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Широко известно, что как в реальных, так и в моделируемых условиях микрогравитации происходит
снижение уровня окислительного метаболизма в скелетных мышцах человека и животных. В послед-
ние годы стало известно, что одним из последствий снижения уровня окислительного метаболизма в
тканях может являться изменение эпигенетического статуса некоторых генов, а также накоплены дан-
ные, позволяющие предположить важную роль эпигенетического контроля экспрессии ряда генов в
развитии негативных изменений, происходящих с мышцей в условиях реальной или моделируемой
микрогравитации. Обзор посвящен анализу и систематизации данных о состоянии окислительного ме-
таболизма и эпигенетического контроля экспрессии генов в скелетных мышцах в условиях функцио-
нальной разгрузки, рассмотрению молекулярных взаимосвязей между ключевыми регуляторами окис-
лительного метаболизма и эпигенетическими модификациями и формулированию гипотезы о роли
окислительного метаболизма в эпигенетическом блокировании экспрессии ряда генов, определяющих
медленный, устойчивый к утомлению фенотип мышечных волокон.

Ключевые слова: окислительный метаболизм, эпигенетика, функциональная разгрузка, скелетные
мышцы, митохондрии
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Функциональное состояние скелетных мышц в
условиях микрогравитации привлекало внимание
исследователей, начиная с первых полетов челове-
ка в Космос. Техническая возможность устранить
гравитационный стимул, действующий на все жи-
вые организмы на Земле, начиная с момента их
возникновения, раскрыла перед исследователями
перспективы развития новой отрасли науки, гра-
витационной физиологии. Данная отрасль науки
посвящена изучению роли гравитационных сил в
развитии различных биологических процессов.
Гравитационная физиология скелетных мышц, по-
мимо теоретического, имеет и важное практиче-
ское значение. Уже в первые часы космического
полета у космонавтов снижается тонус скелетных
мышц, что сопровождается снижением макси-
мальной силы мышечного сокращения. В дальней-
шем эти изменения усугубляются и сопровождают-
ся мышечной атрофией и повышенной утомляемо-
стью, причем возврат мышечных функций в норму
требует длительного времени после возвращения
космонавтов на Землю. Разработка методов про-
филактики подобных нарушений необходима для
успешного освоения космического пространства.

С развитием гравитационной физиологии ске-
летных мышц стало понятным, что часть эффек-
тов, вызываемых отсутствием влияния гравитаци-
онной силы Земли, можно получить и в земных
условиях. Более того, часть нарушений функций
скелетных мышц в условиях прекращения или
снижения активности мышц и/или уровня механи-
ческой нагрузки мышц на Земле вызваны теми же
регуляторными изменениями и реализуются по-
средством тех же молекулярных механизмов, что и
нарушения, развивающиеся в условиях космиче-
ского полета. Таким образом, исследование эф-
фектов моделируемой гравитационной разгрузки
(функциональной разгрузки) скелетных мышц
позволяет получать данные о реакции мышц на ряд
факторов космического полета и разрабатывать
меры профилактики негативных изменений. Более
того, достижения гравитационной физиологии
скелетных мышц, включая данные, полученные в
условиях космического полета, можно использо-
вать в лечении и реабилитации после периодов
функциональной разгрузки мышц.

ОБЗОРЫ
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К настоящему моменту достаточно хорошо изу-
чены ряд функционально значимых протеинкиназ
и их воздействие на ряд транскрипционных факто-
ров, регулирующих экспрессию генов в условиях
функциональной разгрузки скелетных мышц.
Известны, по меньшей мере, некоторые тран-
скрипционные факторы, регулирующие их про-
теинкиназы, а также вторичные мессенджеры,
регулирующие активность этих протеинкиназ,
реализующие активацию протеолиза, снижение
уровня синтеза белка и снижение доли мышеч-
ных волокон медленного (устойчивого к утомле-
нию) типа в условиях функциональной разгруз-
ки скелетных мышц. Куда меньше известно об
эпигенетических механизмах регуляции экс-
прессии генов при различных вариантах функци-
ональной разгрузки скелетных мышц. Большин-
ство исследований, в которых описывается эпи-
генетическое состояние некоторых генов в
данных условиях, посвящено исключительно
описанию эпигенетических модификаций гисто-
нов или ДНК промотора одного или нескольких
генов, и не описывает физиологические меха-
низмы, регуляцию или же функциональную зна-
чимость этих эпигенетических модификаций.

В данном обзоре впервые выдвигается и фор-
мулируется гипотеза о функциональной взаимо-
связи между таким широко известным явлением,
как снижение уровня окислительного метабо-
лизма в скелетных мышцах при их функциональ-
ной разгрузке и повышением уровня репрессор-
ных эпигенетических модификаций на промото-
рах ряда генов, экспрессия которых необходима
для поддержания медленного, устойчивого к
утомлению фенотипа волокон скелетных мышц.
Также в данном обзоре систематизируются дан-
ные о состоянии ключевых регуляторов окисли-
тельного метаболизма в скелетных мышцах при
разных сроках и разных вариантах функциональ-
ной разгрузки и приводятся гипотезы о причинах
снижения уровня окислительного метаболизма в
данных условиях.

Стоит отметить, что в этом обзоре не рассматри-
вается связь структурных и функциональных изме-
нений митохондрий с ростом мышечной утомляе-
мости в условиях функциональной разгрузки, не-
смотря на то, что эта взаимосвязь представляет
собой отдельную важную научную проблему. Та-
кие исследования требуют отдельного объемного
рассмотрения. Также здесь не рассматриваются ги-
потезы о связи митохондрий и атрофии при функ-
циональной разгрузке, так как на эту тему суще-
ствует достаточное количество обзоров хорошего
качества [1, 2].

ЧАСТЬ I. МИТОХОНДРИИ ПРИ 
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ РАЗГРУЗКЕ

Структурные и функциональные изменения 
митохондрий

Исследования параметров метаболизма в усло-
виях реальной или моделируемой микрогравита-
ции проводились, начиная со второй половины
XX века. Данные, полученные в условиях функ-
циональной разгрузки различной длительности,
свидетельствуют как о снижении функции мито-
хондрий, так и о снижении содержания ряда
ферментов окислительного метаболизма и мито-
хондриальной ДНК. После 10-суточного вывеши-
вания крыс в камбаловидной мышце было обнару-
жено 40%-ное снижение активности цитратсинтазы,
50%-ное снижение активности цитохромоксидазы
и 30%-ное снижение активности 3-гидроксиацил-
коА-дегидрогеназы. При этом снижения активно-
сти сукцинатдегидрогеназы и лактатдегидрогеназы
в этом эксперименте обнаружено не было [3]. В ис-
следовании с 5-недельным вывешиванием крыс в
камбаловидной мышце также было детектировано
снижение активности 3-гидроксиацил-коА-дегид-
рогеназы и цитратсинтазы, но не лактатдегидроге-
назы, а также на 19% было снижено максимальное
потребление кислорода экспериментальными жи-
вотными [4]. После 7-суточного вывешивания
крыс в m. soleus и m. gastrocnemius обнаружено до-
стоверное снижение активности цитратсинтазы [5,
6], после трех недель вывешивания в камбаловид-
ной мышце крысы также снижается активность
сукцинатдегидрогеназы [7]. Однако в другой рабо-
те в камбаловидной мышце крысы было обнаруже-
но значительное увеличение активности цитрат-
синтазы после 14 и 28 суток вывешивания [8], и в
ряде работ в условиях вывешивания и космическо-
го полета различной длительности в мышечных во-
локнах наблюдалась активация сукцинатдегидро-
геназы [9]. В эксперименте с оценкой дыхательной
функции отдельных митохондриальных комплек-
сов после 4-недельного вывешивания крыс было
показано, что в наибольшей степени снижается ак-
тивность I комплекса дыхательной цепи, однако
достоверные изменения были показаны только для
митохондрий, выделенных из m. gastrocnemius экс-
периментальных животных [10]. Из вышеперечис-
ленных экспериментальных данных следует, что
активность ферментов цикла Кребса в условиях
функциональной разгрузки (по крайней мере на
некоторых стадиях) изменяется не согласованно:
часть ферментов увеличивают свою активность в
сравнении с контролем, тогда как другая часть
инактивируется. В пользу этого обобщения свиде-
тельствуют данные о содержании различных ин-
термедиатов цикла Кребса в условиях 7-суточного
вывешивания в камбаловидной мышце крыс [11].
Если бы инактивация ферментов цикла Кребса
происходила согласованно, то наблюдалось бы
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пропорциональное снижение содержания всех ин-
термедиатов цикла Кребса. Однако в данной рабо-
те не было обнаружено достоверных отличий в
уровне лактата, цитрата и пирувата в сравнении с
контролем, но было достоверно снижено содержа-
ние альфа-кетоглутарата, фумарата и малата [11].
Это неравномерное изменение содержания интер-
медиатов может объясняться разнонаправленны-
ми изменениями активности ферментов цикла
Кребса.

Тем не менее стоит отметить, что при анализе
активности митохондриальных ферментов на по-
перечных срезах мышц на результат значительно
влияет степень атрофии мышечных волокон [12,
13]. При этом известно, что мышечные волокна
медленного типа в условиях вывешивания задних
конечностей атрофируются значительно сильнее,
чем волокна быстрого типа: таким образом, незна-
чительные или отсутствующие изменения актив-
ности митохондриальных ферментов в мышцах
медленного типа при функциональной разгрузке
могут быть связаны с более быстрым уменьшени-
ем площади поперечного сечения волокон по
сравнению с падением содержания митохондри-
альных ферментов на некоторых стадиях функ-
циональной разгрузки [13]. Однако этот факт не
объясняет разнонаправленное изменение актив-
ностей ферментов цикла Кребса в волокнах од-
ного и того же типа.

Изменения в функционировании митохондрий
наблюдаются уже на ранних сроках функциональ-
ной разгрузки. В исследовании с 3-суточным выве-
шиванием мышей было показано, что уже на этом
сроке достоверно снижается дыхательная актив-
ность комплексов I и II митохондрий мышц задних
конечностей, что сопровождается повышением со-
держания H2O2 в мышечных волокнах, а также
снижается уровень экспрессии генов, кодирующих
компоненты дыхательной цепи и участвующих в
окислении жирных кислот, причем эти изменения
появляются раньше, чем снижение содержания
митохондриальных белков и ДНК. Повышенный
уровень генерации H2O2 митохондриями наблю-
дался и на 7-е и 14-е сутки вывешивания в камбало-
видной мышце мышей [14]; по-видимому, повы-
шение уровня активных форм кислорода (АФК) в
мышцах при разгрузке наблюдается уже на самых
ранних сроках – в частности, в работе Gorza и со-
авт. было детектировано повышение уровня АФК в
камбаловидной мышце уже после 6 ч вывешивания
задних конечностей крыс [15]. Gomez-Cabrera и
соавт. полагают, что нарушения функционирова-
ния митохондрий играют решающую роль в накоп-
лении АФК в мышцах при функциональной раз-
грузке, однако не исключено, что АФК накаплива-
ются в том числе и за счет изменения работы NOX
(НАДФН-оксидаз), а также дерегуляции работы
синтазы оксида азота; относительная роль разных

механизмов в накоплении АФК при функциональ-
ной разгрузке изучена недостаточно [16]. В экспе-
рименте с иммобилизацией задних конечностей
крыс было показано, что потребление кислорода
митохондриями в m. gastrocnemius резко снижает-
ся – более, чем в два раза уже после первых суток
воздействия, а в дальнейшем продолжает снижать-
ся уже в более медленном темпе [17]. Тем не менее
в одной работе было обнаружено повышение дыха-
тельной активности комплекса I, комплексов I и II
и разобщенного митохондриального дыхания, на-
ряду со снижением активности цитратсинтазы в
m. vastus lateralis после 4-суточной постельной ги-
покинезии [18]. Из этих данных можно сделать вы-
вод, что в условиях функциональной разгрузки на-
рушение функций митохондрий происходит рань-
ше, чем снижается содержание митохондриальных
белков и ДНК. Таким образом, нельзя исключать,
что нарушение функций митохондрий на первом
этапе функциональной разгрузки скелетных
мышц может вносить вклад в инактивацию биоге-
неза митохондрий и активацию митофагии, про-
исходящие на более поздних этапах данного про-
цесса.

Помимо функциональных изменений происхо-
дят и количественные изменения в содержании
митохондриальных белков и ДНК. После трех су-
ток функциональной разгрузки и далее нарушение
функций митохондрий сопровождается снижени-
ем содержания митохондриальных белков и ДНК,
причем этот эффект наблюдается и для наземной,
и для космической функциональной разгрузки для
различных мышц. В камбаловидной мышце крыс
уже после двух недель вывешивания снижается как
количество ферментов дыхательной цепи, так и со-
держание митохондриальной ДНК [19]. В условиях
30-суточного вывешивания крыс в m. gastrocnemius
и m. tibialis anterior происходит достоверное сниже-
ние содержания ряда белков комплексов дыха-
тельной цепи, в m. gastrocnemius этот процесс со-
провождается также снижением содержания ми-
тохондриальной ДНК [20]. У человека снижение
содержания митохондриальных ферментов и сни-
жение транскрипции генов, ассоциированных с
активностью митохондрий, наблюдается в m. vastus
lateralis после 10 дней постельной гипокинезии [14,
21]. Снижение дыхательной активности митохон-
дрий происходит и после 12-дневного односторон-
него вывешивания ноги (ULLS) в m. tibialis [22].
После 6-суточного космического полета в m. triceps
brachii крыс было обнаружено значительное сни-
жение активности цитохром С оксидазы, однако
ее содержание не изменялось, как и содержание
некоторых ферментов цикла Кребса [23], а после
30-суточного космического полета с помощью
метода протеомного анализа было показано сни-
жение содержания компонентов дыхательной
цепи митохондрий в камбаловидной мышце мы-
шей [24].
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Отдельно стоит рассмотреть морфологические
изменения, происходящие при разных моделях и
на разных сроках функциональной разгрузки. По-
сле 14-суточного космического полета в камбало-
видной мышце макак-резусов наблюдалось незна-
чительное снижение объемной плотности мито-
хондрий в субсарколемальной области, тогда как в
m. vastus lateralis наблюдалось значительное сниже-
ние объемной плотности митохондрий как в
субсарколеммальной, так и в центральной зоне
[25]. После 60-суточной постельной гипокинезии в
камбаловидной мышце человека в субсарколем-
мальной зоне волокон достоверно снижалась объ-
емная плотность митохондрий [26], а после 120-су-
точной антиортостатической гипокинезии объем-
ная плотность митохондрий снижалась и в
центральной, и в субсарколеммальной зоне [12].
После 5-недельного вывешивания крыс в камбало-
видной мышце происходит снижение объемной
плотности субсарколеммальных митохондрий и
повышение объемной плотности интермиофиб-
риллярных митохондрий, при этом их общая объ-
емная плотность не изменяется [27]. Причины бо-
лее интенсивного снижения объемной плотности
митохондрий в субсарколеммальной зоне остаются
неясными. Одно из спекулятивных соображений
состоит в том, что в центральной зоне, где основ-
ное потребление АТФ связано с работой миофиб-
рилл, их инактивация вызывает в начальный пери-
од разгрузки интенсивное накопление АТФ, что
приводит к дефосфорилированию АМПК и соот-
ветственно к торможению как митофагии, так и
биогенеза рибосом. В периферической зоне, на-
против, потребление АТФ снижается менее интен-
сивно, что может способствовать более интенсив-
ной динамике процессов расщепления (fission) и
слияния (fusion) митохондрий.

Причины снижения содержания митохондрий
и нарушения их функций

Причины нарушения функций митохондрий
(снижение активности митохондриальных фер-
ментов наряду с активацией генерирования АФК),
а также причины снижения содержания митохон-
дриальных белков и ДНК до сих пор остаются сла-
бо изученными. Очевидной предпосылкой к нару-
шению функций митохондрий при функциональ-
ной разгрузке является прекращение активности
мышцы, мгновенно происходящее, в частности, в
камбаловидной мышце при устранении опорного
стимула [28]. Отсутствие электрической активно-
сти мышцы приводит к накоплению макроэргиче-
ских фосфатов и гликогена, к инактивации АМФ-
зависимой протеинкиназы (АМПК), а также к
инактивации Na,K-АТФазы, деполяризации сар-
колеммы и избыточному накоплению ионов каль-
ция в миоплазме [29–33]. Накопление макроэрги-
ческих фосфатов и инактивация АМПК в камба-

ловидной мышце происходят уже на первые сутки
функциональной разгрузки и сохраняются как
минимум до третьих суток [30, 34, 35], тогда как
избыточное накопление кальция в миоплазме
камбаловидной мышцы начинается, по-видимо-
му, со вторых суток функциональной разгрузки и
сохраняется как минимум в течение следующих
двух недель [36, 37].

Накопление ионов кальция в миоплазме, с од-
ной стороны, способствует активации работы ряда
ферментов дыхательной цепи и цикла Кребса, но, с
другой стороны, способствует генерации АФК [38].
Роль блокирования сократительной активности в
нарушении функций митохондрий скелетных
мышц была убедительно показана в работе 2017 г.
Karam и соавт.: после 24-часовой денервации в ми-
тохондриях волокон m. flexor digitorium brevis был
детектирован сигнал флуоресцентного зонда, ак-
тивирующегося в ответ на эмиссию митохондри-
альных АФК. Повышение содержания кальция в
миоплазме в этом эксперименте сопровождалось
соответствующим повышением кальция внутри
митохондрий, как и усилением генерации АФК.
При этом восстановление сократительной актив-
ности путем электростимуляции предотвращало
генерацию митохондриями АФК [39]. На основа-
нии этого Karam и соавт. делают вывод о том, что
нарушение кальциевого гомеостаза играет клю-
чевую роль в накоплении АФК на самом раннем
сроке инактивации мышцы. Стоит отметить, что
митохондриальные АФК способны приводить к
окислению и открытию рианодиновых каналов
саркоплазматического ретикулума. Это способ-
ствует “утечке” кальция из саркоплазматического
ретикулума и дальнейшему повышению содержа-
ния кальция в сарколемме [40, 41]. К сожалению,
роль этого процесса в условиях функциональной
разгрузки не изучалась. В нашей лаборатории ме-
ханическая стимуляция опорных зон стопы (под-
держивающая активность камбаловидной мышцы)
на фоне 7-суточного вывешивания предотвратила
снижение содержания митохондриальной ДНК и
транскрипции мРНК генов ряда комплексов дыха-
тельной цепи митохондрий. [42]. Тем не менее
оценки митохондриальных функций и уровня
АФК в этой работе не проводилось.

