

Контроль
(0.9%-ный NaCl) 0.43 ± 0.036 0.40 ± 0.03 0.40 ± 0.05 0.38 ± 0.03 0.91 ± 0.05 0.96 ± 0.08

[D-Lys3]-GHRP-6 0.47 ± 0.04 0.44 ± 0.02 0.45 ± 0.04 0.48 ± 0.04 0.98 ± 0.10 1.11 ± 0.11
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Таблица 2. Уровень дофамина, диоксифенилуксусной кислоты (нг/мг ткани) и значение со-
отношения ДОФУК/ДА в структурах головного мозга крыс после введения антагониста ре-
цепторов грелина [D-Lys3]-GHRP-6

* p < 0.05 – относительно контрольной группы крыс. Количество животных в контрольной группе (по-
лучавших 0.9%-ный раствор NaCl) – 6, в опытной группе (получавших [D-Lys3]-GHRP-6) – 7. Указано
среднее ± ошибка среднего.

Группа животных

ДА ДОФУК ДОФУК/ДА

левое
полушарие

правое
полушарие

левое
полушарие

правое
полушарие

левое
полушарие

правое
полушарие

Обонятельный бугорок

Контроль
(0.9%-ный NaCl)

0.32 ± 0.02 0.34 ± 0.02 0.19 ± 0.02 0.21 ± 0.02 0.61 ± 0.06 0.63 ± 0.07

[D-Lys3]-GHRP-6 0.30 ± 0.04 0.31 ± 0.03 0.19 ± 0.03 0.23 ± 0.02 0.63 ± 0.02 0.74 ± 0.07

Стриатум

Контроль
(0.9%-ный NaCl)

0.54 ± 0.05 0.42 ± 0.04 0.37 ± 0.05 0.27 ± 0.02 0.67 ± 0.04 0.65 ± 0.07

[D-Lys3]-GHRP-6 0.50 ± 0.03 0.51 ± 0.03 0.39 ± 0.05 0.37 ± 0.03* 0.76 ± 0.06 0.73 ± 0.03

Гипоталамус

Контроль
(0.9%-ный NaCl)

0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.03 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.60 ± 0.15 0.91 ± 0.10

[D-Lys3]-GHRP-6 0.08 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.82 ± 0.19 1.11 ± 0.24

Таблица 3. Уровень метаболита дофамина – гомованилиновой кислоты – и значение соот-
ношения ГВК/ДА в стриатуме и гипоталамусе крыс после введения антагониста рецепторов
грелина [D-Lys3]-GHRP-6

* p < 0.05 – относительно контрольной группы крыс. Количество животных в контрольной группе (по-
лучавших 0.9%-ный раствор NaCl) – 6, в опытной группе (получавших [D-Lys3]-GHRP-6) – 7. Указано
среднее ± ошибка среднего.

Группа животных
ГВК (нг/мг ткани) ГВК/ДА

левое
полушарие

правое
полушарие

левое
полушарие

правое
полушарие

Обонятельный бугорок

Контроль
(0.9%-ный NaCl)

0.14 ± 0.02 0.11 ± 0.03 0.44 ± 0.07 0.39 ± 0.05

[D-Lys3]-GHRP-6 0.10 ± 0.03 0.14 ± 0.03 0.39 ± 0.13 0.43 ± 0.08

Стриатум

Контроль
(0.9%-ный NaCl)

0.21 ± 0.05 0.09 ± 0.04 0.36 ± 0.07 0.22 ± 0.10

[D-Lys3]-GHRP-6 0.26 ± 0.03 0.21 ± 0.02* 0.54 ± 0.07 0.41 ±0.02

Гипоталамус

Контроль
(0.9%-ный NaCl)

0.19 ± 0.07 0.11 ± 0.05 2.98 ± 1.18 2.16 ± 0.69

[D-Lys3]-GHRP-6 0.24 ± 0.05 0.22 ± 0.06 2.72 ± 0.43 3.55 ± 1.59
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как было показано в настоящих экспериментах, антагонист грелиновых рецеп-
торов [D-Lys3]-GHRP-6 повышал число побежек в первый рукав лабиринта, что
говорит о проявлении у животных менее рискованного поведения, наблюдающе-
гося в ситуации выбора разновероятного подкрепления. Ранее нами были показа-
ны разнонаправленные эффекты грелина и [D-Lys3]-GHRP-6 в трехлучевом лаби-
ринте. Введение грелина повышало соотношение побежек в сторону третьего рука-
ва лабиринта с низкой вероятностью, но большей величиной вознаграждения [8].
Таким образом, настоящими исследованиями мы подтвердили включение грели-
новой системы в механизмы разновероятного подкрепления и применили эти
группы животных для дальнейшего анализа обмена медиаторов в головном мозге
после введения антагониста грелина [D-Lys3]-GHRP-6.

В настоящем исследовании с помощью ВЭЖХ/ЭД были получены достовер-
ные различия показателей обмена ДА и 5-ГТ в структурах переднего мозга после
введения антагониста грелина [D-Lys3]-GHRP-6 у крыс (табл. 1–3). При введе-
нии [D-Lys3]-GHRP-6 содержание 5-ГТ достоверно повышалось в в гиппокампе
левого полушария, при этом уровень 5-ГИУК (метаболита 5-ГТ) не изменялся, в
результате чего соотношение 5-ГТ/5-ГИУК уменьшалось. Таким образом, обнару-
женное нами повышение уровня 5-ГТ в гиппокампе не обязательно свидетельству-
ет о возрастании синаптического выброса данного медиатора, а, напротив, может
быть следствием накопления медиатора в терминалях. Остальные изменения каса-
лись только правого полушария. В частности, отношение 5-ГИУК/5-ГТ в обоня-
тельном бугорке достоверно повышалось в правом полушарии, что свидетельству-
ет либо о повышенном выбросе 5-ГТ, либо об активации серотонинового транс-
портера в данной структуре мозга. В стриатуме правого полушария повышалось не
только содержание 5-ГИУК – метаболита серотонина, но и уровень метаболитов
ДА (ГВК и ДОФУК). Поскольку фермент образования ГВК – катехол-О-метил-
трансфераза (КОМТ) – локализован экстраклеточно, повышение уровня данного
метаболита свидетельствует об усилении синаптического выброса ДА. В свою оче-
редь, возрастание уровня ДОФУК и 5-ГИУК позволяют предположить, что под
влиянием препарата в правом стриатуме может повышаться активность моно-
аминовых транспортеров. Таким образом, у крыс, согласно нашим данным, вы-
бор менее рискованной программы поведения, происходящий под действием
препарата [D-Lys3]-GHRP-6, ассоциируется со снижением активности серотони-
нергической системы в гиппокампе левого полушария мозга и ее возрастании в
структурах дорсального (собственно стриатум) и вентрального (обонятельный бу-
горок) стриатума правого полушария мозга, которое в правом стриатуме сопро-
вождается усилением дофаминергической передачи.

Полученные данные во многом согласуются с данными литературы, хотя пря-
мых соответствий не отмечается. Ранее было показано, что появление исследова-
тельского и рискованного поведения в IOWA тесте у мышей C57Bl/6J связано с вы-
соким уровнем ДА, 5-ГТ и норадреналина в гиппокампе [19]. Согласно данным ли-
тературы, у животных, склонных к рискованному поведению, в гиппокампе также
происходит активация рецепторов глутамата [20]. Предполагается, что изменение
активности основных медиаторных систем головного мозга в гиппокампе проис-
ходит в результате взаимодействия внутриклеточных сигнальных систем. Показа-
но, что грелин стимулирует фосфорилирование NR1 субъединицы NMDA-рецеп-
торов через протеинкиназа-А-зависимые механизмы [20]. В настоящей работе ин-
траназальное введение антагониста рецепторов грелина вызывало изменение
активности серотонинергической системы в гиппокампе левого полушария, что,
возможно, приводило к снижению глутаматергической нейропередачи в данной
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стуктуре мозга. На поведенческом уровне это проявлялось выбором подкрепления
с меньшей силой, но с большей вероятностью его получения. Ранее было показа-
но, что гиппокампэктомированные крысы проявляют ответы только на пищевое
подкрепление с высокой вероятностью [21]. При этом у них полностью сохраняет-
ся способность к формированию новых временных связей. В то же время известно,
что после удаления гиппокампа у животных дифференцировка при образовании
условных рефлексов вырабатывается даже быстрее, чем у контрольных крыс. Та-
ким образом, гиппокамп отвечает на подрепляющие агенты среды, которые могут
реализоваться с малой вероятностью [21]. Антагонист рецепторов грелина, по-ви-
димому, снижает активацию гиппокампа на сигналы маловероятных событий, что
и является перспективой для коррекции игровой зависимости.

Однонаправленные повышения содержания метаболитов ДА и 5-ГТ, а также
увеличение соотношения метаболит/медиатор в структурах вентрального и дор-
сального стриатума правого полушария после введения [D-Lys3]-GHRP-6 говорит
о повышении активности указанных нейрохимических систем правого полушария,
что также может служить одним из внутримозговых механизмов коррекции пове-
дения при игровой зависимости. Таким образом, в основе выбора более высокове-
роятного, но, в то же время, меньшего подкрепления на фоне [D-Lys3]-GHRP-6
лежит правосторонняя активация мезолимбической и нигростриатной дофами-
нергических систем на фоне усиления выброса 5-ГТ в стриатуме правого полуша-
рия. Исходное снижение активности указанных нейрохимических систем у лиц с
игровой зависимостью было отмечено ранее в ряде исследований. Показано, что
дофаминергическая и серотонинергическая системы, которые, как известно, спо-
собствуют функциональной связи между лимбической и корковой областями, яв-
ляются важными кандидатами для модуляции принятия решений.

Важно отметить, что несмотря на то, что рецепторы грелина активно экспресси-
руются в гипоталамусе [14], [D-Lys3]-GHRP-6 достоверно не влиял на показатели
обмена ДА и 5-ГТ в данной структуре мозга. Таким образом, изменение стратегии
поведения, происходящее под действием препарата, в большей степени ассоции-
руется со способностью препарата влиять на обмен моноаминов в структурах пе-
реднего мозга.

Сдвиги в функционировании указанных нейрохимических систем лежат в осно-
ве патологической зависимости от азартных игр, психического расстройства, свя-
занного с чрезмерным рискованным поведением и неадекватным принятием ре-
шений [22]. У человека было выделено несколько полиморфизмов в генах фермен-
тов метаболизма 5-ГТ и ДА, которые влияют на функцию лобной коры и
лимбической системы, определяющих личностные черты (например, невротизм,
избегание опасности, настойчивость и стремление к новизне), которые играют
центральную роль в принятии решений [23]. С результатами наших экспериментов
согласуются данные, полученные на человеке, свидетельствующие о том, что су-
ществует обратная зависимость между уровнем 5-ГТ и импульсивностью, которая
может влиять на принятие решений. Например, лица, употребляющие серотони-
нергический нейротоксический препарат МДМА, демонстрируют повышенную
импульсивность [24]. Некоторые варианты генов, связанных с функционировани-
ем серотонинергической системы, ассоциируются с дефицитом в принятии реше-
ний во время азартных игр. В частности, пациенты с депрессией, которые совер-
шали ошибки и демонстрировали повышенный выбор неблагоприятных вариантов
в игре, оказались носителями особой формы гена серотонинового транспортера
(5-HTTLPRs) [25]. Одно из предположений заключается в том, что люди, несущие
аллель 5-HTTLPRs, обладают повышенной бдительностью, что является преиму-
ществом, когда стимулы окружающей среды можно контролировать и управлять
ими. Действительно, в задаче принятия рискованного решения с явным указанием
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вероятности выбора испытуемые выбирали более выгодные решения из-за повы-
шенного риска неблагоприятных исходов. Напротив, в условиях неопределенно-
сти стимулов, например, во время игрового теста, носители аллеля 5-HTTLPRs
проявляли дезадаптивное поведение [26]. В целом, эти данные указывают на то,
что серотонинергическая синаптическая передача может отрицательно влиять на
принятие решений в игровых тестах. Обнаруженная нами способность препарата
[D-Lys3]-GHRP-6, снижающего проявления рискованного поведения, активировать
серотонинергическую систему согласуется с данными представлениями.

В исследованиях на человеке было показано, что изменения в дофаминергиче-
ской системе также влияют на выбор более выгодных решений в игровом тесте.
Снижение эффективности выбора наблюдалось у больных с патологией, связан-
ной с дисфункцией ДА, в частности, при шизофрении, болезни Паркинсона, нар-
комании и игромании [27]. По данным позитронно-эмиссионной томографии, у
здоровых мужчин высвобождение ДА в вентральном стриатуме положительно кор-
релирует с показателями игровой активности, а у патологических игроков – отри-
цательно [28]. Тем не менее, в нашем исследовании на крысах не было обнаружено
влияния антагониста грелина [D-Lys3]-GHRP-6 на показатели обмена ДА в обоня-
тельном бугорке, который является частью вентрального стриатума. Вместе с тем, в
дорсальном стриатуме препарат вызывал существенное возрастание содержания
метаболитов ДА, что свидетельствует о повышении выброса и обратного захвата
данного медиатора в структуре мозга, которая в большей степени ассоциируется с
организацией двигательных программ, чем с регуляцией эмоционального состоя-
ния. Примечательно, что указанный эффект был отмечен только в правом стриату-
ме. Таким образом, можно предположить, что активация дофаминергической си-
стемы правого стриатума у крыс ассоциируются с выбором программы поведения,
направленной на регулярное получение подкрепления, а не на достижение макси-
мального, но маловероятного вознаграждения. Известно, что ДА участвует в ассо-
циативном обучении, восприятии времени и передаче сигналов в системе возна-
граждения, которые являются фундаментальными процессами, необходимыми для
принятия решений. Снижение уровня ДА ухудшает процесс принятия решений у
здоровых людей. Это может быть связано со снижением восприятия вероятности и
времени [29]. В задаче по принятию решения о риске, в которой испытуемые были
разделены на группы на основе того выбора из предложенных вариантов, который
они совершали, носители аллеля DRD4 были более склонны к риску по сравнению
с людьми с отсутствием данного аллеля. Последнее говорит о том, что аллель
DRD4 связан с новизной. Что касается полиморфизма в гене DRD4, здоровые
мужчины-носители аллеля этого гена выбирают значительно больше карт из не-
благоприятных колод [29]. В совокупности, эти данные говорят о том, что ДА, воз-
можно, во взаимодействии с 5-ГТ, может модулировать принятие решений при иг-
ровых тестах.

ВЫВОДЫ

1. Выбор наименьшей степени риска при снижении величины подкрепления на
фоне введения [D-Lys3]-GHRP-6 сопровождается однонаправленным повышени-
ем содержания метаболитов дофамина и серотонина, а также увеличением соотно-
шения метаболит/медиатор в вентральном и дорсальном стриатуме правого полу-
шария, что говорит о повышении активности указанных нейрохимических систем
правого полушария и может являться одним из внутримозговых механизмов кор-
рекции игровой зависимости.

2. Выбор наименьшей степени риска при снижении величины подкрепления на
фоне введения [D-Lys3]-GHRP-6 ассоциируется с повышением содержания серо-
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тонина в гиппокампе левого полушария. Антагонист рецепторов грелина, по-ви-
димому, снижает активацию гиппокампа на сигналы маловероятных событий за
счет воздействия на серотонинергическую передачу в данной структуре мозга левого
полушария, что делает препарат перспективным для коррекции игровой зависимости.
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The Ghrelin Receptor Antagonist [D-Lys3]-GHRP-6 Reduces the Risk Behavior 
in the Rat Gambling Model by Altering the Turnover of Dopamine and Serotonin

A. A. Lebedeva, *, I. V. Karpovaa, E. R. Bychkova, N. D. Yakushinaa, 
I. Yu. Thyssena, K. Е. Gramotaa, N. S. Efimova, and P. D. Shabanova

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia

*e-mail: aalebedev-iem@rambler.ru

The effect of the ghrelin receptor antagonist [D-Lys3]-GHRP-6 on the elements of
gambling and monoamine metabolism in the rat brain was investigated. For three weeks,
the rats were trained in a three-arm maze using the food reinforcement (sunflower
seeds). During the first five days, at the end of the 1st arm, the animals received 1 seed,
at the end of the 2nd arm, 2 seeds, and at the end of the 3rd arm, 3 seeds. In the follow-
ing days, the reinforcement was differentiated: each entry in arm 1was reinforced with
1 seed, each second entry in arm 2 was reinforced with 2 seeds and every third entry in
arm 3 was reinforced with 3 seeds. Thus, when visiting the 1st arm, the amount of rein-
forcement was minimal, and the probability of its delivery was maximal. The entry to the
3rd arm was reinforced as much as possible, but with the lowest probability. Rats that
had developed a stable conditional locomotion in the maze were injected intranasally
with 0.9% NaCl or D-Lys3-GHRP-6 and studied the behavior. 3 days after testing the
rats were re-administered with 0.9% NaCl or D-Lys3-GHRP-6. After 80 minutes, the
rats were decapitated and the brain structures were isolated. HPLC was used to deter-
mine the content of dopamine, serotonin and their metabolites in the hypothalamus,
hippocampus, striatum, and olfactory tubercle (the part of ventral striatum). Intranasal
administration of the ghrelin receptor antagonist [D-Lys3] -GHRP-6 (20 μL, 1 mg/mL)
increased the number of entries into the 1st arm (with a high (100%) probability, but less
reinforcement). No significant changes were found in the content of dopamine and se-
rotonin after [D-Lys3]-GHRP-6 administration in the hypothalamus. The serotonin
content significantly increased in the left hippocampus. The turnover of monoamines in
the olfactory tubercle and striatum changed only in the right hemisphere, while the ratio
of the content of 5-hydroxyindoleacetic acid to the content of serotonin increased in
both structures. In the right striatum, these changes were also accompanied by an in-
crease in the content of serotonin and dopamine metabolites. Thus, the ability of
[D-Lys3]-GHRP-6 to change the strategy of choice in favor of the greatest probability, but
the least amount of reinforcement, is based on an increase in the activity of the dopaminergic
and serotoninergic systems in the dorsal and ventral striatum of the right hemisphere of the
brain and the serotonin content in the hippocampus of the left hemisphere.

Keywords: ghrelin, [D-Lys3]-GHRP-6, gambling, dopamine, serotonin
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В целях исследования возрастного развития процессов зрительного прайминга
проводили сравнение характеристик влияния априорной зрительной инфор-
мации на идентификацию объектов разной степени сложности у детей четы-
рех (20 детей), пяти (20 детей) и шести лет (20 детей). С помощью прайминг-па-
радигмы анализировали зависимость величины прайминг-эффекта от интервала
между тестовым и прайм-стимулами. В качестве тестовых стимулов использова-
ли линии с разной ориентацией и пространственной частотой, рисунки зверей и
клякс. В качестве прайм-стимулов предъявляли комбинированные изображе-
ния, содержащие тестовые стимулы в виде локального и глобального элементов.
Сопоставление данных тестирования у детей разного возраста показало, что не-
зависимо от сложности используемых зрительных объектов величина прайминг-
эффекта с возрастом снижается. При идентификации линий предъявление прай-
ма приводило к облегчению реакции и на первый, и на второй тестовый стимул у
всех детей. С возрастом наблюдалось снижение величины прайминг-эффекта и
сужение временного окна облегчения реакции. Когда использовали фигуры зве-
рей, у детей четырех и пяти лет положительный прайминг наблюдали при иден-
тификации двух тестовых объектов, а у детей шести лет ускорение реакции отме-
чалось только на стимул, представленный в прайме как глобальный элемент.
При различении фигур клякс у детей четырех лет прайм вызывал увеличение
времени реакции, а у детей пяти и шести лет – ее ускорение. В то же время у де-
тей пяти лет по сравнению с шестилетними величина положительного прай-
минг-эффекта была ниже, и облегчение реакции начиналось при больших значе-
ниях межстимульного интервала. Полученные данные свидетельствуют о том,
что механизмы зрительного прайминга у детей младших возрастных групп могут
быть реализованы при идентификации знакомых и простых объектов, антици-
пирующие схемы для которых уже сформированы.

Ключевые слова: зрительный прайминг, временная динамика, дошкольный воз-
раст, возрастная динамика
DOI: 10.31857/S086981392109003X

Зрительный прайминг представляет собой изменение способности идентифи-
цировать, воспроизводить или классифицировать объекты под влиянием восприя-
тия априорной зрительной информации [1]. В поведенческих исследованиях влия-
ние вариаций прайм-стимулов на эффективность восприятия оценивается по из-
менению успешности и времени реакции [2], а в нейрофизиологических работах –
по параметрам связанных с событием потенциалов [3]. В ходе взаимодействия
априорной и текущей информации могут изменяться пороги обнаружения стиму-
лов, пороги их различения, успешность и скорость идентификации зрительных
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объектов [1, 2]. При этом отмечают как улучшение (положительный прайминг-эф-
фект), так и ухудшение (отрицательный прайминг-эффект) зрительного восприятия в
зависимости от характеристик как прайма, так и тестовой стимуляции и условий их
предъявления [4, 5]. По степени и глубине переработки зрительной информации раз-
личают сенсорный прайминг, основанный на анализе внешнего сходства отдельных
признаков априорной информации (прайма) с объектом идентификации (целевым
стимулом), перцептивный, связанный с определением сходства формы внешних объ-
ектов, семантический, направленный на разделение стимулов по их значению, и ка-
тегориальный, задействующий анализ категориальной принадлежности стимулов [6].

При использовании сценария “кратковременного прайминга” последовательно
предъявляют прайм-стимул и тестовый стимул с интервалом, который варьирует в
пределах сотен миллисекунд [1]. В настоящее время экспериментально показано,
что вариации задержки по времени между моментами включения прайма и целево-
го стимула (stimulus-onset asynchrony – SOA) приводит к реализации механизмов
обработки зрительной информации на разных уровнях сенсорной системы [7].
Так, при SOA до 50 мс определяющими являются периферические механизмы вза-
имодействия априорной и текущей информации [8]. В диапазоне SOA от 50 до
100 мс включаются механизмы сенсорного прайминга [9, 10]. При SOA в интервале
200–300 мс возникает интерференция когнитивных процессов, связанных с анали-
зом чередующихся целевого и прайм-стимулов (перцептивный прайминг), причи-
ны которого могут быть обусловлены процессами сличения поступающей инфор-
мации с той, что хранится в памяти субъекта и необходимостью переключения
внимания с анализа целевого стимула на прайм и обратно [11–13]. SOA в интервале
от 300 до 500 мс связывают с семантическим анализом сигналов и с реализацией
процессов планирования двигательной реакции [14, 15].

Вопрос о механизмах формирования процессов интеграции и внимания в онтогене-
зе является одним из важнейших в области сенсорной и когнитивной психофизиоло-
гии. Наиболее интенсивно эти процессы развиваются в период дошкольного и млад-
шего школьного возраста [16]. Однако большинство работ по изучению особенностей
формирования зрительного прайминга в онтогенезе направлено в основном на выявле-
ние специфики речевого развития и формирования процессов восприятия семантиче-
ской информации [17, 18]. Так, при рассмотрении синтаксического прайминга не на-
блюдали принципиальных различий в характере проявления прайминг-эффекта (ПЭ)
между взрослыми и детьми, когда использовали конструкции языка, которыми дети
овладевают на достаточно ранних этапах речевого развития (от четырех лет) [19, 20].

При анализе семантического прайминга была показана зависимость величины
ПЭ от характера взаимосвязи между предваряющей и анализируемой информаци-
ей [21]. При использовании стимулов, которые объединены между собой ассоциа-
циями разного типа, положительный ПЭ наблюдался уже у пятилетних детей [22].
Для пар слов, связанных категориально, положительный ПЭ был впервые обнару-
жен только у детей семи лет [23]. Если тестовый и прайм-стимулы были соединены
между собой действием, положительный ПЭ отмечался у детей пяти лет [24]. В воз-
расте девяти лет наибольший ПЭ наблюдали в том случае, когда тестовый и прайм-
стимулы соответствовали друг другу по смыслу [25]. При этом во всех случаях с
увеличением возраста величина ПЭ снижалась [26].

Анализ исследований проявления семантического прайминга у детей разного
возраста убедительно демонстрируют особенности преднастройки процесса вос-
приятия и его селективности по сравнению с взрослыми испытуемыми. Особенно
важным представляется исследование формирования этих процессов в период до-
школьного детства, поскольку этот период в развитии связан с формированием
функциональных систем, обеспечивающих произвольную избирательную регуля-
цию деятельности, основанную на процессах организации произвольного внима-
ния [16]. Однако систематических исследований, направленных на изучение дина-
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мики формирования и развития процессов реализации всех механизмов, задей-
ствованных при зрительном прайминге на разных уровнях обработки зрительной
информации у детей дошкольного возраста, не проводилось.

В связи с этим цель настоящего исследования заключалась в проведении срав-
нительного анализа характеристик зрительного прайминга в зависимости от типа
используемого прайма, сложности задачи идентификации целевого объекта и воз-
раста ребенка в пределах дошкольного периода.

Задачи работы включали тестирование величины ПЭ при идентификации про-
стых зрительных стимулов, знакомых оформленных объектов и фигур неопреде-
ленной конфигурации в зависимости от интервала задержки между праймом и це-
левым стимулом у детей четырех, пяти и шести лет.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Испытуемые

В исследовании принимали участие 60 детей от четырех до шести лет (М = 5.4;
SD = 0.8), посещающих детский сад № 45 и дошкольное отделение начальной шко-
лы-детского сада № 687 “Центр реабилитации ребенка” (г. Санкт-Петербург).

В соответствии с возрастом дети были разделены на три группы: 1) 20 детей, из них
9 девочек, от 4.1 до 4.9 лет; 2) 20 детей, из них 5 девочек, от 5.2 до 5.9 лет; 3) 20 детей,
из них 7 девочек, от 6.0 до 6.8 лет (табл. 1).

Все дети использовали правую руку для выполнения теста в качестве ведущей и
не имели проблем со зрением и слухом.

Дети всех возрастных групп были протестированы на уровень интеллектуально-
го развития по методу Векслера для детей дошкольного возраста (WPPSI), адапти-
рованному для нашей страны [27]. Анализ результатов показал, что уровень IQ ва-
рьировал от 92 до 138 баллов, что соответствовало уровню нормального развития
ребенка (см. табл. 1).