Помимо непосредственно внутримитохондри-
ального кальция, нарушение функций митохон-
дрий может вызывать и кальций-зависимая акти-
вация протеаз кальпаинов на фоне пониженного
содержания NO (эндогенного ингибитора кальпа-
инов) [43], приводящая к разрушению цитоскелет-
ных белков. В частности, известно, что разруше-
ние, отсутствие или мутации десмина приводят к
масштабному нарушению функций митохондрий и
снижению содержания митохондриальной ДНК и
белков в камбаловидной мышце [44, 45]. На фоне
функциональной разгрузки кальпаин-зависимое
разрушение десмина происходит на раннем сроке
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(1-е–3-и сутки) [46, 47]. В связи с этим стоит отме-
тить, что трансфекция гена кальпастатина, эндо-
генного ингибитора кальпаина в волокна диафраг-
мы предотвращала как накопление АФК, так и
снижение функций митохондрий, на фоне 12-ча-
совой искусственной вентиляции легких [48]. Об-
щая схема сигнальных процессов, регулирующих
объем и функциональное состояние митохондрий
на начальных этапах функциональной разгрузки,
представлена на рис. 1.

Деполяризация сарколеммы на раннем этапе
функциональной разгрузки скелетных мышц при-
водит к активации DHPR и накоплению кальция в
миоплазме. Кальций поступает внутрь митохон-
дрий, что приводит к генерации ROS и активации
митофагии. Также кальций активирует кальпаины,
что приводит к разрушению десминового цитоске-
лета мышечного волокна. Параллельно с этим из-
за роста соотношения АТФ к АДФ инактивируется
АМПК, что приводит к инактивации биогенеза
митохондрий. Одновременно с этим накопление
ROS и рост соотношения АТФ к АДФ приводят к
дерегуляции ферментов цикла Кребса. 

Накопление макроэргических фосфатов в усло-
виях функциональной разгрузки блокирует актив-
ность АМПК, которая является основным регуля-
тором как уровня биогенеза, так и “контроля каче-
ства” митохондрий за счет координации их
биогенеза и митофагии [49]. В одном исследовании
было показано, что введение β-GPA приводит как
к снижению содержания фосфокреатина, так и к
восстановлению активности цитратсинтазы в ске-
летных мышцах [50]. Тем не менее исследования

роли накопления макроэргических фосфатов и
инактивации AMPK на функции и содержание ми-
тохондрий при функциональной разгрузке не про-
водилось. Стоит отметить, что повышенное содер-
жание макроэргических фосфатов и последующая
инактивация АМПК наблюдается лишь на первом
этапе функциональной разгрузки (1-е–3-и сутки).
В дальнейшем содержание АТФ в камбаловидной
мышце становится ниже контрольных значений, а
активность АМПК к 7-м суткам возвращается к
контрольному уровню, а после 14 суток вдвое пре-
вышает контрольные показатели [51, 52], что, од-
нако, не сопровождается соответствующим увели-
чением содержания митохондриальных белков и
ДНК, и экспрессии генов, связанных с функцио-
нированием митохондрий.

Состояние сигнальных путей, контролирующих 
биогенез, митофагию и динамику митохондрий 

в условиях функциональной разгрузки мышц

Несмотря на почти полное отсутствие инфор-
мации о триггерах нарушения функций митохон-
дрий и снижения содержания митохондриальных
белков, было выполнено много исследований,
описывающих состояние регуляторных путей,
контролирующих биогенез митохондрий, митофа-
гию, а также митохондриальную динамику при
различных моделях функциональной разгрузки.

В целом в условиях функциональной разгрузки
скелетных мышц снижается уровень биогенеза ми-
тохондрий и активируется митофагия. При этом в
большинстве случаев снижается как уровень экс-

Рис. 1. Сигнальные процессы, регулирующие функции митохондрий на начальном этапе функциональной разгрузки.
ROS – активные формы кислорода, VDAC – потенциал-зависимый анионный канал внешней митохондриальной мем-
браны, MCU – митохондриальный кальциевый унипортер, DHPR- дигидропиридиновые каналы, ETC – электрон-
транспортная цепь, AMPK – АМФ-зависимая протеинкиназа.
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прессии регуляторов митохондриального слияния
(fusion), так и расщепления митохондриальной се-
ти (fission).

Содержание мРНК ключевого регулятора био-
генеза митохондрий PGC-1α в камбаловидной
мышце грызунов снижается уже на третьи сутки
вывешивания [53], эта же ситуация сохраняется на
7-, 21- и 28-е сутки [19, 54–57]. После 28 сут выве-
шивания в камбаловидной мышце крыс снижается
экспрессия мРНК ряда факторов инициации и
элонгации транскрипции митохондриальных бел-
ков (гены Taco1 и Tufm) [54]. После 14-суточного
вывешивания в m. gastrocnemius мышей также сни-
жается экспрессия PGC-1α и его близкого гомоло-
га PGC-1β, наряду с фактором транскрипции ми-
тохондриальных генов TFAM [19]. Снижение экс-
прессии PGC-1α происходит и при других
вариантах функциональной разгрузки: в m. tibialis
anterior мышей при 14-суточной иммобилизации
[58], в m. gastrocnemius при 11-суточном космиче-
ском полете и в камбаловидной мышце при 30-су-
точном космическом полете мышей [59]. У челове-
ка снижение экспрессии мРНК PGC-1α происхо-
дит после 10 дней постельной гипокинезии в
мышце vastus lateralis [60], после 5-недельного од-
ностороннего вывешивания ноги в m. vastus lateralis
[61], а также в камбаловидной мышце после 3-су-
точной и 21-суточной “сухой” иммерсии (неопуб-
ликованные данные нашей лаборатории). Тем
не менее исследование камбаловидной мышцы
двух астронавтов после 6-месячного космиче-
ского полета показало увеличение экспрессии
мРНК PGC-1α: впрочем, авторы этого исследова-
ния связывают свои результаты с эффективностью
профилактических мер, предпринимавшихся на
протяжении полета [62].

Стоит отметить, что наряду со снижением экс-
прессии PGC-1α и его генов-мишеней в некото-
рых работах также было описано снижение экс-
прессии ряда других регуляторов биогенеза мито-
хондрий, таких как ERRα и Perm1. В частности,
снижение экспрессии ERRα наблюдалось после
28-суточного вывешивания в камбаловидной
мышце крыс и после 21-суточного вывешивания в
m. gastrocnemius (несмотря на то, что в последней
работе также описано увеличение экспрессии
PGC-1α при вывешивании, при снижении экс-
прессии его генов-мишеней) [54, 57, 63]. Сниже-
ние экспрессии мРНК Perm1 наблюдалось после
3-, 7- и 14-суточного вывешивания в камбаловид-
ной мышце мышей [14], после 21-суточной по-
стельной гипокинезии в m. vastus lateralis [64] и по-
сле 21-суточной “сухой” иммерсии в камбаловид-
ной мышце у человека (неопубликованные данные
нашей лаборатории). Белок Perm1 способен акти-
вировать биогенез митохондрий у человека и гры-
зунов, и его экспрессия повышается при выполне-
нии упражнений на выносливость, тем не менее,

о его молекулярных регуляторах пока ничего неиз-
вестно [65].

В последние годы был идентифицирован один
из молекулярных механизмов, регулирующий экс-
прессию PGC-1α в условиях вывешивания крыс: в
2017 г. Theeuwes и соавт. показали, что при 14-су-
точном вывешивании мышей-нокаутов по гену ки-
назы гликогенсинтазы GSK-3β в m. gastrocnemius не
происходит снижения уровня экспрессии PGC-1α,
как и снижения содержания ряда белков дыхатель-
ной цепи митохондрий [19]. В 2020–2021 гг. в на-
шей лаборатории было показано, что в камбало-
видной мышце крыс при 7-суточном вывешивании
с введением донора оксида азота L-аргинина не
происходит как активации GSK-3β, так и сниже-
ния экспрессии мРНК PGC-1α [55]. При фармако-
логическом ингибировании GSK-3β при 7-суточ-
ном вывешивании крыс в их камбаловидной мыш-
це также не происходит снижения содержания
PGC-1α, TFAM1 и содержания митохондриальной
ДНК [66]. Также мы показали, что поддержание
опорной афферентации путем механической сти-
муляции опорных зон стопы предотвращает акти-
вацию GSK-3β при 7-суточной функциональной
разгрузке в камбаловидных мышцах крыс, и эф-
фект опорной стимуляции на содержание мито-
хондриальной ДНК аналогичен эффекту фармако-
логической инактивации GSK-3β [42, 66]. Таким
образом, мы показали, что, когда в отсутствие опо-
ры при разгрузке мышц задних конечностей в кам-
баловидной мышце крыс снижается уровень окси-
да азота, происходит активация GSK-3β. Это ведет
к снижению экспрессии PGC-1α и снижению со-
держания митохондриальной ДНК. Тем не менее
маловероятно, что GSK-3β является единствен-
ным регулятором экспрессии PGC-1α в условиях
функциональной разгрузки: в частности, по дан-
ным ряда исследований, GSK-3β активирована
лишь на ранних сроках функциональной разгруз-
ки, и с восстановлением ЭМГ камбаловидной
мышцы активность GSK-3β возвращается к кон-
трольным значениям, что, однако, не сопровожда-
ется восстановлением уровня биогенеза митохон-
дрий [51, 67].

Данные по состоянию процессов митофагии в
условиях функциональной разгрузки несколько
более противоречивы, чем данные о регуляторах
биогенеза митохондрий. После 28 сут вывешива-
ния крыс в m. gastrocnemius было обнаружено сни-
жение маркеров митофагии (BNIP3, Фосфо-Ser-
65-Parkin) наряду с увеличением содержания мар-
керов аутофагии [54]. Однако при 3-суточном вы-
вешивании задних конечностей мышей в их
m. gastrocnemius было обнаружено повышение
мРНК и белков маркеров митофагии BNIP3 и
BNIP3L-II, наряду со снижением содержания
FUNDC и PARK2 [68]. При одно-, двух- и трехсу-
точном вывешивании мышей в динамике измене-
ний параметров накопления АФК, митофагии,
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слияния и расщепления митохондрий были обна-
ружены значительные различия в зависимости от
пола животных и исследуемой мышцы [69]. При
этом при двухнедельной иммобилизации m. tibialis
anterior мышей было обнаружен достоверный рост
маркеров митофагии (Beclin-1, Bnip3, PINK1, par-
kin, Mul1 и LC3II/LC3) [70]. При 7-суточной одно-
сторонней иммобилизации ноги у человека в
m. vastus lateralis также было обнаружено повы-
шение уровня экспрессии BNIP3L [68]. При этом
Rosa-Caldwell и соавт. считают, что повышение
уровня митофагии происходит лишь на раннем
этапе функциональной разгрузки, вслед за повы-
шением уровня генерации АФК митохондриями, а
на более поздних этапах митофагия инактивирует-
ся, приходя в равновесие с уровнем биогенеза ми-
тохондрий [54]. Стоит отметить, что недавно была
показана роль AMPK, локализованной на внешней
мембране митохондрий, в активации митофагии,
вызываемой снижением уровня соотношения
АДФ к АТФ – однако роль этого процесса в усло-
виях функциональной разгрузки неясна [71]. К
сожалению, измерение уровня митофагии, как и
параметров митохондриальной динамики, про-
водится лишь косвенными методами, путем изме-
рения уровней содержания различных белков-
участников процесса митофагии, слияния или рас-
щепления митохондриальной сети, при этом отно-
сительная роль различных компонентов в данном
процессе, как и уровень их активности, остаются
неизвестными.

В большинстве случаев при различных вариан-
тах функциональной разгрузки в скелетных мыш-
цах млекопитающих снижается экспрессия как
компонентов слияния митохондрий, так и компо-
нентов расщепления митохондриальной сети [1]. В
нашей лаборатории была исследована экспрессия
мРНК показателей митохондриальной динамики в
камбаловидной мышце крыс после 7-суточного
вывешивания: мы обнаружили снижение как пара-
метров слияния митохондрий (Mfn1, Mfn2, OPA1),
так и показателей расщепления сети митохондрий
(Drp1, Fis1) [42]. После 28-суточного вывешивания
крыс в их m. gastrocnemius не было обнаружено сни-
жения OPA1, Mfn1 и Mfn2, в то время как экспрес-
сия Fis1 и Drp1 была снижена [54]. При иммобили-
зации в m. tibialis anterior мышей было обнаружено
снижение Mfn2 после 2- и 3-недельного воздей-
ствия, в случае 3 нед сопровождавшееся повыше-
нием экспрессии Fis1, при этом Drp1 и OPA1 не ме-
нялись на протяжении эксперимента [72]. Сниже-
ние содержания Mfn-2 наблюдалось и после
4-суточной постельной гипокинезии у человека в
m. vastus lateralis [18], однако после 10-дневной по-
стельной гипокинезии в medialis vastus lateralis че-
ловека не наблюдалось каких-либо изменений в
показателях митохондриальной динамики [73].
С учетом того факта, что гены, кодирующие белки
Mfn-2, как и Mfn-1 являются генами-мишенями

PGC-1α [74], можно предположить, что снижение
этих показателей слияния митохондрий обуслов-
лено инактивацией PGC-1α; тем не менее, полная
картина изменений митохондриальной динамики
в условиях функциональной разгрузки мышц до
сих пор не составлена.

ЧАСТЬ II. ВЗАИМОСВЯЗЬ 
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИХ МОДИФИКАЦИЙ 
И ОКИСЛИТЕЛЬНОГО МЕТАБОЛИЗМА 

В КЛЕТКАХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ. 
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ МОДИФИКАЦИИ 

В УСЛОВИЯХ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
РАЗГРУЗКИ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ

Эпигенетическая регуляция экспрессии генов
представляет собой огромную и быстро развиваю-
щуюся область знаний, причем часто открытие ка-
ких-либо посттрансляционных модификаций ги-
стонов или модификаций ДНК происходит значи-
тельно раньше, чем выявляются физиологическое
значение и механизмы регуляции этих модифика-
ций. Более того, большое количество данных, опи-
сывающих те или иные эпигенетические механиз-
мы, получены на клеточных культурах, соответ-
ственно их роль в различных тканях и при
различных физиологических воздействиях все еще
остается неизвестной. В данном разделе мы кратко
опишем основные эпигенетические механизмы,
для которых выявлена взаимосвязь с теми или
иными параметрами окислительного метаболизма
как в скелетных мышцах, так и в других тканях, и
рассмотрим молекулярные механизмы этих взаи-
мосвязей. В первую очередь к этим механизмам от-
носятся ацетилирование гистонов и метилирова-
ние СpG-островков ДНК. Мы не будем рассматри-
вать метилирование гистонов, так как в отличие от
метилирования CpG-островков, которое одно-
значно является репрессорной модификацией, и
ацетилирования гистонов, которое однозначно яв-
ляется активирующей модификацией, эффект ме-
тилирования гистонов зависит от конкретного
аминокислотного остатка, который был метилиро-
ван, а также от состояния соседних аминокислот-
ных остатков; помимо этого, мы не обнаружили в
литературе четкой взаимосвязи между метилирова-
нием гистонов и уровнем окислительного метабо-
лизма в клетках млекопитающих.

Метилирование CpG-островков: регуляция, 
взаимосвязь с окислительным метаболизмом, 

состояние при функциональной разгрузке

В геноме млекопитающих метилирование ДНК
происходит путем переноса метильной группы с
S-аденозилметионина на пятый атом углерода в
молекуле цитозина, что приводит к образованию
5'-метилцитозина. Этот процесс осуществляется
классом ферментов ДНК-метилтрансфераз (Dnmt).
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У млекопитающих экспрессируются четыре фер-
мента Dnmt: Dnmt1, Dnmt3A, Dnmt3B и Dnmt3L,
причем последняя не обладает метилтрансфераз-
ной активностью и регулирует работу двух других
Dnmt3 [75]. Считается, что Dnmt1 осуществляет
метилирование второй цепи ДНК при воспроизве-
дении паттерна метилирования во время клеточно-
го деления, в то время как Dnmt3 метилирует ДНК
de novo в ответ на различные физиологические сти-
мулы [75]. Деметилирование ДНК может проис-
ходить двумя путями. Один из них – это замена
аминогруппы цитозина на карбонильную группу
ферментом AID/APOBEC, что приводит к образо-
ванию тимина и последующей эксцизионной ре-
парации непарного G/T дуплекса тимин-ДНК-
гликозилазой. Второй путь осуществляется транс-
локазами ten-eleven (TET) путем окисления ме-
тильной группы метилцитозина и его превращения
в 5'-гидроксиметилцитозин, а затем в 5'-формил-
цитозин или в 5'-карбонилцитозин [76, 77]. Окис-
ленный нуклеотид затем также удаляет и заменяет
на цитозин фермент тимин-ДНК-гликозилаза
(TGA) [78]. В клетках млекопитающих обнаружено
три транслоказы TET – TET1, TET2 и TET3. Рав-
новесие между активностью TET и Dnmt необхо-
димо для поддержания стабильного уровня мети-
лирования цитозинов в геноме.

В среднем в геноме человека метилировано не
более одного процента цитозиновых нуклеотидов.
Большинство метилированных цитозинов нахо-
дится перед гуанидиновыми нуклеотидами, в так
называемых CpG-островках – участках ДНК дли-
ной около 1000 н п, обогащенных GC-повторами
[79]. Около 70% промоторов генов млекопитаю-
щих содержат CpG-островки [80]. Метилирование
цитозинов на CpG-островках приводит к ухудше-
нию связывания промоторных участков с тран-
скрипционными факторами, что ведет к блокиро-
ванию экспрессии генов [81]. Также есть данные о
том, что Dnmt взаимодействуют с гистондеацети-
лазами, что приводит к деацетилированию гисто-
нов на промоторах генов с повышенной активно-
стью Dnmt на них и к еще большему снижению
уровня экспрессии данных генов [82]. Помимо ме-
тилирования CpG-островков на промоторах генов,
существуют данные о метилировании не СpG-нук-
леотидов, метилировании в не-промоторных обла-
стях генов, а также о метилировании цитозинов
митохондриального генома, однако функции этих
модификаций пока неясны и, по-видимому, име-
ют разный эффект в зависимости от локализации
метилированного нуклеотида, конкретного гена и
конкретной ткани [81, 83–85], Необходимо отме-
тить, что различные Dnmt, по-видимому, специ-
фичны к различному набору генов и по-разному
регулируются в ответ на различные физиологиче-
ские стимулы, что позволяет настраивать паттерн
экспрессии генов в соответствии текущим потреб-
ностям клетки: таким образом, изучение общего

направления уровней метилирования всех генов в
тех или иных физиологических условиях не дает
никакой информации ни о причинах, ни о послед-
ствиях таких изменений с точки зрения молекуляр-
ных механизмов [78].

Регуляция метилирования CpG-островков про-
исходит за счет координации работы Dnmt и TET.
Их регуляция может осуществляться как путем
посттрансляционных модификаций данных фер-
ментов, так и путем изменения содержания кофак-
торов, необходимых для их работы. Ключевым ко-
фактором TET1-3 является альфа-кетоглутарат,
один из интермедиатов цикла Кребса, тогда как
сукцинат ингибирует работу данных ферментов
[86]. В частности, было показано, что активация
АМФ-зависимой протеинкиназы способствует на-
коплению альфа-кетоглутарата в жировой ткани за
счет активации изоцитратдегидрогеназы 2, что ве-
дет к деметилированию промотора гена Prdm16,
фактора образования бурого жира [87]. АМPK так-
же способна напрямую фосфорилировать остаток
серина 99 TET2, стабилизируя его [88]. В культуре
миобластов C2C12 АМПК-зависимое фосфорили-
рование TET2 необходимо для экспрессии регуля-
тора пролиферации миобластов Pax7 [89]. АФК
также могут оказывать влияние на функциониро-
вание TET, окисляя его второй кофактор, двухва-
лентные ионы железа [90].

Регуляция Dnmt также может осуществляться
как за счет регуляции содержания кофакторов, так
и за счет посттрансляционных модификаций. Для
работы Dnmt необходимо высокое соотношение
уровня S-аденозилметионина к S-аденозилгомо-
цистенину (SAM: SAH). SAM необходим для рабо-
ты Dnmt, в то время как SAH ингибирует их актив-
ность. АМПК способна активировать работу гид-
роксиметилтрансферазы 2, синтезирующей SAM,
и ингибировать S-аденозилгомоцистеин-гидрола-
зу путем активации экспрессии ингибиторной
микро-РНК let-7 [91]. Тем не менее также показа-
но, что АМPK фосфорилирует остаток серина 730
молекулы Dnmt1, что инактивирует этот фермент и
способствует деметилированию промоторов ге-
нов-регуляторов окислительного метаболизма
PGC-1α, Tfam, NRF1, NRF2, UCP2 и UCP3 [92], хотя
в гепатоцитах активация АМПК способствует
транслокации Dnmt1 в митохондрии и гипермети-
лированию митохондриального гена ND6 [93]. Та-
ким образом, мы видим, что АМПК может активи-
ровать как деметилирование, так и метилирование
ДНК в зависимости от конкретного гена и ткани.

Исследования метилирования ДНК в скелет-
ных мышцах в условиях функциональной раз-
грузки немногочисленны. Было показано, что
при микрогравитации повышается метилирова-
ние промоторов генов, необходимых для диффе-
ренциации миобластов [94]. При иммобилизации
камбаловидной мышцы мышей в течение 7 сут по-
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вышался уровень метилирования на промоторе
nNOS, что сопровождалось снижением экспрес-
сии этого гена [95]. После 10 дней постельной ги-
покинезии в m. vastus lateralis в промоторе PGC-α
было обнаружено увеличение уровня метилирова-
ния одного из исследованных СpG-островков, но
не двух других [96]. После 7-суточного вывешива-
ния в камбаловидной мышце крыс было обнаруже-
но увеличение уровня метилирования СpG-ост-
ровков на промоторе PGC-α [42]. Стоит отметить,
что в скелетных мышцах человека были обнаруже-
ны отличия в уровне метилирования ДНК как про-
моторов, так и интронов генов между быстрыми и
медленными волокнами: в быстрых волокнах ДНК
генов, экспрессирующихся преимущественно в
медленных волокнах, была гиперметилирована;
зеркальная ситуация наблюдалась в случае медлен-
ных волокон и генов, экспрессия которых харак-
терна для быстрых волокон [97]. С учетом того
факта, что при функциональной разгрузке проис-
ходит трансформация волокон скелетных мышц из
“медленного” типа в “быстрый”, не исключено,
что эта трансформация сопровождается соответ-
ствующими изменениями паттерна метилирова-
ния ДНК. Какими же причинами может объяс-
няться повышение уровня метилирования СpG-
островков на промоторах ряда генов в условиях
функциональной разгрузки?

Одной из таких причин может являться изме-
нение содержания альфа-кетоглутарата в тканях
мышц при функциональной разгрузке. В един-
ственном исследовании, описывающим содер-
жание альфа-кетоглутарата при 7-суточном вы-
вешивании, в камбаловидной мышце мыши бы-
ло детектировано его значительное снижение
относительно контрольных значений [11]. В нашей
лаборатории на этом же сроке вывешивания в кам-
баловидной мышце крыс был детектирован повы-
шенный уровень метилирования CpG-островков
на промоторе PGC-1α, при этом механическая
стимуляция опорных зон стопы частично предот-
вращала этот эффект [42]. Следует также отметить,
что метилирование промотора PGC-1α напрямую
зависит от активности АМПК [92]. В описываемом
эксперименте фосфорилирование АМПК не раз-
личалось между контрольными группами, однако
известно, что на более ранних сроках вывешива-
ния опорная механическая стимуляция предот-
вращает снижение уровня фосфорилирования
АМПК, и таким образом, наблюдаемый эффект
опорной стимуляции на уровень CpG метилирова-
ния на 7-е сутки может быть опосредован воздей-
ствием опорной стимуляции ранее, на 1-е–3-и сут-
ки эксперимента [53].

Таким образом, на основании этих данных мож-
но сформулировать следующую гипотезу: наруше-
ние функционирования митохондрий на раннем
сроке функциональной разгрузки приводит к рас-
согласованию работы электрон-транспортной це-

пи и ферментов цикла Кребса (о чем мы упоми-
нали в первой части обзора). Это ведет, помимо
других эффектов, к снижению содержания аль-
фа-кетоглутарата в мышечных волокнах; недо-
статок альфа-кетоглутарата, основного субстрата
для работы транслоказ TET, приводит к гиперме-
тилированию промоторов ряда генов, экспрес-
сия которых характерна для активной мышцы. В
частности, такая регуляция может работать для
ряда генов, которые регулируются промоторным
CpG-метилированием (таких как гены, кодирую-
щие белки PGC-1α, Tfam, NRF1, MyHC I, nNOS)
[92, 95]. Одновременно с этим за счет накопления
макроэргических фосфатов в разгруженной мыш-
це происходит инактивация АМПК, АМПК пере-
стает ингибировать Dnmt1, и это ведет к гиперме-
тилированию CpG-островков промоторов ряда ге-
нов, способствующих реализации окислительного
метаболизма, в частности, PGC-1α, к снижению
уровня биогенеза митохондрий и к дальнейшему
снижению содержания альфа-кетоглутарата, что
приводит к стабилизации гиперметилирования.

Ацетилирование гистонов: регуляция, взаимосвязь 
с окислительным метаболизмом, состояние 

при функциональной разгрузке
Ацетилирование гистонов происходит путем

переноса ацетильной группы с молекулы ацетил-
КоА на остаток лизина гистонов [98]. Ацетильная
группа несет отрицательный заряд и таким образом
ослабляет взаимодействие между положительно
заряженным гистоном и отрицательно заряженной
ДНК: это повышает доступность ДНК для тран-
скрипционных факторов и РНК-полимеразы.
Таким образом, ацетилирование гистонов пред-
ставляет собой активирующую эпигенетическую
модификацию [99]. Ацетилирование гистонов у
млекопитающих осуществляют три класса гистон-
ацетилтрансфераз – GNAT, MYST и p300/CBP
[100]. Деацетилируют гистоны гистондеацетилазы
(HDAC), они делятся на четыре класса: HDACI,
HDACII, сиртуины (NAD+-зависимые гистон-
деацетилазы, SIRT) и HDAC11. В скелетной мыш-
це ряд сиртуинов принимает участие в активации
окислительного метаболизма, тогда как HDAC IIa
подавляют экспрессию PGC-1α и медленной изо-
формы тяжелых цепей миозина [101].

В скелетной мышце наиболее хорошо изучен-
ной является регуляция HDAC IIa, в частности,
HDAC4 и 5. Активность гистондеацетилаз класса IIa
регулируется за счет нуклео-цитоплазматического
траффика, в частности, экспорту HDAC4 из мы-
шечных ядер способствует ее фосфорилирование
CaMK II, АМПК и PDK1 [102, 103]. Одновременно
с этим активность АМПК может способствовать
накоплению эндогенного ингибитора HDAC I и
HDACII 2-гидроксибутирата [104]. Тем не менее
АМПК способствует активации ряда деацетилаз
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SIRT [105]. Очевидно, что, как и в случае с эпигене-
тическими модификациями ДНК, эффект АМПК
на уровень ацетилирования гистонов зависит от
конкретного гена и ткани организма.

Активация p300/CBP в мышечных клетках мо-
жет происходить за счет фосфорилирования и ста-
билизации молекулы p300 со стороны Akt [106],
фосфорилирование со стороны МАП-киназы p38,
напротив, способствует протеолизу молекулы p300
[107]. Отдельно следует отметить, что АМПК,
инактивирующая ядерный импорт HDAC класса
IIa, также фосфорилирует и ингибирует фермент
ацетил-коА-карбоксилазу, способствуя тем самым
накоплению ацетил-КоА, кофермента, необходи-
мого для работы гистонацетилтрансфераз. На ряде
культур раковых клеток было показано, что акти-
вация АМПК приводит к повышению уровня аце-
тилирования как гистонов, так и ряда других бел-
ков [108]. АМПК также способна активировать
ацетилтрансферазу HAT-1, что приводит к увеличе-
нию уровня ацетилирования гистонов на промоторах
генов-регуляторов окислительного метаболизма
PGC-1α, Tfam, NRF1, NRF2, UCP2 и UCP3 [92].

В условиях функциональной разгрузки уже по-
сле первых суток вывешивания в камбаловидной
мышце крыс происходит значительное накопление
HDAC4 в ядерной фракции, одновременно со сни-
жением активности АМПК и инактивацией экс-
прессии медленной изоформы ТЦМ, при этом
фармакологическая активация АМПК или фарма-
кологическое ингибирование HDAC4 приводят к
предотвращению снижения экспрессии мРНК

медленной изоформы ТЦМ [30, 109]. Таким обра-
зом, снижение фосфорилирования АМПК на пер-
вых сутках вывешивания приводит к накоплению в
миоядрах HDAC4, что вносит вклад в снижение
уровня экспрессии мРНК медленной изоформы
ТЦМ.

Накопление HDAC4 в мышечных ядрах наблю-
далось и после 10-суточной иммобилизации в
m. gastrocnemius крыс [110]. После трех суток выве-
шивания в камбаловидной мышце крыс также бы-
ли обнаружены накопление в миоядрах HDAC1 и
снижение содержания p300. Ингибирование
HDAC1 предотвращало увеличение экспрессии
мРНК Atrogin-1 и снижение содержания p300 [111].
После 7 сут вывешивания крыс в миоядрах камба-
ловидных мышц наблюдаются снижение содержа-
ния p300 и увеличение содержания HDAC4, при-
чем восстановление опорной афферентации
предотвращает оба эти эффекта, как и снижение
экспрессии медленной изоформы ТЦМ [112]. По-
сле 10 дней вывешивания в камбаловидной мышце
крыс наблюдаются деацетилирование гистонов H3
на промоторе медленной изоформы ТЦМ и повы-
шенное ацетилирование гистонов на промоторах
изоформ ТЦМ IId/x и IIB [113]. Соответственно
HDAC классов IIa и I активируются как минимум
на некоторых этапах функциональной разгрузки
скелетных мышц, что сопровождается соответству-
ющими эпигенетическими изменениями на про-
моторах ряда генов. Схема взаимосвязей между
функционированием митохондрий и эпигенетиче-
ской регуляцией представлена на рис. 2.

Рис. 2. Взаимосвязи метилирования ДНК и ацетилирования гистонов с ферментами окислительного метаболизма в ске-
летной мышце. SAM – S-аденозилметионин, SAH – S-аденозилгомоцистеин, АМПК – АМФ-зависимая протеинкиназа,
Dnmt – ДНК-метилтрансферазы.
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Рост соотношения АТФ к АДФ в скелетной
мышце ведет к инактивации АМПК, что, с одной
стороны, может вести к увеличению соотношения
SAM: SAH и активации Dnmt3a и 3b, а с другой сто-
роны, блокирует активность Dnmt1, что может
способствовать инактивации биогенеза митохон-
дрий. Инактивация AMПК также способствует
блокированию транслоказ TET. Инактивации ТЕТ
способствует и снижение уровня альфа-кетоглута-
рата, интермедиата цикла Кребса. Параллельно с
этим инактивация АМПК способствует снижению
содержания ацетил-КоА, субстрата для работы ги-
стонацетилтрансфераз.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Потенциальная связь снижения уровня 

окислительного метаболизма и изменения паттерна 
эпигенетических модификаций при функциональной 

разгрузке скелетных мышц
Известно, что уже после первых суток функ-

циональной разгрузки скелетных мышц в мио-
плазме происходит накопление макроэргиче-
ских фосфатов, которое сопровождается инакти-
вацией АМПК. АМПК способна контролировать
ряд эпигенетических модификаций, включая ме-
тилирование СpG-островков и ацетилирование
гистонов на промоторах генов, принимающих не-
посредственное участие в регуляции фенотипа мы-
шечных волокон и их метаболизма. Одновременно
с инактивацией АМПК развивается и нарушение
функций митохондрий, которое, помимо прочих
эффектов, приводит к рассогласованию активно-
сти ферментов цикла Кребса и снижению содержа-
ния в мышечных волокнах основного субстрата
транслоказ TET альфа-кетоглутарата. Таким обра-
зом, не исключено, что наблюдаемое на некоторых
этапах функциональной разгрузки мышц эпигене-
тическое блокирование экспрессии генов (таких
как NOS1, PPARCG1α, myh7) вызвано инактиваци-
ей АМПК и снижением содержания альфа-кето-
глутарата. Относительный вклад этих двух явлений
в эпигенетическое блокирование экспрессии кон-
кретных генов, как и регуляторные взаимосвязи
между инактивацией АМПК и нарушением функ-
ций митохондрий, еще предстоит исследовать.

ВЫВОД
В данном обзоре было рассмотрено состояние

митохондрий при различных моделях функцио-
нальной разгрузки скелетных мышц и проанализи-
рованы исследования, посвященные особенно-
стям эпигенетического состояния ряда генов, экс-
прессия которых необходима для поддержания
окислительного, устойчивого к утомлению фено-
типа мышечных волокон. По итогам изложенного
можно заключить, что нарушение функций мито-
хондрий на ранних этапах функциональной раз-

грузки мышц приводит к рассогласованию работы
ферментов дыхательной цепи и цикла Кребса, что
сопровождается изменениями относительного со-
держания интермедиатов цикла Кребса и накопле-
нием АФК. Одновременно с этим происходит на-
копление макроэргических фосфатов, вызванное
инактивацией мышц, и инактивация АМПК. Эти
изменения должны неизбежно вести к изменениям
в уровне CpG-метилирования ДНК и ацетилиро-
вания гистонов, поскольку интермедиаты цикла
Кребса и АМПК регулируют работу ферментов, ре-
ализующих эти модификации. Ряд работ, посвя-
щенных анализу эпигенетического статуса некото-
рых генов в условиях функциональной разгрузки,
показывает, что репрессорные модификации ДНК
и гистонов характерны для генов медленной изо-
формы тяжелых цепей миозина, нейрональной
NO-синтазы и PGC1-α. Таким образом, не исклю-
чено, что именно нарушения функционирования
митохондрий ведут к эпигенетическим изменени-
ям и снижению уровней экспрессии этих генов.
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INTERACTION OF OXIDATIVE METHABOLISM 
AND EPIGENETIC REGULATION OF GENE EXPRESSION 

UNDER MUSCLE FUNCTIONAL UNLOADING
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It is widely known that under both real and simulated microgravity conditions, there is a decrease in the level of
oxidative metabolism in the skeletal muscles of humans and animals. In recent years, it has become known that
one of the consequences of decreased oxidative metabolism may be a change in the epigenetic status of certain
genes. There are also data suggesting an important role of epigenetic control of gene expression in the develop-
ment of negative changes in muscles under real or simulated microgravity. The review is devoted to the analysis
and systematization of data on the state of oxidative metabolism and epigenetic control of gene expression in skel-
etal muscles under conditions of functional unloading. It addresses molecular interactions between the key reg-
ulators of oxidative metabolism and epigenetic modifications. Here, we also formulate a hypothesis about the
role of oxidative metabolism in the epigenetic blocking of the expression of certain genes that determine a slow-
twitch fatigue-resistant phenotype of muscle fibers.
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Установлено, что шесть исследованных видов цестод (Proteocephalus torulosus (Batsch, 1786), P. sagittus
(Grimm, 1872), P. cernuae (Gmelin, 1790), Eubothrium rugosum (Batsch, 1786), Triaenophorus nodulosus (Pal-
las, 1781), Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781)), обитающих в кишечниках рыб (елец Leuciscus leuciscus L.,
голец Barbatula barbatula L., ерш Gymnocephalus cernuus L., синец Ballerus ballerus L., налим Lota lota L.,
щука Esox lucius Linnaeus, лещ Abramis brama L.), изменяют активность протеолитических ферментов
слизистой оболочки кишечника хозяина. Независимо от направленности влияния цестод на протеоли-
тическую активность слизистой оболочки кишечника их хозяев (снижение или повышение этой актив-
ности при заражении) важная составляющая влияния – способность всех исследованных цестод инги-
бировать протеолитическую активность хозяев и активность коммерческого препарата трипсина. Для
некоторых видов цестод эффект ингибирующей способности сопоставим с аналогичным влиянием
синтетического ингибитора сериновых протеиназ – PMSF.

Ключевые слова: рыбы, цестоды, протеолитическая активность, ингибиторы протеиназ
DOI: 10.31857/S0044452922030032

Известно, что на активность ферментов, функ-
ционирующих в пищеварительном тракте позво-
ночных животных, в том числе рыб, влияет боль-
шое количество абиотических и биотических фак-
торов [1, 2]. Одним из этих факторов может быть
заражение паразитами, и в частности цестодами
[3]. Для понимания природы паразитизма большое
значение имеет знание механизмов, с помощью
которых паразиты влияют на утилизацию пита-
тельных веществ хозяевами. Паразитирующие в
кишечнике гельминты менее подвержены влия-
нию иммунных систем хозяина, но постоянно
должны противостоять действию его пищевари-
тельных ферментов. Для выживания в кишечнике
хозяина паразитическим червям необходимо нали-
чие специфических ингибиторов протеиназ, ко-
торые способны эффективно инактивировать
протеиназы хозяина в их среде обитания, полости
кишечника [4]. У гельминтов есть несколько меха-
низмов защиты от протеиназ хозяина, один из
которых связан с ингибированием его протеоли-
тических ферментов [3, 4]. Существует большое
количество белковых ингибиторов протеиназ па-
разитарного происхождения [5]. Большинство этих
веществ – ингибиторы сериновых протеиназ [6],

регулирующие их активность и контролирующие
разнообразные процессы, связанные с этой актив-
ностью, в том числе защиту паразита от пищевари-
тельных ферментов хозяина и, возможно, специ-
фичность паразитирования [7–9].