Все использованные в исследовании процедуры соответствуют этическим стан-
дартам Национального комитета по исследовательской этике и Хельсинкской де-
кларации 1964 г. и ее последующим изменениям или сопоставимым нормам этики.
Родители детей, принимавших участие в данном исследовании, подписали инфор-
мированное добровольное согласие. Проведение исследования одобрено Этиче-
ским комитетом Санкт-Петербургского государственного университета (протокол
№ от 1 от 10.09.2017 г.).

Стимулы

В качестве тестовых стимулов использовали изображения вертикальных линий с
пространственной частотой 10 циклов на град. и горизонтальных линий с простран-
ственной частотой 2 цикла на град. (задача 1), изображения фигур зверей (задача 2),
изображения клякс разной конфигурации (задача 3) из базы данных “Sutterstock”.

В качестве прайм-стимулов в центре экрана компьютера предъявляли верти-
кальные линии с пространственной частотой 2 цикла на град. (задача 1) и комби-
нированные изображения, содержащие тестовые стимулы, один как общий гло-

Таблица 1. Описание исследованных детей

Группа детей Число детей Возраст (в годах) IQ по Векслеру (баллы)

общее мальчики девочки M SD M SD Range

1 20 11 9 4.5 0.4 105 13 92─118
2 20 15 5 5.6 0.3 115 15 100─130
3 20 13 7 6.4 0.4 124 14 110─138
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бальный элемент изображения, второй как встроенный локальный элемент изоб-
ражения (задачи 2 и 3) (рис. 1).

Яркость серого фона экрана компьютера составляла 30 кд/м2, максимальная яр-
кость изображения – 60 кд/м2, размер изображения – 8 угловых градусов, длитель-
ность предъявления тестовых стимулов составляла 200 мс, а прайм-стимула – 100 мс.
Межстимульный интервал между окончанием предъявления прайма и началом
предъявления тестового стимула (МСИ) варьировал от 50 до 600 мс.

Процедура исследования

Обследование детей проводилось в знакомой и комфортной обстановке. Ребе-
нок сидел перед компьютером, расстояние от экрана монитора составляло около
50 см. Общая освещенность в комнате равнялась 120 лк. Для демонстрации стиму-
лов испытуемым был использован ноутбук Samsung R40-1 с размером экрана 17″.
Для предъявления стимулов и регистрации параметров реакции использовалась про-
грамма PsyTask v. 1.50.12. (ООО Мицар, Санкт-Петербург, РФ).

Перед началом тестирования проводили обучение задаче по различению тестовых
стимулов. В ответ на предъявление одного из них необходимо было нажать на левую
клавишу компьютера (20 стимулов), а в ответ на предъявление другого – на правую
клавишу компьютера (20 стимулов). Все стимулы предъявлялись в случайном порядке.

В сериях тестирования использовали сочетания тестовых и прайм-стимулов, ко-
торые предъявляли в случайном порядке. В каждой задаче использовали два теста с
разными значениями МСИ (50, 100, 150 и 200 мс; 300, 400, 500 и 600 мс). Число проб в
одном тесте составляло 80 сочетаний стимулов (по 20 проб с одним значением МСИ).

Анализ полученных результатов

Статистическую обработку данных проводили в программе STATISTIKA-13.
Распределение переменных по всей выборке соответствовало нормальному (тест
К-S: d = 0.15; р > 0.21), что позволило использовать для анализа параметрические
критерии: t-теста Стьюдента для сравнения двух независимых выборок и многофак-

Рис. 1. Используемые стимулы.

Prime Target 1 Target 2

Task 1

Task 2

Task 3
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торный анализ ANOVA с последующим применением post hoc Бонферонни для срав-
нения трех и четырех групп переменных. При анализе значений времени реакции
(ВР) отбирали только правильные реакции испытуемых (94.56% из всех проб). Значе-
ния ВР, которые превышали 2SD от средней величины для каждого ребенка, не
включали в обработку данных (1.32% из всех проб). Для каждого испытуемого вычис-
ляли знак и среднюю величину прайминг-эффекта (ПЭ) при каждом значении МСИ,
а также временное окно эффекта облегчения реакции. Знак прайминг-эффекта опре-
деляли по достоверному увеличению (положительный ПЭ) или уменьшению (отри-
цательный ПЭ) скорости идентификации зрительного объекта при введении прайм-
стимула. Величину ПЭ определяли по разнице между средними значениями ВР при
предъявлении только тестового стимула и сочетания тестового и прайм-стимулов.
Временное окно эффекта облегчения определяли как период значений МСИ, при
которых величина ПЭ была достоверной, т.е. попарное сравнение средних значений
времени реакции на тестовые стимулы, предваряемые и не предваряемые праймом,
показало достоверные различия. Достоверными считали различия при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обучение

Анализ данных, полученных в процессе обучения различению используемых
фигур у детей разного возраста, показал, что число ошибок не превышает уровень
случайности. Среднее число ошибок составляло 2.25 ± 1.01% у детей четырех лет,
2.11 ± 1.02% – у детей пяти лет и 1.08 ± 0.51% – у детей шести лет. При этом среднее
значение времени реакции составляло 1047 ± 76 мс (n = 20) у детей четырех лет, 994 ±
± 48 мс (n = 20) – у детей пяти лет и 883 ± 45 мс (n = 20) – у детей шести лет.

Сравнение ВР у детей всех возрастных групп не выявило зависимости от вида за-
дачи по идентификации объектов разной сложности (F(2,357) = 2.57; p = 0.08) и от
типа используемых в каждой задаче стимулов (F(2,357) = 1.12; p = 0.33). В то же
время методом дисперсионного анализа ANOVA была установлена зависимость
временных параметров реакции от возраста детей при выполнении всех трех задач
(F(2,357) = 44.87; p < 0.001).

Попарное сравнение средних значений ВР с помощью метода Стьюдента у детей
разных возрастных групп определило прогрессивный рост скорости реакции в ряду
детей четырех и пяти лет, а также пяти и шести лет (табл. 2).

Тестирование

При введении прайм-стимулов ВР изменялось в зависимости от возраста, выполня-
емой задачи, типа идентифицируемых стимулов и величины МСИ.

При различении простых стимулов (горизонтальных и вертикальных линий с
низкой и высокой пространственной частотой) введение прайм-стимула в виде
вертикальных линий с низкой пространственной частотой показало, что независи-
мо от возраста наблюдается уменьшение ВР на оба тестовые стимулы – положи-
тельный ПЭ (рис. 2).

Попарное сравнение средних величин ВР на предъявление тестовых стимулов и
их сочетание с праймом определило достоверное снижение ВР на оба стимула у де-
тей четырех лет (M = 944 мс, SD = 72; ПЭ = 162 мс; t (38) = 4.76, p < 0.001), пяти лет
(M = 941 мс, SD = 64; ПЭ = 70 мс; t = 4.76, p < 0.001) и шести лет (M = 849 мс, SD =
= 43; ПЭ = 46 мс; t (38) = 4.76, p < 0.001).

При этом, если у детей четырех и пяти лет достоверные значения ПЭ были за-
фиксированы при всех значениях МСИ (рис. 2a, b), то у детей шести лет временное
окно облегчения реакции было ограничено (50–200 мс – рис. 2с).
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Методом дисперсионного анализа ANOVA выявлено достоверное влияние фак-
тора возраста (F(2,949) = 41.01; р < 0.001), типа стимула (F(1,949) = 63.14; р < 0.001)
и МСИ (F(7,949) = 17.17; р < 0.001) при значимой величине взаимодействия данных
факторов (F(2,949) = 108.17; p < 0.001).

Анализ зависимости величины ПЭ от возраста определил достоверное снижение
эффекта облегчения при воздействии априорной информации в возрастном ряду
от четырех до пяти лет. Уменьшение ВР на тестовые стимулы была наибольшей
у детей четырех лет по сравнению с детьми пяти (t (318) = 5.41; p < 0.001) и ше-
сти (t (318) = 8.37; p < 0.001) лет.

Сравнение средних значений ПЭ на первый и второй тестовые стимулы, предва-
ряемые праймом, подтвердил достоверность различий ВР на вертикальные и го-
ризонтальные линии у детей четырех (t (38) = 3.81; p < 0.001), пяти (t (38) = 4.18;
p < 0.001) и шести (t (38) = 5.07; p < 0.001) лет. Необходимо отметить, что совпаде-
ние частоты следования в прайме и тестовом стимуле приводило к большему ПЭ
по сравнению с совпадением направления ориентаций линий у детей всех возраст-
ных групп (рис. 2).

Детальный анализ зависимости величины ПЭ от МСИ выявил различия в ин-
тервалах от 50 до 200 мс и от 300 до 600 мс.

Рис. 2. Возрастная динамика проявления прайминг-эффекта при различении линий разной ориентации
и частоте следования. Обозначения: (a) – тестирование детей четырех лет; (b) – тестирование детей пя-
ти лет; (c) – тестирование детей шести лет; (1) – прайм + тестовый стимул 1; (2) – прайм + тестовый
стимул 2. По вертикали – средняя величина прайминг-эффекта, мс; по горизонтали – значение меж-
стимульного интервала, мс. Вертикальные линии – значение доверительного интервала при p ≤ 0.05.

1
300

200

100

0
50 150 300 600400200100500 50 150 300 500

a
Pr

im
in

g 
eff

ec
t, 

m
s

ISI, ms

b c

2

Таблица 2. Временные параметры идентификации тестовых стимулов после обучения

* Указана достоверность различий данных при р ≤ 0.05.

Стимулы Возраст (годы)
Время реакции (мс) Тест Стьюдента

Mean SD Range t p

Линии
4 1106 72 913─1152
5 1011* 56 849─1151 2.66 0.02
6 895* 42 803─991 3.62 0.001

Звери
4 1062 75 903─1125
5 983* 38 901─1081 3.92 0.002
6 865* 36 710─1012 3.58 0.001

Кляксы
4 1102 92 971─1288
5 963* 42 851─1080 2.52 0.02
6 888* 47 807─986 3.46 0.001
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При МСИ до 200 мс величина ПЭ на тестовые стимулы прогрессивно увеличивает-
ся у детей всех возрастных групп (F(3,76) = 4.01; р = 0.01; F(3,76) = 3.75; р = 0.03, F(3,76)
= 3.17; р = 0.04, у детей 4-х, 5-ти и 6-ти лет соответственно). В то же время при МСИ
более 300 мс достоверные изменения ВР отсутствуют (F(3,76) = 1.51; р = 0.18,
F(3,76) = 1.15; р = 0.13, F(3,76) = 0.71; р = 0.55, у детей четырех, пяти и шести лет со-
ответственно).

Такая же закономерность просматривается и для различий между средними
значениями ВР на первый и второй тестовые стимулы. В интервале МСИ от 50
до 200 мс ВР реакции было достоверно ниже при идентификации редких гори-
зонтальных линий – второй стимул (t (78) = 3.53; p < 0.001, t (78) = 4.05; p < 0.001,
t (78) = 4.93; p < 0.001 у детей 4-х, 5-ти и 6-ти лет соответственно). При МСИ от 300
до 600 мс достоверные различия между средними значениями ВР на тестовые стимулы
не наблюдается (t (78) = 1.87; p = 0.06, t (78) = 1.96; p = 0.05, t (78) = 1.03; p < 0.01 у детей
четырех, пяти и шести лет соответственно).

Таким образом, при выполнении данной задачи положительный зрительный прай-
минг отмечается уже у детей четырех лет. Возрастные различия состоят в снижении
выраженности ПЭ и в уменьшении временного окна эффекта облегчения с возрастом.

Опережающая демонстрация комбинированной фигуры, состоящей из изобра-
жений зверей в качестве глобального и локального элементов стимула, продемон-
стрировала несколько иные результаты. В этом случае также наблюдалось уменьшение
ВР при различении тестовых фигур – положительный прайминг-эффект (рис. 3).

Однако у детей четырех и пяти лет уменьшение ВР отмечалось на оба тестовых сти-
мула (M = 943 мс, SD = 29, ПЭ = 119 мс; t (318) = 2.48, p < 0.001; M = 872 мс, SD = 30,
ПЭ = 111 мс; t (318) = 1.73, p < 0.001 соответственно), а у детей шести лет — только
на стимул, который был представлен в прайме как глобальный элемент фигуры
(М = 758 мс, SD = 28, ПЭ = 85 мс; t (318) = 2.53; p < 0.001). Необходимо отметить,
что у детей четырех и пяти лет достоверные значения ПЭ были зафиксированы при
всех значениях МСИ при идентификации первого стимула и в интервале МСИ от
100 до 600 мс при реакции на второй стимул (рис. 3a, b). У детей шести лет времен-
ное окно облегчения реакции было ограничено (50–200 мс – рис. 3с).

Методом дисперсионного анализа было показано достоверное влияние фактора
возраста (F (2,949) = 32.28; р < 0.001), типа стимула (F (1,949) = 96.04; р < 0.001) и
МСИ (F (7,949) = 1.01; р < 0.001) при значимой величине взаимодействия данных
факторов (F(2,949) = 469.98; p < 0.001).

Анализ зависимости величины ПЭ от возраста показал, что уменьшение ВР на
тестовые стимулы была наибольшей у детей четырех лет по сравнению с детьми пя-

Рис. 3. Возрастная динамика проявления прайминг-эффекта при различении фигур зверей. Обозначе-
ния, как на рис. 2.
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ти (t (318) = 3.15; p < 0.001) и 6-ти (t (318) = 5.38; p < 0.001) лет (рис. 3). При этом, как
и в случае тестирования первой задачи, выраженность ПЭ снижалась с возрастом.

Детальный анализ зависимости величины ПЭ от МСИ свидетельствует о том,
что в интервале 50–200 мс регистрируется прогрессивный рост скорости реакции
на оба тестовых стимула у детей четырех и пяти лет (F (3,76) = 2.97; р = 0.04 и
F (3,76) = 4.71; р = 0.01 соответственно) и только на изображение, выступающее в каче-
стве глобального элемента в прайме, у детей шести лет (F (3,76) = 5.58; р = 0.01). При
МСИ более 300 мс величина ПЭ снижается и ее зависимость от значения МСИ не до-
стигает достоверных значений у детей всех возрастных групп (F (3,76) = 1.28; р = 0.29,
F (3,76) = 0.37; р = 0.56, F (3,76) = 0.37; р = 0.78 у детей четырех, пяти и шести лет
соответственно).

Попарное сравнение средних величин ПЭ в ответ на предъявление тестовых
стимулов позволило установить, что ВР на первый стимул (глобальный элемент
прайма) было достоверно меньше по сравнению с ВР на второй стимул (локальный
элемент прайма) у детей всех возрастных групп при всех значениях МСИ (t (76) = 4.34;
p < 0.001, t (76) = 4.83; p < 0.001, t (76) = 4.51; p < 0.001 у детей четырех, пяти и шести лет
соответственно).

Таким образом, у детей шести лет при распознавании фигур зверей введение
прайм-стимула (сочетание двух тестовых фигур, одна из которых представляла ло-
кальный, а другая глобальный элементы комбинированного изображения) приво-
дило к достоверному снижению ВР только при предъявлении фигуры, представля-
ющей глобальный элемент изображения. Достоверные различия значений ВР на
тестовые стимулы, предваряемые праймом, сохранялись при всех исследованных
значениях МСИ. Максимальный эффект облегчения ВР регистрировали в интер-
вале МСИ от 100 до 200 мс. В то же время у детей четырех и пяти лет наблюдается
снижение ВР на оба стимула, хотя эффект облегчения в большей мере сказывается
на идентификации тестового стимула, который в априорной информации высту-
пает как глобальный элемент комбинированного изображения.

Несколько иная картина была характерна для различения стимулов неопреде-
ленной конфигурации (кляксы) после введения прайм-стимула, представляющего
собой комбинацию тестовых изображений, одно из которых представляло глобаль-
ный элемент стимула, а второе – его локальный элемент. В этом случае наблюда-
лись не только количественные, но и качественные различия проявления ПЭ у де-
тей разного возраста (рис. 4).

Как и при выполнении первых двух задач, методом дисперсионного анализа было
установлено достоверное влияние фактора возраста (F (2,949) = 130.47; p < 0.001), типа
тестового стимула (F (2,949) = 134.49; p < 0.00) и МСИ (F (2,949) = 14.73; p < 0.001) при
значимой величине взаимодействия данных факторов (F (2,949) = 17.71; p < 0.001).

Однако у детей четырех лет опережающее предъявление прайма приводило к до-
стоверному увеличению ВР на оба тестовых стимула в интервале МСИ от 50 до
300 мс (M = 1244 мс, SD = 58, ПЭ = –142 мс; t(98) = 5.89, p < 0.001) – отрицатель-
ный ПЭ (рис. 4а). В то же время у детей пяти лет достоверный отрицательный ПЭ
наблюдается только при выполнении реакции на тестовый стимул, включен-
ный в прайм как локальный элемент, независимо от МСИ (M = 1129 мс, SD =
= 76, ПЭ = –105 мс; t(158) = 1.13; p = 0.02). При предъявлении второго тестового
стимула (глобальный элемент прайма) ВР достоверно уменьшалось в интервале
МСИ от 150 до 600 мс (M = 954 мс, SD = 66, ПЭ = 84 мс; t (118) = 3.44; p < 0.001 – поло-
жительный ПЭ – рис. 4b). У детей шести лет также наблюдалось достоверное
уменьшение ВР на данный тестовый стимул, но при всех значениях МСИ (M = 773 мс,
SD = 38, ПЭ = 91 мс; t (158) = 4.87; p < 0.001). Однако в ответ на стимул, включен-
ный в прайм в качестве локального элемента, достоверных изменений величины
ВР не было зафиксировано ни при одном значении МСИ (M = 886 мс, SD = 49,
ПЭ = 2 мс; t (158) = 0.83; p = 0.45 – рис. 4с).
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Дисперсионный анализ ПЭ при разных МСИ показал, что у детей четырех лет
негативное влияние прайма прогрессивно уменьшается с увеличением МСИ в ин-
тервале от 50 до 300 мс (F (7,152) = 4.12; p < 0.01). У детей пяти лет с ростом МСИ
негативное влияние прайма также достоверно уменьшается относительно тестового
стимула, включенного в прайм как локальный элемент (F (7,152) = 5.89; p < 0.001), а в
отношении стимула, входящего в прайм как глобальный элемент изображения, поло-
жительное влияние прайма возрастает при увеличении МСИ (F (7,152) = 3.23; p < 0.01).
Необходимо отметить, что в последнем случае достоверное увеличение ПЭ отмечено
только для МСИ, больших 100 мс (рис. 4b).

У детей шести лет достоверное снижение ВР наблюдается при всех значениях
МСИ (начиная с 50 мс), а максимальный рост облегчающего эффекта прайма характе-
рен для интервала МСИ в 50–200 мс (F (3,76) = 3.35; p = 0.02). При МСИ 300–600 мс
зависимость величины положительного ПЭ от МСИ недостоверна (F (3,76) = 3.61;
p = 0.23). Также недостоверным является и зависимость величины ПЭ от МСИ при
тестировании ответов на второй тестовый стимул (F (3,76) = 6.11; p = 0.43 – рис. 4с).

Анализ зависимости величины ПЭ от типа стимула показывает, что у детей че-
тырех лет достоверные различия между ВР на первый и второй тестовые стимулы
отсутствуют (t (58) = 1.18; p = 0.24) при МСИ 50, 100 и 150 мс). У детей пяти и шести
лет при этих же значениях МСИ различия ПЭ между реакциями на тестовые сти-
мулы достоверны (t (158) = 17.32; p < 0.001 t (158) = 6.31; p < 0.001 соответственно).

Таким образом, при выполнении третьей задачи у детей четырех лет отмечается
негативное влияние прайма на процесс идентификации последующего объекта не-
зависимо от того, является ли он глобальным или локальным элементом прайма.
У детей пяти и шести лет в этой задаче был выявлен эффект облегчения реакции
при идентификации объекта в отношении стимула, присутствующего как глобаль-
ный элемент в прайме. При этом временное окно облегчения реакции у детей пяти
лет сдвинуто в сторону больших значений МСИ по сравнению с детьми шести лет.

Количественное сравнение величины ПЭ при выполнении разных задач у детей
одного возраста показало, что у детей четырех лет относительная величина ПЭ до-
стоверно не отличается при выполнении всех трех задач (F (2,238) = 1.51; p = 0.13).
У детей пяти и шести лет наименьшие показатели ПЭ характерны для выполнения
третьей задачи (t = 2.14; p = 0.03).

В целом, полученные результаты раскрывают временную динамику взаимодей-
ствия априорной и текущей зрительной информации и устанавливают закономер-
ности формирования зрительного прайминга у детей дошкольного возраста.

Рис. 4. Возрастная динамика проявления прайминг-эффекта при различении фигур неопределенной
конфигурации. Обозначения как на рис. 2.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в работе данные позволили выделить несколько аспектов возраст-
ной динамики зрительного прайминга при восприятии зрительных объектов раз-
ной степени сложности.

В первую очередь необходимо отметить, что с возрастом изменяется выражен-
ность зрительного прайминга. Полученные в работе данные свидетельствуют о до-
стоверном снижении величины ПЭ от четырех до шести лет при выполнении пер-
вых двух задач. Эти данные согласуются с работами, проведенными с использова-
нием метода семантического прайминга [26] и подтверждают предположение о
том, что именно в период дошкольного детства происходит формирование меха-
низмов зрительного прайминга.

Второй аспект возрастной динамики касается временных параметров взаимо-
действия априорной и текущей зрительной информации. При исследованиях с ис-
пользованием прайминг-парадигмы было показано, что очень важной характери-
стикой прайм-стимула, которая оказывает влияние на величину и знак прайминг-
эффекта, является величина интервала между целевым и прайм-стимулами [9].
Нейрофизиологические исследования показывают, что когда два образа предъяв-
ляются с интервалом от начала прайма (SOA) менее чем 300 мс, группы зрительных
нейронов в верхне-височной коре пытаются кодировать наличие двух отдельных
объектов, что приводит к уменьшению влияния прайма [11]. В нашем исследова-
нии в большинстве случаев при МСИ 50–200 мс (SOA – 150–300 мc) наблюдался
прогрессивный рост величины ПЭ, что, по-видимому, и отражает процесс конку-
ренции между априорной и текущей информацией. Этот процесс не зависел от
возраста, что свидетельствует о его зрелости уже у детей четырех лет. И только при
идентификации фигур сложной конфигурации у детей пяти лет наблюдается сдвиг
этого периода в сторону больших значений. Интервал для различения элементов
прайма в этом случае занимает от 200 до 400 мс (по SOA).

В интервале МСИ от 300 до 600 мс выявлена стабилизация значений ПЭ. Показано,
что отсутствие влияния прайма на ВР в ответ на тестовый стимул связано со сдвигом
внимания от прайм-стимула к тестовому сигналу [28]. Таким образом, в нашей работе
МСИ = 300 мс является критической величиной для восприятия используемых прай-
мов. Однако при этом у детей шести лет ВР при таких МСИ достоверно не отличима
от той, которая была зафиксирована при отсутствии прайма. В то же время у детей
младших возрастных групп стабилизация ПЭ проходит при сохранении эффекта об-
легчения реакции от воздействия прайма. Это может быть связано с достоверно боль-
шими значениями ВР, наблюдаемыми у детей младшего возраста. Предполагают, что
временной интервал свыше 500 мс связан с активацией моторных процессов [9].
Можно предположить, что длительная реализация моторных процессов требует под-
держания активации систем восприятия на высоком уровне. Это подтверждается и
тем, что у детей пяти лет значения ВР у которых достоверно меньше, чем у детей четы-
рех лет, в этом интервале МСИ отмечаются и достоверно меньшие значения ПЭ.

Третий аспект возрастной динамики зрительного прайминга относится к зави-
симости величины ПЭ от свойств идентифицируемых объектов. При выполнении
всех задач эффект облегчения под воздействием одного и того же прайма был выше
при предъявлении одного из тестовых стимулов. С возрастом увеличивались раз-
личия между величинами ПЭ на тестовые стимулы. Так, в случае различения ли-
ний разной ориентации и пространственной частоты меньшее ВР отмечалось при
совпадении в прайме и тестовом стимуле частотного признака объектов по сравне-
нию с признаком направления линий. Это свидетельствует о более выраженном
влиянии низкой пространственной частоты априорной информации на время
идентификации текущих объектов. Полученный факт согласуется с нашими
предыдущими поведенческими и электрофизиологическими данными, показыва-
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ющими влияние зрительных стимулов с низкой пространственной на различение
стимулов с высокой и низкой пространственной частотой [29, 30].

В случае различения фигур зверей и клякс в большинстве случаев достоверно
большая величина ПЭ наблюдалась при идентификации той фигуры, которая в
прайме была представлена в качестве глобального элемента комбинированного
изображения. Сравнение с работами, проведенными на взрослых испытуемых, не
показывают качественных отличий в проявлении прайминг-эффектов и эффектов
облегчения при восприятии таких зрительных изображений [31, 32].

Четвертый аспект возрастной динамики зрительного прайминга, выявленный в
нашей работе, связан с типом предлагаемой детям задачи. При различении про-
стых зрительных стимулов и знакомых фигур зверей положительный ПЭ наблю-
дался уже у детей четырех лет. Возрастные изменения зрительного прайминга в
случае использования в качестве объектов идентификации простых зрительных
стимулов заключались в уменьшении выраженности ПЭ. Это свидетельствует о
том, что механизмы сенсорного прайминга, связанные с сопоставлением инфор-
мации об отдельных признаках объектов в априорной и текущей информации, в
основном, сформированы к четырехлетнему возрасту, что согласуется с данными о
влиянии цвета текста на идентификацию формы объектов [25].

При различении знакомых фигур зверей у детей шести лет зрительный прай-
минг был установлен только при идентификации фигуры, которая в прайме пред-
ставляла глобальный элемент изображения, что согласуется с данными, получен-
ными на взрослых испытуемых и подростках [32]. Факт о ведущей роли глобальной
информации при реализации зрительного прайминга в литературе рассматривает-
ся с точки зрения о преимущественной роли низкочастотной зрительной инфор-
мации при идентификации формы объекта [33]. Наличие этого процесса у детей
шести лет свидетельствует о зрелости перцептивного прайминга в этом возрасте.

Напротив, у детей четырех и пяти лет наблюдали облегчающее влияние как гло-
бального, так и локального элементов прайма, хотя величина ПЭ была достоверно
больше при идентификации стимула, соответствующего глобальному элементу
прайма. Это говорит о том, что от четырех до пяти лет происходит формирование
процесса автоматического выделения ведущего признака комбинированного объ-
екта, которое завершается к шестилетнему возрасту.

При различении фигур сложной конфигурации была выявлена близкая по ха-
рактеру картина. У детей шести и пяти лет так же, как и в предыдущем случае, об-
наружено влияние априорной информации, связанной с ее глобальными элементами,
но ПЭ был выражен в меньшей степени по сравнению со второй задачей. В отличие от
этого у детей четырех лет установлен негативный ПЭ на оба идентифицируемых объ-
екта, а у детей пяти лет на объект, включенный в прайм в качестве локального эле-
мента. Вопрос относительно механизмов проявления негативного прайминга до
сих пор дискутируется в литературе. Существует две основные гипотезы относи-
тельно его природы [34, 35]. Первая из них рассматривает ПЭ как проявление ме-
ханизмов конкуренции между внешними объектами. При несоответствии между
ними на уровне репрезентации образов объектов в ассоциативных зонах коры по-
давляется информация о прайм-стимуле для облегчения выбора информации о це-
левом стимуле, который является актуальным при выполнении реакции [34]. Вто-
рая модель основывается на предположении о том, что целевой стимул является
сигналом для извлечения из памяти предыдущих эпизодов обработки информации
о таком же стимуле, причем в этих следах памяти хранится и информация об ответ-
ных реакциях на этот стимул [35]. Эти две модели во многом схожи между собой.
Но при этом они различаются в понятиях того, чему придается особое значение в
последовательности процессов, вовлеченных в восприятие прайм-стимула и теста.
Увеличение ВР на все тестовые стимулы у детей 4-х лет, наблюдаемое в данной ра-
боте, в большей степени связано с первой гипотезой – введение любого нового
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объекта в этом возрасте вызывает сильную ориентировочную реакцию, что приво-
дит к торможению текущей деятельности в целом [34]. Этот факт подтверждается
тем, что одинаковый по величине отрицательный ПЭ характерен для идентифика-
ции обоих тестовых стимулов, это подтверждается и нашими предыдущими дан-
ными о формировании гетеросенсорного прайминга, которые показали аналогич-
ную картину у детей четырех лет при влиянии априорной зрительной информации
на идентификацию звуковых стимулов [36]. С возрастом выраженность этого про-
цесса постепенно снижается, и у детей пяти лет наблюдается негативный ПЭ толь-
ко в отношении идентификации объекта, который в прайме присутствует как ло-
кальный элемент изображения, а в возрасте шести лет полностью исчезает. Такая
динамика проявления отрицательного прайминга может свидетельствовать о по-
степенном формировании механизмов конкуренции между априорной и текущей
информацией в рассмотренном возрастном периоде.

В целом полученные данные позволяют раскрыть возрастную динамику форми-
рования сенсорного и перцептивного прайминга в зависимости от характеристик
взаимодействующей информации и подтверждают предположение о том, что
именно в период дошкольного детства процессы интеграции и внимания преобра-
зуются и постепенно приобретают характер, который учитывает не только про-
странственно-временную композицию стимулов, но и процессы селекции значи-
мых признаков объектов.
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Age-Related Dynamics of Visual Priming
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In order to study the age-related development of visual priming, we compared the char-
acteristics of the influence of a priori visual information on the identification of objects
of varying degrees of complexity in children of four (n = 20), five (n = 20), and six years
(n = 20). Using the priming paradigm, the dependence of the magnitude of the priming
effect on the interval between the target and prime stimuli was analyzed. As targets, we
used pictures of lines, animals and blots. Combined figures containing targets were pre-
sented as primes. Comparison of testing data showed that, regardless of the complexity of
visual objects, the priming effect decreases with age. With the identification of lines, the
reaction time decreased to both stimuli regardless of age. If animal figures were used, posi-
tive priming was observed on both targets in children of four and five years old, but in chil-
dren of 6 years old, an acceleration of reaction was noted only to the target presented in
prime as a global element. When presented with figures of blots, reaction times increased in
four-year-olds and decreased in five and six years old. At the same time, the positive prim-
ing effect was lower and was observed at large values of the interval between prime and test
in five-year-old children compared with six-year-old children. The results indicate that the
mechanisms of visual priming in children of younger age groups are active when using fa-
miliar and simple objects, for which anticipatory schemes have already been formed.

Keywords: visual priming, temporal dynamics, pre-school age, age development
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Гипербарический кислород (ГБО2) угнетает ГАМК-ергическую функцию в го-
ловном мозге, что приводит к развитию судорожных реакций в виде пароксиз-
мальных разрядов на ЭЭГ и двигательных расстройств, аналогичных генерализо-
ванному эпилептическому припадку. Мы предполагаем, что дефицит ГАМК-ер-
гической нейропередачи в ГБO2, возникающий за счет подавления синтеза
ГАМК, может быть преодолен путем блокирования клиренса ГАМК из синапти-
ческой щели и замедления ее ферментативного расщепления. В настоящем ис-
следовании изучали развитие судорожных реакций у крыс под давлением кисло-
рода 5 АТА после блокады ГАМК-транспортеров с помощью тиагабина и инги-
бирования ГАМК-трансаминазы с помощью вигабатрина. В работе получены
новые данные о том, что: (1) ингибирование ГАМК-трансаминазы с помощью
вигабатрина или ГАМК-транспортеров с помощью тиагабина предотвращало
развитие судорог у крыс под давлением кислорода 5 АТА; (2) кислородные судо-
роги в ГБО2 проявлялись при снижении ГАМК в мозге на 30–40% от исходного
уровня; (3) ингибирование ГАМК-трансаминазы с помощью вигабатрина
предотвращало снижение ГАМК в стриатуме крыс под давлением 5 АТА. Следо-
вательно, замедление синаптического клиренса ГАМК или ослабление фермен-
тативного разрушения медиатора могут значительно компенсировать ГБО2-вы-
званное ослабление синтеза ГАМК и повысить концентрацию тормозного меди-
атора до уровня, достаточного для реализации ГАМК-ергической функции,
предотвращающей развитие судорожного синдрома.

Ключевые слова: гипербарический кислород, гипербарические кислородные судо-
роги, ГАМК, ингибиторы ГАМК-транспортеров, ГАМК-трансаминаза, вигабат-
рин, тиагабин
DOI: 10.31857/S0869813921090041

ВВЕДЕНИЕ

Кислород под давлением, превышающим атмосферное, или гипербарический
кислород (ГБО2), широко используется в медицинской практике и при подводных
погружениях для проведения работ в экономических и военных интересах. Не-
смотря на относительную безопасность, дыхание ГБО2 сопряжено с риском его

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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токсического действия на ЦНС, клиническим проявлением которого являются па-
роксизмальная активность на ЭЭГ и тонико-клонические судороги, аналогичные
генерализованному эпилептическому припадку [1–3].

Ключевая роль в инициировании кислородных судорог принадлежит интенсив-
но образующимся при гипероксии редокс-молекулам – реактивным формам кис-
лорода (ROS) и азота (RNS), способным через окислительно-восстановительные
реакции изменять молекулярную структуру клеток и нарушать межклеточное взаи-
модействие. Подтверждением этому является повышенное образование в мозге

при ГБО2 компонентов ROS – супероксиданионов ( ), гидроксильных радикалов
(ОН–) и перекиси водорода (Н2О2), причем уровень их продукции возрастает с уве-
личением парциального давления вдыхаемого кислорода [4–6]. ГБО2 также стиму-
лирует продукцию в мозге таких RNS, как оксид азота (NO) и пероксинитрит [7,
8], и их повышение в мозговой ткани предшествует появлению пароксизмальной
активности на ЭЭГ [9, 10]. Вовлечение ROS–RNS в патогенез судорожного синдрома
в ГБО2 подтверждается данными об ускорении судорог после введения NO-доноров
(SNAP) или их задержки после подавления синтеза NO с помощью L-NAME [7]. Уста-
новлено также, что у мышей-нокаутов по нейрональной NOS судорожная реакция в
ГБО2 развивалась значительно позже, чем у обычных животных [11].

Участие ROS–RNS в инициировании судорог предполагает наличие редокс-
чувствительных мишеней в мозге, воздействие на которые приводит к нарушению
электрогенеза в мозговых нейронах и синаптической передачи. Наиболее вероят-
ная мишень для инициирования кислородных судорог определена в ГАМК-ерги-
ческой нейропередаче. Установлено, что гипербарический кислород ингибирует
синтез ГАМК в мозге, что приводит к ослаблению тормозной нейропередачи с по-
следующим сдвигом баланса процессов возбуждения и торможения в ЦНС [12, 13].
Доказательством этого является снижение ГАМК в межклеточной среде мозга
крыс, зарегистрированное in vivo во время ГБО2-экспозиции с помощью микроди-
ализа, сопряженного с высокоэффективной жидкостной хроматографией [10, 12].
Причиной уменьшения внеклеточной ГАМК в ГБО2 явилось снижение активно-
сти глутаматдекарбоксилазы (GAD), катализирующей синтез тормозного медиато-
ра в нервных клетках [14]. Угнетение ферментативной активности GAD происхо-
дит за счет ее S-нитрозилирования – присоединения группы оксида азота к тиоло-
вым остаткам цистеина внутри белка-фермента [15].

Представленные данные допускают, что ингибирование синтеза ГАМК в голов-
ном мозге при гипероксии приводит к снижению ее выделения в синаптическую
щель и, следовательно, к ослаблению тормозной медиаторной функции. В связи с
этим возникает вопрос, можно ли с помощью каких-то воздействий сохранить со-
держание медиатора в синаптическом пространстве на уровне, достаточном для
реализации полноценной тормозной нейропередачи. После квантового выделения
ГАМК в синаптическую щель и активации постсинаптических рецепторов, боль-
шая часть неиспользованного медиатора активно удаляется из нее путем высоко
аффинного Na+-зависимого захвата медиатора нервными и глиальными клетками
при участии электрогенных ГАМК-транспортеров [16]. Часть медиатора пассивно
диффундирует в межклеточное пространство, где реализуется его внесинаптиче-
ская тоническая медиация [17]. Критически значимым для поддержания необходи-
мого уровня медиатора в синапсах является его ферментативное расщепление с
участием ГАМК-трансаминазы (ГАМК-Т), локализованной преимущественно в
астроцитах головного мозга.

Мы предполагаем, что блокирование захвата ГАМК и замедление ее расщепле-
ния может увеличить содержание медиатора в синаптической щели до уровня, до-

−
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статочного для обеспечения тормозной нейропередачи и, таким образом, ослабить
или предотвратить развитие судорожного синдрома. Для проверки этой гипотезы в
настоящей работе изучали развитие судорог в ГБО2 у крыс, которым перед экспо-
зицией в кислороде под давлением 5 АТА в боковой желудочек головного мозга вводи-
ли тиагабин – селективный ингибитор ГАМК-транспортеров и вигабатрин – селек-
тивный ингибитор ГАМК-трансаминазы. Для оценки содержания ГАМК в головном
мозге при ГБО2 до и после введения ингибиторов, определяли ее концентрацию с
помощью внутримозгового микродиализа, сопряженного с высокопроизводитель-
ной жидкостной хроматографией. Такая постановка задачи и подход к ее решению
являются новыми, так как анализ существующих баз данных показал, что изучение
противосудорожной эффективности вигабатрина и тиагабина в ГБО2 с учетом
оценки динамики ГАМК в мозге до сих пор не проводилось.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Опыты проводили на крысах линии Sprague-Dawley массой 307 ± 9 г, получен-
ных из питомника “Пущино” (Московская обл., г. Пущино, Россия). Протокол
опытов одобрен Комиссией по этике Института эволюционной физиологии и био-
химии им. И.М.Сеченова РАН в соответствии с Международными рекомендация-
ми по проведению медико-биологических исследований с использованием живот-
ных (CIOMS, Geneva, 1985). За 5–7 дней до опытов каждому животному под нарко-
зом (нембутал, 50 мг/кг) в боковой желудочек головного мозга вводили металлическую
канюлю согласно стереотаксическим координатам [18]: АР = –1.0 мм, LМ = ±1.5 мм,
V = 3.5 мм. Канюля укреплялась с помощью 2-х стальных винтов, ввернутых бипо-
лярно в теменные области кости черепа, и зубопротезного цемента. Перед опыта-
ми каждому животному через канюлю в боковой желудочек мозга с помощью мик-
рошприца (Hamilton, 20 мкл) вводили раздельно искусственный ликвор (кон-
троль), вигабатрин и тиагабин. Препараты, полученные из Sigma Aldrich,
растворяли в искусственном ликворе, и их содержание в растворе объемом 10 мкл
составляло: тиагабин – 0.05 мг, вигабатрин – 0.5 мг. Животным контрольной груп-
пы вводили искусственный ликвор в объеме 10 мкл. Указанные дозы ингибиторов
не вызывали двигательных нарушений (дисбаланса) у животных, которых тестиро-
вали на вращающемся стержне (Rotarod test). После введения препаратов крыс по-
мещали в барокамеру объемом 100 л по 1–2 животных в каждом опыте. Повыше-
ние давления кислорода в камере до 5 АТА осуществляли со скоростью 1 АТА/мин.
Температуру в камере поддерживали в пределах 23–25°С, влажность – около 60%,
содержание СО2 не превышало 0.05%.

Во время ГБО2-экспозиции проводили непрерывную видеорегистрацию живот-
ных в барокамере. Экспозицию продолжали до появления генерализованных кло-
нических или тонических судорог, а при их отсутствии, максимально до 90 мин.
Время декомпрессии составляло 8 мин. Для анализа результатов фиксировали вре-
мя (в минутах) появления моторных судорожных реакций от начала экспозиции
животных в камере при давлении кислорода 5 АТА. Для анализа результатов фик-
сировали время (в минутах) появления различных двигательных нарушений у жи-
вотных от начала кислородной экспозиции под давлением 5 АТА. Для количе-
ственной оценки развития судорог у крыс в барокамере мы адаптировали извест-
ную шкалу судорожных состояний, позволяющую разделить тяжесть приступов на
стадии: движение рта и лица, кивание головой, клонус передних конечностей,
подъем с клонусом передних конечностей и подъем и падение с клонусом передних
конечностей [19]. В случае отсутствия судорожных проявлений за латентный период
принимали время кислородной экспозиции равное 90 мин. Всего в опытах использо-
вано 38 крыс, разделенных на 3 группы. В контрольной группе 1 (n = 14) животным пе-
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ред кислородной экспозицией при давлении 5 АТА в желудочек мозга вводили искус-
ственный ликвор. Животным группы 2 (n = 12) перед гипероксической экспозицией в
мозговой желудочек вводили вигабатрин, а крысам группы 3 (n = 12) – тиагабин.

В другой серии опытов на наркотизированных крысах Sprague-Dawley с помо-
щью внутримозгового микродиализа измеряли содержание ГАМК в стриатуме во
время кислородной экспозиции при 5 АТА. Эта работа выполнена И.Т. Демченко
на базе Гипербарического центра университета Дьюка (Durham, NC, США). По-
дробное изложение метода измерений ГАМК в мозге с использованием микродиа-
лиза в ГБО2 представлено в публикациях [12, 20]. Наркотизированным животным
(уретан + хлоралоза, 750 + 250 мг/кг) в стриатум (координаты по [18]: АР = +1.0 мм,
LМ ± 2.5 мм, V = 5.8 мм) вводили микродиализные канюли (CMA/11, CMA/Micro-
dialysis AB, Sweden). Во время ГБО2-экспозиции канюли перфузировали искус-
ственным ликвором со скоростью 1.0 мкл/мин, а пробы диализата автоматически
отбирали каждые 15 мин с помощью коллектора, расположенного в барокамере ря-
дом с животным (CMA 142 Microfraction Collector, AB, Швеция). Измерения ГАМК
в пробах проводили сразу после декомпрессии с помощью высокопроизводитель-
ной жидкостной хроматографии (HPLC) с электрохимической детекцией ГАМК
(ESA model 5100A). Содержание ГАМК в пробах диализата определяли в нмоль/л
по калибровочным стандартам. Параметры ГБО2-экспозиции были такими же, как
и в первой части исследований. В опытах использовано 22 животных, разделенных
на 3 группы. У 7-ми животных (группа 1) и 8-ми крыс (группа 2) микродиализные
канюли после имплантации в стриатум перфузировали искусственным ликвором в
течение 75 мин при дыхании атмосферным воздухом (контроль), а затем под давле-
нием кислорода 3 и 5 АТА соответственно. У животных группы 3 (n = 7) перфузию
мозговой микроканюли при дыхании воздухом и гипербарическим кислородом 5 АТА
осуществляли искусственным ликвором с добавлением вигабатрина (0.7 мМ).

Статистическую оценку полученных результатов проводили с помощью диспер-
сионного анализа SigmaPlot 13.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, США). Одно-
факторный дисперсионный анализ использовали для сравнения латентных перио-
дов судорожных реакций в ГБО2 у животных при введении искусственного ликво-
ра и ингибиторов. Двухфакторный дисперсионный анализ применяли для
сравнения изменения содержания ГАМК в стриатуме крыс контрольной и экспе-
риментальных групп. Для выявления достоверности отличий использовали пар-
ный t - критерий. Все данные представлены как М ± SEM, при этом в качестве ста-
тистически значимых принимали значения p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У бодрствующих крыс контрольной группы во время ГБО2-экспозиции наблю-
дались характерные паттерны моторной судорожной активности, которые прояв-
лялись в определенной стадийной последовательности. В наших исследованиях
мы адаптировали известную шкалу судорожных состояний [19] для количествен-
ной оценки тяжести стадий кислородных судорог. После окончания компрессии
животные в течение 10–15 мин оставались неподвижными. Далее у крыс появлялся
интенсивный груминг, отдельные сокращения мышц рта, легкое потряхивание го-
ловы и передних лап, переходящие у части животных в кратковременные встряхи-
вания всего тела, типа эффекта “мокрой собаки”, длительностью 1–3 с (стадия 1).
На стадии 2 наблюдались повторяющиеся локальные сокращения мышц мордоч-
ки, головы, передних конечностей, а также всего тела. Проявлялись непродолжи-
тельные кивания головой. Миоклонии продолжались от 5 до 15 с и могли повто-
ряться через несколько минут. На стадии 3 у животных появлялись ритмические со-
кращения мышц всего тела продолжительностью от 10 до 25 с, при этом животные
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могли вставать на задние лапы, пятиться назад, сильно бить хвостом. Стадия 4 у жи-
вотных характеризовалась наличием генерализованных клонических или тониче-
ских конвульсий. Судорожный припадок сопровождался тахикардией, гипервен-
тиляцией и другими признаками расстройства вегетативной нервной системы.

Выделенные стадии развития кислородных судорог в целом совпадают с извест-
ной шкалой пяти судорожных стадий [19], однако мы не нашли четких различий
между стадиями 3 и 4 указанной классификации, поэтому ограничились выделе-
нием 4-х стадий в развитии судорог у крыс в ГБО2.

Стадийное развитие судорожного синдрома в ГБО2 сохранялось у животных, ко-
торым предварительно вводились тиагабин или вигабатрин, однако используемые
препараты задерживали появление каждой стадии по отношению к временным па-
раметрам развития аналогичных судорожных признаков у контрольных животных.
Более выраженным противосудорожным эффектом обладал тиагабин, при введе-
нии которого 4-я стадия не развивалась у 34% животных (рис. 1).

Величины латентного времени появления судорог у животных с ингибирован-
ными ГАМК-транспортерами или ГАМК-Т были достоверно больше, чем у крыс
контрольной группы (рис. 2).

У наркотизированных животных признаков двигательных нарушений в ГБО2 не
наблюдалось, но на ЭЭГ появлялись судорожные спайки через 68 ± 7.4 мин после
начала экспозиции под давлением кислорода 5 АТА. Концентрация ГАМК в стри-
атуме наркотизированных крыс при дыхании атмосферным воздухом составляла
58 ± 8 нмоль/л. Под давлением кислорода 3 АТА уровень ГАМК в стриатуме не из-
менился, а при 5 АТА базовое значение медиатора снизилось на 34 ± 5.3% через
60 мин гипероксической экспозиции (рис. 3).

Предварительное введение крысам вигабатрина повышало уровень ГАМК в стриа-
туме животных при дыхании воздухом, а в ГБО2 содержание медиатора снижалось до-
стоверно меньше, чем у крыс без ингибирования ГАМК-трансаминазы (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании получено несколько новых данных: (1) ингибирова-
ние ГАМК-трансаминазы с помощью вигабатрина или ГАМК-транспортеров с по-
мощью тиагабина ослабляло развитие судорог у крыс под давлением кислорода
5 АТА; (2) кислородные судороги в ГБО2 появлялись при снижении ГАМК в стри-
атуме на 30–40% от исходного уровня; (3) ингибирование ГАМК-трансаминазы с

Рис. 1. Латентное время развития судорог у бодрствующих крыс под давлением кислорода 5 АТА после
введения в мозговой желудочек искусственного ликвора (CSF), вигабатрина (VGB) и тиагабина (TGB).
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помощью вигабатрина предотвращало снижение ГАМК в стриатуме крыс при их
экспозиции в кислороде под давлением 5 АТА и значительно задерживало разви-
тие судорог. Полученные данные позволяют проанализировать ГАМК-зависимый
механизм кислородных судорог и оценить эффективность противоэпилептических
препаратов для предотвращения судорожного синдрома в ГБО2.

Причастность ГАМК-ергической передачи к кислородным судорогам была
установлена еще в 70-х годах прошлого столетия, когда было показано ингибиро-
вание в ГБО2 ферментативной активности GAD и снижение ГАМК в головном
мозге животных после их экспозиции в гипербарическом кислороде [14, 21, 22].
В опытах in vivo был установлен пороговый уровень понижения мозгового ГАМК в
ГБО2, ниже которого появлялись судороги. Так, при дыхании кислородом под дав-
лением 5 АТА судорожная активность на ЭЭГ у крыс появлялась, когда содержа-
ние межклеточного ГАМК, зарегистрированное с помощью внутримозгового мик-
родиализа, снижалось на 37% [12], а в других опытах на 29% [10]. В настоящей ра-

Рис. 2. Средние значения латентного периода появления судорог у крыс под давлением кислорода 5 АТА по-
сле введения в мозговой желудочек искусственного ликвора (CSF), вигабатрина (VGB) и тиагабина (TGB),
* p < 0.05 и ** p < 0.01 по сравнению с CSF.
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Рис. 3. Временной профиль изменений ГАМК в стриатуме крыс под давлением кислорода 3 и 5 АТА.
* p < 0.05 по сравнению с контролем (воздух).
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боте уровень ГАМК перед кислородными судорогами понижался на 34%. Для
сравнения, в нормальных условиях судороги у крыс появлялись, когда ингибиро-
вание GAD с помощью 3-меркаптопропионовой кислоты приводило к снижению
ГАМК в разных структурах мозга крыс на 20–35% [23].

Какая из GAD-изоформ теряет каталитическую активность в гипербарической
гипероксии остается до сих пор неясным. При этом одни авторы полагают, что это
GAD67 [24], а другие – GAD65 [15]. У млекопитающих GAD существует в двух изо-
формах, GAD65 и GAD67, кодируемых различными генами [25]. В ГАМК-ергиче-
ских нейронах мозга экспрессируются обе изоформы GAD, но их уровни экспрес-
сии и субклеточная локализация различаются. GAD67 является цитоплазматиче-
ским ферментом, находящимся во всех телах и отростках ГАМК-ергических
нейронов, тогда как GAD65 локализуется преимущественно в нервных терминалях
и встроена в мембраны везикул, содержащих нейротрансмиттер. У мышей-нокау-
тов по GAD67 наблюдается снижение концентрации ГАМК в коре головного мозга
на 93%, приводящее к смерти новорожденных, и их эпилептический фенотип
остается в значительной степени неизвестным [26]. С другой стороны, у мышей-
нокаутов по GAD65 не наблюдается значимых морфологических дефектов и не об-
наруживается значительных изменений содержания ГАМК в мозге, однако у них
развиваются спонтанные эпилептиформные припадки и выявлена повышенная
чувствительность к химическим веществам, вызывающим судороги [27]. Показано
также, что изоформа GAD65 непосредственно регулирует выделение ГАМК из
пресинаптических терминалей [28].

Несмотря на имеющиеся доказательства ингибирования GAD и снижения со-
держания тормозного медиатора в ГБО2, механизм подавления активности этого
фермента остается малоизученным. Активность GAD понижается в ГБО2 быстро,
поскольку судороги при 5 АТА у большинства бодрствующих животных в настоя-
щих опытах появлялись уже через 30–40 мин после начала кислородной экспози-
ции, а при 6 АТА – через 20–30 мин [7]. Очевидно, что за такой короткий период
времени трудно ожидать блокирования внутриклеточного синтеза белка GAD.
Наиболее вероятным механизмом потери каталитической активности фермента
является посттрансляционное изменение его молекулярной структуры под дей-
ствием RONS. При гипероксии генерация редокс-молекул достигает чрезмерных
уровней, способных модифицировать GAD посредством окисления или нитрози-

Рис. 4. Изменение концентрации ГАМК в стриатуме крыс под давлением кислорода 5 АТА при перфу-
зии микродиализной канюли искусственным ликвором (CSF) и вигабатрином (VGB), * p < 0.05 по срав-
нению с CSF.
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лирования аминокислотных остатков [29]. Посттрансляционная модификация
тиолсодержащих остатков цистеина (Cys) считается одним из основных драйверов
редокс-сигнализации в клетках, так как они легко окисляются или нитрозилиру-
ются, причем эти реакции являются обратимыми и по скорости сопоставимы с
внутриклеточной передачей сигналов [30]. Исследования показали, что механизм
инактивации GAD состоит в S-нитрозилировании белка-фермента по цистеину
путем присоединения к ее тиоловым остаткам группы оксида азота (NO) [15]. Та-
кая реакция ведет к посттрансляционной модификации фермента и снижению его
активности [31, 32]. Данный механизм ингибирования GAD подтверждают резуль-
таты исследований, в которых подавление синтеза NO путем системного ингиби-
рования NO-синтаз (NOS) ослабляло развитие судорог у крыс [7], а у мышей-нока-
утов по нейрональной NOS время наступления судорог в ГБО2 было значительно
больше, чем у обычных животных [11].