Известно, что гельминты экскретируют или
секретируют различные вещества в окружающую
их среду обитания – кишечник хозяев. Взаимодей-
ствие между паразитом и его хозяином в основном
осуществляется посредством секретируемых бел-
ков, в совокупности называемых “секретомом”.
Белки, секретируемые паразитом, способны моди-
фицировать окружающую среду хозяина и модули-
ровать его иммунные реакции. Состав и функция
этих белков варьируют в зависимости от экологии,
образа жизни хозяина и окружающей среды [10].
Ингибиторы сериновых протеаз – важный компо-
нент секреторных продуктов паразитов [9]. Кроме
контроля за активностью протеиназ, экскреторно-
секреторные продукты червей играют существен-
ную роль в уклонении от иммунного ответа хозяи-
на [11, 12]. Они также влияют на секрецию слизи в
кишечнике [13] и продукцию антимикробных пеп-
тидов, что, в свою очередь, может сказываться на
выживаемости бактерий и их пространственной

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: SHJEBJ
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организации [14]. Ингибиторы протеиназ, так же,
как и сами протеиназы, играют важную роль в жиз-
ненном цикле паразитов, их вирулентности и пато-
генезе [15].

В настоящее время достигнуты значительные
успехи в изучении генома, протеома и транскрип-
тома гельминтов [16, 17], однако многие аспекты
взаимодействия хозяин – паразит остаются неяс-
ными. По мнению некоторых авторов, для лучшего
понимания эволюции ленточных червей и их вли-
яния на организм хозяина необходимы обширные
исследования, посвященные этой “низко патоген-
ной и остающейся без внимания стадии развития”
[18]. Представляется важным накопление фактиче-
ского материала о продуцировании ингибиторов
протеиназ разными видами цестод на различных
стадиях жизненного цикла из хозяев, различаю-
щихся по типу питания и уровню обмена веществ.
Эти данные необходимы для поиска общих зако-
номерностей и отличительных особенностей взаи-
моотношений в системе паразит–хозяин на фи-
зиолого-биохимическом уровне.

В связи с этим цель работы – сравнить влияние
различных видов цестод, обитающих в кишечни-
ках семи пресноводных видов рыб, на активность
протеолитических ферментов, функционирующих
в кишечнике хозяев, и активность коммерческого
препарата трипсина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования

Объектами исследований служили цестоды из
кишечников различных видов рыб Рыбинского во-
дохранилища и слизистые оболочки кишечников
их хозяев. Для исследований каждого вида рыб
брали особей одной и той же размерно-возрастной
группы (табл. 1).

Приготовление экстрактов червей
Вскрытие извлеченных из рыб кишечников и

дальнейшее приготовление препаратов осуществля-

ли на ледяной бане. Извлеченных из кишечника
хозяина цестод 3 раза тщательно промывали в рас-
творе Рингера для холоднокровных животных,
рН 7.5 (6 г NaCl; 0.14 г KCl; 0.5 мл 10% CaCl2;
0.54 г Na2HPO4; 0.02 г KH2PO4; 0.16 г MgSO4-ного
раствора в 1 л дистиллированной воды) с целью
удаления ферментов хозяина, адсорбированных на
их поверхности. Затем червей гомогенизировали с
помощью стеклянного гомогенизатора фирмы Sar-
torius AG (Göttingen, Germany), и гомогенат разво-
дили раствором Рингера в соотношении масса:объ-
ем 1:9. Гомогенаты червей центрифугировали при
5000 g в течение 5 мин при 4°C, для дальнейших ис-
следований использовали супернатант (экстракт
червей). Экстракты замораживали и хранили при –
20°C для последующего определения ингибирую-
щей способности.

В экстрактах червей определяли содержание
белка методом Лоури [19].

Приготовление гомогенатов из слизистых оболочек 
кишечников рыб

Для определения протеолитической активности
готовили гомогенаты слизистой оболочки кишеч-
ника рыб-хозяев. После извлечения червей и уда-
ления химуса слизистую оболочку кишечника сни-
мали скребком, гомогенизировали ее и разводили
раствором Рингера, рН 7.5 для холоднокровных
животных в соотношении масса:объем 1:49. Гомо-
генаты слизистой оболочки кишечника исследуе-
мых видов рыб замораживали до дальнейшего ис-
пользования.

Определение протеолитической активности

Суммарную активность протеиназ в гомогенате
слизистой оболочки кишечника рыб и активность
коммерческого препарата трипсина (MP Biomedi-
cals, USA) определяли с использованием в качестве
субстрата 0.3%-ного раствора азо-казеина в трис-
буфере, рН 7.5 [20]. Результаты представлены в
процентах от контроля. При оценке влияния зара-

Таблица 1. Характеристики объектов исследования

Хозяин Паразит
Количество 
зараженных 

рыб, экз.

Стандартная 
длина (SL), см

Навеска 
червей, г

Елец Leuciscus leuciscus L. Proteocephalus torulosus (Batsch, 1786)  6 15.9 ± 0.8 0.33 ± 0.12
Голец Barbatula barbatula L. P. sagittus (Grimm, 1872) 28 8.0 ± 0.1 0.27 ± 0.03
Ерш Gymnocephalus cernuus L. P. cernuae (Gmelin, 1790) 24 7.5 ± 0.4 0.12 ± 0.01
Синец Ballerus ballerus L. P. torulosus  8 27.4 ± 0.7 0.74 ± 0.02
Налим Lota lota L. Eubothrium rugosum (Batsch, 1786) 14 42.2 ± 1.1 0.71 ± 0.06
Щука Esox lucius Linnaeus Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781) 22 42.8 ± 1.9 0.51 ± 0.06
Лещ Abramis brama L. Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781) 15 34.4 ± 0.8 1.41 ± 0.1
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жения на протеолитическую активность слизистой
оболочки кишечников рыб контролем служила ак-
тивность, определенная в слизистых оболочках ки-
шечников незараженных рыб.

Определение ингибирующей способности червей 
по отношению к протеиназам

Для исследования ингибирующей способности
червей использовали их экстракт. Источником
протеолитической активности служили гомогенат
слизистой оболочки кишечника рыб и коммерче-
ский препарат трипсина (T4799, Sigma) в концен-
трации 0.01 мг/мл в трис-буфере (рН 7.5). Ингиби-
рующую способность червей определяли как опи-
сано ранее [21] и сравнивали ее с действием
синтетического специфического ингибитора сери-
новых протеиназ PMSF (фенил-метил-сульфонил-
флуорид) – в концентрации 100 мМ в DMSO (ди-
метилсульфоксид). Результаты представлены в
процентах от контроля. Контролем служила про-
теолитическая активность, определенная в слизи-
стых оболочках кишечников незараженных рыб, и
активность коммерческого трипсина.

Все биохимические измерения проводили в трех
повторностях.

Статистическая обработка
Результаты представлены в виде средних и их

стандартных ошибок. Обработка результатов вы-
полнена с помощью статистических пакетов “Mic-
rosoft Excel 2010” и STATISTICA 8 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK). Проверка нормальности распределе-
ния данных и однородности дисперсии проводи-
лась с использованием критериев Шапиро–Уилка
и Левена соответственно. Ингибиторный эффект

оценивали при помощи однофакторного диспер-
сионного анализа с использованием критерия
Тьюки для множественного сравнения средних
значений при p < 0.05. Для оценки связи между со-
держанием белка в пробах и их способностью по-
давлять активность протеиназ использовали непа-
раметрический коэффициент корреляции Спир-
мена (r).

Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
циям Комиссии по биоэтике Федерального госу-
дарственного бюджетного учреждения науки Ин-
ститута биологии внутренних вод им. И.Д. Папа-
нина Российской академии наук (Протокол № 4 от
02.04.2021 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сравнение влияния различных видов цестод на

протеолитическую активность слизистой оболоч-
ки кишечников их хозяев показало, что у налима,
синца, леща и ерша, зараженных мелкими червя-
ми, эта активность снижается на 34–61%, а у щуки
и ерша, зараженных крупными цестодами, – повы-
шается на 31–73% (рис. 1).

На рис. 2 приведены данные о процентном ин-
гибировании экстрактами цестод протеолитиче-
ской активности слизистых оболочек кишечника
хозяев – рыб, и доле сериновых протеиназ в этой
активности. Доля последних колеблется в зависи-
мости от вида рыб от 36.9 ± 3.7 до 64.1 ± 6.8%. Экс-
тракты всех исследованных цестод ингибируют ак-
тивность протеолитических ферментов слизистой
оболочки кишечника их хозяев. Степень ингиби-
рования варьирует от 14.3 ± 1.9 до 51.2 ± 1.2%

Рис. 1. Влияние заражения цестодами на протеолитическую активность слизистой оболочки кишечника хозяев–рыб (%).
100% – протеолитическая активность незараженных рыб; G. cernuus I – ерши, зараженные цестодами с малой суммарной
длиной, G. cernuus II – ерши, зараженные цестодами с большой суммарной длиной.
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в зависимости от пары паразит–хозяин. Для срав-
нения приведены показатели ингибирования про-
теолитической активности слизистых оболочек
ингибитором сериновых протеиназ – PMSF. Эти
значения изменяются на величину от 37.8 ± 3.8
до 70.6 ± 0.4% в зависимости от вида рыб, свиде-
тельствуя о существенной роли сериновых проте-
иназ в пищеварении последних. Установлены
слабые отрицательные корреляции между долей
сериновых протеиназ в слизистой оболочке ки-
шечников рыб и долей ингибирования этой актив-
ности экстрактами цестод, а также долей ингиби-
рования протеолитической активности слизистой
оболочки экстрактами цестод и содержанием в этих
экстрактах белка (r = –0.4 для первого и r = –0.3
для второго).

Экстракты всех исследованных видов цестод до-
стоверно ингибировали активность коммерческо-
го трипсина (p < 0.05), причем степень ингибиро-
вания этой активности у разных видов червей раз-
личается и колеблется от 19.6 ± 7.5 до 86.5 ± 4.5%
(рис. 3). При этом доля ингибирования активности
трипсина у большинства экстрактов исследован-
ных цестод выше, чем таковая для слизистых обо-
лочек кишечников их хозяев. Установлена доста-
точно сильная (r = 0.68) положительная корреля-
ция между способностью экстрактов цестод
ингибировать активность трипсина и содержанием
в них белка. Для цестод Eubothrium rugosum и Tri-
aenophorus nodulosus доля ингибирования активно-
сти трипсина сопоставима с таковой для специфи-
ческого ингибитора сериновых протеиназ – PMSF
(рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
За последнее время нами накоплен довольно

большой фактический материал о влиянии цестод
на протеолитическую активность их окончатель-
ных хозяев – рыб, в том числе о способности гель-
минтов ингибировать эту активность [3, 21, 22].
При этом сравнение между собой абсолютных зна-
чений ингибирования протеиназ различными ви-
дами гельминтов в силу разных причин оказалось
затруднительным. Так, хозяева изученных цестод
различаются по своим физиологическим характе-
ристикам, в частности по размеру и спектрам пита-
ния. Кроме того, в зависимости от цикла развития
цестод различались сезоны отлова рыб. Например,
налима и ерша отлавливали зимой, щуку – весной,
остальных рыб – летом. Все эти факторы в значи-
тельной степени сказываются на активности пи-
щеварительных ферментов, в том числе протеиназ
[1, 2]. Исследованные цестоды также существенно
различаются по своей морфологии и физиологии.
Однако, учитывая, что ингибиторы протеиназ име-
ют белковое происхождение [5], в физиологиче-
ских исследованиях можно до некоторой степени
“уравновесить” эти различия, определяя содержа-
ние белка в экстрактах червей.

Мы попытались сравнить относительные эф-
фекты влияния заражения червями, выраженные в
процентах от контрольных значений протеолити-
ческой активности слизистой оболочки кишечни-
ков хозяев. Полученные данные свидетельствуют о
том, что заражение цестодами влияет на протеоли-
тическую активность слизистых оболочек кишеч-
ников окончательных хозяев – рыб. Однако это
влияние у одних хозяев вызывает снижение про-
теолитической активности, а у других – ее повы-

Рис. 2. Доля ингибирования экстрактами цестод протеолитической активности слизистых оболочек хозяев–рыб, доля се-
риновых протеиназ в протеолитической активности слизистых оболочек кишечника хозяев–рыб и содержание белка в
экстрактах червей. 1 – слизистая оболочка; 2 – PMSF; 3 – доля сериновых протеиназ в кишечнике рыб; 4 – содержание
белка.
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шение. Направление изменений зависит от раз-
личных факторов. Следует отметить, что значи-
тельная доля в протеолитической активности
слизистых оболочек кишечников всех исследован-
ных видов рыб приходится на сериновые протеи-
назы. Кроме того, ранее было установлено, что при
заражении рыб цестодами изменяется спектр про-
теиназ, функционирующих в слизистой оболочке
кишечника хозяина. В частности, уменьшается до-
ля сериновых протеиназ [3, 22].

Снижение активности исследованных фермен-
тов у зараженных цестодами рыб (налима, синца,
леща и ерша, зараженного мелкими червями) мо-
жет быть обусловлено несколькими причинами.
Во-первых, снижение активности может происхо-
дить вследствие адсорбции части ферментов на те-
гументе цестод. Во-вторых, уменьшение активно-
сти протеолитических ферментов у зараженных
рыб может быть связано с частичным их ингибиро-
ванием на поверхности цестод, что рассматривает-
ся как один из механизмов защиты гельминтов от
воздействия протеиназ хозяев [3].

Повышение активности протеолитических фер-
ментов слизистой оболочки кишечника рыб при
заражении цестодами в случае щуки и T. nodulosus,
по всей видимости, связано с особенностями стро-
ения прикрепительного аппарата цестод [23]. Из-
вестно, что от строения прикрепительных образо-
ваний червей зависит уровень патологических из-
менений в тканях кишечника [24]. В отличие от
других исследованных нами видов гельминтов, це-
стоды T. nodulosus вооружены различными по раз-

меру и количеству крючьями, которые могут вызы-
вать повреждения слизистой оболочки кишечника
и выход внутриклеточных протеиназ в просвет ки-
шечника. Неслучайно при хронической инфекции
T. nodulosus в слизистой оболочке кишечника щуки
наблюдаются существенные структурные пере-
стройки [25].

Как установлено ранее [22], в зависимости от
своего размера цестоды Proteocephalus cernuae из
кишечника ерша по-разному влияют на протеоли-
тическую активность слизистой оболочки кишеч-
ника хозяина. В частности, при паразитировании
крупных P. cernuae в кишечнике такой мелкой ры-
бы, как ерш, активность протеиназ хозяев повыша-
ется, что, вероятно, происходит в ответ на высокую
паразитарную нагрузку, при которой включаются
адаптационные механизмы хозяина и повышается
активность его пищеварительных ферментов [22].
Это согласуется с высказанным ранее предположе-
нием о том, что зараженные хозяева компенсируют
негативное воздействие кишечных паразитов уве-
личением пищевой активности [26], что, в свою
очередь, сказывается на активности пищевари-
тельных ферментов.

Тот факт, что экстракты цестод значительно эф-
фективнее ингибируют активность трипсина, чем
активность протеиназ, функционирующих в сли-
зистых оболочках кишечника хозяина, свидетель-
ствует о большей специфичности ингибиторов
червей по отношению к трипсину. Довольно силь-
ная положительная корреляция между способно-
стью экстрактов цестод ингибировать активность

Рис. 3. Доля ингибирования экстрактами цестод активности коммерческого препарата трипсина и содержание белка
в экстрактах червей. Первый столбец – доля ингибирования трипсина синтетическим ингибитором PMSF; черные
точки – содержание белка.
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трипсина и содержанием в этих экстрактах белка
вполне объяснима, поскольку известно, что боль-
шинство ингибиторов протеиназ имеют белковую
природу [5]. В то же время известно, что ингибито-
ры сериновых протеаз – один из ключевых компо-
нентов секреторных продуктов паразитов. Они иг-
рают важную роль в выживании паразита за счет
своей способности ингибировать ферменты хозяи-
на и в норме присутствуют в микроокружении
и/или секретируются иммунными эффекторными
клетками [8]. Эти ингибиторы регулируют актив-
ность протеаз и контролируют разнообразные про-
цессы, связанные с их активностью, а также играют
существенную роль в защите паразита от пищева-
рительных ферментов хозяина и вносят вклад в
специфичность паразитирования [7, 27]. Ингиби-
торы протеиназ – важный природный инструмент
регуляции протеолитической активности, предот-
вращающий нежелательный гидролиз белков.
Кроме того, большинство известных и охарактери-
зованных белковых ингибиторов относятся к груп-
пе ингибиторов сериновых протеиназ, к которым
принадлежит трипсин [6].

В связи с вышесказанным мы предположили,
что чем выше доля сериновых протеиназ в протео-
литической активности слизистых оболочек кишеч-
ника, тем выше должна быть и доля ингибирования
этой активности экстрактами цестод. Однако данное
предположение не нашло подтверждения, что сви-
детельствует об отсутствии существенной связи
между этими показателями и их влияния на взаи-
моотношения между паразитами и хозяевами–ры-
бами. Протеолитическая активность представлена
в кишечнике активностью не только сериновых
протеиназ, но и других протеиназ (цистеиновых,
металлопротеиназ и прочих) [3]. Возможно, поэто-
му не удалось установить существенной связи меж-
ду долей ингибирования активности коммерческо-
го трипсина и долей ингибирования протеолитиче-
ской активности слизистой оболочки кишечника
хозяев.

Несмотря на существующие значительные раз-
личия в физиологических особенностях хозяев-
рыб и паразитирующих в их кишечниках цестод
найдено объединяющее этих червей свойство –
присутствие в их экстрактах компонента, способ-
ного в значительной степени ингибировать актив-
ность протеолитических ферментов в кишечнике
их хозяев. Это подтверждает высказанные ранее
предположения о том, что эту способность можно
рассматривать как один из механизмов защиты
гельминтов от воздействия протеиназ хозяина [3].
В дальнейшем необходимо направить усилия на
выделение и идентификацию компонентов, ответ-
ственных за ингибирующую способность цестод.
Некоторые шаги в этом направлении уже предпри-
няты [28].

Таким образом, паразитирование цестод в пи-
щеварительном тракте рыб изменяет активность
протеолитических ферментов слизистой оболочки
кишечника. Независимо от направленности влия-
ния цестод на протеолитическую активность сли-
зистой оболочки (снижение или повышение этой
активности при заражении) важную составляю-
щую этого влияния представляет способность всех
исследованных цестод ингибировать протеолити-
ческую активность хозяев и активность коммер-
ческого препарата трипсина. При этом эффект
ингибирующей способности для некоторых ви-
дов цестод сопоставим по своей эффективности
с синтетическим ингибитором сериновых проте-
иназ – PMSF, свидетельствуя о важности этого за-
щитного механизма в жизнедеятельности червей.
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A COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EFFECT 
OF INTESTINAL CESTODES IN DIFFERENT FISH SPECIES 

ON ACTIVITY OF PROTEOLYTIC ENZYMES
T. V. Frolovaa,# and G. I . Izvekovaa

a Papanin Institute for Biology of Inland Waters, Yaroslavl Region, Borok, Russia
#e-mail: bianka28061981@gmail.com

It was found that the six cestode species, Proteocephalus torulosus (Batsch, 1786), P. sagittus (Grimm, 1872),
P. cernuae (Gmelin, 1790), Eubothrium rugosum (Batsch, 1786), Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781), and
Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781), which parasitize in the intestines of fish, such as the dace Leuciscus leucis-
cus L., stone loach Barbatula barbatula L., ruffe Gymnocephalus cernuus L., zope Ballerus ballerus L., burbot Lota
lota L., pike Esox lucius Linnaeus, and bream Abramis brama L., alter the activity of proteolytic enzymes in the
host intestinal mucosa. Regardless of the direction of this effect (inhibition or enhancement of proteolytic en-
zyme activity upon infestation) and fish species affiliation, all the cestodes studied herein share the ability to in-
hibit the proteolytic activity of the host mucosa, as well as of commercial trypsin. In some cestode species, the
inhibitory effect is comparable to that of the synthetic serine proteinase inhibitor PMSF.