В случае ингибирования GAD и снижения синтеза медиатора в ГБО2 потенци-
ально существует несколько способов усиления ГАМК-ергической функции. Аго-
нисты и миметики ГАМК (прогабид, диазепам, фенобарбитал, пропофол) могут
усиливать ингибирующую функцию медиатора, действуя на проводимость ионов
хлора или на рецепторы ГАМК-А. Стимуляция синтеза и высвобождение ГАМК с
помощью вальпроата или габапентина способны повышать уровень синаптиче-
ской ГАМК. Замедление деградации ГАМК с помощью вигабатрина или вальпро-
ата могут повышать внеклеточное содержание ГАМК. И, наконец, блокаторы
транспортеров, например, тиагабин, способны продлевать действие ГАМК в си-
наптической щели. В настоящей работе была изучена возможность усиления
ГАМК-ергической функции в ГБО2 за счет снижения клиренса медиатора и замед-
ления его разрушения. Полученные результаты свидетельствуют о том, что блоки-
рование транспортеров ГАМК или ингибирование ГАМК-Т восстанавливает
ослабленную тормозную нейротрансмиссию в ГБO2. Справедливость этого вывода
подтверждается несколькими данными. Так, у крыс с предварительно введенными
в мозговой желудочек тиагабином или вигабатрином, судороги в ГБO2 появлялись
значительно позже, чем у контрольных животных, что может указывать на восстанов-
ление ГАМК-передачи из-за увеличения медиатора в межклеточной среде (рис. 1).
Действительно, у крыс при нормоксии и атмосферном давлении ингибирование
фермента ГАМК-Т с помощью вигабатрина увеличивало концентрацию ГАМК во
внеклеточном пространстве более чем в 2 раза. ГАМК в стриатуме при 3 АТА кис-
лорода достоверно не изменялся, что может свидетельствовать об относительно
низкой продукции супероксид анионов и NO при таком уровне гипероксии [8, 13].
Далее, после ингибирования ГАМК-Т с помощью вигабатрина уровень медиатора
в головном мозге не понижался в ГБО2 ниже исходного уровня, тогда как у живот-
ных без ингибирования фермента ГАМК в стриатуме снизился на 34% (рис. 3). Так
как с помощью мозгового микродиализа измеряется межклеточное содержание
ГАМК, которое на 50–70% состоит из синаптического нейромедиатора [33] и не-
которой части ГАМК, выделяемой из глиальных клеток [34], можно полагать, что
ингибирование ГАМК-Т или ГАМК-транспортеров может увеличивать ГАМК как
в синаптической щели, так и во внеклеточной среде. Все вместе свидетельствует о
том, что нарушение функции ГАМК в ГБО2 может быть восстановлено за счет уве-
личения фазовой синаптической и тонической внесинаптической ГАМК-ергиче-
ской нейропередачи. Выраженный противосудорожный эффект применяемых
препаратов свидетельствует о том, что ГБО2 не подавляет функцию транспортеров
ГАМК и ферментативную активность ГАМК-трансаминазы. В противном случае
вводимые в мозг препараты не вызывали бы столь выраженного противосудорож-
ного эффекта.
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Использованные в данной работе ингибиторы продемонстрировали примерно
равную противосудорожную активность. Вигабатрин ранее тестировался в опытах
на мышах [35], крысах [36] и мини-свиньях [37] и проявил себя как эффективный
протектор ГБО2-вызываемых судорог. Тиагабин был синтезирован как ГАМК-миме-
тик, который содержит лиофильную группу, позволяющую препарату беспрепят-
ственно проникать в мозг и оказывать противосудорожное действие. Благодаря этому
свойству тиагабин нашел широкое применение в клинике для лечения эпилепсии.

Оба препарата, вводимые в желудочки головного мозга, показали высокую про-
тивосудорожную активность, однако, когда вигабатрин доставлялся в стриатум по-
средством микродиализа, он не проявлял противосудорожного эффекта, несмотря
на повышение локального уровня ГАМК. Это согласуется с нашими более ранни-
ми данными, когда судороги в ГБO2 предотвращались после понижения продук-
ции NO в мозге за счет введения L-NAME в мозговые желудочки, тогда как ло-
кальное ингибирование NOS только в стриатуме не предотвращало токсического
действия кислорода на ЦНС [38]. Это указывает на то, что кислородные судороги
можно предотвратить только путем ингибирования ГАМК-Т или транспортеров
ГАМК одновременно в различных структурах мозга, идентификация которых тре-
бует дополнительных исследований.

Таким образом, дефицит ГАМК-ергической нейропередачи в ГБO2, который
возникает из-за угнетения синтеза ГАМК, может быть компенсирован путем уве-
личения уровня ГАМК в синаптическом пространстве и во внеклеточной среде с
помощью фармакологических препаратов. Изучение такой возможности показало,
что ингибиторы ГАМК-трансаминазы и ГАМК-транспортеров повышают концен-
трацию медиатора в головном мозге и предотвращают развитие кислородных судо-
рог. Следовательно, в случае подавления синтеза ГАМК в ГБО2, замедление кли-
ренса медиатора из синапсов или ослабление его разрушения могут повысить кон-
центрацию тормозного медиатора до уровня, достаточного для реализации
полноценной ГАМК-ергической функции, и, тем самым, предотвратить развитие
судорожного синдрома. Полученные результаты свидетельствуют о возможности
практического использования вигабатрина и тиагабина для предотвращения раз-
вития кислородных судорог.
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Inhibition of GABA-Transaminase and GABA-Transporters
in the Brain with Vigabatrin and Tiagabin Prevents the Development 

of Siezures in Rats Breathing Hyperbaric Oxygen

I. T. Demchenkoa, S. Yu. Zhilyaeva, T. F. Platonovaa, 
O. S. Alekseevaa, *, and E. R. Nikitinaa

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

*e-mail: osa72@inbox.ru

Hyperbaric oxygen (HBO2) inhibits the GABAergic function in the brain, which leads to
the development of convulsive reactions in the form of paroxysmal discharges on the
EEG and movement disorders, similar to a generalized epileptic seizure. We hypothesize
that the deficiency of GABAergic neurotransmission in HBO2, which occurs due to sup-
pression of GABA synthesis, can be overcome by blocking the clearance of GABA from
the synaptic cleft and slowing down its enzymatic degradation. The present study is
aimed at studying the development of seizure reactions in rats under oxygen pressure of
5 ATA after blockade of GABA transporters with tiagabine and inhibition of GABA-trans-
aminase with vigabatrin. New data obtained in this study are: (1) inhibition of GABA
transaminase by vigabatrin or GABA transporters by tiagabine prevented the develop-
ment of seizures in rats under oxygen pressure of 5 ATA; (2) oxygen convulsions in
HBO2 appeared with a decrease in the brain GABA by 30–40% from the initial level;
(3) inhibition of GABA transaminase by vigabatrin prevented a decrease in GABA in the
striatum of rats under 5 ATA pressure. Consequently, a slowdown in synaptic clearance
of GABA or a weakening of the enzymatic destruction of a mediator can compensate re-
duced GABA synthesis in HBO2 and increase its concentration to a level sufficient for the
restoration of GABAergic function preventing the development of convulsive syndrome.

Keywords: hyperbaric oxygen, hyperbaric oxygen convulsions, GABA, inhibitors of GABA
transporters, GABA-transaminase, vigabatrin, tiagabine
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В опытах на сегментах передней брыжеечной (ПБА) и внутренней сонной арте-
рии (ВСА) крыс линии SHR изучалось влияние хронической болезни почек на
констрикторные и дилататорные свойства этих артерий в изометрическом режи-
ме. В качестве модели хронической болезни почек использовали нефрэктомию,
которую осуществляли посредством удаления 5/6 почечной ткани крыс в воз-
расте 3 месяца. После пресокращения сосудов фенилэфрином их дилатацию вы-
зывали ацетилхолином или нитропруссидом натрия в отсутствие и на фоне дей-
ствия блокаторов калиевых каналов (тетраэтиламмония или глибенкламида) либо
ингибитора гуанилатциклазы – метиленового синего. Было обнаружено значитель-
ное повышение артериального давления у нефрэктомированных животных по срав-
нению с контрольными. Констрикторная реакция ПБА нефрэктомированных крыс
на фенилэфрин несколько снижалась относительно реакции контрольных и до-
стоверно уменьшалась на фоне действия метиленового синего относительно ис-
ходного значения. У ВСА нефрэктомированных крыс эта реакция была значи-
тельно меньше, чем у ВСА контрольных как при отсутствии, так и на фоне дей-
ствия блокаторов и ингибитора. Влияния нефрэктомии на дилататорную
реакцию обеих артерий, вызванную ацетилхолином или нитропруссидом на-
трия, обнаружено не было, однако констрикторная фаза реакции ВСА на аце-
тилхолин на фоне действия глибенкламида достоверно снижалась у нефрэкто-
мированных, но не у контрольных крыс. Делается заключение, что хроническая
болезнь почек может ослаблять эндотелий-зависимые и эндотелий-независимые
констрикторные реакции в большей степени у ВСА, чем у ВБА спонтанно гипер-
тензивных крыс, при участии АТФ-чувствительных К+-каналов у ВСА и гуани-
латциклазы у ВБА.

Ключевые слова: ацетилхолин, внутренняя сонная артерия, передняя брыжеечная
артерия, SHR, нефрэктомия, фенилэфрин
DOI: 10.31857/S0869813921090077

Хроническая болезнь почек (ХБП) в последнее время привлекает большое вни-
мание в связи с ее широкой распространенностью и высокой смертностью, в де-
сятки раз превышающей смертность в общей популяции [1]. Причем основной
причиной смерти при ХБП являются события, связанные с нарушением работы
сердечно-сосудистой системы [2–4]. Известно, что при ХБП риск смерти от сер-
дечно-сосудистых осложнений увеличивается вследствие ускоренного развития
атеросклероза, повышенной жесткости артерий и нарушения функции эндотелия.
В частности, было показано, что уремические токсины, выделяющиеся в кровь при

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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ХБП, изменяют фенотип сосудистых гладкомышечных клеток, приводя к экспрес-
сии коллагена и последующему ремоделированию внеклеточного матрикса сосу-
дистой стенки [5]. Причем механизм образования отложений гидроксиапатита на
внутренней поверхности и внутри сосудистой стенки при ее кальцификации ана-
логичен механизму, имеющему место в костной ткани [6]. В опытах на крысах с ис-
пользованием нефрэктомии как модели ХБП было продемонстрировано, что отме-
ченное многими исследователями нарушение функции эндотелия у пациентов с
ХБП [7–9], в частности, связано с усилением окислительного стресса и воспале-
ния, приводившим к уменьшению продукции оксида азота (NO) [10], а также эн-
дотелиального гиперполяризующего фактора [11, 12].

Другим широко распространенным и опасным заболеванием, связанным с на-
рушением функционирования сердечно-сосудистой системы, считается гиперто-
ническая болезнь, сопровождающаяся артериальной гипертензией, которая, со-
гласно проведенным оценкам, поражает 16–37% населения [13] и в 2010 г. была
причиной смерти в 18% случаев, а наряду с повышенным потреблением соли являет-
ся во всем мире главным фактором риска смерти и потери работоспособности [14].
В исследованиях на изолированных кровеносных сосудах спонтанно гипертензив-
ных крыс, а также людей, страдающих гипертензией, было показано, что при по-
вышенном артериальном давлении наблюдаются структурные и функциональные
изменения артерий, такие, как ремоделирование сосудистой стенки, сопровожда-
ющееся ее утолщением и повышением жесткости [15], увеличение экспрессии и
чувствительности IP3-рецепторов [16], а также значительное уменьшение эндоте-
лий-зависимой дилатации [17–19].

Было отмечено, что гипертензия и ХБП являются взаимосвязанными заболева-
ниями [20], однако вопрос о влиянии ХБП на сократительную активность крове-
носных сосудов при наличии гипертонической болезни иной этиологии остается
практически не изученным. Нам удалось обнаружить только одну работу по выяс-
нению действия нефрэктомии на реактивность артерий спонтанно гипертензив-
ных крыс [21].

Исходя из имеющихся данных о том, что нефрэктомия, являющаяся общепри-
знанной моделью ХБП [22–24], может приводить к повышению изначально нор-
мального артериального давления, предположительно, за счет обнаруженного сни-
жения дилататорной [10, 11, 22–25] и увеличения констрикторной [22, 24, 26] спо-
собности кровеносных сосудов, в качестве рабочей гипотезы для нашего
исследования выступало предположение о том, что ХБП может вызывать анало-
гичные изменения и при наличии гипертонической болезни иной этиологии. Учи-
тывая все сказанное выше, мы провели данное исследование, целью которого яв-
лялось изучение влияния нефрэктомии на реактивность артерий спонтанно гипер-
тензивных крыс и выяснение возможных механизмов этого влияния.

В качестве объектов исследования были взяты: передняя брыжеечная артерия
(ПБА), часто используемая при изучении влияния нефрэктомии на реактивность
кровеносных сосудов [25, 27, 28], и внутренняя сонная артерия (ВСА), которая, бу-
дучи парной, обеспечивает большую часть мозгового кровотока у человека и кры-
сы [29], а, как известно, нарушение этого кровотока является частой причиной ин-
сультов при гипертонии разной этиологии [30].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
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биоресурсных коллекций России.
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Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соот-
ветствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекомендациям Комиссии по биоэтике
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Опыты проводили на самцах
крыс линии SHR через 3 месяца после нефрэктомии (n = 9, артериальное давле-
ние (АД) 238 ± 2 мм рт. ст.) и ложнооперированных контрольных (n = 11,
АД 190 ± 2 мм рт. ст., р < 0.001) животных массой 250–350 г. АД измеряли на хво-
сте манжеточным методом с помощью электроманометра фирмы ELEMA (Шве-
ция). ХБП моделировали путем резекции 5/6 массы почечной ткани у крыс в воз-
расте 3 месяца по описанной ранее методике [25], в результате использования ко-
торой через 4 месяца после операции содержание мочевины в сыворотке крови
крыс увеличивалось в среднем с 4.9 ± 0.6 до 20.1 ± 2.6 ммоль/л (р < 0.001) [25]. Кон-
тролем служили ложнооперированные крысы, которые подвергались аналогично-
му оперативному вмешательству, но без удаления почечной ткани. Эвтаназию жи-
вотных осуществляли посредством эфирного наркоза.

После эвтаназии отпрепаровывали левую ВСА, а затем ПБА. От каждой из этих
артерий отрезали кольцевой участок длиной 2 мм, который надевали на две воль-
фрамовые иголочки (диаметром 70 мкм каждая), одна из которых была соединена
со штоком погружателя микроэлектродов, а вторая – с механотроном 6МХ1С, сиг-
нал от которого, отражающий изменение натяжения в стенке сегмента, усиливался
и поступал на АЦП S-Recorder-L (ADSlab, Россия), а далее на персональный ком-
пьютер для обработки в программе S-Recorder (ADSlab, Россия). Иголочки с кольце-
вым участком помещали в проточную термостатируемую (37°C) ванночку объемом
10 мл, заполненную бикарбонатным раствором Кребса следующего состава (в мМ):
NaCl – 115, KCl – 4.7, CaCl2 – 2.6, MgSO4⋅7H2O – 1.2, NaHCO3 – 25, KH2PO4 – 1.2,
глюкоза – 10. рН раствора доводили до значения 7.4 и контролировали в течение
всего эксперимента, поддерживая это значение путем пропускания через раствор
соответствующего количества СО2 или комнатного воздуха. После погружения
препарата в раствор, иголочки миографа ступенчато разводили до значения натя-
жения, при котором наблюдался максимальный ответ сосудистого сегмента на
стимуляцию электрическим полем (30 В, 3 мс) с частотой 10 Гц в течение 3 с. Элек-
тростимуляция осуществлялась с помощью двух платиновых электродов, располо-
женных на расстоянии 2 мм от сосудистого сегмента. После адаптации препарата,
продолжавшейся 30 мин, начинали регистрацию натяжения стенки сосуда. Для
оценки дилататорной способности сосуда использовали ацетилхолин хлорид
(Sigma-Aldrich, США) 10–5 М или нитропруссид натрия (ICN Biomedicals, США)
10–6 М на фоне пресокращения фенилэфрином (Sigma-Aldrich, США) 10–5 М. Ди-
латацию выражали в процентном отношении к констрикции, вызванной фенил-
эфрином. С целью оценки участия Ca2+-активируемых K+-каналов большой про-
водимости, АТФ-чувствительных K+-каналов и растворимой гуанилатциклазы в
сосудистых реакциях в ванночку вводили соответствующие блокаторы: тетраэтил-
аммоний хлорид (Вектон, Россия) 10–3 М, глибенкламид (Sigma-Aldrich, США)
10–5 М или ингибитор растворимой гуанилатциклазы – метиленовый синий (Век-
тон, Россия) 10–5 М. Через 15 мин после введения блокатора или ингибитора в ван-
ночку вводили фенилэфрин с последующим добавлением ацетилхолина и нитро-
пруссида натрия. Глибенкламид растворяли в диметилсульфоксиде (Вектон, Рос-
сия), широко применяемом для этой цели в экспериментах на изолированных
сосудах [31]. Концентрация диметилсульфоксида в ванночке с сосудистым сегмен-
том не превышала 0.1%. Маточные растворы остальных используемых веществ го-
товили на основе дистиллированной воды.
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При статистической обработке результатов использовали программы IBM SPSS
Statistics v. 26 и Statistica v. 12. Оценку нормальности распределения выборок про-
водили с помощью программы IBM SPSS Statistics v. 26, используя критерии Пир-
сона и Колмогорова–Смирнова. Вследствие нормальности распределения полу-
ченные данные представляли в виде среднего значения ± стандартная ошибка
среднего. Достоверность отличий реакций сосудов нефрэктомированных и кон-
трольных крыс в отсутствие и на фоне действия блокаторов K+-каналов и ингиби-
тора гуанилатциклазы определяли, применяя двухфакторный дисперсионный ана-
лиз с поправкой Бонферрони при последующем post-hoc анализе. Для сравнения
двух выборок использовали t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах на ПБА контрольных и нефрэктомированных крыс введение
фенилэфрина вызывало сократительную реакцию, которая в среднем составляла
2.9 ± 0.5 и 2.1 ± 0.3 мН (р > 0.05) соответственно. Какого-либо действия блокаторов
K+-каналов на эту реакцию у крыс обеих групп обнаружено не было, в то время как
ингибитор гуанилатциклазы статистически достоверно снижал величину сокраще-
ния ПБА нефрэктомированных животных (рис. 1a). Величина сократительной ре-
акции ВСА контрольных и нефрэктомированных крыс была существенно меньше,
чем у ПБА и составляла в среднем 1.6 ± 0.3 и 1.0 ± 0.3 мН соответственно. Под дей-
ствием блокаторов K+-каналов и ингибитора гуанилатциклазы на эту артерию у
крыс обеих групп не происходило изменения величины данной реакции относи-
тельно исходных значений. Нефрэктомия привела к достоверному и значительно-
му снижению сократительного ответа ВСА на фенилэфрин как в отсутствие, так и
при наличии блокаторов и ингибитора (рис. 1b).

Артерии, пресокращенные фенилэфрином, в подавляющем большинстве случа-
ев реагировали на введение ацетилхолина двухфазной реакцией, дилататорная фаза
которой у контрольных и нефрэктомированных крыс для ПБА составляла 14.7 ± 5.8 и
15.0 ± 2.3%, а для ВСА 16.1 ± 4.2 и 20.5 ± 6.8% соответственно. В результате дей-
ствия блокаторов K+-каналов и ингибитора гуанилатциклазы не происходило из-

Рис. 1. Сократительная реакция на фенилэфрин (10–5 М) сегмента верхней брыжеечной (a) и внутрен-
ней сонной (b) артерии контрольных (C) и нефрэктомированных (NE) крыс при отсутствии блокаторов

и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкла-

мида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М). Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартная ошибка среднего. * р < 0.05 при сравнении с –В соответствующей группы; # р < 0.05 и
## р < 0.005 при сравнении с NE.
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менения дилататорной фазы реакции обоих сосудов контрольных и нефрэктоми-
рованных крыс относительно исходных значений (рис. 2a, b). Влияния нефрэкто-
мии на эту фазу реакции не было обнаружено ни при отсутствии, ни на фоне
действия блокаторов и ингибитора.

Констрикторная фаза реакции на ацетилхолин ПБА контрольных и нефрэкто-
мированных крыс составляла 4.4 ± 1.6 и 3.4 ± 1.3% соответственно и не изменялась
на фоне действия блокаторов и ингибитора (рис. 3a). Вызванная ацетилхолином
сократительная реакция ВСА контрольных и нефрэктомированных крыс в услови-
ях отсутствия блокаторов K+-каналов и ингибитора гуанилатциклазы была равна
6.5 ± 1.8 и 4.3 ± 1.1% соответственно и достоверно снижалась только на фоне дей-
ствия глибенкламида и только у нефрэктомированных крыс (рис. 3b).

Дилататорная реакция контрольных и нефрэктомированных крыс, вызванная
нитропруссидом натрия, в условиях отсутствия блокаторов K+-каналов и ингиби-
тора гуанилатциклазы была примерно одинаковой, составляя у ПБА 74.7 ± 7.7 и
77.3 ± 7.9%, а у ВСА 121.1 ± 6.2 и 122.1 ± 3.6% соответственно, и достоверно не из-
менялась на фоне их действия у обеих артерий (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе было показано, что нефрэктомия вызывает значительное повы-
шение артериального давления у спонтанно гипертензивных крыс. Повышение ар-
териального давления было отмечено ранее после нефрэктомии в опытах на нор-
мотензивных крысах линии Wistar [32] и Sprague-Dawley [28], а также при ХБП у
человека [33]. Однако отмеченное нами повышение давления не было связано с
увеличением сократительной способности артерий, имевшим место, например, у
спонтанно гипертензивных крыс по сравнению с нормотензивными [15]. В нашей
работе было показано, что нефрэктомия, напротив, уменьшает сократительную ре-
акцию, в частности, на фенилэфрин, что проявлялось в небольшой степени у ПБА
и в значительной у ВСА. Изменение реактивности кровеносных сосудов при ХБП у
человека и после нефрэктомии у животных было отмечено многими исследовате-
лями [8, 10, 23, 27]. Следует заметить, что это изменение может быть разным у раз-
ных сосудов, а также у одних и тех же сосудов животных разных генетических ли-

Рис. 2. Дилататорная фаза реакции на ацетилхолин (10–5 М) пресокращенного фенилэфрином (10–5 М)
сегмента верхней брыжеечной (a) и внутренней сонной (b) артерии контрольных (C) и нефрэктомиро-
ванных (NE) крыс при отсутствии блокаторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней

тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего.
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Рис. 3. Сократительная фаза реакции на ацетилхолин (10–5 М) пресокращенного фенилэфрином (10–5 М)
сегмента верхней брыжеечной (a) и внутренней сонной (b) артерии контрольных (C) и нефрэктомиро-
ванных (NE) крыс при отсутствии блокаторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней

тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. *р < 0.05 при сравне-
нии с –В соответствующей группы.
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Рис. 4. Дилататорная реакция на нитропруссид натрия (10–6 М) пресокращенного фенилэфрином (10–5 М)
сегмента верхней брыжеечной (a) и внутренней сонной (b) артерии контрольных (C) и нефрэктомиро-
ванных (NE) крыс при отсутствии блокаторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней

тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего.
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ний. Например, в опытах на хвостовой артерии и аорте крысы [22] нефрэктомия
приводила к возрастанию величины сократительного ответа на фенилэфрин на
аорте и к снижению на хвостовой артерии. В нашей предыдущей работе на крысах
линии WKY [26] нефрэктомия вызывала увеличение реакции на фенилэфрин у
ПБА и не изменяла ее у ВСА. Причиной отличия новых результатов от полученных
нами ранее, может являться как отличие генетических линий животных, так и зна-
чительное возрастание АД после нефрэктомии в этой серии опытов (с 190 ± 2 до
238 ± 2 мм рт. ст.) в отличие от предыдущей (с 127.1 ± 1.8 до 127.2 ± 2.2 мм рт. ст.).
Отсутствие большего сокращения ПБА на фенилэфрин в концентрации 10–5 М
при высоком АД (у крыс SHR по сравнению с WKY) было отмечено в работах дру-
гих авторов [34, 35]. Полученные нами результаты согласуются с данными о сни-
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жении сократительной реакции на фенилэфрин после нефрэктомии, полученны-
ми на хвостовой артерии [22, 36] и на аорте крысы [32]. Причем в опытах на аорте
крысы была отмечена отрицательная корреляция между величиной максимальной
реакции на фенилэфрин и артериальным давлением [32].

В нашей работе на спонтанно гипертензивных крысах величина дилататорной
реакции артерий на ацетилхолин была значительно меньше величины, полученной
нами ранее на крысах линии WKY [26]. Такое снижение эндотелий-зависимой ди-
латации при гипертонии было отмечено многими авторами, в частности, на общей
сонной [37] и брыжеечной артерии крысы [17, 38–40] вплоть до полного исчезно-
вения этой реакции [38, 40]. Нами не было отмечено какого-либо действия нефр-
эктомии на эндотелий-зависимую дилатацию, вызванную ацетилхолином, ни на
ПБА, ни на ВСА спонтанно гипертензивных крыс. Аналогичные результаты были
получены ранее на хвостовой артерии [22] и на ПБА крыс линии Sprague-Dawley
другими авторами [28], а также нами на ПБА крыс линии WKY [26]. Следует заме-
тить, что в единственной обнаруженной нами работе по выяснению действия
нефрэктомии на реактивность артерий спонтанно гипертензивных крыс [21] также
не наблюдалось изменения дилататорной реакции на ацетилхолин. Однако на
крысах других линий в ряде работ было показано снижение эндотелий-зависимой
дилатации после нефрэктомии. В частности, такое снижение было отмечено на
аорте [10, 23, 25] и общей сонной артерии крысы [11]. В исследовании, проведен-
ном на ПБА крыс линии Wistar [25], нефрэктомия, в отличие от нашего исследова-
ния, приводила к уменьшению расслабления этой артерии, вызванного ацетилхо-
лином, что может объясняться генетическими различиями животных. Как было
показано в опытах на брыжеечной артерии мыши [28], эти различия могут являться
причиной различного влияния нефрэктомии на эндотелий-зависимую дилатацию
кровеносных сосудов.

С целью оценки участия Ca2+-активируемых K+-каналов большой проводимо-
сти, АТФ-чувствительных K+-каналов и растворимой гуанилатциклазы в сосу-
додвигательных реакциях ПБА и ВСА мы использовали соответствующие бло-
каторы – тетраэтиламмоний и глибенкламид, а также и ингибитор растворимой
гуанилатциклазы – метиленовый синий. В нашей работе было показано отсут-
ствие влияния этих веществ на вызванную ацетилхолином дилатацию ПБА и ВСА
контрольных и нефрэктомированных крыс, что согласуется с данными, получен-
ными на ПБА крыс линии SHR при использовании тетраэтиламмония [17, 39],
глибенкламида [38, 40] и метиленового синего [38, 39]. Причиной такого отсут-
ствия действия блокаторов K+-каналов и ингибитора гуанилатциклазы могло яв-
ляться компенсирование блокады одного сигнального пути активацией другого. В
частности, на ПБА было показано, что ибериотоксин (блокатор Ca2+-активируе-
мых K+-каналов большой проводимости – ВKCa), сам по себе не оказывающий
влияния на вызванную ацетилхолином дилатацию, в сочетании с апамином (бло-
катор SKCa) и TRAM-34 (блокатор IKCa) начинал действовать [38].

В подавляющем большинстве случаев в наших опытах отмечалась не только ди-
лататорная, но и констрикторная реакция ПБА и ВСА на ацетилхолин. Вызванное
ацетилхолином сокращение кровеносных сосудов крыс линии SHR было проде-
монстрировано, в частности, на общей сонной артерии [18]. В опытах на разных
кровеносных сосудах других линий крыс было показано, что вызванная ацетилхо-
лином эндотелий-зависимая вазоконстрикция обусловлена стимуляцией мускари-
новых рецепторов эндотелия [41, 42], связана с синтезом простагландинов [41–44]
и опосредована ваниллоидными рецепторами TRPV4 эндотелия [43]. Сократитель-
ная реакция в наших опытах на ПБА контрольных и нефрэктомированных крыс
под действием блокаторов K+-каналов и ингибитора гуанилатциклазы не изменя-
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лась, в то время как на ВСА было обнаружено значительное угнетение этой реак-
ции у нефрэктомированных крыс под действием глибенкламида, что может свиде-
тельствовать об участии АТФ-чувствительных K+-каналов в эндотелий-зависимой
констрикции этих сосудов после нефрэктомии.

Влияния нефрэктомии на эндотелий-независимую дилатацию, вызванную нит-
ропруссидом натрия, нами не было обнаружено ни на ПБА, ни на ВСА. В боль-
шинстве исследований на крысах других линий влияния нефрэктомии на вызоди-
латацию, вызванную нитропруссидом натрия, также не наблюдалось. В частности,
оно не отмечалось на брыжеечной [28], сонной артерии [11, 12], использовавшихся
в наших опытах. Не было также обнаружено изменения этой реакции общей сон-
ной [45, 46] и брыжеечной артерии [39, 47] крыс линии SHR по сравнению с крыса-
ми WKY. В наших экспериментах блокаторы K+-каналов и ингибитор гуанилат-
циклазы не оказывали действия на эндотелий-независимую дилатацию ПБА и
ВСА. Отсутствие уменьшения этой реакции на фоне действия глибенкламида и
тетраэтиламмония было показано и другими авторами [31].

Обнаруженные нами различия действия нефрэктомии на сократительные свой-
ства ПБА и ВСА могут быть связаны, в частности, с тем, что у этих артерий, разли-
чающихся строением стенки (в которой у ПБА в отличие от ВСА преобладают
гладкомышечные клетки), различаются сигнальные пути, участвующие в эндоте-
лий-зависимой и эндотелий-независимой констрикции. Например, было показа-
но, что в условиях блокады эпителиальных Na+-каналов усиление потока в брыже-
ечной артерии вызывает эндотелий-зависимую констрикцию, а в сонной артерии
увеличивается эндотелий-зависимая дилатация [48]. Различие сигнальных путей
кровеносных сосудов, различающихся строением стенки, было обнаружено также
для аорты и хвостовой артерии крысы после нефрэктомии [22].

Итак, в нашем исследовании впервые было изучено влияние нефрэктомии на
констрикторные реакции артерий спонтанно гипертензивных крыс и показано,
что нефрэктомия вызывает повышение артериального давления у этих животных,
которое не было обусловлено предполагавшимся увеличением сократительной
способности артерий. Обнаружено существенное уменьшение констрикторных ре-
акций артерий, в значительно большей степени выраженное у ВСА, чем у ВБА.
Можно предположить, что существенное снижение сократительной способности
ВСА после нефрэктомии у спонтанно гипертензивных крыс в условиях чрезвычай-
но высокого АД (238 ± 2 мм рт. ст.), вызванного нефрэктомией, может приводить к
опасному возрастанию АД в расположенных дистальнее ВСА сосудах головного
мозга, способствуя возникновению в нем инсульта. Кроме того, нами было обна-
ружено, что уменьшение сократительной реакции изученных артерий связано с из-
менением активности АТФ-чувствительных K+-каналов у ВСА и гуанилатциклазы
у ВБА. Полученные данные позволяют предположить, что хроническая болезнь
почек при наличии гипертонической болезни иной этиологии может приводить к
снижению сократительной способности артерий, способствуя, в частности, воз-
никновению инсульта. Описанные нами изменения сократимости, а также сиг-
нальных механизмов вазоконстрикции, отличающиеся у брыжеечной и сонной ар-
терии, могут учитываться при лечении ХБП.
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Effect of Nephrectomy on the Reactivity of Arteries 
from the Spontaneously Hypertensive Rats

V. N. Yartsev*
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The effect of nephrectomy on the SHR rat superior mesenteric artery (SMA) and inter-
nal carotid artery (ICA) segments constriction and dilatation ability was studied under
isometric conditions using myograph. 5/6 nephrectomy (5/6 Nx) in the rats 3 months
old was used as a model of the chronic kidney disease. Dilatation of the phenylephrine-
precontracted segments was induced by acetylcholine (AСh) or sodium nitroprusside
(SNP) in the absence and presence of potassium channels blockers (tetraethylammoni-
um, glibenclamide) or methylene blue, a guanylyl-cyclase inhibitor. The phenylephrine-
induced contraction was slightly reduced in the SMA from 5/6 Nx rats relative to the
control ones and significantly decreased in the presence of methylene blue. This reaction
in the ICA from 5/6 Nx rats was significantly less than in the control ones, both in the
absence and in the presence of the blockers and the inhibitor. The effect of nephrectomy
on the dilatatory reaction of both arteries caused by AСh or SNP was not found, but the
constrictor reaction of ICA to AСh in the presence of glibenclamide significantly de-
creased in 5/6 Nx, but not in control rats. We conclude that the chronic kidney disease
may weaken endothelium dependent and independent vasoconstriction in the ICA from
SHR rats, as well as differently change the signaling pathways of this reaction in different
types of arteries.

Keywords: acetylcholine, internal carotid artery, superior mesenteric artery, SHR, ne-
phrectomy, phenylephrine
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Изучалось изменение вклада АТФ-чувствительных калиевых каналов (КАТФ) в
поддержание базального тонуса и опосредованной ацетилхолином (АХ) дилата-
ции пиальных артериальных сосудов крыс Вистар после перенесенной однократ-
ной ишемии/реперфузии коры головного мозга. Ишемию моделировали посред-
ством пережатия обеих сонных артерий с одновременным снижением и строгим
поддержанием среднего артериального давления на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. на
12 мин. Исследование сосудов проводили через 7, 14 и 21 день после ишемии/ре-
перфузии. С использованием метода прижизненной микрофотосъемки оценива-
ли реакции пиальных артерий у крыс, перенесших ишемию, и у ложноопериро-
ванных животных. Об изменении вклада КАТФ-каналов в поддержание базаль-
ного тонуса судили по изменению числа сосудов, сузившихся в ответ на
воздействие блокатора КАТФ-каналов (глибенкламид, 10 мкМ). Изменение вкла-
да каналов в дилатацию сосудов оценивали путем сравнения числа и степени ди-
латации артерий в ответ на действие ацетилхолин хлорида (АХ, 10–7 М, 5 мин) до
и после применения блокатора КАТФ-каналов. Установлено, что ишемия/репер-
фузия приводит к снижению вклада АТФ-чувствительных калиевых каналов в
поддержание базального тонуса пиальных артериальных сосудов на протяжении
14 дней после ишемического воздействия. Одновременно с этим снижается роль
КАТФ-каналов в осуществлении АХ-опосредованных дилататорных реакций пи-
альных сосудов. И к 21-му дню после ишемии КАТФ-каналы практически не
участвуют в осуществлении дилататорного ответа на АХ.

Ключевые слова: АТФ-чувствительные калиевые каналы, ишемия головного моз-
га, пиальные артериальные сосуды

DOI: 10.31857/S0869813921090053

Реперфузия ишемизированной ткани имеет решающее значение для восстанов-
ления нормального функционирования пораженного органа, но она также пара-
доксальным образом может привести к вторичному повреждению. Вопросы взаи-
мосвязи между первичными и повторными ишемическими поражениями головно-
го мозга в настоящее время изучены недостаточно полно. Исход и отдаленные
последствия ишемии/реперфузии (И/Р) головного мозга во многом определяются
изменениями, происходящими в церебральном сосудистом русле. Важнейшими
элементами, обеспечивающими нормальное функционирование сосудистой сети,
являются ионные каналы, экспрессируемые как в эндотелиальных, так и в сосуди-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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стых гладкомышечных клетках [1–4]. Значительную роль в регуляции тонуса моз-
говых сосудов играют АТФ-чувствительные калиевые каналы (КАТФ) [1, 5, 6]. Их
активация вызывает гиперполяризацию сосудистых миоцитов и вазодилатацию [3,
7, 8]. Связанное с изменением функционирования КАТФ-каналов постишемиче-
ское нарушение дилататорных механизмов сосудов головного мозга может приво-
дить к локальному сужению или закрытию мелких церебральных сосудов и разви-
тию эпизодов повторной очаговой ишемии. Целью данной работы было изучение
изменения вклада КАТФ-каналов гладкомышечных клеток церебральных артерий в
регуляцию их тонуса на разных сроках постишемического периода. В задачи иссле-
дования входило изучение изменения вклада КАТФ-каналов в поддержание базаль-
ного тонуса и осуществлении опосредованной ацетилхолином (АХ) дилатации пи-
альных артериальных сосудов у крыс через 7, 14 и 21 день после перенесенной гло-
бальной транзиторной ишемии коры головного мозга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на 4-месячных самцах крыс Вистар (n = 74) массой
250–320 г из ЦКП “Биоколлекция Института физиологии им. И.П. Павлова РАН”.
Работа выполнена в соответствии с “Правилами проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных”, принятыми Европейской конвенцией
19.07.2014, и требованиями Комиссии по контролю над содержанием и использо-
ванием лабораторных животных при Институте физиологии им. И.П. Павлова
РАН. Животных содержали в стандартных условиях вивария при свободном досту-
пе к воде и пище по 6 особей в клетках Т4 на стандартной лабораторной диете в
условиях искусственного освещения (цикл: 12 ч свет/12 ч темнота).

Ишемия коры головного мозга воспроизводилась с использованием техники ок-
клюзии двух сосудов с управляемой гипотензией, известной в англоязычной лите-
ратуре как “2-vessel occlusion + hypotention model” [9], с авторскими модификация-
ми. У наркотизированных хлоралгидратом (внутрибрюшинно, 43 мг/100 г массы
тела) крыс производилась 12-минутная окклюзия обеих сонных артерий с одновре-
менной управляемой гипотензией (снижение и строгое поддержание артериально-
го давления (АД) на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забора/реинфузии крови в гепа-
ринизированный шприц). Прямое измерение АД производилось через катетер в
бедренной артерии, соединенный с датчиком DTXPlusTM (Argon Critical Care Sys-
tems, Сингапур, https://www.argonmedical.com), подключенным к АЦП, входящему
в состав микроконтроллера фирмы STMicroelectronics (США, https://www.st.com),
выход которого был подключен к компьютеру через порт USB. Для работы устрой-
ства с компьютером в нашей лаборатории была разработана оригинальная про-
грамма визуализации значений АД. Расчет среднего АД в реальном времени произ-
водился программой по классической формуле:

где Pср – среднее артериальное давление (мм рт. ст.), Pс – систолическое давле-
ние (мм рт. ст.), Pд – диастолическое давление (мм рт. ст.).

По окончании периода ишемии производилась полная реинфузия забранной
крови и ушивание операционных ран. До выхода из наркоза крысы содержались на
электрогрелках (S315, EcoSapiens, Россия) при температуре 38°С. После выхода из
наркоза животные возвращались в клетки своего обычного содержания.

Постишемические изменения исследовались в отдельных группах крыс: на 7-й,
14-й и 21-й день после ишемии. Контролем служили ложнооперированные живот-
ные (ЛО), которые подвергались аналогичному оперативному вмешательству, но
без проведения ишемии, через 7, 14 и 21 день после операции соответственно.

= +ср д с )д1\3 ,( –P P P P
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Для проведения прижизненного исследования реакций пиальных артерий, крыс
наркотизировали золетилом (внутрибрюшинно, 20 мг/кг, Virbac, Франция). В те-
менной области черепа животного высверливалось отверстие (S ≈ 1 см2), твердая
мозговая оболочка в пределах отверстия удалялась, тем самым открывая поле для
дальнейшего исследования. Поверхность мозга непрерывно орошалась раствором
Кребса (в мМ: NaCl 120.4; KCl 5.9; NaHCО3 15.5; MgCl2 1.2; CaCl2 2.5; NaH2PO4 1.2;
глюкоза 11.5; pH 7.4), аэрированного карбогеном. Раствор для орошения, как и все
другие применяемые растворы, в течение всего эксперимента содержался в меди-
цинском водяном термостате (TW-2, SIA “ELMI”, Латвия) при температуре 37°C.
На протяжении всего эксперимента контролировали среднее АД, показатели кото-
рого в течение всего эксперимента оставались примерно на одном уровне и состав-
ляли 134 ± 5 мм рт. ст. Температура тела животного поддерживалась на уровне
38°C. Контроль за ректальной температурой осуществлялся с помощью лаборатор-
ного термометра ТТЖ-М, ОАО Стеклоприбор, Украина. Визуализация пиальных
артерий проводилась с помощью оригинальной установки, включающей в себя сте-
реоскопический микроскоп MC-2ZOOM (Микромед, Россия), цветную камеру-ви-
деоокуляр для микроскопа DCM-510 (Scopetek, Китай) и персональный компьютер.

При проведении эксперимента крысы разделялись на 12 отдельных групп. У
первых 6-ти групп: крысы через 7 (n = 8), 14 (n = 8) и 21 (n = 6) день после перене-
сенной ишемии и ложнооперированные крысы через 7 (n = 6), 14 (n = 5) и 21 (n = 6)
день после оперативного вмешательства, исследовали реакции сосудов на ороше-
ние поверхности головного мозга раствором АХ (Acetylcholine chloride, Sigma-Al-
drich, 10–7 М [10], 8 мин). Исследование проводили в отсутствие и на фоне блокады
КАТФ-каналов глибенкламидом (Glybenclamide, Sigma-Aldrich, 10 мкМ, в растворе
диметилсульфоксида (DMSO), предварительное орошение поверхности мозга в те-
чение 10 мин с последующим добавлением АХ в раствор блокатора). Концентрация
DMSO в применяемом растворе глибенкламида не превышала 0.1%. Ранее прове-
денные исследования показали, что DMSO в такой концентрации не оказывает
влияние на тонус церебральных артерий [11]. В 6-ти других группах: крысы через
7 (n = 6), 14 (n = 6) и 21 (n = 7) день после перенесенной ишемии и ложноопериро-
ванные крысы через 7 (n = 5), 14 (n = 6) и 21 (n = 5) день после оперативного вме-
шательства, исследовали реакции сосудов на воздействие активатора АТФ-чувстви-
тельных калиевых каналов – пинацидила (Pinacidil monohydrate, Sigma-Aldrich,
200 мкМ, в растворе DMSO). Для активации каналов поверхность мозга в течение
5 мин предварительно орошали раствором пинацидила. Фоновую реакцию на воз-
действие АХ в каждой группе анализировали по всему массиву сосудов и принима-
ли за 100%. Проверка по критерию Краскела–Уоллеса показала отсутствие значи-
мых различий между отдельными животными в фоновых реакциях на воздействие
АХ внутри каждой из исследованных групп. Общая продолжительность экспери-
мента составляла 60–90 мин, после чего животных усыпляли передозировкой рас-
твора золетила (60 мг/кг).

Диаметр сосудов измеряли на статических изображениях (рис. 1) с помощью
компьютерной программы для цитофотометрии “Photo M 1.21” (авторская разра-
ботка А. Черниговского, http://www.t_lambda.chat.ru), осуществляющей расчет оп-
тической плотности фотографий, определение расстояния между объектами и пло-
щади области на фотографии. В программе предусмотрен режим увеличения изоб-
ражения и калибровки для пересчета всех координат в метрические единицы. С
использованием программы, вручную измерялась ширина потока эритроцитов,
соответствующая внутреннему диаметру сосуда. Об изменении вклада КАТФ-кана-
лов в поддержание базального тонуса сосудов судили по изменению числа сосудов,
сузившихся в ответ на воздействие блокатора КАТФ-каналов глибенкламида. Изме-
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нение вклада каналов в дилатации сосудов оценивали путем сравнения числа дила-
тированных сосудов и степени их дилатации в ответ на воздействие АХ до и после
применения блокатора.

Изменение количества расширившихся и сузившихся сосудов на воздействие
выражалось в процентах относительно общего числа исследованных сосудов в
группе. Степень дилатации ΔД оценивали как разность между значениями диамет-
ра после (Д2) и до (Д1) воздействия АХ относительно диаметра сосуда Д1 перед
воздействием АХ, %:

Изменения диаметра в покое не превышали 5.0 ± 0.5%, поэтому при таких зна-
чениях считали, что реакция на воздействие отсутствует.

У каждой крысы было измерено от 40 до 60 участков сосудов. Для последующего
анализа измеренные сосуды были разделены на группы в соответствии с их диамет-
рами: мелкие сосуды (диаметром от 9 до 20 мкм), сосуды среднего диаметра (от
20 до 40 мкм) и крупные сосуды (более 40 мкм). Данные по отдельной группе
сосудов усреднялись для каждого животного и использовались для статистических
сравнений. Статистический анализ данных проводили с использованием пакета
статистических программ Microsoft Excel 2019 и программы InStat 3.02 (GraphPad
Software Inc., США). Данные представляли в виде среднего арифметического значения
и его ошибки. Применяли U-критерий Манна–Уитни (при сравнении 2-х групп) и
критерий Краскела–Уоллиса (при сравнении более 2-х групп). Достоверным уров-
нем отличий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ишемия изменяла характер дилататорной реакции пиальных артериальных со-
судов на воздействие АХ. Через 7 дней после воздействия у крыс, перенесших ише-
мию, по сравнению с ложнооперированными животными во всех группах исследо-
ванных сосудов число АХ-опосредованных дилатаций было меньше в среднем на
35% (рис. 1a). Изменение амплитуды дилататорной реакции отмечалось только на
сосудах крупных диаметров (рис. 1b). На 14-й день число дилататорных реакций на

( )Δ = ×Д Д2 – Д1 /Д1 100.

Рис. 1. Микрофотографии пиальных сосудов, ×140. a – исходное состояние; b – реакция на орошение

поверхности головного мозг раствором АХ (10–7 М, 8 мин). Стрелками указан артериальный участок
пиальной сосудистой сети.

a b 20 μm
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воздействие АХ сосудов всех диаметров оставалось меньше в среднем на 40–45%
(рис. 1a). Через 21 день число вызванных АХ дилатаций у животных, перенесших
ишемию, по сравнению с ложнооперированными животными в группе крупных
сосудов было меньше в среднем на 60% (p = 0.14, U = 794, критерий Манна–Уит-
ни), а в группах мелких и средних диаметров – на 38.4 ± 9.1 (p = 0.04, U = 711.5,
критерий Манна–Уитни) и 20.1 ± 4.7% (p = 0.03, U = 135.5, критерий Манна–Уит-
ни) соответственно (рис. 1). Достоверных изменений амплитуды дилататорной реак-
ции на АХ в период с 14-го по 21-й день после ишемии не наблюдалось (рис. 1a, b).

Аппликация глибенкламида у ложнооперированных крыс через 7 дней после
оперативного вмешательства вызывала констрикцию в среднем около 60% иссле-
дованных сосудов всех диаметров (рис. 2). Число дилататорных реакции на воздей-
ствие АХ на фоне предварительного введения глибенкламида уменьшалось: в группе
артерий среднего диаметра на 40.6 ± 8.1% (p = 0.01, U = 207.5, критерий Манна–Уит-
ни), в остальных группах сосудов – в среднем на 65–70% (рис. 3a). В группе мелких
артерий глибенкламида также достоверно снижал степень дилататорной реакции
(рис. 3b). У крыс, перенесших ишемию, через 7 дней после И/Р, аппликация гли-

Рис. 2. Дилататорная реакция пиальных артериальных сосудов различных диаметров на воздействие
АХ: a – число дилатаций (% от общего числа исследованных сосудов); b – диаметр артерий после воз-
действия АХ (% относительно их диаметра до воздействия АХ). Косая штриховка – ложнооперирован-
ные крысы; темная заливка – 7 дней после ишемии; серая заливка – 14 дней после ишемии; белая залив-
ка – 21 день после ишемии. * – азличия достоверны по отношению к соответствующим значениям у
ложнооперированных крыс данной группы; *p < 0.05; **p < 0.01 (U-критерий Манна–Уитни).

*

* * *

50
40
30
20

90
80
70
60

10
0

less than 20 μm 20–40 μm more 40 μm

a
%

 o
f t

he
 to

ta
l n

um
be

r o
f

Vessels groups

**
**

**

**
**

ex
am

in
ed

 v
es

se
ls

 in
 th

e 
gr

ou
p

*
25
20
15
10

55
50
45
40
35
30

5
0

less than 20 μm 20–40 μm more 40 μm

b

Vessels groups

D
, %

 o
f t

he
 in

iti
al

 d
ia

m
et

er



1155ИЗМЕНЕНИЕ ВКЛАДА КАТФ-КАНАЛОВ

бенкламида вызывала констрикцию 10.6 ± 0.8% крупных сосудов и 23.5% артерий
мелких и средних диаметров (рис. 2). Число и амплитуда АХ-опосредованных ди-
латаций сосудов всех диаметров на фоне предварительного воздействия глибен-
кламида достоверно увеличивались (рис. 3).

Применение пинацидила у ложнооперированных крыс приводило к вазодилата-
ции 90.8 ± 0.8% мелких сосудов, в группах артерий средних и крупных диаметров
расширилось в среднем 65–80%. У крыс, перенесших ишемию, в ответ на воздей-
ствие пинацидила расширилось в среднем около 65% сосудов всех исследованных
групп (рис. 4).

Аппликация глибенкламида у ложнооперированных крыс через 14 дней после
операции вызывала констрикцию 55.9 ± 8.9% мелких сосудов и около 35.5% арте-
рий средних и крупных диаметров (рис. 2). Глибенкламид уменьшал число АХ-опо-
средованных дилатаций пиальных артериальных сосудов всех диаметров (в сред-
нем на 45%) без достоверного изменения амплитуды дилататорной реакции (рис. 3). У
крыс, перенесших ишемию, через 14 дней после И/Р орошение поверхности голов-
ного мозга раствором глибенкламида приводило к констрикции около 30–35% со-
судов всех исследованных групп (рис. 2). Число дилатаций на воздействие АХ на фоне
введения глибенкламида в группах сосудов средних и крупных диаметров увеличива-
лось на 27.2 ± 2.2 (p = 0.04, U = 11, критерий Манна–Уитни) и 42.0 ± 1.1% (p = 0.01,
U = 2553, критерий Манна–Уитни) соответственно, а в группе мелких сосудов не-
значительно снижалось (рис. 3a). В группах средних и крупных артерий также уве-
личивалась амплитуда дилататорной реакции (рис. 3b). Пинацидил у ложноопери-
рованных крыс этой группы расширял в среднем 60–75% сосудов всех исследован-
ных групп. У крыс, перенесших ишемию, через 14 дней после И/Р в ответ на
воздействие пинацидила расширилось в среднем около 30% исследованных сосу-
дов всех диаметров (рис. 4).

Применение глибенкламида у ложнооперированных крыс через 21 день после
операции приводило к констрикции 60.1 ± 2.2% мелких сосудов и около 45% арте-

Рис. 3. Констрикторная реакция пиальных артериальных сосудов различных диаметров на воздействие
глибенкламида. Косая штриховка – ложнооперированные крысы; темная заливка – 7 дней после ише-
мии; серая заливка – 14 дней после ишемии; белая заливка – 21 день после ишемии. * – различия досто-
верны по отношению к соответствующим значениям у ложнооперированных крыс данной группы;
* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 (U-критерий Манна–Уитни).
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рий средних и крупных диаметров (рис. 2). Число дилататорных реакций на воз-
действие АХ у ложнооперированных животных на фоне применения глибенклами-
да в группах сосудов мелких, средних и крупных диаметров уменьшалось (рис. 3a).
Амплитуда дилататорной реакции снижалась только в группе мелких артерий – в
среднем на 14.7 ± 2.7% (p = 0.05, U = 151, критерий Манна–Уитни, рис. 3b). У жи-
вотных, перенесших ишемию, реакция пиальных артериальных сосудов всех ис-
следованных диаметров на аппликацию глибенкламида достоверно не отличалась
от реакции сосудов ложнооперированных крыс (рис. 2). Характер дилататорных
реакций на воздействие АХ на фоне предварительного введения глибенкламида у
крыс, перенесших ишемию, через 21 день после воздействия во всех группах сосу-
дов достоверно не изменялся (рис. 3). Аппликация пинацидила у ложноопериро-
ванных крыс приводила к расширению 77.3 ± 5.9% мелких пиальных артерий.
В группах артерий средних и крупных диаметров расширилось в среднем 55–45%

Рис. 4. Изменение дилататорной реакции пиальных артериальных сосудов различных диаметров на воз-
действие АХ на фоне блокады КАТФ-каналов: a – число дилатаций (% от общего числа исследованных
сосудов); b – диаметр артерий после воздействия АХ (% относительно их диаметра до воздействия АХ).
Горизонтальная линия – дилататорная реакция сосудов в группе на введение АХ без применения блока-
тора, принятая за 100%. Косая штриховка – ложнооперированные крысы; темная заливка – 7 дней по-
сле ишемии; серая заливка – 14 дней после ишемии; белая заливка – 21 день после ишемии. * – измене-
ния значимы по сравнению с соответствующими данными при воздействии АХ без применения блока-
торов; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 (U-критерий Манна–Уитни).
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исследованных сосудов. У крыс, перенесших ишемию, пинацидил вызывал дила-

тацию 55.6 ± 2.6% мелких пиальных артерий, с увеличением диаметра сосудов чис-

ло вазодилатаций в ответ на воздействие пинацидила снижалось и в группе круп-

ных артерий составило 40.5 ± 5.6% (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование показало, что однократная глобальная И/Р коры головного мозга

крыс, вызванная окклюзией обеих сонных артерий с управляемой гипотензией,

приводила к угнетению АХ-опосредованной дилатации пиальных артериальных

сосудов, которое сохранялось на протяжении 21-го дня после восстановления кро-

вотока. Развитие сосудистой дисфункции после ишемии и последующей реперфу-

зии может быть связано с нарушением активности ионных каналов. Важным меха-

низмом, обеспечивающим вазодилатацию мозговых сосудов, является активация

АТФ-чувствительных калиевых каналов [3, 4]. Хорошо известно, что ишемия за-

пускает каскад биохимических процессов, протекающих на клеточном и субкле-

точном уровнях, который приводит к метаболическим нарушениям в ткани мозга

[6, 12]. Ишемический каскад обычно продолжается часами, но может длиться и бо-

лее продолжительное время после восстановления кровотока. КАТФ-каналы игра-

ют значительную роль в регулировании клеточных функций в ответ на изменение

клеточного метаболизма [6, 13].