Keywords: fish, cestodes, proteolytic activity, proteinase inhibitors
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Данное исследование направлено на анализ роли ионов кальция в механизме преобразования светово-
го сигнала в сетчатке большого прудовика Lymnaea stagnalis. С этой целью изучено влияние на электри-
ческие реакции изолированного глаза моллюска веществ, влияющих на концентрацию цитоплазмати-
ческого Сa2+. Применяли: модулятор кальциевого тока 2-аминоэтилдифенил борат, хелатирующий
агент двухвалентных катионов EGTA, а также (+)-цис-дилтиазем и Cd2+ как блокаторы кальциевых ка-
налов. Все применявшиеся вещества с различной степенью эффективности подавляли медленную
волну электроретинограммы и связанную с ней импульсную активность. Делается вывод, что фото-
трансдукция в микровиллярных рецепторах сетчатки прудовика включает повышение концентрации
цитоплазматического Ca2+. Результаты фармакологических экспериментов, а также особенности уль-
траструктуры сетчатки моллюска позволяют предполагать, что этот результат достигается не только
выбросом Ca2+ из внутриклеточных депо апикальных частей фоторецепторов, но и, по крайней мере,
частично поступлением из внеклеточной среды.

Ключевые слова: Lymnaea stagnalis, сетчатка, фоторецепторы, ультраструктура, фототрансдукция, элек-
троретинограмма, фармакологический анализ, Ca2+
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Результаты детальных исследований механиз-
мов преобразования светового сигнала в сетчатке
позвоночных и членистоногих животных легли в
основу представления об однозначном соответ-
ствии цитологического типа фоторецептора по-
лярности его электрической реакции и молекуляр-
ному механизму фототрансдукции [1, 2]. Так, в
рабдомерных (микровиллярных) фоторецепторах,
характерных для глаз беспозвоночных животных,
поглощение кванта света молекулами зрительного
пигмента активирует инозитолфосфатный сиг-
нальный путь, который приводит к открытию TRP
каналов и деполяризации клетки [3]. В цилиарных
же фоторецепторах сетчатки позвоночных живот-
ных возбуждение и изомеризация молекулы ро-
допсина на свету активируют гуанилатциклазный
путь фототрансдукции, который приводит к за-
крытию катионных каналов, управляемых цГМФ,
и гиперполяризации клетки [4]. Активация обоих
сигнальных путей происходит посредством специ-
фических для каждого из типов фоторецепторов
G-белков, функционально сопрягающих молеку-
лы зрительного пигмента с трансдукционными
каскадами. Такой же схеме в целом соответствуют

свойства рабдомерных (микровиллярных) и цили-
арных фоторецепторных клеток двойной сетчатки
глаз двустворчатых моллюсков родов Pecten и Lima
[5]. Однако ввиду малочисленности исследований
механизмов фоторецепции у представителей дру-
гих таксонов утверждение описанной связи мо-
жет быть распространено на них пока только в
виде предположения, включая брюхоногих мол-
люсков – представителей наиболее крупного по
числу видов класса мягкотелых. Последнее обстоя-
тельство обусловливает интерес к исследованию
механизмов световой чувствительности у этих жи-
вотных с позиции эволюционной и сравнительной
физиологии.

К настоящему времени присутствие в организ-
ме одного животного фоторецепторных клеток
разного цитологического типа и/или реализующих
различные пути преобразования светового сигнала
уже перестало быть уникальной особенностью дву-
створчатых моллюсков и установлено для ряда ор-
ганизмов, принадлежащих различным таксонам
позвоночных и беспозвоночных животных [6, 7].
Указанное разнообразие достигается, прежде все-
го, за счет светочувствительных клеток, не входя-
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щих в состав сетчатки глаза, включая центральные
нейроны [8, 9], которые невозможно отнести к од-
ной из упомянутых цитологических групп. При
этом именно для моллюсков, по-видимому, наибо-
лее характерно одновременное наличие у одного
животного сразу нескольких видов световой чув-
ствительности [10]. Так, у пресноводного брюхо-
ногого моллюска Lymnaea stagnalis чувствитель-
ность к свету помимо сетчатки глаза проявляют
также кожные покровы ноги, мантии и головной
части туловища [11]. Освещение глаза прудовика
приводит к on-реакции фоторецепторов сетчатки:
деполяризации и возникновению в них потенциа-
лов действия [12], которые проводятся по аксонам
оптического нерва в центральные ганглии [13].
В отличие от фоторецепторов глаза светочувстви-
тельные клетки кожи L. stagnalis в целом не имеют
четкой локализации. Лишь в коже мантии в обла-
сти пневмостома выявлено скопление структур,
обладающих иммунореактивностью к антителам
опсина осьминога, которые определены как при-
надлежащие фоторецепторам [14]. Световая сти-
муляция этой части тела моллюска вызывает фаз-
ную off-реакцию в правом париетальном нерве
(n. parietalis dexter) и появление возбуждающего
постсинаптического потенциала (ВПСП) в интер-
нейроне RPeD11 [15]. Эти события являются ча-
стью нейрофизиологического механизма оборони-
тельного поведения, а именно втягивания тела жи-
вотного в раковину с одновременным закрытием
пневмостома в ответ на резкое снижение освещен-
ности кожи. Исходя из того, что импульсная реак-
ция в париетальном нерве отражает активность
светочувствительных клеток кожи, можно предпо-
лагать, что фоторецепторы сетчатки и кожи имеют
отличные друг от друга функциональные свойства,
в основе которых могут лежать различные пути
преобразования светового сигнала.

Фармакологический анализ электрических ре-
акций RPeD 11, а также проявлений оборонитель-
ного теневого рефлекса, дал основания для вывода
о том, что off-ответ фоторецепторов кожи обеспе-
чивается работой каналов, управляемых цикличе-
скими нуклеотидами, а именно цГМФ [16]. Однако
при этом цитологический тип светочувствитель-
ных клеток кожи L. stagnalis остается пока неиз-
вестным, в то время как в состав сетчатки этого
моллюска входят только микровиллярные фоторе-
цепторы [17, 18]. Следуя описанной выше корреля-
тивной связи, можно было бы предполагать, что в
фоторецепторах сетчатки прудовика фототранс-
дукция проходит по инозитолфосфатному пути,
включающему модуляцию внутриклеточной кон-
центрации Ca2+. Однако ввиду необходимости экс-
периментальной проверки такого предположения,
а также с целью сравнения процессов преобразова-
ния светового сигнала в различных фоторецепто-
рах L. stagnalis, мы предприняли фармакологиче-
ский анализ вовлеченности Ca2+ в генерацию элек-

трических реакций сетчатки этого моллюска на
световую стимуляцию. Для сопоставимости ре-
зультатов набор примененных нами веществ вклю-
чал и те, что были использованы в исследованиях
фоторецепторов кожи [16]. Предварительные ре-
зультаты исследования были опубликованы ранее
[19].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные

Объектом исследования были взрослые особи
прудовика Lymnaea stagnalis с размером раковины
около 3 см, собранные в водоемах города Светлый,
Калининградская область, и содержавшиеся в ла-
бораторных условиях.

Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
циям биоэтической комиссии БФУ им. И. Канта.

Электронная микроскопия
Для приготовления срезов использовали препа-

рат глаза с участками прилегающей ткани. Образец
ткани предварительно фиксировали в 2.5% раство-
ре глутарового альдегида, приготовленном на
0.1%-ном какодилатном буфере (рН = 7.5), а затем
обезвоживали в серии этилового спирта возраста-
ющей концентрации от 50 до 100% и пропиленок-
сидом. Обезвоженный образец заливали в “Арал-
дид” или “Эпон 812”. С полученных блоков делали
срезы на ультрамикротоме Reichert-Jung Ultracut E
толщиной около 50 нм. Полученные срезы контра-
стировали цитратом свинца по Рейнольдсу и ура-
нилацетатом свинца. Для просмотра срезы поме-
щали на медные сеточки.

Просмотр и фотографирование срезов проводи-
ли на электронном микроскопе Philips EM 300
(Медицинский факультет высшей технической
школы Северного Рейна-Вестфалии, Ахен).

Электрофизиологические эксперименты
Экспериментальный препарат состоял из изоли-

рованного глаза с отрезком оптического нерва.
В некоторых опытах для облегчения процессов
диффузионного обмена между микросредой апи-
кальных отделов фоторецепторов и внешним рас-
твором из глазного бокала удаляли хрусталик. Все
препараты готовили под бинокулярным микроско-
пом в условиях общего затемнения и с использова-
нием красного фильтра в осветителе.

Регистрация электроретинограммы (ЭРГ) вы-
полнялась холдером A-M Systems с всасывающим
портом и Ag/AgCl электродом, в котором укреп-
лялась стеклянная пипетка с диаметром входного
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отверстия около 70 мкм. Электрод закрепляли в
экспериментальной ванночке объемом 1 мл. Стек-
лянные пипетки изготавливали на пуллере PC10 и
оплавляли до нужного диаметра на микрокузнице
MF900 (Narishige).

Электрические сигналы усиливали (A-M System
Model 1800, ×100) в полосе частот 0.1–500 Гц,
оцифровывали с шагом дискретизации 0.1 мс
(Digidata 1440A), записывали на компьютере и об-
рабатывали с использованием программного паке-
та pClamp 10.4. Для получения записей импульс-
ной активности программными средствами подни-
мали нижнюю границу полосы пропускаемых
частот до 10 Гц.

Световая стимуляция осуществлялась светоди-
одом GNL-3012GD (λmax = 525 нм), свет от которо-
го подавали к препарату по оптоволоконному жгу-
ту. Освещенность препарата составляла около
1000 лк. В качестве управляемого параметра была
выбрана длительность стимула, которую задавали
через Digidata 1440A.

Ход электрофизиологического эксперимента

Приготовленный препарат помещали в экспе-
риментальную ванночку, заполненную физиоло-
гическим раствором, которую устанавливали в
экранированную камеру. Отрезок оптического
нерва полностью затягивали в наконечник, кото-
рый под отрицательным давлением плотно приле-
гал к глазному бокалу. В таком виде препарат
оставляли в темноте на время не менее 40 мин до
установления относительно стабильной амплиту-
ды ЭРГ, что считали завершением темновой адап-
тации и определяли периодической регистрацией
реакции на световой стимул длительностью 500 мс.
По истечении периода адаптации выполняли блок
стимуляции световыми вспышками нарастающей
длительности. Затем вводили в ванночку раствор
исследуемого вещества до достижения необходи-
мой расчетной концентрации и оставляли глаз в
новом растворе на время около 15 мин, после чего
повторяли блок стимуляции световыми раздражи-
телями. Процедуру стимуляции проводили по-
вторно через 15 мин. Затем возвращали в ванночку
исходный физиологический раствор, отмывая им
препарат не менее одного часа. В процессе отмыва-
ния повторяли блок стимуляции световыми раз-
дражителями для контроля степени восстановле-
ния световых ответов глаза.

Использованные вещества

2-Аминоэтилдифенил борат (2-APB, Sigma,
D9754) применяли как ингибитор входящего каль-
циевого тока через каналы TRP и модулятор внут-
риклеточного высвобождения ионов Ca2+, в том
числе и управляемого через рецепторы IP3 [20].

Маточный раствор вещества 10 мМ готовили на
диметилсульфоксиде (DMSO) и хранили в моро-
зильной камере при –25°C в атмосфере аргона. Во
время опыта маточный раствор разводили до кон-
центрации 1 мМ физиологическим раствором и в
необходимом объеме добавляли в эксперименталь-
ную ванночку для достижения нужной концентра-
ции.

Этиленгликоль-бис-(β-аминоэтиловый эфир)-
N,N,N',N'-тетрауксусной кислоты тетранатрие-
вая соль (EGTA, Sigma-Aldrich, E8145) применялась
как хелатор двухвалентных катионов с повышен-
ным сродством в отношении ионов Ca2+. Маточ-
ный раствор EGTA 0.1 М готовили в NaOH и хра-
нили в морозильной камере при –25°C. В ходе
эксперимента его разбавляли до желаемой концен-
трации физиологическим раствором, не содержа-
щим Са2+, и использовали для наполнения экспе-
риментальной ванночки.

Хлорид кадмия (CdCl2, Sigma-Aldrich, 202908) ис-
пользовали для введения в раствор Cd2+ как блока-
торов кальциевых каналов [21]. Исходный водный
раствор 0.1 М хранили в холодильнике при 4°C и
добавляли в необходимом объеме в эксперимен-
тальную ванночку для достижения нужной кон-
центрации.

(+)-цис-дилтиазем гидрохлорид (DTZ, Sigma,
D2521), блокатор некоторых типов каналов Са2+

[22, 23], применяли для сравнения его эффектив-
ности по отношению к фоторецепторам кожи [16]
и сетчатки. Маточный раствор DTZ 10 мМ готови-
ли на дистиллированной воде и хранили в моро-
зильной камере при –25°С. Процедура получения
рабочего раствора для эксперимента была такой
же, как и для 2-APB.

Состав физиологического раствора (мМ): NaCl –
40; KCl – 3; CaCl2 – 3; MgCl2 – 3. Значение рН =
= 7.4–7.6 устанавливали HEPES. В экспериментах
с применением EGTA использовали физиологиче-
ский раствор такого же состава, только без Са2+

(бескальциевый раствор).

Обработка и статистический анализ результатов

Значения амплитуд медленной волны ЭРГ в
каждом опыте нормировали относительно ее мак-
симального значения, полученного в контрольном
физиологическом растворе до аппликации веще-
ства. Нормированные значения усредняли по всем
опытам. Статистическую обработку результатов
проводили с помощью двухфакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA) в программе GraphPad
Prism 7.04. Достоверность различий средних значе-
ний ЭРГ, полученных в контрольных растворах и в
присутствии веществ, оценивали на основе крите-
риев Тьюки и Шидака.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 3  2022

КАЛЬЦИЕВЫЙ КОМПОНЕНТ ФОТООТВЕТОВ СЕТЧАТКИ МОЛЛЮСКА 199

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ультраструктура

Основные детали структурной организации и
клеточного состава сетчатки L. stagnalis подробно
описаны ранее в ряде исследований [17, 18]. Поэто-
му мы сфокусировали внимание на структурных
особенностях апикальных частей фоторецептор-
ных клеток и их микровиллярного аппарата как ме-
ста потенциальной локализации зрительного пиг-
мента и молекулярных элементов механизма фото-
трансдукции. Вершины фоторецепторных клеток
диаметром поперечного сечения около 4–6 мкм
выдаются в полость глазного бокала на расстояние
до 10–12 мкм. Они образуют многочисленные мик-
ровиллярные выросты диаметром от 0.08 до
0.4 мкм и длиной до 6–7 мкм (рис. 1a). В боль-
шинстве своем расположение микровилл отдель-
ного фоторецептора выглядит слабо упорядочен-
ным, хотя встречаются отдельные пучки и обла-
сти их одинаковой пространственной ориентации
(рис. 1b). Вероятно, что эти группы микровилл
принадлежат разным морфологическим типам фо-
торецепторов. На полученных фотографиях не
просматривается деталей ультраструктуры микро-
вилл: их внутреннее пространство выглядит одно-
родным. При этом в цитоплазме стволовой части
апексов фоторецепторов обнаружены многочис-
ленные везикулярные образования, мембранные
структуры и митохондрии (рис. 1c).

Электроретинограмма

Детальное описание ЭРГ L. stagnalis и ее свойств
было выполнено ранее [13]. Поэтому здесь ограни-
чимся лишь некоторыми комментариями. Элек-
трическая реакция глаза, вызванная короткой
вспышкой света, состоит из медленной волны и
связанным с ней разрядом импульсной активно-
сти. Латентный период возникновения волны ЭРГ
всегда был короче такового импульсной реакции.
Так, например, если после включения света начало
волны ЭРГ фиксировали через 150 мс, то вспышку
импульсов, возникающих на ее восходящей фазе, –
примерно через 250 мс. Форма ЭРГ обычно одно-
образна, хотя иногда встречались отклонения, что,
вероятно, связано с особенностями положения
глаза во всасывающем наконечнике. Абсолютное
значение амплитуды ЭРГ варьировало от опыта к
опыту, но влияние этого фактора устраняли нор-
мированием полученных величин. В некоторых
наших опытах амплитуда медленной волны могла
достигать 2 мВ, а импульсной активности в макси-
муме ответа – около 25 мкВ. Ввиду того, что мед-
ленная волна, по-видимому, является интеграль-
ным показателем рецепторного потенциала фото-
рецепторов, ее амплитуда была выбрана в качестве
ключевого параметра при последующем фармако-
логическом анализе фототрансдукции.

Влияние веществ на ЭРГ

Влияние 2-APB на световые реакции сетчатки
глаза было исследовано в диапазоне концентраций
1–100 мкМ. Признаки угнетающего влияния веще-
ства на медленную волну ЭРГ проявлялись при его
концентрации около 2 мкМ, а при 100 мкМ наблю-
далось практически ее полное подавление. В кон-
центрации 10 мкМ 2-APB уменьшал амплитуду
ЭРГ в среднем до 0.31 ± 0.19 от исходной величины
при длительности вспышки 1 с. В этих опытах ста-
тистическая значимость наблюдаемого эффекта
подтверждается для всех значений длительности
светового стимула кроме 1 мс, причем свыше 10 мс –
с высокой степенью достоверности (рис. 2а). Угне-
тающее влияние препарата проявлялось в сниже-
нии как амплитуды волны ЭРГ, так и импульсной
активности. И обратно, нарастание волны ЭРГ при
возврате физиологического раствора сопровожда-
лось восстановлением, по крайне мере частичным,
импульсной активности (рис. 2b, c). Эти события
достаточно хорошо коррелировали друг с другом.
Эффект, произведенный веществом, сохранялся в
течение нескольких часов, однако все же был обра-
тимым. В специально поставленных опытах с дли-
тельным отмыванием полное восстановление ам-
плитуды ЭРГ и импульсного компонента реакции
на свет наблюдали через 9 ч после завершения ап-
пликации 2-APB в концентрации 10 мкМ.