Применение глибенкламида, являющегося селективным ингибитором всех ви-

дов КАТФ каналов [13], у ложнооперированных животных в наших экспериментах

приводило к констрикции в среднем 50–60% пиальных артериальных сосудов всех

диаметров. Число и амплитуда АХ-опосредованных дилататорных реакций сосу-

дов, предварительно подвергнутых воздействию глибенкламида, в группах артерий

всех диаметров у ложнооперированных крыс достоверно уменьшались. Эти дан-

ные показывают, что в физиологических условиях КАТФ-каналы участвуют в под-

держании базального тонуса и обеспечении вазодилататорных реакций пиальных

артериальных сосудов на воздействие АХ. Механизм АХ-опосредованной актива-

ции КАТФ-каналов остается не до конца изученным. Высказывается предположе-

ние, что вызванная АХ вазодилатация сопровождается выработкой оксида азота,

который, воздействуя на эндотелий сосудистой стенки, моделирует сигнальный

каскад, активирующий каналы: NO → растворимая гуанилатциклаза → цикличе-

ский гуанозинмонофосфат → КАТФ-каналы [14, 15].

У крыс, перенесших ишемию, через 7 дней после ишемического воздействия

роль КАТФ-каналов в поддержании базального тонуса пиальных артерий снижа-

лась, на что указывало уменьшение числа констрикторных реакций на апплика-

цию глибенкламида в группах артерий всех диаметров, по сравнению с реакциями

сосудов в соответствующих группах ложнооперированных животных. Одним из

компонентов, влияющих на активность АТФ-чувствительных каналов, является

NO [14]. Ранее нами было показано, что в первые 7 дней после однократной крат-

ковременной ишемии головного мозга у крыс происходит изменение вазомотор-

ной функции эндотелия пиальных артериальных сосудов, связанное с нарушением

продукции оксида азота [15], это может являться причиной ослабления активации

АТФ-чувствительных K+-каналов. Уменьшение числа сузившихся на воздействие

глибенкламида сосудов после ишемии также может быть связано со снижением

плотности KАТФ-каналов в клетках. Косвенным доказательством этому может слу-

жить тот факт, что применение в наших экспериментах открывателя KАТФ-каналов

пинацидила, снижающего чувствительность каналов к АТФ и приводящего к уве-

личению их открытия при существующем уровне АТФ в клетке [13], у крыс, пере-
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несших ишемию, по сравнению с ложнооперированными животными вызывало

расширение меньшего числа сосудов мелких и средних диаметров. Хотя нельзя ис-

ключать и тот факт, что изменение реакции сосудов на воздействие пинацидила

после И/Р, может быть следствием того, что большое количество КАТФ-каналов

мембраны гладкомышечных клеток пиальных артериальных сосудов у крыс, пере-

несших ишемию, еще до воздействия пинацидила находятся в открытом состоя-

нии. Известно, что основным последствием ишемических состояний является

уменьшение уровня митохондриального АТФ [6, 12, 17]. Снижение соотношения

ATФ/AДФ может являться одной из причин открытия КАТФ-каналов [13]. Также

открытию каналов могут способствовать и другие последствия И/Р, такие как клеточ-

ный ацидоз, оксидативный стресс, изменение продукции аденозина, содержания фос-

фолипидов, которые могут снижать чувствительность канала к АТФ [1, 13, 18].

На протяжении последующего постишемического периода в наших экспери-

ментах различия в реакциях пиальных артериальных сосудов на воздействие гли-

бенкламида у крыс, перенесших ишемию, и ложнооперированных животных

уменьшались. Через 14 дней после И/Р достоверные отличия наблюдались только в

группе сосудов мелких диаметров, а через 21 день реакции сосудов всех исследо-

ванных диаметров на аппликацию глибенкламида достоверно не отличались от ре-

акций сосудов у ложнооперированных крыс. В ответ на применение пинацидила

через 14 дней после И/Р число расширившихся артерий всех диаметров оставалось

меньше, чем у ложнооперированных крыс, а через 21 день достоверные отличия

наблюдались только в группах мелких сосудов. Следовательно, можно утверждать,

что к 21-му дню после И/Р активность КАТФ-каналов и их роль в поддержании ба-

зального тонуса пиальных артериальных сосудов восстанавливается.

Характер дилататорной реакции пиальных артериальных сосудов на воздействие

АХ на фоне предварительной блокады КАТФ-каналов у крыс, перенесших ишемию,

так же, как и у ложнооперированных животных, менялся. В первые 14 дней после

Рис. 5. Дилататорная реакция пиальных артериальных сосудов различных диаметров на воздействие пи-

нацидила. Косая штриховка – ложнооперированные крысы; темная заливка – 7 дней после ишемии; се-
рая заливка – 14 дней после ишемии; белая заливка – 21 день после ишемии. * – различия достоверны

по отношению к соответствующим значениям у ложнооперированных крыс данной группы; * p < 0.05;

** p < 0.01 (U-критерий Манна–Уитни).
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И/Р предварительное введение глибенкламида достоверно усиливало дилатацию.
Через 7 дней после ишемии на фоне введения глибенкламида достоверно увеличи-
валось число и амплитуда АХ-опосредованных дилатаций пиальных сосудов всех
диаметров. Через 14 дней увеличение числа и амплитуды дилатации на фоне блока-
ды КАТФ-каналов отмечалось только в группе сосудов средних и крупных диамет-
ров. Число дилатаций мелких артерий незначительно снижалось. В литературе
имеются сведения о том, что эффективность ингибиторов КАТФ-каналов зависит
от уровня внутриклеточных нуклеотидов, при этом особенно важную роль играет
Mg-AДФ, уровень которого значительно возрастает при ишемии и гипоксии [19].
Поэтому существует потенциальная возможность возникновения проблем при ис-
пользовании этих соединений в условиях измененного постишемического метабо-
лического статуса и повышения уровня внутриклеточного АТФ. Глибенкламид в
этих условиях может, напротив, усиливать калиевый ток [5, 13, 19], что, вероятно,
и является причиной извращения АХ-опосредованных сосудистых реакций в тече-
ние первых 14 дней после И/Р. Через 21 день после ишемии глибенкламид не изме-
нял характер АХ-опосредованных дилататорных реакций сосудов всех диаметров.

Таким образом, нами было установлено, что однократная кратковременная гло-
бальная ишемия коры головного мозга крыс приводит к снижению вклада КАТФ-ка-
налов в поддержание базального тонуса пиальных артериальных сосудов, которое со-
храняется на протяжении 14-ти дней после ишемического воздействия. Одновремен-
но с этим снижается роль АТФ-чувствительных калиевых каналов в осуществлении
АХ-опосредованных дилататорных реакций пиальных сосудов. И к 21-му дню после
ишемии KАТФ-каналы практически не участвуют в дилататорном ответе на АХ. АТФ-
чувствительные калиевые каналы служат ключевыми модуляторами сосудистой
гладкомышечной активности, регулирующей спонтанные вазомоции [20, 21]. Поэто-
му постишемическое нарушение процессов KАТФ-сигнализации и снижение вклада
АТФ-чувствительных калиевых каналов в регуляции сосудистого тонуса может при-
водить к возникновению периодических эпизодов вазоспазма и являться причиной
возникновения повторных ишемических состояний. Полученные нами результаты
могут лечь в основу нового, перспективного подхода к лечению патологического
ухудшения церебрального кровотока после перенесенных ишемических состояний.
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Changes in the Contribution of KATP-Channels to the Basal Tone 
and Dilation of the Rat Pial Arterial Vessels after Ischemia

O. P. Gorshkovaa, * and I. B. Sokolovaa
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The changes in the contribution of ATP-sensitive potassium channels (KATP) to the bas-
al tone and acetylcholine (ACh) mediated dilation of pial arterial vessels after global ce-
rebral ischemia (2VO + hypo model) were studied in Wistar rats. Vascular examination
was performed 7, 14 and 21 days after ischemia. False- operated rats served as a control.
The change in the contribution of KATP channels to the basal tone was assessed using in-
travital microphotography. The number of vessels that constricted in response to the ef-
fect of the KATP channel blocker (glibenclamide, 10 μM) was assessed. The change in
the contribution of channels to the vascular dilatation was assessed by comparing the
number and degree of arterial dilatation in response to the ACh (10–7 M, 5 min) before
and after the use of a KATP channel blocker. It was found that ischemia decreases the
role of ATP-sensitive potassium channels in basal tone of the pial arterial vessels for
14 days after ischemic exposure. At the same time, the contribution of KATP-channels to
the ACh mediated dilator reactions of pial vessels decreases. By the 21st day after isch-
emia, KATP channels do not participate in the dilator response to ACh.

Keywords: ATP-sensitive potassium channels, cerebral ischemia, pial arterial vessels
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В настоящее время актуальным является поиск немедикаментозных методов со-
хранения здоровья и увеличения продолжительности жизни людей. Известно,
что умеренные физические нагрузки способствуют активному долголетию. Важ-
ная роль в адаптации к физическим тренировкам принадлежит системе гемоста-
за, изменение показателей которой может влиять на развитие осложнений со
стороны сердечно-сосудистой системы в ответ на физический стресс. В 2012 г.
был открыт гормон ирисин, уровень которого снижается с увеличением возрас-
та. Белок ирисин синтезируется во время физической нагрузки и препятствует
развитию возрастных заболеваний, в том числе гипертонической болезни, болез-
ней Паркинсона и Альцгеймера. Цель исследования – разработка оптимального
режима физических нагрузок, сохраняющего гемостазиологические параметры в
пределах нормы и приводящего к увеличению концентрации белка ирисина в
крови. Исследования выполнены на молодых крысах-самцах линии Вистар.
В течение 30 дней опытные животные подвергались физическим нагрузкам в ви-
де ходьбы в тредбане со скоростью 6–8 м/мин. Животные первой опытной груп-
пы подвергались физическим нагрузкам ежедневно в течение 2-х ч, животные
второй группы подвергались 2-часовым физическим нагрузкам в режиме 3 раза в
неделю (понедельник, среда, пятница). Показано, что в первой опытной группе
на фоне признаков гиперкоагуляции уровень ирисина увеличивался на 130%. Во
второй опытной группе признаки гиперкоагуляции отсутствовали, при этом
концентрация ирисина повышалась на 225%. Таким образом, более эффектив-
ным режимом физических нагрузок для крыс является принудительная ходьба в
тредбане в течение 2 ч со скоростью 6–8 м/мин 3 раза в неделю на протяжении
30 дней.

Ключевые слова: физическая нагрузка, система гемостаза, пьезотромбоэластогра-
фия, калиброванная автоматизированная тромбография, ирисин
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ВВЕДЕНИЕ

В связи с постоянным увеличением продолжительности жизни и, как следствие,
старением общества, поиск немедикаментозных методов сохранения здоровья и
продления активного долголетия людей пожилого и старческого возраста в настоя-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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щее время становится все более актуальной задачей. Известно, что физические
тренировки повышают иммунитет, предотвращают развитие метаболических забо-
леваний и способствуют активному долголетию [1–4]. При этом выбор оптималь-
ного по интенсивности и кратности режима физических нагрузок, оказывающего
максимально благотворное влияние на организм, нуждается в дополнительном
обосновании, основанном, в том числе, и на данных исследования регуляторных
молекул, выявленных на протяжении последнего десятилетия.

В 2012 г. группа ученых, работавшая под руководством Shpiegelman (Бостон,
США), обнаружила специфический белок ирисин, вырабатывающийся при физи-
ческой нагрузке, синтез которого снижается по мере старения [5]. Установлено,
что под воздействием ирисина происходит переход белого жира в бурый, который,
в свою очередь, связан с химической терморегуляцией [6]. Доказана тесная связь
между концентрацией ирисина и длиной теломер – маркеров продолжительности
жизни клетки [7–12]. Повышение концентрации белка ирисина в крови сопровож-
дается улучшением течения “возрастных” заболеваний, в том числе, гипертониче-
ской болезни [13, 14], а также болезней Паркинсона и Альцгеймера [15]. Доказано,
что выделение ирисина связано с физической работой, однако также установлено,
что не любая физическая нагрузка приводит к увеличению его концентрации в
крови [5].

Ирисин содержится в мышцах и крови на определенном уровне, независимо от
физической работы. Так, в частности, методом вестерн-блоттинга установлено,
что концентрация ирисина увеличивается сразу после однократной интенсивной
принудительной физической нагрузки (бег на беговой дорожке) [16], которая, в
свою очередь, может приводить к ухудшению течения заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы и сопутствующих патологий. Следовательно, актуальным является
поиск режимов физических тренировок, которые бы сопровождались увеличением
концентрации ирисина в крови, и при этом не приводили к развитию патологиче-
ских состояний со стороны системной гемодинамики.

В развитии осложнений со стороны сердечно-сосудистой системы в ответ на
физический стресс важная роль принадлежит системе гемостаза [17, 18], сбаланси-
рованность отдельных звеньев которой во многом обеспечивает процессы адапта-
ции к физическим нагрузкам [19]. Система гемостаза является одной из наиболее
реактивных систем организма, и ее роль в процессах адаптации не вызывает со-
мнения [20]. Известно, что тридцатидневные физические тренировки приводят к
завершенной долговременной адаптации [20] и широко используются в клинике
для профилактики риска развития сердечно-сосудистых заболеваний.

Исходя из этого, целью исследования явилась разработка оптимального режима
физических нагрузок, сохраняющего гемостазиологические параметры в пределах
нормы и приводящего к увеличению концентрации белка ирисина в крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования выполнены на 54 крысах-самцах линии Вистар в возрасте 12–13 нед.,
массой 250–300 г. Животные были размещены в клетках с полубарьерной системой
в экологически контролируемых условиях с 12-часовыми светлым и темным цик-
лами, при комнатной температуре 22.5 ± 0.28°С и влажности воздуха 50–60%.
Пресная водопроводная вода и корм находились в свободном доступе. Животные
были разделены на две контрольные и две опытные группы. Крысы первой кон-
трольной группы (n = 12) ежедневно помещались в индивидуальные отсеки непо-
движного тредбана на 2 ч в течение 30 дней. Во второй контрольной группе (n = 12)
крысы находились по 2 ч в отсеках неподвижного тредбана 3 раза в неделю (поне-
дельник, среда, пятница) на протяжении 30 дней. Таким образом, животные кон-
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трольных групп не подвергались физическим нагрузкам. Крысы, составлявшие
опытные группы, подвергались 2-часовой принудительной ходьбе в тредбане со
скоростью 6–8 м/мин на протяжении 30 дней в двух разных режимах: животные
первой опытной группы (n = 12) подвергались ежедневным физическим нагруз-
кам, крысы второй опытной группы (n = 18) – физическим нагрузкам в режиме
3 раза в неделю (понедельник, среда, пятница). Физические нагрузки проводили в
вечернее время с 18 до 22 ч, что соответствует времени бодрствования крыс.

С целью адаптации к новому помещению, за неделю до эксперимента всех жи-
вотных в виварии помещали в стандартные условия содержания. Проведение экс-
периментов на крысах осуществляли в соответствии с директивой 2010/63/EU Ев-
ропейского парламента (Совет от 22 сентября 2010 г.) по охране позвоночных жи-
вотных, используемых в эксперименте [21]. Обезболивание и умерщвление
животных проводили в соответствии с “Правилами проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных”. Работа была одобрена этическим комитетом
Алтайского государственного медицинского университета Минздрава РФ (прото-
кол № 8 от 22.10.2018 г.).

Перед забором крови предварительно производили наркотизацию путем внут-
рибрюшинного введения раствора телазола из расчета 14 мг/кг массы тела живот-
ного. Для исследования системы гемостаза, кровь получали из печеночного синуса
в объеме 5 мл, из которых 0.4 мл крови без добавления цитрата натрия использова-
ли для проведения низкочастотной пьезотромбоэластографии. Остальную порцию
крови помещали в полистироловые центрифужные пробирки с полихлорвинило-
выми крышками, содержащими 0.11 М (3.8%) раствор цитрата натрия (соотноше-
ние крови и стабилизатора 9 : 1). Кровь центрифугировали при 1200 g в течение
15 мин для получения обедненной тромбоцитами плазмы крови.

Оценку гемостатического потенциала крови у животных производили методом
НПТЭГ – низкочастотной пьезотромбоэластографии, на аппарате АРП-01М “Мед-
норд” (Россия) с использованием специальной компьютерной программы ИКС
ГЕМО-3 [22, 23].

Оценивали следующие показатели:
t3 – время свертывания крови, мин [Blood clotting time, min].
t5 – время формирования фибрин-тромбоцитарной структуры сгустка, мин

[Time of formation of the fibrin-platelet structure of the clot, min].
ИПС – интенсивность полимеризации сгустка, о.е. [ICP – Intensity of clot po-

lymerization, r.u.].
В рамках экспериментальных исследований системы гемостаза также применя-

ли интегральный метод калиброванной автоматизированной тромбографии по
Hemker (2003) [24, 25] с использованием планшетного флуориметра Fluoroskan As-
cent при длине волны 390 нм (фирма ThermoFisher SCIENTIFIC, Финляндия), с
программным обеспечением Thrombinoscope®3.0.0.26 и наборами реагентов фирмы
Thrombinoscope® bv (Нидерланды) (PPP-Reagent, Thrombin Calibrator, FluCa-Kit).
Коагуляцию исследуемой плазмы крови осуществляли в 96-луночном планшете
типа Immulon 2HB (фирма ThermoFisher SCIENTIFIC, США). Оценивали следую-
щие показатели тромбографии:

– Lagtime, мин – время инициации образования тромбина [Lagtime, min –
thrombin initiation time].

– ETP, нмоль мин – эндогенный тромбиновый потенциал [ETP, nmol min – en-
dogenous thrombin potential].

– Peack thrombin, нмоль – пиковая концентрация тромбина [Peack thrombin,
nmol – peak thrombin concentration].

– ttPeak (time to peak), мин – время достижения пиковой концентрации тромби-
на [ttPeak (time to peak), min – time of reaching peak thrombin concentration].



1165ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ РЕЖИМОВ ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗОК

Для определения концентрации ирисина, по истечении 30 дней эксперимента
осуществляли забор крови для получения сыворотки у контрольных и опытных
животных. Кровь для исследования белков в объеме 2 мл получали путем забора из
печеночного синуса в одноразовый полистироловый шприц с широкой иглой, не
содержащий антикоагулянт. Полученную сыворотку замораживали при температу-
ре минус 70°С. Перед процедурой анализа образцы размораживали при комнатной
температуре. Содержание ирисина выявляли методом иммуноферментного анали-
за (ИФА) с применением специальных наборов для крыс фирмы USCN Cloud
Clone Corp (США) на аппарате Chem Well (США).

Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета ста-
тистического программного обеспечения MedCalc Version 17.9.7 (лицензия
BU556-P12YT-BBS55-YAH5M-UBE51). Для статистической обработки результа-
тов исследования применяли непараметрический U-критерий Манна–Уитни.
Данные непараметрических совокупностей представлены в виде медианы (Ме) и
квартилей [25 и 75%]. Для всех тестов статистически достоверными считали разли-
чия, уровень значимости которых отвечал условию р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У животных, подвергавшихся ежедневным 2-часовым нагрузкам, отмечалось сни-
жение показателей пьезотромбоэластографии по сравнению с контрольной группой.
Так, время свертывания крови (t3) уменьшалось на 34%, что свидетельствовало о сдви-
ге точки желирования влево и характеризовало состояние хронометрической гиперко-
агуляции. Параллельно с этим отмечалось снижение времени достижения максималь-
ной амплитуды (t5) на 35%, что подтверждало гиперкоагуляционные изменения в пер-
вой опытной группе. При этом отмечалось снижение показателя ИПС (интенсивность
полимеризации сгустка) на 50% в группе животных, подвергавшихся ежедневным фи-
зическим нагрузкам по сравнению с группой контроля (рис. 1). Этот показатель харак-
теризует полимеризационный этап фибриногенеза, а именно – латеральную сборку
фибрина, следовательно, можно предположить, что этот процесс у данных крыс был
угнетен. Во второй опытной группе показатели пьезотромбоэластографии не имели
достоверных отличий от значений, зарегистрированных у контрольных животных.

По данным калиброванной автоматизированной тромбографии, у животных,
составлявших первую опытную группу, регистрировались признаки нарастания
тромбинемии, что проявлялось в увеличении эндогенного тромбинового потенци-
ала (ЕТР) на 24%, повышении пиковой концентрации тромбина (Peak) на 13% и
укорочении времени достижения максимальной концентрации тромбина (ttPeak)
на 5.6% по сравнению с контролем. У крыс второй опытной группы показатели
тромбографии не отличались от таковых у контрольных животных (табл. 1).

Результаты представлены в таблице в виде (Ме [25–75%]), где Ме – медиана в вы-
борочной совокупности; [25–75%] – 25-й и 75-й перцентиль; ∆1 – статистически
значимая разница опытной группы 1 с контрольной группой 1 при p < 0.05; р1–2 –
уровень статистической значимости различий опытной группы 1 (ежедневные 2-ча-
совые физические нагрузки) с контрольной группой 1; р3–4 – уровень статистической
значимости различий опытной группы 2 (физические нагрузки в режиме 3 раза в не-
делю) с контрольной группой 2; n – количество животных в исследуемой группе.

Результаты проведенного иммуноферментного анализа показали, что у живот-
ных 1-й и 2-й контрольных групп концентрация ирисина в сыворотке достоверно
не отличалась. В первой опытной группе после ежедневных физических нагрузок
уровень ирисина увеличивался на 133% (р = 0.04), в то время как у крыс второй
опытной группы, тренировавшихся в режиме три раза в неделю, концентрация ири-
сина повышалась на 225% (р = 0.001) по сравнению с контрольной группой (рис. 2).
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Рис. 1. Изменение показателей гемостаза по данным пьезотромбоэластографии после 30-дневных фи-
зических нагрузок.
Результаты представлены в виде (Ме [25–75%]), где Ме – медиана в выборочной совокупности; [25–
75%] – 25-й и 75-й перцентиль. ∆ – статистически значимая разница опытной группы с контрольной
группой при p < 0.05; р – уровень статистической значимости различий опытной группы 1 (ежедневные
2-часовые тренировки) с контрольной группой 1. (a) – время свертывания крови (t3), мин; время фор-
мирования фибрин-тромбоцитарной структуры сгустка (t5), мин; (b) – интенсивность полимеризации
сгустка (ИПС), о. е.

5

10

15

20

25

30

0
t3

55

t5

a
Low frequency

Control 1 (n = 12)

Experimental group 1 (n = 12)

piezothromboelastography
min

Δ – 35%
p < 0.01

Δ – 34%
p < 0.001

[4.0–5.5][4.0–5.5][4.0–5.5] 3.33.33.3
[2.1–3.4][2.1–3.4][2.1–3.4]

26.926.926.9
[23.4–35.5][23.4–35.5][23.4–35.5]

17.517.517.5
[13.7–20.5][13.7–20.5][13.7–20.5]

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0
ICP

9.79.79.7

b
Low frequency

piezothromboelastography
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Таблица 1. Изменение показателей гемостаза по данным калиброванной автоматизированной
тромбографии у контрольных и опытных животных после 30-дневных физических нагрузок

Показатели
Контрольная

группа 1
(n = 12)

Опытная
группа 1
(n = 12)

Контрольная
группа 2
(n = 12)

Опытная
группа 2
(n = 18)

Lagtime, мин 1.67
[1.57–2.00]

2.00
[1.67–2.00]
р1–2 = 0.47

1.67
[1.57–2.00]

1.63
[1.46–1.80]
р3–4 = 0.32

ETP, нмоль мин 326.1
[277.4–378.4]

404.6
[380.5–453.7]

р1–2 < 0.05
(∆1+24%)

326.1
[277.4–378.4]

348.1
[310.7–387.3]

р3–4 = 0.93

Peack thrombin, нмоль 92.7
[84.6–101.3]

105.0
[99.7–109.3]
р1–2 < 0.05
(∆1+13%)

92.0
[80.4–107.0]

90.5
[80.8–95.4]
р3–4 = 0.58

ttPeak, мин 4.24
[4.14–4.33]

4.00
[3.92–4.00]
р1–2 < 0.01
(∆1 – 5%)

3.80
[3.67–3.90]

3.80
[3.72–3.89]
р3–4 = 0.66

Зафиксированное отличие концентрации ирисина между экспериментальными
группами оказалось статистически значимым. Во второй опытной группе содержа-
ние ирисина было на 86% выше, чем в первой опытной группе (р = 0.03).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Различные режимы физических нагрузок могут вызывать как адаптивные, так и
дизадаптивные ответные реакции со стороны организма. Раскрытие закономерно-
стей реакции системы гемостаза на различные режимы физической активности
имеет существенное значение для разработки тренировочных методик и предот-
вращения различных проявлений внутрисосудистого свертывания крови [13, 14].

Известно, что физическая нагрузка приводит к повышению агрегационной актив-
ности тромбоцитов, увеличению экспрессии тканевого фактора и активатора плаз-
миногена эндотелиальными клетками, в результате чего развивается гиперкоагуля-
ция с активацией фибринолитической системы [26]. В предшествующих работах на-
ми было показано, что многократные двухчасовые физические тренировки по
сравнению с более длительными являются наиболее оптимальными, так как сопро-
вождаются гипокоагуляционной направленностью и приводят к долговременной
адаптации со стороны системы гемостаза [20]. К тридцатому дню тренировочного
процесса наблюдается приближение гемостазиологических параметров к нормаль-
ным значениям, однако в наших экспериментах у животных первой опытной группы
сохранялась тенденция к повышению свертывающей активности крови. Следова-
тельно, режим физических тренировок, используемый во второй опытной группе,
оказался более благоприятным и приводил к полной долговременной адаптации со
стороны системы гемостаза, проявляющейся в нормализации ее параметров.

Любой стресс, в том числе и физический, активирует все защитные системы ор-
ганизма, такие как белки теплового шока (HSP), врожденный и приобретенный
иммунитет, систему гемостаза, белки острой фазы воспаления (БОВ), а также вли-
яет на уровень белков “молодости и старости” [27, 28]. При мышечной деятельно-
сти в скелетных мышцах повышается содержание фактора транскрипции PGC1α
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α), что приводит к по-
явлению мембранного белка FNDC5, который расщепляется с образованием ири-
сина, выделяемого в кровь [29]. Вместе с коактиватором PPAR-γ (Peroxisome prolif-
erator-activated receptor gamma) PGC1α в бурых жировых клетках активирует про-
изводство белка термогенина (UCP1). Ирисин, взаимодействуя с белыми
жировыми клетками, также индуцирует экспрессию термогенина, который, в свою

Рис. 2. Изменения концентрации ирисина после 30-дневных физических нагрузок. Результаты представ-
лены в виде (Ме [25–75%]), где Ме – медиана в выборочной совокупности; [25–75%] – 25-й и 75-й пер-
центиль. ∆ – статистически значимая разница опытной группы с контрольной группой при p < 0.05;
р – уровень статистической значимости различий опытной группы с контрольной группой. (a) – изме-
нение концентрации ирисина в опытной группе 1 по сравнению с контролем 1 (ежедневные 2-часовые
физические нагрузки). (b) – изменение концентрации ирисина в опытной группе 2 по сравнению с кон-
тролем 2 (2-часовые физические нагрузки в режиме 3 раза в неделю).
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очередь, расщепляет протеин 1-UCP-1 (uncoupling protein-1) и запускает процесс
перехода белых адипоцитов в бурые [5]. Бурая жировая ткань оказывает существен-
ное влияние на обмен веществ, и ее количество обратно коррелирует с индексом
массы тела [30]. Таким образом, физическая нагрузка приводит к увеличению в
мышцах PGC1α, а, следовательно, и к повышению концентрации ирисина [5, 31].

Последующие исследования [32] показали, что регулярные тренировки повы-
шали уровень ирисина в плазме крови в определенный момент, однако при даль-
нейшем продолжении тренировок роста концентрации ирисина в крови не наблю-
далось. Возможно, что в процессе тренировок формируется адаптивный механизм,
в результате которого постоянно тренирующиеся люди становятся менее зависи-
мыми от содержания ирисина, либо более чувствительными к его действию. Ин-
тенсивная физическая работа сопровождается увеличением производства свобод-
ных радикалов и окислительным стрессом, с вовлечением в процесс эндоплазма-
тического ретикулума, что при чрезмерной нагрузке может приводить к
повреждению и гибели мышечных волокон. С другой стороны, переходные стадии
процесса перекисного окисления и стресса эндоплазматического ретикулума не-
обходимы для полноценной адаптации при регулярных физических нагрузках.
Митохондрии играют основную роль в генерации энергии и тесно связаны со
стрессом эндоплазматического ретикулума и окислительным стрессом. В то же
время экспрессия гена FNDC5 и повышение концентрации ирисина при физиче-
ских нагрузках связаны с транскрипционным фактором PGClα и практически не
зависят от стресса эндоплазматического ретикулума [33].

По данным литературы [34], особенно много ирисина содержится в сердечной мыш-
це, а также в перикарде как до, так и после физической нагрузки. В скелетных мышцах
мышей концентрация ирисина незначительна. Данный факт говорит о том, что при
физической нагрузке ирисин выделяется в кровь основном из сердечной мышцы.

Возможно, что при ежедневных физических нагрузках, несмотря на более ин-
тенсивное образование ирисина, происходит его расход в больших количествах на
местную регуляцию метаболических процессов. Следовательно, концентрация
ирисина в крови после ежедневных нагрузок может быть ниже, чем после нагрузок
в режиме 3 раза в неделю.

Режим ежедневных физических тренировок не может предоставить организму
достаточного времени для полноценного восстановления в мышцах общих запасов
энергетических веществ, служащих субстратами анаэробных биохимических реак-
ций. В то же время физические тренировки в режиме 3 раза в неделю увеличивают
степень совершенства компенсаторных механизмов, которые обеспечивают под-
держание гомеостаза при мышечной деятельности в анаэробных условиях. Данный
режим ускоряет процесс развития тканевой адаптации, что позволяет выполнять
мышечную работу даже при выраженных изменениях внутренней среды (накопле-
ние лактата, кетоновых тел, сдвиг рН, снижение содержания углеводов).

Существенное превышение уровня ирисина в крови, обнаруженное нами по
окончании курса физических нагрузок, получаемых трижды в неделю, по сравнению
с ежедневными нагрузками, является еще одним подтверждением вышеизложенной
концепции. Определение уровня ирисина в крови можно рассматривать в качестве
маркера, позволяющего мониторить оптимальный уровень физических нагрузок.

Таким образом, экспериментальным путем установлено, что для сохранения по-
казателей системы гемостаза в пределах нормальных значений наиболее эффек-
тивным режимом физических нагрузок для крыс является принудительная ходьба
в тредбане в течение 2 ч со скоростью 6–8 м/мин 3 раза в неделю на протяжении 30
дней. При этом данный режим тренировок сопровождается существенным повы-
шением концентрации белка ирисина в плазме крови.
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The Effect of Different Modes of Exercise on the Hemostatic System
and the Protein Concentration Irisin in the Experiment

Y. A. Bondarchuka, b, *, I. I. Shakhmatova, b, I. N. Manaevaa, b, V. M. Raevskikha,
P. S. Marshalkinaa, and D. A. Prokopetsa

aAltai State Medical University, Barnaul, Russia
bScientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, Russia

*e-mail: bondarchukb606@yandex.ru

Nowadays, research on non-drug methods to preserve health and increase life expectancy
is considered relevant. It is a well-known fact that moderate physical activity has a direct
impact on longevity. The hemostatic system plays a vital role in adaptation to physical ac-
tivities, and changes in its indicators can negatively affect the cardiovascular system in re-
sponse to physical stress. In 2012, the hormone irisin was discovered, which levels decrease
with aging. Irisin is a protein synthesized during physical activity, which prevents aging-as-
sociated diseases, including hypertension, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. This re-
search aims to develop an optimal regime of physical activity that would preserve the he-
mostasiological parameters within the normal range and lead to increased concentrations
of irisin in blood. The studies were performed on young Wistar male rats. The experimen-
tal animals were subjected to physical exertion in the form of walking on a treadmill at a
speed of 6–8 m/min for 30 days. The animals of the first experimental group were subject-
ed to daily 2-hour physical activity periods. The animals of the second experimental group
were subjected to 2-hour physical activity periods three times a week (Monday, Wednes-
day, Friday). It was discovered that in the first experimental group, with signs of hyperco-
agulation, the level of irisin increased by 130%. In the second experimental group, no signs
of hypercoagulation were revealed. Herewith, irisin concentration increased by 225%.
Thus, the most effective exercise regime for rats is coercive walking on a treadmill for
2 hours at a speed of 6–8 m/min three times a week for 30 days.

Keywords: physical activity, hemostatic system, piezotromboelastography, calibrated
automated thrombography, irisin
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В наблюдении на 24 здоровых молодых мужчинах-добровольцах исследовалось
влияние пассивного экзоскелета нижних конечностей на моторный контроль.
В экзоскелете изучалась поза, представляющая собой промежуточное состояние
между стоянием и сидением – “гибридная поза”. Анализировались данные по-
верхностной электромиографии от Musculus quadriceps femoris и Musculus tibialis
anterior обеих ног, данные от силовой платформы и параметры выполнения ин-
струкции в задаче с визуальной обратной связью по опорной реакции при пооче-
редном манипулировании обеими руками. В исследовании показано, что одним
из влияющих условий на параметры моторного контроля в “гибридной позе” яв-
ляется преобладающий тип сенсорной организации обычной вертикальной по-
зы. Отличия “гибридной позы” в описанных условиях от простой вертикальной
позы более контрастно выявлялись при ритмичном целенаправленном раскачи-
вании добровольцев в сагиттальной и фронтальной плоскостях. Наблюдалось
перераспределение активности исследуемых мышц в зависимости от направле-
ния движения. Показаны различия в амплитуде раскачиваний тела, выраженные
в повышении объема движений в экзокелете в сагиттальной плоскости и пони-
жении во фронтальной плоскости по сравнению с обычной вертикальной позой.
Введено деление на подгруппы с большей ролью зрения в регуляции вертикаль-
ной позы (“визуалы”) и меньшей (“проприоцептики”). Показано, что во фрон-
тальной плоскости условная подгруппа “проприоцептики” демонстрировала
большую амплитуду раскачивания тела в экзоскелете по сравнению с подгруппой
“визуалы”. Управление верхними конечностями (обусловленное инструкцией на-
давливание на неподвижную рукоять) не зависело от особенностей сенсорной ор-
ганизации позы в условиях заданного визуального контроля и отличалось по
сложности манипулирования (по показателям стабилометрии) в вариантах верти-
кальной позы в экзоскелете и без при одинаковой результативности.

Ключевые слова: вертикальная поза, гибридная поза, сенсорное обеспечение позы,
стабилометрия, опорные реакции, электромиография, экзоскелет, двигательно-
когнитивные задачи, моторные тесты
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При выполнении привычных движений руками или просто при стоянии в вер-
тикальной позе человек совершает “стандартный целостный акт” [1]. При облаче-
нии в экзоскелет такой естественный “стандартный акт” движения модифициру-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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ется. На практике хорошо известны отличия в эффективности последующего дви-
жения человека в зависимости от исходной позы. Например, контрастные по
внешнему виду и последующей эффективности действия, исходные позиции в лег-
кой атлетике – это “высокий” и “низкий” старт [2]. Иными словами, исходная
конфигурация, поза тела связаны с характеристиками афферентации, сенсорного
обеспечения дальнейшего движения и, в итоге, его особенностями. В этой связи
следует вспомнить работу 1949 г. М.Ф. Чепелюгиной, аспирантки П.К. Анохина,
которая на примере известного опыта с лягушкой, где оценивалось изменение ло-
комоции при перерезании дорсальных корешков в различных отделах спинного
мозга, давал следующее объяснение полученным результатам: “…афферентные
функции функциональной системы динамически меняются и различно распреде-
ляются по системе в зависимости от степени ее автоматизации. Эта автоматизация
является следствием того, что при прыжке и других формах движения лягушке
приходится преодолевать совершенно стандартные препятствия в виде веса конеч-
ностей и веса своего тела. Поэтому вся функциональная система прыжка, напри-
мер, стимулируется с весьма ограниченного количества рецепторных образований.
В то же время сам прыжок как целостный акт, формируясь в результате стандарт-
ных разрядов среднего мозга, уже не требует афферентации, развиваясь как стан-
дартный целостный акт” [1]. Здесь актуальность полученных нами результатов на
примере использования экзоскелета связана также с исследованиями регуляции
вертикальной позы человека, например, применительно к распространенной сего-
дня модели “перевернутого маятника”, суть которой заключается в системе с цен-
тром масс, расположенном выше точки опоры и по своей природе являющимся
неустойчивым, из-за чего возникает необходимость в постоянном контроле балан-
са тела через петлю обратной связи по разнице в суставных и “опрокидывающих”
моментах сил [3, 4]. Полученные результаты данного исследования могут быть ис-
пользованы в решении обратной задачи динамики с использованием теоретических
моделей движения человека аналогичной модели “перевернутого маятника” [5].
Также актуальность данного исследования связывается с исследованиями влияний
дополнительной сенсорной информации, в том числе тактильных контактов руки,
на поддержание вертикальной позы (например, [6]).

Специфическая “гибридная поза” или “стоячее сидение”, обусловленное эк-
зоскелетом [7], представляет особый интерес для исследователя, так как отличает-
ся и от обычного стояния, и от обычного сидения с присущими им “стандартны-
ми” афферентными условиями [8]. Формирование подобных нетипичных поз у че-
ловека связано с заменой естественной синергии мышц ног (например, передней
большеберцовой, камбаловидной и двуглавой мышцы бедра) искусственной с су-
щественной модификацией паттерна движения и значительными адаптационны-
ми перестройками механизмов постурального контроля, обеспечивающих защиту
организма от перегрузки или травм. При этом малая исследованность вопроса вме-
сте с расширяющейся популярностью экзоскелетов [9, 10] дополнительно придает
теме практическую значимость. Изучение возможных взаимосвязей между оцени-
ваемыми количественными параметрами обеспечения моторного контроля в “ги-
бридных” позах может предоставить базу для системной оценки функционального
состояния человека, а также “физиологического качества” разрабатываемых эк-
зоскелетов. В данной работе ставилась цель исследовать особенности моторного
контроля добровольцев в экзоскелете, в том числе, провести сравнение выполне-
ния обусловленных инструкцией целенаправленных надавливаний кистями рук на
силовой джойстик по типу ранее описанного [11, 12] в “гибридной позе” и, сидя на
табурете, так как оценивался вклад “новых” афферентных сигналов при выполне-
нии моторной задачи, чаще выполнимой именно сидя.



1174 БАБАНОВ и др.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Добровольцы и условия. Наблюдение проводилось на 24-х условно здоровых доб-
ровольцах. Соблюдались современные этические нормы согласно требованиям ло-
кальной этической комиссии ФГБНУ НИИ нормальной физиологии им.
П.К. Анохина в соответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации и ГОСТ Р 56509–2015 “Услуги населению. Надлежащая практика
гуманитарных исследований”. Размер выборки определялся, исходя из актуальных
представлений об обеспечении достоверности результатов в наблюдениях с повто-
ряющимися измерениями (например, [13]). Критерии включения: условно здоро-
вые праворукие добровольцы-мужчины от 20 до 25 лет, не имеющие в анамнезе
выявленных заболеваний суставов, мышц, переломов конечностей, черепно-моз-
говых травм, вестибулопатии, косоглазия. Никто из испытуемых не являлся про-
фессиональным спортсменом. Курение перед наблюдением, чувство голода или
жажда, некомфортные состояния исключались условиями наблюдения.

Процедура. Наблюдение проводилось в одну серию после заполнения форм инфор-
мированного согласия, инструктажа и предварительного обучения управлению эк-
зоскелетом и джойстиком, проведения необходимой подготовки. Наблюдение прово-
дилось согласно этапам на рис. 1, без рандомизации для исключения влияния устало-
сти (напряженная поза полуприседа) на дальнейшие пробы. Также исключен вариант
выполнения процедуры с джойстиком в обычной вертикальной стойке, так как так
называемая “гибридная поза” чаще всего применяется для замены обычного сидения.

Процедура включала два условных блока последовательных заданий. Первый
блок – этапы с 1-го по 5-й, выполняемые испытуемым без экзоскелета, а второй –
этапы с 6-го по 10-й проводились в экзоскелете. Этапы наблюдения обозначены
цифрами на рис. 1. Первый этап включал 2 фазы – обычное стояние добровольца в
вертикальной позе, голова прямо, руки свободно вдоль туловища, с открытыми и
закрытыми глазами, по 30 с. На втором этапе доброволец под звук метронома рас-
качивался во фронтальной плоскости (с правой ноги на левую) без отрыва ступней
от платформы. Требовалось производить максимально комфортные для испытуе-
мого по амплитуде и точные в ответ на звук движения в задаваемом метрономом
медленном ритме 45 уд./мин (0.75 Гц), выбранном для увеличения внимания к вы-
полнению достаточно сложного задания – раскачивания тела в комфортном диа-
пазоне без отрыва ступней от платформы и взмахивания руками, требующего
определенного контроля со стороны испытуемого (по аналогии с известными под-
ходами [14]). Третий этап – похож на второй, но движения выполнялись в сагит-

Рис. 1. Общая схема процедуры наблюдения.
Сокращения: R – правая рука, L – левая рука, Exo – экзоскелет, sec – длительность этапа в секундах.
Цифрами обозначен номер этапа исследования. Пояснения в тексте.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

R RL LEXO

30 s 30 s 30 s 30 s 60 s 60 s 60 s 60 s 60 s
 

60 s 60 s 60 s 
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тальной плоскости (вперед – назад). На четвертом и пятом этапах производилось
поочередное управление силовым джойстиком правой и левой рукой из положе-
ния, сидя на стандартном четырехногом табурете, установленном на силовую плат-
форму. С шестого по десятый этап последовательно выполнялись действия, сход-
ные с этапами с первого по пятый, но испытуемый экипировался в экзоскелет
(рис. 2a). На рис. 2b показано расположение испытуемого в экзоскелете на силовой
платформе, а на 2c – выполнение инструкции с силовым джойстиком. Угол сгиба
ног испытуемого в экзоскелете составлял 120° и задавался механизмом фиксации
заданного положения. Длительность каждого этапа и отдых между этапами состав-
ляли 1 мин. Добровольцы были обуты в собственную удобную для них обувь с твер-
дой, тонкой подошвой (рис. 2).

Оборудование и техническое обеспечение. Применялся комплекс беспроводного
мониторинга электрофизиологических сигналов “Колибри” (Нейротех, Россия, ре-
гистрационное свидетельство Министерства Здравоохранения РФ РЗН 2016/5020) –
четыре нательных датчика с одноразовыми сменными липкими электродами, пе-
редающие регистрируемые значения по радиоканалу в персональный компьютер
со штатной программой “Нейротех миография SPORT”. Использовалось мобиль-
ное приложение “Классический метроном” (Netigen, Польша), две силовые плат-
формы ST-150 с одним джойстиком SDB-17 с штатным программным обеспечени-
ем STPL (Мера-ТСП, Россия, Свидетельство о регистрации средства измерений в
РФ RU.C.39.004.A N 41201, регистрационное свидетельство Министерства Здраво-
охранения РФ ФСР 2010/07900, коды GMDN: 43114 Balance/mobility management
system platform, 43115 Balance/mobility management system application software). Эк-
зоскелет представлял собой двухзвенное механическое устройство без активных
движителей и аккумуляторов — рис. 2. Первое звено – в области голеностопного су-
става (нижнее звено), второе – в области коленного сустава (верхнее звено). Для огра-
ничения высоты стойки оператора в области коленного шарнира установлен запор-
ный механизм, фиксирующий положение экзоскелета. При выполнении соответ-
ствующих этапов испытуемые сидели на стандартном (ГОСТ 13025.2–85) деревянном
четырехногом табурете.

Силовая платформа с силовым (неподвижным, реагирующим на прилагаемую
силу) джойстиком [11] для выполнения этапов 4, 5, 9 и 10 по схеме на рис. 1 уста-
навливалась на столе перед экраном визуальной обратной связи. Задача управле-
ния силовым джойстиком требовала наведения метки давления рукой на силовой
платформе под джойстиком из стартового круга на появляющиеся по периметру
круглые “мишени”, где было необходимо удерживать метку на “мишени” до ее ис-

Рис. 2. Экипирование (a) и фрагменты наблюдения в экзоскелете на силовой платформе с закреплен-
ными на ногах электромиографическими датчиками и при выполнении задания с помощью силового
джойстика (b, c).

a b c
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чезновения и возвращать метку давлением рукой в стартовый круг для появления
новой “мишени”. Задание регулировалось штатной для силовой платформы про-
граммой STPL в режиме “Динамическая проба”, аналогично ранее описанному [11].
Кисть руки располагалась на рукояти джойстика стандартным обхватом, задавае-
мым формой рукояти. При этом управляющая рука испытуемого не опиралась
локтем на стол, а вторая рука свободно лежала на колене (рис. 2C).

Команды подавались встроенными в управляющую программу стандартными
голосовыми фразами. Для предотвращения влияния возможной ориентировочной
реакции на суммарные расчетные показатели до начала выполнения задания доб-
ровольцем проходило 8 с в заданной условиями этапа позе – по настройкам управ-
ляющей программы. Область прикрепления электромиографических датчиков
определялась по специализированному атласу [15]. Регистрировались активность
четырехглавой (Musculus quadriceps femoris – MQF) и передней большеберцовой
(Musculus tibialis anterior – MTA) мышц правой и левой ноги. Выбор данных мышц
связан с их возможной активностью в “гибридных позах” [16], а именно вовлече-
нии MQF при поддержании статической позы в полуприсяде и MTA, вовлеченной
для разгибания стопы и поддержании статической позы вертикально стоя. Прово-
дилась одновременная регистрация поверхностной электромиографии (ЭМГ) и
измерение координат общего центра давления (ЦД) на силовой платформе и на
двух силовых платформах для этапов 4, 5, 9 и 10 (рис. 1).

Показатели. По данным от силовой платформы оценивался показатель “мощ-
ность статокинезиограммы” (Р, мДж/с), рассчитываемый в штатной программе
STPL по общей формуле:

где показатель равен значениям, вычисленным на каждом элементарном отрезке
за общее время записи. Параметр связан исключительно с характеристикой стато-
кинезиограммы и рассчитывается с использованием измеренных значений коор-
динат общего центра давления на плоскость опоры [17]. Данный “энергетический”
подход имеет различные прототипы в исследованиях моторики (например, [18]) и
обладает большей точностью передачи информации о форме статокинезиограммы,
чем, например показатель “длина” или “средняя скорость” в измерениях на силовой
платформе [17]. Максимальная амплитуда движения ЦД в фронтальной (MaxX, мм) и
сагиттальной (MaxY, мм) плоскости. Площадь статокинезиограммы (S, мм2) – пло-
щадь эллипса, ограничивающая 95% точек траектории ЦД. Также показатель P
применялся в качестве оценки эффективности выполнения целенаправленного
движения рукой – как критерий энергоэффективности управления (мДж/с) при ис-
пользовании второй стабилоплатформы с зафиксированным на ней силовым
джойстиком. Был включен программный фильтр высоких частот (>7 Гц) для
предотвращения влияния возможных внешних вибраций и сетевых шумов на изме-
рения. Сила давления (Н) – это величина, отображающая нагрузку на платформу, со-
здаваемую рукой при управлении джойстиком. Внешний результат (Тр, с) – сред-
нее значение периода времени отработки цельного фрагмента пробы “Динамиче-
ская проба”, суть которой заключается в перемещении управляемой метки ЦД от
начального положения в центре на появившуюся “мишень”, фиксации метки до
исчезновения мишени и возвращении управляемой метки обратно в центр.

По данным от поверхностной электромиографии производилась оценка сило-
вых качеств мышцы, определяемая как площадь интегральной огибающей элек-
тромиограммы в штатной программе (мкВ с). Для сравнений вклада зрительного
контроля на поддержание стабильности вертикальной позы у добровольцев вычис-
лялось значение изменения величины показателя P в процентах между фазой с от-
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крытыми и закрытыми глазами (фазы 1 и 2 в этапе 1 и 6, рис. 1) – как оценка “сен-
сорного профиля” (%) по формуле:

Принимается точка зрения, что чем больше значение, тем больший вклад зри-
тельного контроля в поддержание позы.

Оценка асимметрии (между правой и левой ногой) электромиографических па-
раметров исследуемых мышц проводилась по следующей формуле:

где k – коэффициент асимметрии, MQF – четырехглавая мышца бедра (Musculus
quadriceps femoris) и MTA – передняя большеберцовая мышца (Musculus tibialis ante-
rior), правой и левой ноги соответственно. Определялась активность каждой иссле-
дуемой мышцы в процессе поддержания позы по сумме значений интегрального
показателя для левой и правой ноги.

Статистический анализ. Для всех этапов применялась проверка типа распределе-
ния – одновыборочный критерий типа Колмогорова-Смирнова. Применялся не-
параметрический критерий Фридмана (аналог дисперсионного анализа ANOVA) с
апостериорным тестом Бонферрони для значений площади интегральной огибаю-
щей электромиограммы мышц у подгрупп в каждой отдельно взятой фазе этапа 1 и
6; критерия энергоэффективности управления в этапах 4, 5 и 9, 10.

Для оценки различия между зависимыми парными выборками применялся не-
параметрический критерий Уилкоксона между: этапами 1 и 6 для показателей оцен-
ки “сенсорного профиля”; фазами 1 и 2 в этапе 1 и между фазами 1 и 2 в этапе 6 для
значения площади интегральной огибающей электромиограммы мышц; для значе-
ний площади интегральной огибающей электромиограммы мышц между подгруп-
пами в каждой отдельно взятой фазе этапа 1 и 6; для показателей максимальной
амплитуды движения ЦД, площади статокинезиограмм S, мощности статокине-
зиограммы Р, а также значениями Р в сагиттальных и фронтальных проекциях меж-
ду этапами 2 и 7, 3 и 8; при сравнении показателей между положением сидя на табу-
рете и в экзоскелете в этапах 4 и 9, 5 и 10, а также их сравнение в подгруппах инте-
гральной огибающей электромиограммы мышц и “коэффициента асимметрии”.

Для оценки различий между двумя независимыми выборками применялся непа-
раметрический U-критерий Манна–Уитни между: фазами 1 и 2 в этапе 1 в группе
для значения площади интегральной огибающей электромиограммы мышц левой
и правой ноги; этапами 4 и 5, 9 и 10 в группе при сравнении показателей площади
статокинезиограмм S, критерия энергоэффективности управления джойстиком,
мощности статокинезиограммы P, а также значений Р в сагиттальных и фронталь-
ных проекциях, показателями внешнего результата Тр.

Применялась оценка корреляции с помощью критерия Спирмена при манипу-
лировании джойстиком в этапах 4, 5, 9 и 10 между площадями интегральной огиба-
ющей электромиограммы исследуемых групп мышц. Сила связи устанавливалась
по шкале Чеддока.