CdCl2, введенный в физиологический раствор в
концентрации 0.1 мМ, не оказывал статистически
значимых изменений амплитуды ЭРГ. Она сильно
уменьшалась для всех длительностей световой
вспышки при 1 мМ CdCl2. Так, при длительности
500 мс амплитуда волны ЭРГ уменьшалась в сред-
нем до 0.23 ± 0.14 от исходного значения (рис. 3a, b).
Импульсная активность в этом случае также была
подавлена, но импульсы небольшой величины еще
сохранялись (рис. 3c). После возврата физиологи-
ческого раствора восстановление электрических
ответов не наблюдалось даже при длительном про-
мывании.

Влияние EGTA на амплитуду ЭРГ по сравнению
с Cd2+ выглядит менее эффективным: при концен-
трации EGTA 1 мМ амплитуда ответа обратимо
уменьшалась в среднем до 0.56 ± 0.22 от исходного
значения при длительности вспышки 500 мс
(рис. 4a). После возврата к физиологическому рас-
твору амплитуда ЭРГ восстанавливалась в течение
1 ч. Повышение концентрации EGTA до 10 мМ
приводило к существенному уменьшению ампли-
туды ЭРГ в среднем до 0.15 ± 0.16 (рис. 4b). Этот
эффект был очень сильным и, как правило, со-
хранялся после нескольких часов возврата к фи-
зиологическому раствору. Во всех выполненных
экспериментах в случае проявления угнетающего
влияния веществ на амплитуду волны ЭРГ также
уменьшалась амплитуда импульсного компонента
реакции глаза на световой стимул (рис. 4с). Все
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опыты с аппликацией EGTA проводили в бескаль-
циевом растворе. При этом замена физиологиче-
ского раствора на бескальциевый не оказывала
заметного влияния ни на амплитуду ЭРГ, ни на
импульсную реакцию на свет. Дополнительно
проверяли возможность вовлечения в рецептор-
ный ответ поступающего потока ионов кальция,

которые могли бы сохраняться в стекловидном те-
ле и в бескальциевом растворе. С этой целью были
проведены несколько экспериментов на препарате
глаза с удаленным хрусталиком. Результаты одного
из них представлены на рис. 5. Этот препарат, как
и интактный изолированный глаз, демонстрировал
стабильный электрический ответ на свет в бескаль-

Рис. 1. Электронные микрофотографии срезов трех разных частей сетчатки Lymnaea stagnalis. (a) Средняя часть латераль-
ной стенки глазного бокала. Виден профиль апикальной части фоторецепторной клетки с тремя гранулами экранирую-
щего пигмента и многочисленными микровиллами. Такие же многочисленные гранулы, видимые в нижней части фото-
графии, принадлежат опорным клеткам. (b) Дно глазного бокала. Видны продольные и поперечные срезы упорядоченных
в пространстве пучков микровилл фоторецепторных клеток. (c) Поперечный срез апикальной части фоторецепторной
клетки в нижней части полости глазного бокала. Многочисленные микровиллы этой фоторецепторной клетки плохо ор-
ганизованы в пространстве. Видны многочисленные везикулы и митохондрии, часть из которых обозначены соответ-
ственно черными и белыми стрелками. Имеются также элементы эндомембранных систем, предположительно аппарата
Гольджи (Ga). pc – фоторецепторная клетка; sc – опорная (пигментная) клетка; mv – микровиллы; cmv – поперечное
сечение микровилл; lmv – продольный срез микровилл; vb – стекловидное тело; g – гранулы экранирующего пигмента.
Масштабная линейка: 0.5 мкм.
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Рис. 2. Влияние аппликации 2-АPB на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного гла-
за Lymnaea stagnalis. (a) Нормированная и усредненная (n = 14) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванной световой
вспышкой различной продолжительности в физиологическом растворе (Saline 1), после 30 мин добавления 0.01 мМ
2-APB и после 1 ч восстановления физиологического раствора (Saline 2). (b, c) Примеры волн ЭРГ (b) и импульсных
ответов (c), полученных на вспышку света, в физиологическом растворе (1), после 30-минутного применения 0.01 мкМ
2-APB (2) и после 1 ч восстановления физиологического раствора (3). Обозначения: вертикальные линии – стандартное
отклонение; горизонтальные линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001; *** – p = 0.0001; ** – p = 0.001; ns –
p > 0.05 (тест Тьюки).
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Рис. 3. Влияние Cd2+ на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного глаза Lymnaea stag-
nalis. (a) Нормированная и усредненная (n = 15) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванная световой вспышкой раз-
личной продолжительности в физиологическом растворе (Saline 1), после 30 мин добавления 0.1 мМ CdCl2, 1 ч восста-
новления физиологического раствора (Saline 2) и после 30-минутного применения соли кадмия в концентрации 1 мМ.
(b, c) Примеры регистраций волн ЭРГ (b) и импульсных ответов (с), полученных в ответ на вспышку света, в физиологи-
ческом растворе (1), после 30-минутного применения Cd2+ в концентрации 0.1 мМ (2) и 1 мМ (3). Обозначения: верти-
кальные линии – стандартное отклонение; горизонтальные линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001;
* – p = 0.01; ns – p > 0.05 (тест Тьюки).
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циевом растворе. Однако применение 1 мМ EGTA
приводило к быстрому снижению амплитуды мед-
ленной волны ЭРГ на 40–50%. Возврат к бескаль-
циевому раствору приводил к небольшому росту
волны ЭРГ, а переход к физиологическому раство-
ру сопровождался увеличением как амплитуды
волны (рис. 5a), так и импульсной активности
(рис. 5b) практически до исходных величин.

DTZ в концентрациях до 0.1 мМ не оказывал
статистически значимых отклонений амплитуды
волны ЭРГ от контроля, так и заметных изменений
импульсной активности в ответ на световые стиму-
лы всех использованных значений длительности. В
некоторых случаях возврат к физиологическому
раствору после аппликации DTZ сопровождался
даже некоторым увеличением амплитуды ЭРГ.
Статистически значимое угнетающее влияние
DTZ на ЭРГ проявлялось при концентрации
0.5 мМ (рис. 6a). При этом амплитуда волны ЭРГ
составила в среднем 0.43 ± 0.19 от исходной вели-
чины при длительности вспышки 1.5 с (рис. 6b).
Продолжительное отмывание препарата физиоло-
гическим раствором приводило к, по крайней ме-
ре, частичному восстановлению обоих компонен-
тов ответа на освещение (рис. 6b, c).

Анализ влияния 2-APB, DTZ и Cd2+ на амплитуду
ЭРГ в бескальциевом растворе, содержащем 1 мМ
EGTA, проводили с целью анализа возможного

вклада входящего тока Ca2+ в генерацию ответа фо-
торецепторов на световой стимул. Эти опыты вы-
полнялись на препаратах как интактного глаза, так
и после удаления хрусталика. На рисунке 7 пред-
ставлены примеры ЭРГ, полученные в таких экс-
периментах. Во всех опытах введение в бескальци-
евый раствор 1 мМ EGTA уменьшало амплитуду
ЭРГ до 50–60% от ее исходного значения. На этом

фоне введение в раствор 0.2 мМ Cd2+ приводило к
дальнейшему уменьшению ЭРГ, которое имело
прогрессирующий и необратимый характер (рис. 7a).
В таких же исходных условиях введение в раствор
1 мМ DTZ немного даже увеличивало амплитуду
ЭРГ (рис. 7b), а 0.1 мМ 2-APB практически пол-
ностью ее подавляло (рис. 7с). Следует отметить,
что эффект этих веществ был обратимым, а в слу-
чае восстановления бескальциевого раствора по-
сле аппликации 2-APB амплитуда ЭРГ даже уве-
личилась.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ полученных результатов строится на
представлении, что медленная волна ЭРГ пред-
ставляет собой интегральный показатель рецеп-
торных потенциалов светочувствительных клеток
сетчатки. Поэтому обсуждение возможных путей
фототрансдукции в сетчатке L. stagnalis основано

Рис. 4. Влияние EGTA на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного глаза Lymnaea
stagnalis. (a) Нормализованная и усредненная (n = 16) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванной световой вспышкой
различной длительности в физиологическом растворе (Saline 1), через 30 мин добавления 1 мМ EGTA, через 1 ч восста-
новления физиологического раствора (Saline 2) и через 30 мин аппликации 10 мМ хелатирующего агента. (b, c) Примеры
волн ЭРГ (b) и импульсных ответов (c), полученных на вспышку света в физиологическом растворе (1), после 30-минут-
ного применения EGTA в концентрации 1 мМ (2) и 10 мМ EGTA (3). Обозначения: вертикальные линии – стандартное
отклонение; горизонтальные линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001; ** – p = 0.0026; * – p < 0.05;
ns – p > 0.05 (тест Шидака).
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на эффектах препаратов, влияющих именно на

этот компонент реакции на свет. Эксперименталь-

ные результаты, представленные в статье, указыва-

ют на важную роль Са2+ в трансформации светово-

го сигнала в фоторецепторах сетчатки L. stagnalis.

Поскольку 2-APB позиционируется как модулятор

высвобождения Са2+ из цитоплазматических депо

[24], то его ингибирующее действие на ЭРГ прудо-

вика указывает на наличие именно этого этапа в

фототрансдукции в сетчатке прудовика. Такой ме-

ханизм реализуется, например, в рабдомерных фо-

торецепторах мечехвоста Limulus. В них регуляция

концентрации Са2+ предположительно осуществ-

ляется посредством активации рецепторов IP3

мембран внутриклеточных депо. Применение

2-APB подавляет повышение концентрации цито-

плазматического Са2+ в фоторецепторах Limulus и

их деполяризацию, вызванную светом, а также

внутриклеточной инъекцией IP3 [25]. Однако в фо-

торецепторах Drosophila повышение внутриклеточ-

ной концентрации Са2+ при фототрансдукции

обеспечивается его поступлением в цитоплазму из

внешнего раствора через активируемые TRP-кана-
лы мембран микровилл [26, 27]. Таким образом, в
фоторецепторах животных даже одной таксономи-
ческой группы могут реализовываться разные ме-
ханизмы фототрансдукции. Такая диверсифика-
ция делает необходимым рассмотреть оба пути по-

ступления Са2+ в цитоплазму фоторецепторов
L. stagnalis. В бескальциевом растворе сохранялась
амплитуда волн ЭРГ, генерируемых препаратами
как интактных глаз, так и после удаления из них
хрусталика (рис. 5 и 7). Однако после введения в
раствор EGTA амплитуда этого ответа уменьша-
лась, а оставшийся ответ подавлялся аппликацией
2-APB (рис. 7). Мы предлагаем следующую трак-
товку этой последовательности событий. В раство-

ре, не содержащем Ca2+, вблизи микровилл фото-
рецепторов сохраняется некоторое количество

Ca2+, которые не удаляются полностью путем диф-
фузии, но могут быть связаны хелатором. В таких
условиях угнетающее влияние на электрические
реакции 2-APB может быть интерпретировано как

подавление внутриклеточного выброса Ca2+ в ци-
топлазму. Отметим отсутствие заметного влияния
DTZ на ЭРГ L. stagnalis в бескальциевом растворе в
присутствии EGTA при том, что в физиологиче-
ском растворе он в концентрациях, начиная с
0.5 мМ, уменьшал амплитуду ЭРГ (рис. 6). Воз-
можно, что в физиологическом растворе в при-
меняемых концентрациях проявлялось его бло-
кирующее действие на кальциевые каналы по
фармакологическим свойствам близкие в Cav

каналам, блокируемым (+)-цис-дилтиаземом.

На основании изложенного выше мы предпола-
гаем, что процесс фототрансдукции L. stagnalis
включает повышение концентрации Ca2+ в цито-
плазме как за счет стимуляции его выхода из цито-
плазматических депо, так и частично за счет входя-
щего трансмембранного тока этих ионов, подобно-
го тому, что был обнаружен в микровиллярных
фоторецепторах Lima scarba [28]. Судя по измене-

ниям амплитуды ЭРГ оба пути поступления Ca2+ в
цитоплазму фоторецепторов вносят примерно
одинаковый вклад в их деполяризацию.

Подавление ЭРГ после введения в раствор Cd2+

проявлялось во всех вариантах растворов (физио-
логическом, бескальциевом и после добавления в
него EGTA) при примерно одинаковой концентра-
ции 0.2 мМ. Учитывая необратимый характер ука-

занного влияния, а также способность Cd2+ прохо-
дить через плазматические мембраны [29], можно
предполагать, что влияние этого иона на ЭРГ мо-
жет быть результатом неспецифического деструк-
тивного действия на белки. Однако, если увеличе-

ние концентрации цитоплазматического Ca2+ мо-
жет быть частично обеспечено входящим током

этих ионов, то почему угнетающее влияние Cd2+

проявляется только в высоких концентрациях 0.2–
0.3 мМ в физиологическом растворе. Это при том,

Рис. 5. Примеры записей волн ЭРГ (а) и импульсных
реакций (b) изолированного глаза Lymnaea stagnalis с
удаленным хрусталиком, полученных на световую
вспышку, в бескальциевом растворе (1), после 10 мин
аппликации 1 мМ EGTA (2), через 10 мин после возвра-
щения бескальциевого раствора (3) и через 10 мин пре-
бывания в физиологическом растворе (4). Горизон-
тальные линии – отметка вспышки света.
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что блокирующий эффект Cd2+ на потенциал-за-
висимые кальциевые каналы проявляется уже при
концентрациях в диапазоне 2–10 мкМ [21]. Таким
образом, отсутствие влияния на ЭРГ низких кон-

центраций Сd2+ в физиологическом растворе вхо-
дит в видимое противоречие с описанным эффек-
том EGTA. Предположение о нечувствительности

входящего тока Ca2+ фоторецепторов к практиче-

ски миллимолярным концентрациям Cd2+ пред-
ставляется маловероятным. Мы пока не имеем од-
нозначного ответа на этот вопрос, который нужда-
ется в дальнейшем изучении.

Выход Ca2+ из цитоплазматических депо может
быть результатом гидролиза PIP2 с образованием
IP3 и последующей активации его рецепторов, как

это происходит у Limulus [25]. Однако, основыва-
ясь только на влиянии 2-APB на амплитуду ЭРГ
L. stagnalis, нельзя с уверенностью утверждать, что

выброс Са2+ в цитоплазму фоторецепторов проис-
ходит за счет активации рецепторов IP3 [30, 31]. Та-

кой механизм может быть рассмотрен в качестве
предположения и также нуждается в дополнитель-
ных исследованиях. Другой вопрос, где расположе-
ны депо кальция и может ли действие на них IP3

обеспечиваться механизмом простой диффузии
его молекул в цитоплазме? Электронно-микроско-
пический анализ не дает очевидных свидетельств

наличия таких структурных элементов в цитоплаз-
ме микровилл фоторецепторов L. stagnalis. При
этом в стволовой части их апикальных отделов
присутствуют многочисленные везикулы и внутри-
клеточные мембраны, которые могут быть струк-
турной основой внутриклеточного депо ионов

кальция. Предположим, что высвобождение Са2+

из депо контролируется активацией рецепторов
IP3, которая достигается повышением концентра-

ции этого вторичного мессенджера в цитоплазме. В
этом случае вопрос заключается в том, может ли
образование IP3 в мембранах микроворсинок, наи-

более вероятном месте локализации родопсина,
обеспечить эффективную активацию его рецепто-
ров на внутриклеточных структурах апикальной
части фоторецептора? Расчеты, основанные на ве-
личине коэффициента диффузии IP3 в цитоплазме

клеток нейробластомы, дают в предельном случае
около 5 мкм как расстоянии, на котором эффек-
тивность внутриклеточного медиатора может быть
равна половине максимальной [32]. Такая величи-
на вполне согласуется с линейными размерами фо-
торецепторных микроворсинок L. stagnalis, вклю-
чая их проксимальные отделы. Поэтому представ-
ляется, что геометрия фоторецепторной клетки
вполне обеспечивает механизм диффузии внутри-
клеточного мессенджера к цитоплазматическим
депо кальция.

Рис. 6. Влияние DTZ на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного глаза Lymnaea stag-
nalis. (a) Нормализованная и усредненная (n = 10) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванной вспышкой света различ-
ной продолжительности в физиологическом растворе (Saline 1), после 30 мин добавления 0.5 мМ DTZ и спустя 1 ч после
восстановления физиологического раствора (Saline 2). (b, c) Примеры записей волн ЭРГ (b) и импульсных ответов (c), по-
лученных на световую вспышку в физиологическом растворе (1), после 30 мин аппликации 0.5 мМ DTZ (2) и 1 ч восста-
новления физиологического раствора. Обозначения: вертикальные линии – стандартное отклонение; горизонтальные
линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001; ** – p = 0.005; * – p = 0.019; ns – p > 0.05 (тест Тьюки).
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Результаты, полученные в данной работе, сви-

детельствуют также о различии путей фототранс-

дукции в сетчатке и коже L. stagnalis. Основание

для такого вывода видится в противоположном

влиянии 2-APB на реакцию фоторецепторов глаза

и кожи на освещение. Так, в наших экспериментах

2-APB в концентрациях выше 2 мкМ подавлял вол-

ну ЭРГ и импульсные реакции фоторецепторов

сетчатки на освещение. При этом в концентрации

до 50 мкМ 2-APB не оказывал заметного влияния

на электрические off-реакции RPeD11 на световое

раздражение кожи и поведенческое проявление те-

невого рефлекса. [16]. В то же время ингибирую-

щее действие DTZ в обоих исследованиях проявля-

лось в сходных концентрациях. В настоящее время

мы не можем связать выявленные различия в дей-

ствии 2-APB на фоторецепторы сетчатки и кожи

прудовика с различиями в их строении или элек-

трических свойствах. Реакции на свет, регистриру-

емые в изолированном глазу, отражают активность

фоторецепторов, направляющих свои аксоны не-

посредственно к зрительному нерву без синаптиче-

ского переключения [33]. Таким образом, эффекты

фармакологических препаратов, наблюдаемые в

наших экспериментах, являются результатом их

влияния на микровиллярные фоторецепторы сет-

Рис. 7. Влияние 1 мМ DTZ (a), Cd2+ (b) и 0.1 мМ 2-APB (c) на ЭРГ Lymnaea stagnalis. Записи, представленные на (а) и (с),
сделаны в бескальциевом растворе (1), после добавления 1 мМ EGTA (2) и аппликации веществ (3) и последующего
возвращения исходного раствора (4). Записи, представленные на (b), сделаны: в бескальциевом растворе (1), после добав-
ления 1 мМ EGTA (2), введения в раствор Cd2+ в концентрациях 0.1 мМ (3), 0.4 мМ (4) и 0.5 мМ (5) и возврата к исходному
раствору (6). ЭРГ на (a) и (b) получены в опытах на препаратах изолированного глаза, а на (с) – после удаления хрустали-
ка. Горизонтальные линии – отметка вспышки света.
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чатки. Что касается электрических off-реакций

центрального нейрона RPeD11, регистрируемых

при световой cтимуляции кожи мантии, то они яв-

ляются результатом прохождения сигнала хотя бы

через один синапс, образованный на нейроне аф-

ферентными волокнами мантийного нерва [15].