Принятый уровень значимости α = 0.05. Вычисления и подготовка таблиц – в
стандартных программах MS Excel 2010 и IBM SPSS Statistics 17.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Распределение добровольцев по вкладу зрения в контроль заданной позы (стабило-
метрия). Значения показателя ЦД в первом этапе - простое вертикальное стояние с
открытыми глазами имеют тип нормального распределения. Среднее значение по-
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ложения координаты ЦД в фронтальной плоскости составляет 1 мм. Таким образом,
вводится допущение, что испытуемые стоят ровно симметрично относительно начала
координат. В спокойном свободном стоянии с открытыми глазами (фаза 1, этап 1 на
рис. 1) показатель мощности статокинезиограммы P варьировался у добровольцев от
32 до 99 мДж/с, при закрытии глаз (фаза 2, этап 1) – от 67 до 146 мДж/с. При исполь-
зовании экзоскелета в первой фазе этапа показатель мощности статокинезиограммы
P 6 варьировался от 33 до 103 мДж/с; во второй фазе этапа 6 (глаза закрыты) – от 41 до
144 мДж/с. Значение оценки “сенсорного профиля”, характеризующей вклад зрения
в регуляцию вертикальной позы согласно принятой методике, в этапе 1 менялось от
36 до 548%, значение медианы – 45%. За условную границу, отличающую испытуе-
мых с большей ролью зрения в регуляции вертикальной позы от меньшей, была при-
нята медиана. Добровольцы с показателями ниже медианы, условно “группа-А (про-
приоцептики)” – значение медианы в подгруппе 17%. Подгруппа с показателями вы-
ше групповой медианы, условно “группа-Б (визуалы)” – значение медианы 143%.

Аналогично оценивался вклад зрительного контроля на стабильность позы ис-
пытуемых в экзоскелете (этап 6 на рис. 1). Значение оценки “сенсорного профиля”
изменялось от –52 до 268%. Медиана групповых значений равна 64%. Подгруппа
ниже медианы условна названа “проприоцептики-Э”, отмечая наличие экзоскеле-
та, выше медианы – “визуалы-Э” соответственно.

Применен непараметрический критерий Уилкоксона для показателей оценок
“сенсорного профиля” между этапами 1 и 6. Данные показатели значимо не разли-
чались (p = 0.493). У 79% испытуемых не произошло перехода из одной подгруппы
в другую (выше или ниже медианы). Таким образом, было принято, что вся выборка
испытуемых преимущественно сохраняла исходную оценку “сенсорного профиля” и
при использовании экзоскелета. В этой связи, далее в описании применялось деле-
ние на подгруппы “проприоцептики” и “визуалы” по показателям этапа 1 (рис. 1).

Распределение добровольцев по вкладу зрения в контроль заданной позы (электро-
миография). Применялся непараметрический критерий Манна-Уитни для оценки
силовых качеств мышц левой и правой ноги. Значимые различия отсутствовали,
таким образом, характер показателя для левой и правой ноги в мышцах квадрицеп-
сах бедра и передних большеберцовых мышцах не отличался. Групповые значения
площади интегральной огибающей электромиограммы исследуемых мышц в пер-
вой и второй фазах этапа 1 представлены на рис. 3.

Увеличивался показатель площади интегральной огибающей электромиограм-
мы в фазе с закрытыми глазами в пробе 1 (обычное стояние) в сравнении с фазой с
открытыми глазами для всех групп мышц (p < 0.05), кроме MQF (левая) (p = 0.104):
для MQF (правая) на 21%; для MTA (левая) на 16%; для MTA (правая) на 11%. При
обычном стоянии в вертикальной позе в экзоскелете в фазе с закрытыми глазами
(этап 6) значение площади интегральной огибающей электромиограммы увеличива-
лось только для правой передней большеберцовой мышцы (MTA) на 32% (p < 0.01) в
сравнении с фазой с открытыми глазами.

У подгрупп в значениях показателя площади интегральной огибающей электро-
миограммы рассматриваемых групп мышц в первой и второй фазах при обычном
стоянии (этап 1) значимых различий не установлено. При использовании экзоске-
лета (этап 6) также отсутствовали значимые различия между подгруппами в первой
и второй фазах. Также проводилась оценка зрительного контроля в обеспечении
вертикальной позы добровольцев по комплексному показателю асимметрии со-
гласно вышеприведенному описанию. Получены индивидуальные показатели “ко-
эффициента асимметрии” напряжения мышц для каждой из фаз. Статистически
значимые различия в выборке были установлены только в том случае, когда испы-
туемые стояли в надетом экзоскелете с закрытыми глазами (фаза 2, этап 6): у под-
группы “проприоцептики” асимметрия выражена в напряжении по правой сторо-
не на 17%, группа “визуалы” – по левой стороне ( р = 0.045) на 16%.
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Контроль позы при ритмическом фронтальном раскачивании (стабилометрия).
Групповые значения максимальной амплитуды движения ЦД MaxX во время рас-
качивания тела в фронтальной плоскости (этап 2) варьировались от 86 до 112 мм, в
экзоскелете (этап 7) от 70 до 98 мм. При поддержании “гибридной позы” в эк-
зоскелете показатель снижался на 19% (p = 0.007).

Сравнение мощности статокинезиограммы P проводилось между этапами рас-
качивания тела при обычном стоянии в вертикальной позе (этап 2) и в “гибридной
позе” в экзоскелете (этап 7). Значимые различия между этапами 2 и 7 отсутствова-
ли (p = 0.219, применен непараметрический критерий Уилкоксона). Дополнитель-
но сравнивались показатели мощности статокинезиограммы в сагиттальной и
фронтальной проекциях. При раскачивании тела во фронтальной проекции в эк-
зоскелете значения показателя снижались на 30% (p = 0.032), а в сагиттальной про-
екции увеличивались в 3 раза (p < 0.001).

С помощью непараметрического критерия Уилкоксона сравнивались площади ста-
токинезиограмм S в подгруппах. При использовании экзоскелета в подгруппе “визуа-
лы” площадь статокинезиограммы уменьшалась в 2 раза (p = 0.024) по сравнении с
подгруппой “проприоцептики”. Значимые различия у подгрупп при раскачивании те-
ла в обычном стоянии в фронтальной плоскости без экзоскелета отсутствовали.

Рис. 3. “Box Plot” – медиана и квартили (отмечены прямоугольником с меткой), выбросы площади ин-
тегральной огибающей электромиограммы исследуемых мышц (μV sec) в группе добровольцев.
Вертикальными линиями отделены группы исследуемых мышц, цифрами на горизонтальной оси обо-
значены порядковые номера фазы с открытыми (1) и закрытыми (2) глазами в этапах 1 (обычная верти-
кальная поза) и 6 (обычная вертикальная поза в экзоскелете). * – статистическая значимость различий
при р < 0.05; **– р < 0.01 по критерию Уилкоксона.
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Контроль позы при ритмическом фронтальном раскачивании (электромиография).
Групповые значения площади интегральной огибающей электромиограммы мышц
в этапах 2 и 7 представлены на рис. 4.

При использовании экзоскелета (этап 7) площади интегральной огибающей
электромиограммы увеличилась: для MQF (левая) в 3 раза (p < 0.001); для MQF
(правая) в 3 раза (p < 0.001); для MTA (правая) в 2 раза (p < 0.001). Применен непа-
раметрический критерий Уилкоксона. Для MTA (левая) значимые различия отсут-
ствоали (p = 0.086).

Площади интегральных огибающих электромиограмм исследуемых групп мышц
в подгруппах значимо не различались. Аналогично значимые различия мощности
статокинезиограммы в подгруппах отсутствовали. Статистически значимых разли-
чий в показателях “коэффициента асимметрии” напряжения исследуемых групп
мышц в выборке и в подгруппах не установлено.

Контроль позы при ритмическом сагиттальном раскачивании (стабилометрия). При
раскачивании тела при вертикальном стоянии (этап 3) в сагиттальной плоскости
групповые значения максимальной амплитуды движения ЦД MaxY варьировались
от 79 до 93 мм, в экзоскелете (этап 8) – от 83 до 124 мм. Во время раскачивания в
экзоскелете (этап 8) показатель увеличивался на 6% (p = 0.024, применен непара-
метрический критерий Уилкоксона).

Мощность статокинезиограммы P в группе варьировалась от 3918 до 9148 мДж/с
в этапе 3, в этапе 8 от 2856 до 9191 мДж/с. При сагиттальном раскачивании в эк-

Рис. 4. “Box Plot” – медиана и квартили (отмечены прямоугольником с меткой), выбросы площади ин-
тегральной огибающей электромиограммы исследуемых мышц (μV sec) в группе добровольцев.
Вертикальными линиями отделены группы исследуемых мышц, цифрами на горизонтальной оси обо-
значены порядковые номера этапов с раскачиванием во фронтальной плоскости согласно описанной
выше методике: 2 – раскачивание в обычной вертикальной позе, 7 – раскачивание, сидя в экзоскелете.
** р < 0.01 по критерию Уилкоксона.
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зоскелете показатель уменьшался на 30% (p = 0.011, применен непараметрический
критерий Уилкоксона).

Дополнительно были сравнены показатели мощности статокинезиограммы в са-
гиттальной и фронтальной проекциях. В сагиттальной проекции при использовании
экзоскелета показатель снизился на 39% (p = 0.005, применен непараметрический
критерий Уилкоксона). В фронтальной плоскости значимые различия отсутствовали.

Контроль позы при ритмическом сагиттальном раскачивании (электромиография).
Групповые значения площади интегральной огибающей электромиограммы ис-
следуемых групп мышц в этапах 3 и 8 представлены на рис. 5.

Для анализа был применен непараметрический критерий Уилкоксона. В экзоске-
лете (этап 8) площади интегральной огибающей электромиограммы передних боль-
шеберцовых мышц (MTA) обеих ног снизились на 60% (p < 0.01). Для четырехглавой
мышцы бедра (MQF) правой и левой ноги значимые различия отсутствовали.

При сравнении подгрупп “визуалы” и “проприоцептики” значимые различия
были обнаружены только для площади интегральной огибающей электромиограм-
мы левой передней большеберцовой мышцы (MTA): в экзоскелете показатель сни-
зился у подгруппы “визуалы” на 20% (p = 0.017). Также статистически значимые
различия в выборке были установлены при раскачивании тела без экзоскелета в
этапе 3 (p = 0.045): у подгруппы “проприоцептики” асимметрия выражена в напря-
жении по правой ноге на 5%, группа “визуалы” – по левой ноге на 3%. Различий в
площадях статокинезиограмм не обнаружено. Аналогично сравнены показатели
мощности статокинезиограммы P у подгрупп – значимых различий не установлено.

Внешние результаты – целенаправленные нажатия рукой
Был проведен однофакторный дисперсионный анализ. Принималась альтерна-

тивная гипотеза при анализе критерия энергоэффективности управления, исходя
из критерия Фишера (F = 3.288; p = 0.024). Для остальных параметров значимых
различий не обнаружено. Апостериорный тест Бонферрони показывал увеличение
показателя критерия энергоэффективности управления при управлении левой ру-
кой в экзоскелете (этап 10) на 36% (p = 0.048) по сравнению с позицией, сидя на та-
бурете (этап 5). Наблюдалось незначительное увеличение показателя при управле-
нии правой рукой в экзоскелете (p = 0.059, этап 9) при сравнении с показателем,
сидя на табурете (этап 4). По остальным показателям значимых различий не обна-
ружено. Аналогично в положении в экзоскелете (этапы 9 и 10) по рассматривае-
мым показателям значимых различий не обнаружено.

Параметры моторного контроля при целенаправленных нажатиях рукой в положе-
нии сидя и в “гибридной позе”. При прохождении, сидя на табурете, показатели пло-
щадей статокинезиограмм S платформы под табуретом варьировались от 32 до 100 мм2

при управлении правой рукой и от 42 до 125 мм2 при управлении левой рукой. Зна-
чимые различия между управлением правой и левой рукой, сидя на табурете, от-
сутствовали (непараметрический U-критерий Манна–Уитни). В экзоскелете зна-
чения показателя варьировались от 93 до 223 мм2 при управлении правой рукой
(этап 9), при управлении левой (этап 10) – от 84 до 242 мм2. Значимые различия
между управлением правой и левой рукой в экзоскелете, также отсутствовали (не-
параметрический U-критерий Манна–Уитни).

Мощность статокинезиограммы P, сидя на , варьировалась от 83 до 212 мДж/с
при управлении левой рукой (этап 4) и от 81 до 230 мДж/с при управлении правой
рукой (этап 5). При смене рук значимых различий не установлено (непараметриче-
ский U-критерий Манна–Уитни). В экзоскелете в этапе 9 – от 55 до 150 мДж/с, в
этапе 10 – от 41 до 124 мДж/с, аналогично значимых различий не установлено (не-
параметрический U-критерий Манна–Уитни).
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Групповые значения площади интегральной огибающей электромиограммы
мышц в этапах 4, 5 и 9, 10 представлены на рис. 6.

При использовании экзоскелета во время управления правой рукой площадь
статокинезиограммы увеличилась в 2.4 раза (p < 0.001); мощность статокинезио-
граммы уменьшилась на 6% (p = 0.040); площадь интегральной огибающей элек-
тромиограммы в мышцах бедра увеличились: у MQF (левая) в 4.1 раза (p < 0.01), у
MQF (правая) в 4.5 раза (p < 0.01). Для мышц голени (MTA) значимых различий не
установлено. Во время управления левой рукой в экзоскелете площадь статокине-
зиограммы увеличилась на 50% (p = 0.001); показатель мощности статокинезио-
граммы уменьшился на 40% (p = 0.003); площадь интегральной огибающей элек-
тромиограммы в мышцах бедра увеличилась: у MQF (левая) в 4.8 раза (p < 0.01), у
MQF (правая) в 4.7 раза (p < 0.01). Для мышц голени (MTA) значимых различий не
установлено.

Сравнение показателей и коэффициента асимметрии у подгрупп значимых раз-
личий не дало.

Отдельно были оценены показатели мощности статокинезиограммы у платфор-
мы в основании во время управления джойстиком, сидя на табурете (этапы 5, 6), и
в экзоскелете (этапы 11 и 12) в сагиттальной и фронтальной проекциях. Статисти-
чески значимые различия были обнаружены только для сагиттальной проекции
(движения вперед-назад) – в экзоскелете показатель уменьшался на 20–50% в сравне-
нии с этапами на табурете при управлении джойстиком правой и левой рукой соответ-
ственно. Аналогично оценен критерий энергоэффективности управления джойсти-

Рис. 5. “Box Plot” – медиана и квартили (отмечены прямоугольником с меткой), выбросы площадей ин-
тегральных огибающих электромиограмм мышц (μV sec) в группе добровольцев.
Вертикальными линиями отделены группы исследуемых мышц, цифрами на горизонтальной оси обо-
значены порядковые номера этапов с раскачиванием в сагиттальной плоскости согласно описанной
выше методике: 3 – раскачивание в обычной вертикальной позе, 8 – раскачивание, сидя в экзоскелете.
** – статистическая значимость р < 0.01 по критерию Уилкоксона.
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ком. В экзоскелете значение показателя увеличивается на 10–35% (р < 0.001) для пра-
вой и левой руки соответственно. Значимые различия по показателю внешнего
результата Тр отсутствовали.

При сравнении показателей площади интегральной огибающей электромио-
граммы изучаемых групп мышц (для анализа применялся непараметрический кри-
терий Уилкоксона) значимые различия были установлены только для мышц квад-
рицепсов бедра (MQF) – увеличение показателя в 4 раза в сравнении с сидением на
табурете для левой и правой ноги. Показатели, сидя на табурете, в сравнении с вер-
тикальной позой в первой фазе не отличались.

Установлена корреляция между усилением сокращения левого квадрицепса
(MQF) и правой передней большеберцовой мышцей (MTA) при манипулировани-
ем джойстиком правой рукой (заметная сила связи по шкале Чеддока, р < 0.001).
Получена корреляция между показателем смещения ЦД и стороной манипулиро-
вания (умеренная сила связи по шкале Чеддока, р < 0.001). При манипулировании
левой рукой происходило смещение координаты ЦД на табурете вправо на 2 мм и
на 5 мм в экзоскелете относительно центра платформы. При управлении правой
рукой – влево на 9 мм, сидя на табурете, и на 6 мм в экзоскелете.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на отсутствие серьезных различий между обычным сидением на табу-
рете и “гибридной позой” по внешнему результату целенаправленных надавлива-
ний рукой на неподвижный джойстик, следует отметить выявленные особенности

Рис. 6. “Box Plot” – медиана и квартили (отмечены прямоугольником с меткой), выбросы площади ин-
тегральной огибающей электромиограммы мышц (μV sec) в группе добровольцев.
Вертикальными линиями отделены группы исследуемых мышц, цифрами на горизонтальной оси обо-
значены порядковые номера этапов с управлением джойстиком, сидя на табурете, правой и левой рукой
соответственно – 4 и 5, и, сидя в экзоскелете, – 9 и 10 согласно описанной выше методике. ** р < 0.01 по
критерию Уилкоксона.
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моторного контроля, связываемые с “гибридной позой”. На наш взгляд, это вно-
сит новые полезные элементы в изучение организации движений у человека.

Предложенная Бернштейном теория [19] описывала уровни построения движе-
ния, предполагая вовлеченность различных уровней центральной нервной систе-
мы в регуляцию. Так же, как и широко проникшие в биологию ранее идеи Анохина
[20] эти концепции, полагаем, представляют собой биологические адаптации бо-
лее формализованной теории автоматического управления. Хорошо известны био-
механические модели, связывающие контроль вертикальной позы с адаптивным
изменением жесткости мышц, действующих подобно пружинам в системе типа
“перевернутого маятника” [3]. Различные виды критики и уточнений к подобным
моделям [18] оставляют здесь ключевую идею по отношению к регуляции позы –
“экономия” ресурсов нервной системы за счет периферических регулирующих
компонентов (самих мышц), действующих автономно. Вместе с тем, давно обсуж-
даются наблюдения на вертикально стоящих людях, касающиеся рефлекторных
взаимосвязей в активности различных мышц, а также спинальных и транскорти-
кальных путей регуляции (например, [21]). По сути, это направление, имея кон-
цептуально разные подходы (из “чистой” биомеханики и из нейрофизиологии),
связано с изучением упреждающих движений, антиципаторной активности нервной
системы и мышц, и, в итоге, двигающееся к теориям типа “внутренней модели тела”, а
также к изучению системных влияниях опорной афферентации и мультисенсорного
обеспечения позы и движений (например, [22, 23]). Наличие дополнительных техни-
ческих средств может приводить к изменению функциональных состояний человека
за счет развития адаптаций к новым условиям. Влияния экзоскелета, очевидно, име-
ют физиологические эффекты, что, таким образом, подразумевает возможность объ-
ективной оценки состояний человека.

Основываясь на высказанном нами предположении, что разделение на подгруппы
“визуалы” и “проприоцептики” может продемонстрировать разную эффектив-
ность применения устройства, было показано изменение постурального контроля
в подгруппах. В связи с более выраженным вовлечением проприоцептивной аффе-
рентации на поддержание равновесия, группе “проприоцептики” могло потребо-
ваться больше времени для освоения и тренировки контроля позы при использова-
нии экзоскелетов. Подобное разделение испытуемых по простому тесту на силовой
платформе с открыванием и закрыванием глаз может представлять практический
интерес для прогноза успешности освоения внешних устройств.

Опираясь на теорию функциональных систем Анохина, мы полагаем, что внеш-
ний результат целенаправленного двигательного акта может мало зависеть от осо-
бенностей моторного контроля, в том числе, распределения активности мышц ко-
нечностей, включенных в систему его выполнения, но при этом может отличаться
внутренней архитектоникой — в случае искусственного ограничения подвижности
конечностей. На наш взгляд, в какой-то степени предысторией реализованной про-
цедуры наблюдения можно считать эксперименты с силовой платформой и рукоя-
тью, с которой доброволец взаимодействовал в разных режимах (например, [21, 24]).
В “гибридной позе” мы наблюдали различные модулирующие влияния стабильно-
сти позы и ее конфигурации на особенности выполнения задачи управления.
Впервые показаны особенности “гибридной позы”, проявлявшиеся в перераспре-
делении активности исследуемых мышц относительно раскачивания в обычной
вертикальной позе. При этом солидная общая устойчивость тела, обусловленная
специальным типом экзоскелета, по-видимому, “оценивалась” мозгом как “доста-
точная” для того, чтобы не использовать контакт с рукоятью силового джойстика
как средство дополнительного контроля позы – то есть, контроль стабильности
“гибридной позы”, вероятно, обеспечивался только активностью постуральных
мышц и “включением” в схему управления позой экзоскелета, связанной, в том
числе, с ограничением степени свободы коленных суставов, доступными условиями
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регуляции. Впервые выявлены особенности моторного контроля при целенаправ-
ленных нажатиях рукой в положении сидения на табурете и в “гибридной позе” по
сравнению с управлением из положения, сидя на табурете, которое характеризова-
лось повышением сложности манипулирования при одинаковой результативности.

Возвращаясь к объяснению Анохиным работ с его аспиранткой Чепелюгиной,
выделим интегрирующую роль функционального образования (“функциональной
системы”), состав которого не ограничивается только центральными структурами,
но включает и периферические элементы, которые не определяются “топографи-
ческой близостью структур или их принадлежностью к какой-либо существующей
анатомической классификации”, центральная интеграция оказывается бесполез-
ной при соответствующем дефиците афферентации, и что “единственным факто-
ром, определяющим избирательность этих соединений, является биологическая и
физиологическая архитектура самой функции, а в отдельных случаях даже ее меха-
ника” [1]. Мы полагаем, что в данных представлениях пассивный экзоскелет ниж-
них конечностей, обеспечивая “гибридную позу”, вызывает действие такой функ-
циональной системы, в которой существует дефицит афферентации от временно
“выключенных” коленных областей и, наоборот, есть новая афферентация от
плотно прилегающих к телу частей экзоскелета, связанных с увеличенной площа-
дью опоры (рис. 2). При этом механика устройства задает тон адаптивной регуля-
ции позы, вызывая непривычные взаимосвязи мышц конечностей и туловища.
С прикладной точки зрения – например, реабилитационного применения эк-
зоскелетов, можно отметить, что понимание таких закономерностей будет способ-
ствовать разработке более эффективных устройств и способов их применения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем наблюдении получены следующие выводы, которые можно пред-
ставить по пунктам, в порядке описанных выше результатов:

1. Распределение добровольцев по вкладу зрения в контроль заданной позы (ста-
билометрия): условные “проприоцептики” и “визуалы” сохраняют присущие им
особенности сенсорного обеспечения вертикальной позы при облачении в специ-
альную экипировку (экзоскелет).

2. Распределение добровольцев по вкладу зрения в контроль заданной позы
(электромиография): по ассиметрии напряжения мышц контрлатеральных опор-
ных конечностей (квадрицепсы бедра и передние большеберцовые мышцах) доб-
ровольцы практически не отличались от установленного по данным стабиломет-
рии их “сенсорного профиля”, демонстрируя значимые отличия “визуалов” и
“проприоцептиков” только в части стратегии управления мышцами при закрыва-
нии глаз в надетой экипировке (экзоскелете).

3. Контроль позы при ритмическом фронтальном раскачивании (стабиломет-
рия): если без экзоскелета оба исследуемых типа сенсорной организации показы-
вали сходные возможности, то в “гибридной позе” возможность более широкого
раскачивания демонстрировали “проприоцептики”.

4. Контроль позы при ритмическом фронтальном раскачивании (электромио-
графия): с точки зрения необходимых мышечных усилий в группе добровольцев
практически не было отличий, связанных с наиболее воспринимаемым ими типом
сенсорной сигнализации, что может в данном случае указывать на ведущую роль
сенсорного обеспечения по сравнению с силой мышц.

5. Контроль позы при ритмическом сагиттальном раскачивании (стабиломет-
рия): особенности организации “гибридной позы” в данном случае никак не влия-
ли на обычные возможности раскачивания вертикальной позы добровольцев, что
можно объяснить свойствами конструкции.
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6. Контроль позы при ритмическом сагиттальном раскачивании (электромио-
графия): установлены особенности “гибридной позы”, проявлявшиеся в перерас-
пределении активности исследуемых мышц относительно раскачивания в обыч-
ной вертикальной позе.

7. Внешние результаты – целенаправленные нажатия рукой: по сравнению с управ-
лением из положения, сидя на табурете, управление в “гибридной позе” отличалось в
повышении сложности манипулирования при одинаковой результативности.

8. Параметры моторного контроля при целенаправленных нажатиях рукой в по-
ложении сидения на табурете и в “гибридной позе”: в группе добровольцев наблю-
далась меньшая стабильность позиционирования тела в данном экзоскелете, чем
на табурете; при этом напряжение исследуемых мышц при “стоячем сидении” вы-
ше, чем при обычном сидении; выявлены данные, указывающие на системные пе-
рестройки для обеспечения управления путем изменения активности мышц ног
относительно контрлатеральной и ипсилатеральной управляющей руки; наличие
зрительно-моторной задачи и особенности “гибридной позы” здесь нивелировали
влияния преимущественно “зрительного” или преимущественно “проприоцеп-
тивного” сенсорного обеспечения позиционирования тела.

Полагаем, что наше наблюдение может оказаться полезным для разработки но-
вых методик исследования организации позы и движений у человека с применени-
ем устройств, меняющих привычную регуляцию позы, например, экзоскелетов.
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Features of Motor Control of Healthy Volunteers in a “Hybrid Pose” Due
to the Lower Limb Exoskeleton

N. D. Babanova, *, O. V. Kubryaka, I. V. Merkuryevb, and I. A. Orlovc

aAnokhin Research Institute of Normal Physiology, Moscow, Russia
bNational Research University “Moscow Power Engineering Institute”, Moscow, Russia
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In an observation on 24 healthy young male volunteers, the effect of the passive exoskel-
eton of the lower extremities on motor control was studied. In the exoskeleton, a posture
was studied, which is an intermediate state between standing and sitting - a “hybrid pos-
ture”. Methods. We analyzed the data of surface electromyography from Musculus quad-
riceps femoris and Musculus tibialis anterior of both legs, data from the force platform,
and parameters of instruction execution in a task with visual feedback on the support re-
action during alternate manipulation with both hands. One of the conditions influencing
the parameters of motor control in the “hybrid posture” is the predominant type of sen-
sory organization in the usual vertical posture. Results Differences between the “hybrid
posture” under the described conditions from a simple vertical posture were more clearly
revealed during rhythmic purposeful swinging of the sample volunteers in the sagittal
and frontal planes, as a redistribution of the activity of the muscles under study and dif-
ferences in the swinging amplitude in the frontal plane for conventional “propriocep-
tors” and “visuals”. Discussion. The control of the upper limbs (pressure on the fixed han-
dle due to the instruction) practically did not depend on the peculiarities of the sensory or-
ganization of the posture under the conditions of the given visual control. In the variants of
the vertical posture with and without exoskeleton, there was a difference in the complexity
of manipulation (more in the “hybrid posture”) with the same effectiveness.

Keywords: vertical posture, hybrid posture, posture sensory support, stabilometry, sup-
port reactions, electromyography, exoskeleton, motor-cognitive tasks, motor tests
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