При этом не очевидно, что электрические реакции

на световую стимуляцию области пневмостома

L. stagnalis, регистрируемые в самом мантийном

нерве [14], принадлежат именно фоторецепторным

клеткам и не трансформируются, например, в

нервном сплетении кожи. Кроме того, остается не-

известным цитологический тип светочувствитель-

ных элементов кожи прудовика. По результатам

электронно-микроскопического исследования

сенсорных структур кожи этого моллюска функ-

ция фоторецептора была приписана цилиарным

клеткам [34]. Однако это предположение до сих

пор не подтверждено.

Отдельно стоит обсудить вопрос об участии Ca2+

в генерации импульсной составляющей ЭРГ. Как

сама ЭРГ, так и электрические реакции отдельных

фоторецепторов [12] состоят из градуальной волны

деполяризации и возникающих на ее фоне им-

пульсных реакций. Возможно, что эти процессы

разнесены в фоторецепторах пространственно и,

очевидно, обеспечиваются различными механиз-

мами. Следует указать, что в случае ЭРГ, которая

регистрируется внеклеточно, импульсный компо-

нент представляет собой результат сложения ам-

плитуд потенциалов действия многочисленных

фоторецепторов. Поэтому увеличение амплитуды

вспышки импульсов в восходящую фазу и пик вол-

ны ЭРГ могут быть результатом как увеличения ча-

стоты, так и числа возбуждающихся фоторецепто-

ров. В случае применения 2-APB в целом наблюда-

лось соответствие амплитуд волны ЭРГ и

импульсного компонента (рис. 2b, c), что объясни-

мо, если предположить сугубо внутриклеточный

механизм действия вещества. В этом случае число

и частота импульсирующих фоторецепторов зави-

сят от амплитуд их деполяризации, являющихся, в

свою очередь, конечным результатом фототранс-

дукции. Исчезновение же импульсной реакции

при лишь частичном подавлении амплитуды вол-

ны ЭРГ, вызванном применением EGTA (рис. 4b,

c), может указывать на важную роль именно вне-

клеточного Ca2+ в генерации потенциалов дей-

ствия фоторецепторов. Аналогично может быть

объяснено заметное уменьшение импульсного

компонента ЭРГ при введении в раствор DTZ

(рис. 6b, c). Что касается эффектов Cd2+, то вопрос

механизмов его влияния на компоненты ЭРГ тре-

бует дополнительного изучения.

Суммируя приведенные выше рассуждения, мы

можем сформулировать некоторые выводы отно-

сительно механизмов преобразования светового
сигнала в фоторецепторах L. stagnalis:

1) регуляция концентрации Ca2+ в цитоплазме
является компонентом фототрансдукции в микро-
виллярных фоторецепторах сетчатки;

2) источником поступления в цитоплазму Ca2+

являются как внутриклеточные депо, так и внекле-
точная микросреда;

3) выраженный угнетающий эффект 2-APB на
ЭРГ при отсутствии его заметного влияния на
электрические реакции центрального нейрона
RPeD11, вызванные световой стимуляцией мантии
[16], позволяет предполагать различия молекуляр-
ных механизмов фототрансдукции в сетчатке и ко-
же моллюска;

4) входящий ток Ca2+ является компонентом ме-
ханизма генерации фоторецепторами потенциалов
действия.

Представленные в статье результаты и их интер-
претация являются первым шагом в изучении пу-
тей преобразования света в фоторецепторах брю-
хоногих моллюсков, которое имеет перспективу
продолжения как на клеточном, так и на молеку-
лярном уровне.
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CALCIUM COMPONENT OF THE RETINAL LIGHT RESPONSE 
IN THE SNAIL LYMNAEA STAGNALIS: A PHARMACOLOGICAL

AND ULTRSTRUCTURAL STUDY
V. V. Zhukova,# and M. V. Saphonova

a Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
#e-mail: valerzhukov@mail.ru

The study aimed to analyze the role and sources of calcium ions during the retinal light response in the freshwater
pond snail Lymnaea stagnalis. We explored the effect of the following pharmacological agents modulating intra-
cellular Ca2+ concentration on the electroretinogram (ERG) of an isolated eye: 2-aminoethyl diphenyl borate, a
Ca2+ current modulator; EGTA, a Ca2+ chelator; (+)-cis-dilthiazem and Cd2+, Ca2+ channel blockers. All these
agents suppressed the slow ERG wave and associated impulse activity with varying degrees of effectiveness and
reversibility. It was concluded that light response of L. stagnalis microvillar photoreceptors is accompanied by an
elevation of the cytoplasmic Ca2+ concentration. Together with ultrastructural features of photoreceptors, our
results suggest that during the light response calcium ions are not only released from the apical intracellular Ca2+

stores, but, at least partly, enter from the extracellular medium.

Keywords: Lymnaea stagnalis, retina, photoreceptors, ultrastructure, phototransduction, electroretinogram,
pharmacological analysis, Ca2+
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Дефицит витамина D3 рассматривают в качестве фактора риска при развитии нейродегенеративных
заболеваний, сопровождающихся повышенным образованием апоптотических субстратов. В ткани
мозга млекопитающих первичным сенсором апоптотических субстратов являются астроглиальные
клетки, обладающие фагоцитарной активностью. В настоящей работе был изучен вопрос о влиянии
витамина D3 в составе коммерческих препаратов “ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3 2000МЕ” на фаго-
цитарную активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре. Впервые установлено, что вита-
мин D3 является мощным природным ингибитором фагоцитарной активности астроцитов. Предвари-
тельная инкубация астроцитов с 10 мкМ витамина D3 приводила к снижению фагоцитарной активно-
сти астроцитов (в 1.9 и 3.5 раза по отношению к контролю, при использовании препаратов
“ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3 2000МЕ” соответственно). Этот эффект сопровождался достовер-
ным истощением активного расщепляющего компартмента астроцитов, к которому относятся компо-
ненты эндо-лизосомальной системы (на 31% по сравнению с контролем). Результаты проведенного ис-
следования могут быть использованы в клинической практике для корректировки существующих
стратегий лечения c применением витамина D3 у пациентов, страдающих нейродегенеративными за-
болеваниями, сопровождающимися накоплением апоптотических субстратов.

Ключевые слова: астроциты, фагоцитоз, витамин D3
DOI: 10.31857/S0044452922030068

Витамин D3 (холекальциферол) является плейо-
тропным гормоноподобным соединением, ответ-
ственным за регуляцию гомеостаза ионов кальция
в организме. Кроме этого, витамин D3 вовлечен в
процессы дифференцировки различных типов кле-
ток, обладает иммуномодулирующей активностью,
а также способностью ингибировать пролифера-
цию различных типов нормальных и раковых кле-
ток [1].

Доставка витамина D3 клеткам различных тка-
ней осуществляется с помощью витамин-D связы-
вающего белка (DBP), который синтезируется в
печени и секретируется в кровоток [2]. DBP также
выявляется в цереброспинальной жидкости, но в
меньших концентрациях по сравнению с плазмой
крови [3]. DBP структурно сходен с альбумином,
который, как полагают, также способен участво-
вать в связывании витамина D3 [1]. Незначитель-
ное количество витамина D3, не связанного с DBP,
поступает в клетки путем диффузии [1], однако ос-
новная доля комплекса витамин D3-DBP достав-
ляется путем эндоцитоза, опосредованного белка-
ми кавеолином и мегалином (caveolin-, megalin-

mediated endocytosis) [4]. После диссоциации ком-
плекса витамин D3-DBP, DBP расщепляется, а хо-
лекальциферол гидроксилируется до его биологи-
чески активного метаболита 1α,25(OH)2D3 с помо-
щью белка CYP27B1, принадлежащего семейству
цитохромов P450 [1].

Два типа высокоаффинных рецепторов витами-
на D (VDR, vitamin D-receptor), а именно ядерный
(nVDR) и мембранный (mVDR) опосредуют геном-
ный и внегеномный ответ клетки соответственно.
При этом nVDR является ядерным лиганд-зави-
симым фактором транскрипции, который в ком-
плексе с активной формой витамина D3
(1α,25(OH)2D3) регулирует экспрессию более чем
900 генов, в то время как mVDR обеспечивает
быстрый ответ клетки за счет запуска различных
каскадов клеточной сигнализации [1]. Полагают,
что в большинстве случаев ответ клетки на воздей-
ствие витамина D3 представляет собой сочетанный
эффект активации ядерного и мембранного рецеп-
торов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: GLNRJN
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В современной литературе широко обсуждается
роль витамина D3 в ЦНС. Рецепторы витамина D3
обнаружены в нейрональных и глиальных клетках
мозга млекопитающих в эмбриональный, ранний и
поздний постнатальный периоды. При этом обна-
руживается сходство в распределении VDR у экс-
периментальных животных и человека [5]. VDR де-
тектируются в гиппокампе, коре головного мозга и
лимбической системе человека и животных, а так-
же ольфакторном, зрительном и слуховом центрах
мозга [5], что свидетельствует о значимости вита-
мина D3 для реализации процессов обучения и па-
мяти, а также для осуществления сенсорных функ-
ций.

Недавние исследования показали, что мембран-
ный и ядерный рецепторы витамина D3, а также
CYP27B1-белок, ответственный за конверсию ви-
тамина D3 в его биологически активную форму,
экспрессируются в астроцитах мозга [6]. Астроци-
ты являются наиболее многочисленными клет-
ками нейроглии, количество которых достигает
40% от общей популяции клеток головного мозга
[7]. Астроциты отвечают за реализацию многооб-
разных функций в ЦНС. Так, они создают специ-
фическое микроокружение для нейронов, обеспе-
чивая условия для генерации и передачи нервных
импульсов, участвуют в формировании гематоэн-
цефалического барьера, осуществляют опорную,
трофическую и секреторную функции. Кроме это-
го, астроциты являются непрофессиональными
фагоцитами мозга. К числу последних, согласно
общепринятой терминологии [8], относятся клет-
ки негематопоэтического происхождения. Это от-
личает астроциты от микроглиальных клеток моз-
га, имеющих гематопоэтическое происхождение и
относящихся к профессиональным фагоцитам. За
счет фагоцитарной активности астроцитов проис-
ходит ликвидация синапсов в развивающемся и
зрелом мозге [9]. Кроме этого, астроциты прини-
мают участие в удалении апоптотических субстра-
тов, возникающих в ходе старения, а также при
различных патологических состояний ЦНС. Свое-
временное и полное удаление апоптотических суб-
стратов необходимо для поддержания тканевого
гомеостаза, а также для того, чтобы исключить воз-
никновение аутоиммунных реакций в ответ на
внутриклеточные антигены, высвобождающиеся
из поврежденных и/или апоптотических клеток
[10]. Фагоцитарная активность астроцитов опосре-
дуется двумя рецепторными белками плазматиче-
ской мембраны: MEGF10 (Multiple EGF-Like Do-
mains 10) и рецепторной тирозинкиназой MERTK
(Mer proto-oncogene Tyrosine Kinase) [11], послед-
ней отводится ключевaя роль в удалении миелино-
вых обломков, образующихся в ходе естественных
процессов обновления миелина [12]. Нарушение
процесса удаления/расщепления миелина наблю-
дается при состоянии острой демиелинизации, ха-
рактерной для рассеянного склероза [13].

Ряд авторов полагают, что применение высоких
доз витамина D3 способствует замедлению разви-
тия рассеянного склероза, а также других нейроде-
генеративных заболеваний (болезни Альцгеймера
и Паркинсона), сопровождающихся возникнове-
нием апоптотических субстратов в ЦНС [6, 14]. Од-
нако накопленные экспериментальные данные не
позволяют установить четкую корреляцию между
уровнем витамина D3 и развитием/течением ней-
родегенеративного состояния. Более того, в неко-
торых случаях показано, что достаточное количе-
ство витамина D3 отягощает течение патологиче-
ского процесса [14].

Учитывая вышеизложенное, а также принимая
во внимание важную роль астроцитов в поддержа-
нии тканевого гомеостаза в ЦНС, цель настоящей
работы составило выяснение вопроса о возможной
роли витамина D3 в процессе удаления апоптоти-
ческих субстратов астроглиальными клетками моз-
га. Задачами настоящего исследования явилось
изучение влияния различных коммерческих пре-
паратов витамина D3 на эффективность фагоцито-
за апоптотических субстратов астроцитами мозга
крысы в первичной культуре.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичная культура астроглии

Астроциты выделяли из мозга новорожденных
крыс по методу [15]. Клетки культивировали в сре-
де DMEM (Биолот, Россия), содержащей 10%
инактивированной фетальной сыворотки теленка
(Биолот, Россия) и антибиотики (пенициллин G
50 Ед/мл и стрептомицин 50 мкг/мл, Биолот Рос-
сия). Культивирование производили в чашках Пет-
ри (Ø3.5 cм, Orange scientific) или в 24-луночных
планшетах (Orange scientific) в течение 7–9 дней
при 37°С и 5% CO2 до достижения 75%-ной кон-
флюентности. О жизнеспособности клеток судили
по окрашиванию Trypan Blue (Биолот, Россия),
способному проникать через поврежденные кле-
точные мембраны.

Субстраты фагоцитоза

В качестве апоптотического субстрата фагоци-
тоза использовали фракцию наружных сегментов
палочек (НСП) сетчатки крысы, которую выделя-
ли по модифицированному методу [16]. Конъюга-
цию препаратов НСП с флуоресцеин-изотиоциа-
натом (FITC, Merck, Германия) осуществляли, как
нами было описано ранее [17]. Клетки промывали
фосфатно-солевым раствором, рН 7.4 (PBS), после
чего инкубировали в среде DMEM, содержащей
2% инактивированной фетальной сыворотки те-
ленка, и добавляли субстраты фагоцитоза в соотно-
шении 1: 10 (клетка/субстрат фагоцитоза; подсчет
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клеток и фрагментов НСП проводили с использо-
ванием камеры Фукса–Розенталя).

В предварительных исследованиях нашей лабо-
ратории был детально изучен процесс фагоцитоза
апоптотических субстратов различного типа астро-
цитами мозга крысы в первичной культуре и иссле-
дованы кинетические характеристики этого про-
цесса [18]. При этом нами было установлено, что в
качестве субстрата апоптотического типа может
быть использована изолированная фракция НСП
крыс. Действительно, в процессе фагоцитоза НСП
распознаются и поглощаются астроцитами мозга с
кинетическими параметрами, которые сопостави-
мы с таковыми, характерными для захвата и погло-
щения апоптотических нейронов. Поэтому в на-
стоящей работе в качестве субстрата фагоцитоза
мы использовали изолированную фракцию НСП, а
стандартное время инкубации астроцитов мозга с
апоптотическим субстратом составило 3 ч.

Обработка клеток коммерческими препаратами 
витамина D3

Использовали 2 типа коммерческих препаратов:
капли “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор; ООО
“Медикал горизон”, Армения) и капсулы “Вита-
мин D3 2000МЕ” (масляный раствор в капсулах;
Gross Hertz; ООО “Миролла”, Россия). Диапазон
тестируемых концентраций витамина D3 состав-
лял от 0.1 до 100 мкМ; время предынкубации с пре-
паратами составляло 1 и 24 ч. После инкубации
клеток с указанными препаратами в культураль-
ную среду, содержащую витамин D3, добавляли
конъюгат FITC-НСП и инкубировали клетки в те-
чение 3 ч. По окончании инкубации производили
оценку фагоцитарной и лизосомальной активно-
сти астроцитов (см. ниже).

Анализ фагоцитарной активности астроцитов 
мозга

После окончания инкубации с НСП излишки
субстрата отмывали охлажденным PBS и проводи-
ли фиксацию клеток в течение 3–5 мин в 4%-ном
параформальдегиде, приготовленном на PBS. По-
сле промывки препаратов раствором PBS проводи-
ли окраску ядер 0.001%-ным раствором Hoechst
33258/PBS (Serva, Германия). Результаты опытов
оценивали с помощью флуоресцентного микро-
скопа Zeiss Imager.A1, Axio (Германия), оснащен-
ного цифровой камерой AxioCamMRc (Zeiss, Гер-
мания). При оценке фагоцитарной активности
клетки фотографировали и оценивали 2 параметра:
1) общее количество субстрата, взаимодействую-
щего с клетками (субстрат, связанный фагоци-
том + субстрат, поглощенный фагоцитом), 2) суб-
страт, поглощенный фагоцитом (далее в тексте мы
будем использовать эти обозначения как параметр 1
и параметр 2). В случае параметра 1 мы производи-

ли подсчет площади, занимаемой субстратом фаго-
цитоза (зеленое окрашивание), и относили его к
числу ядер клеток (синее окрашивание). В случае
параметра 2 оценивали количество клеток, содер-
жащих флуоресцентный субстрат в перинуклеар-
ной области (субстрат, поглощенный фагоцитом)
в % к общему числу клеток в препарате. Для коли-
чественного анализа для каждой точки в экспери-
менте использовали 2 параллельных стекла. На
каждом стекле проводили фотофиксацию 15 слу-
чайно выбранных полей, содержащих суммарно до
1500 клеток. Всего было проведено 3–5 независи-
мых экспериментов. Необходимые расчеты прово-
дили с использованием программного обеспече-
ния ImageJ (NIH, США).

Оценка активного расщепляющего компартмента 
астроцитов мозга

Оценку активного расщепляющего компарт-
мента астроцитов мозга проводили по методу [19] с
модификациями. При этом использовали метод
флуоресцентной микроскопии, а также проводили
количественную оценку методом флуоресцентной
фотометрии. По окончании инкубации клеток с
апоптотическими субстратами производили про-
мывку раствором PBS, далее добавляли 50 мкМ
лизосомотропного агента монодансилкадаверина
(D4008, Sigma-Aldrich), приготовленного на PBS,
pH 7.4, и инкубировали клетки в течение 10 мин
при 37о С. После инкубации клетки промывали
4 раза раствором PBS, после чего либо лизировали
клетки раствором 10 мМ Tris-HCl, pH 8.0, содержа-
щего 0.1% Triton X-100, либо анализировали на
флуоресцентном микроскопе и фотографировали с
помощью камеры (см. выше). О количестве внут-
риклеточного монодансилкадаверина (MDC) су-
дили по данным флуоресцентной фотометрии (при
длинах волн возбуждения и эмиссии 365 и 525 нм
соответственно), которую осуществляли с исполь-
зованием планшетного ридера CLARIOstar Plus
(BMG Labtech, Германия). Полученные величины
относили к содержанию ДНК. Для этого в каждую
пробу добавляли раствор бромистого этидия (EtBr,
конечная концентрация 0.2 мкМ) и считывали
флуоресценцию (длина волны возбуждения и
эмиссии 530 и 590 нм соответственно). Для количе-
ственного анализа для каждой точки в экспери-
менте использовали 4 параллельных пробы, содер-
жащих до 500 000 клеток каждая. Расчетная вели-
чина для каждой пробы представляла собой
соотношение MDC/EtBr. Всего было проведено
3 независимых эксперимента.

Статистическая обработка результатов

Во всех опытах статистическую обработку ре-
зультатов осуществляли на основании однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA), при-
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СОКОЛОВА и др.

меняя тест для множественных сравнений Бон-
феррони. Предварительно была проведена
проверка выборок на нормальность распределения
при помощи теста Шапиро–Уилка (GraphPad-
Prism (SanDiego, США)). Данные таблиц и гисто-
грамм представлены в виде среднего значения ±
ошибка среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Длительная инкубация с витамином D3 приводит 

к снижению фагоцитарной активности астроцитов 
мозга крысы в первичной культуре

В первой серии опытов мы оценили фагоци-
тарную активность астроцитов мозга в присут-
ствии коммерческих препаратов витамина D3:
“ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор) и “Витамин
D3 2000МЕ” (масляный раствор). Поскольку в ли-
тературе полагают, что ответ клеток на воздействие
витамина D3 представляет собой сочетанный эф-
фект от активации ядерного и мембранного рецеп-
торов, в первой серии опытов время предваритель-
ной инкубации астроцитов с препаратами витами-
на D3 составило 24 ч, после чего к клеткам
добавляли субстрат фагоцитоза. Диапазон тестируе-
мых концентраций витамина D3 в коммерческих
препаратах варьировал в пределах от 0.1 до 100 мкМ.

Результаты опытов приведены на рис. 1. Из
данных рисунка следует, что в обоих случаях ин-
кубация астроцитов с витамином D3 приводила к
снижению числа клеток, содержащих флуорес-
центный субстрат в перинуклеарной области
(рис. 1a,b). Статистическая обработка данных по-
казала, что общее количество флуоресцентного
субстрата в клетках, прошедших предварительную
инкубацию с коммерческими препаратами вита-
мина D3 (параметр 1), не претерпевает достовер-
ных изменений по сравнению с контролем при
концентрации витамина D3 в препаратах от 0.1 до
100 мкМ (масляный раствор) и от 0.1 до 10 мкМ
(водный раствор) (табл. 1).

В то же время оценка числа астроцитов, содер-
жащих флуоресцентный субстрат в перинуклеар-

ной области, выявила достоверное снижение этого
параметра по сравнению с контролем при концен-
трациях витамина D3 от 0.1 до 100 мкМ в случае ис-
пользования препарата “Витамин D3 2000МЕ”
(масляный раствор) и от 1 до 10 мкМ в случае ис-
пользования препарата “ДЕТРИМЕД D3” (вод-
ный раствор) (рис. 1d, e). При этом эффект препа-
рата “ДЕТРИМЕД D3” был выражен несколько
сильнее, чем у препарата “Витамин D3 2000МЕ”.
Так, при концентрации 10 мкМ витамина D3 (вод-
ный раствор) количество клеток, содержащих флу-
оресцентный субстрат в перинуклеарной области,
снижалось в 3.5 раза по сравнению с контролем
(22.4 ± 2.1% (n = 50) контроль; 6.4 ± 0.8% (n = 56)
ДЕТРИМЕД D3), в то время как в случае масляно-
го раствора в 1.9 раза соответственно (19.9 ± 1.2%
(n = 80) контроль; 10.4 ± 1.0% (n = 76) “Витамин D3
2000МЕ”). Следует специально отметить, что при
оценке влияния препарата “Витамин D3 2000МЕ”
на фагоцитарную активность астроцитов в каче-
стве контроля мы использовали очищенное масло
подсолнечника, которое производитель препарата
указывает в качестве растворителя. Согласно на-
шим данным (рис. 1d), при инкубации астроцитов
с маслом подсолнечника наблюдалась тенденция к
снижению общего количества флуоресцентного
субстрата (параметр 1). В то же время производи-
тель препарата “ДЕТРИМЕД D3” не указывает со-
став соответствующего растворителя и/или эмуль-
гатора, поэтому в данном случае в контрольные
пробы добавляли эквивалентное количество рас-
твора PBS. В связи с вышесказанным, в последую-
щих опытах для оценки влияния витамина D3 на
фагоцитарную активность астроцитов мозга крысы
основное внимание уделялось препарату “Вита-
мин D3 2000МЕ”.

Кратковременная инкубация с витамином D3 
приводит к снижению фагоцитарной активности 

астроцитов мозга крысы в первичной культуре

В следующей серии опытов мы оценили влия-
ние кратковременной инкубации астроцитов мозга

Таблица 1. Общее количество апоптотического субстрата (связанный + поглощенный) в астроцитах мозга крысы
(параметр 1) при различном времени предварительной инкубации с препаратами “Витамин D3 2000МЕ” (масляный
раствор) и “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор)

* Различия достоверны при р <0.05.

Время инку-
бации (ч)

Контроль
(+ НСП) + НСП + витамин D3 (мкМ) (масляный раствор) + НСП + витамин D3 

(мкМ) (водный раствор)

24
145.3 ± 21.1

(n = 56)

0.1 мкМ 1 мкМ 10 мкМ 100 мкМ 1 мкМ 10 мкМ

123.9 ± 20.5
(n = 13)

168.9 ± 45.5
(n = 17)

173.6 ± 17.2
(n = 45)

211.1 ± 30.9
(n = 25)

189.2 ± 41.8
(n = 31)

187.4 ± 42.7
(n = 11)

1 153.6 ± 17.5
(n = 55) – 111.3 ± 17.5

(n = 19)
85.0 ± 19.3*

(n = 47)
122.6 ± 16.6

(n = 15) – –
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крысы с коммерческим препаратом “Витамин D3
2000МЕ” (масляный раствор) на фагоцитарную ак-
тивность клеток. Во всех опытах время инкубации
астроцитов с витамином D3 составляло 1 ч, после
чего к клеткам добавляли препараты НСП. Резуль-
таты, полученные в этой серии опытов, представ-
лены на рис. 1 и в табл. 1. Как следует из данных,
приведенных на рис. 1f, кратковременная инкуба-
ция с препаратом “Витамин D3 2000МЕ” также
вызывала достоверное снижение фагоцитарной ак-
тивности астроцитов при всех изученных концен-
трациях препарата. Наибольший эффект наблюда-

ли при концентрациях витамина D3 10 и 100 мкМ
по отношению к контролю (6.7 ± 0.6%, n = 99;
3.6 ± 0.6%, n = 30 и 15.4% ± 1.0%, n = 154 соответ-
ственно). Таким образом, выраженность ингиби-
рующего эффекта витамина D3 на фагоцитарную
активность астроцитов в результате предваритель-
ной 1- и 24-часовой инкубации клеток с препара-
том “Витамин D3 2000МЕ” примерно одинакова
(рис. 1d, e, f). Однако в отличие от предыдущей се-
рии опытов в данном случае мы наблюдали досто-
верное снижение общего количества флуоресцент-
ного субстрата в клетках, прошедших предвари-

Рис. 1. Фагоцитарная активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре, прошедших предварительную инкуба-
цию с коммерческими препаратами витамина D3. (а, а') – контрольные препараты астроцитов мозга после инкубации с
конъюгатом НСП-FITC. (a') получен с помощью наслоения на панель (а) снимка клеток в проходящем свете для визуа-
лизации их контура. (b, b') – препараты астроцитов мозга крысы, подвергнутых предварительной инкубации с препаратом
“Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) и далее проинкубированных с конъюгатом НСП-FITC. (b') получен с помо-
щью наслоения на панель (b) снимка клеток в проходящем свете для визуализации их контура. (c, с') – препараты астро-
цитов мозга крысы, подвергнутых предварительной инкубации с препаратом “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор) и далее
проинкубированных с конъюгатом НСП-FITC. (с') получен с помощью наслоения на панель (с) снимка клеток в прохо-
дящем свете для визуализации их контура. (d, e, f) – количественная оценка фагоцитарной активности астроцитов мозга
крысы (параметр 2), прошедших предварительную инкубацию с препаратами “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) (d)
и “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор) (e) в течение 24 ч и с препаратом “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) в те-
чение 1 ч (f). ** – различия достоверны при р < 0.001; * – различия достоверны при р < 0.05. Стрелками отмечены конъ-
югаты НСП-FITC в перинуклеарной области астроцитов, звездочками отмечены конъюгаты НСП-FITC на периферии
клеток. По вертикальной оси (d, е, f) отложена фагоцитарная активность клеток (параметр 2 (%)). По горизонтальной оси
отложена концентрация холекальциферола (мкМ) в коммерческих препаратах обоих типов.
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тельную инкубацию с препаратом “Витамин D3
2000МЕ” при концентрации 10 мкМ, и тенденцию
к снижению при концентрациях 1 и 100 мкМ (пара-
метр 1) (табл. 1). Эти данные могут свидетельство-
вать в пользу того, что кратковременная инкубация
с витамином D3 влияет на процесс распознавания
и/или связывания апоптотического субстрата аст-
роглиальными клетками мозга.

Фагоцитарная активность астроцитов 
сопровождается истощением активного 
расщепляющего компартмента клеток

В результате процесса фагоцитоза субстрат, по-
глощенный клеткой-фагоцитом, подвергается рас-
щеплению с участием лизосомальных протеаз. В
большинстве случаев в ответ на поступление суб-
страта количество лизосом в фагоцитарной клетке
пропорционально возрастает, что обеспечивает
эффективную деградацию поглощенного субстра-
та кислыми гидролазами [20–22]. Однако извест-
но, что для астроцитов мозга характерна низкая
способность к расщеплению поглощенного суб-
страта [23]. В связи с этим в следующей серии опы-
тов представляло интерес изучить вопрос об отно-
сительном количестве/динамике лизосом в астро-

цитах, реализующих фагоцитоз апоптотических

субстратов в присутствии и/или в отсутствие вита-

мина D3.

В этих целях мы использовали лизосомотроп-

ный агент монодансилкадаверин (MDC). MDC

применяют для оценки так называемого активного

расщепляющего компартмента (active degradative

compartment) в клетках различных типов [19]. Как

правило, при добавлении к живым клеткам MDC

распределяется в перинуклеарной области, в соот-

ветствии с внутриклеточной локализацией лизо-

сом [23]. На рис. 2 приведены результаты типично-

го опыта по распределению MDC в контрольных

препаратах астроцитов мозга и после добавления

субстратов фагоцитоза. Как следует из данных ри-

сунка, действительно, в контрольных препаратах

лизосомотропный агент MDC распределен в пери-

нуклеарной области астроцитов [23]. При этом об-

ращает на себя внимание одинаковый размер ча-

стиц, окрашенных MDC. Однако в результате ин-

кубации с препаратами НСП распределение и

размеры этих частиц меняются. Наблюдается сдвиг

частиц к периферии клетки, а размеры флуорес-

центных частиц перестают быть однородными.

Последнее может свидетельствовать о процессе

слияния лизосом с первичной фагосомой, содер-

жащей захваченный субстрат. Кроме этого, в ре-

зультате инкубации с НСП, в астроцитах мозга вы-

является тенденция к снижению общего количе-

ства частиц, окрашенных MDC.

Инкубация с витамином D3 препятствует 
истощению активного расщепляющего 

компартмента астроцитов

Для того, чтобы провести количественную

оценку наблюдаемого феномена и выявить влия-

ние витамина D3, в следующей серии опытов мы

применили метод флуоресцентной фотометрии.

Полученные результаты сведены в рис. 3. Из дан-

ных рисунка следует, что в результате фагоцитоза

НСП количество лизосом в астроцитах мозга до-

стоверно снижается (на 31% по сравнению с кон-

тролем). В то же время в клетках, прошедших пред-

варительную инкубацию с витамином D3 (препа-

рат “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор),

количество расщепляющего компартмента не от-

личается от такового, характерного для контроля.

Полученные в этой серии опытов результаты со-

гласуются с данными предыдущих разделов работы

о способности витамина D3 блокировать доставку

апоптотического субстрата во внутриклеточный

компартмент астроцита. Снижение количества

субстрата, предназначенного для расщепления в

цитоплазме астроцитов, препятствует истощению

активного расщепляющего компартмента клеток.

Рис. 2. Распределение монодансилкадаверина (MDC) в
контрольных препаратах астроцитов мозга крысы в
первичной культуре и после инкубации с апоптотиче-
ским субстратом. (a, a') – контрольные препараты аст-
роцитов мозга крысы. (a') получен с помощью наслое-
ния на панель (а) снимка клеток в проходящем свете
для визуализации их контура. (b, b') – контрольные
препараты астроцитов мозга после инкубации с конъ-
югатом НСП-FITC. (b') получен с помощью наслое-
ния на панель (b) снимка клеток в проходящем свете
для визуализации их контура. Стрелками отмечено
распределение MDC на периферии клеток. N – ядро
клетки.
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К настоящему времени накоплены многочис-
ленные экспериментальные данные, свидетель-
ствующие о важности витамина D3 для развития и
нормального функционирования ЦНС. Однако
вопрос о роли витамина D3 при различных нейро-
дегенеративных состояниях ЦНС остается откры-
тым. В настоящем исследовании нами было впер-
вые изучено влияние препаратов витамина D3 на
процесс удаления апоптотических субстратов аст-
роцитами мозга крысы в первичной культуре. На-
ми были протестированы коммерческие препара-
ты витамина D3 “ДЕТРИМЕД D3” (водный рас-
твор) и “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор)
и установлено, что в условиях in vitro эти препараты
являются мощными ингибиторами фагоцитарной
активности астроцитов мозга крысы в отношении
апоптотических субстратов.

Инкубация с витамином D3 в составе препара-
тов “ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3 2000МЕ”
приводила к резкому снижению поглощения апо-
птотического субстрата астроцитами мозга, что
выражалось в уменьшении количества фрагментов
НСП в перинуклеарной области астроцитов. Обра-
щает на себя внимание тот факт, что этот эффект
проявлялся как в результате короткой (1 ч) инкуба-
ции с витамином D3, так и при длительной инкуба-
ции (24 ч). Однако выраженность ингибирующего
эффекта была выше при использовании короткой
инкубации, что свидетельствует в пользу вовлече-
ния мембранного рецептора витамина D3 в реали-
зацию ответа астроцита на воздействие экзогенно-
го холекальциферола. В этом плане наши результа-
ты согласуются с данными литературы о том, что
воздействие витамина D3 на астроциты мозга не
приводит к изменению мРНК или экспрессии бел-
ка MERTK – основного рецептора, ответственного
за поглощение апоптотических субстратов и мие-
линовых обломков клетками астроглии [24]. Это
составляет принципиальное отличие непрофесси-
ональных фагоцитов астроцитов от микроглии –
клеток гематопоэтического происхождения, явля-
ющихся профессиональными фагоцитами мозга
[8]. В последних инкубация с витамином D3 также
приводит к снижению фагоцитарной активности,
но за счет активации ядерного рецептора, приводя-
щего к снижению экспрессии MERTK [24].

Совокупность полученных нами результатов, а
также данных литературы позволяет полагать, что в
ответ на воздействие витамина D3 в ткани мозга
происходит снижение фагоцитарной активности
обоих типов фагоцитарных клеток. При этом по
времени ответа реакция астроцитов предшествует
таковой, характерной для микроглии, поскольку
не предполагает изменения экспрессии основного
рецепторного белка MERTK. Таким образом, в от-
ношении фагоцитарного ответа, реакция астроци-
тов на соответствующие стимулы опережает реак-

цию микроглии. Действительно, в случае фагоци-
тоза миелиновых обломков показано, что именно
астроциты являются первичными сенсорами, за-
пускающими процесс фагоцитоза, после чего про-
исходит вторичная мобилизация микроглиальных
клеток и инфильтрация макрофагов и Т-клеток в
места локального повреждения миелиновой обо-
лочки [25, 26].

Несмотря на быструю мобилизацию астроцитов
в ответ на появление апоптотических субстратов,
способность этих клеток поддерживать фагоцитар-
ную активность, по-видимому, является ограни-
ченной во времени, что обусловливает последую-
щее вовлечение профессиональных фагоцитов в
реализацию фагоцитарной функции. Так, недавно
показано, что астроциты проявляют относительно
слабую лизосомальную активность [23], в связи с
чем поглощенный субстрат накапливается в цито-
плазме, но не подвергается полной деградации. В
то же время для профессиональных фагоцитов
мозга микроглиальных клеток характерна высокая
лизосомальная активность [23].

Согласно нашим результатам, фагоцитоз апо-
птотических субстратов действительно сопровож-
дается истощением так называемого активного
расщепляющего компартмента астроцитов, к кото-
рому относят компоненты эндо-лизосомальной
системы, распознающиеся лизосомотропным
агентом MDC. Действительно, в процессе фагоци-
тоза фрагментов НСП астроцитами мозга мы на-
блюдали достоверное уменьшение интенсивности
флуоресцентного сигнала MDC на 31% по сравне-

Рис. 3. Соотношение MДК/БЭ в астроцитах мозга кры-
сы после инкубации с апоптотическим субстратом в
присутствии и в отсутствие витамина D3 (препараты
“Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) и “ДЕТ-
РИМЕД D3” (водный раствор). 1 – контроль, 2 – НСП,
3 – НСП + витамин D3 1 мкМ (масляный раствор), 4 –
НСП + витамин D3 10 мкМ (масляный раствор), 5 –
НСП + витамин D3 10 мкМ (водный раствор). Время
инкубации астроцитов мозга с препаратами витами-
на D составляло 1 ч; *** – различия достоверны при
р < 0.001.
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нию с контролем. Истощение расщепляющего
компартмента не выявлялось в препаратах астро-
цитов, прошедших предварительную инкубацию с
витамином D3 (10 мкМ). Этот результат полностью
согласуется с нашими данными о способности хо-
лекальциферола блокировать поглощение апопто-
тических субстратов астроглиальными клетками
мозга крысы.

Молекулярный механизм, посредством которо-
го витамин D3 приводит к снижению поглощения
апоптотического субстрата астроцитами мозга,
требует дополнительного исследования. В настоя-
щий момент наибольший интерес представляют
данные о способности витамина D3 ингибировать
протеинкиназу mTOR [27, 28], играющую важную
роль в регуляции процессов роста и пролиферации
клеток, а также аутофагии. Ингибирование mTOR
приводит к активации аутофагии – лизосом-зави-
симого процесса расщепления разнообразных
компонентов клетки. При этом установлено, что в
непрофессиональных фагоцитах, таких как клетки
пигментного эпителия глаза, клетки гранулозы
фолликулов, клетки Сертоли семенников, актива-
ция аутофагии приводит к резкому снижению фа-
гоцитарной активности за счет конкуренции обоих
процессов за расщепляющий компартмент [29–
31]. В связи с вышесказанным нельзя исключить,
что снижение фагоцитарной активности астроци-
тов, прошедших предварительную инкубацию с
витамином D3, может быть обусловлена активаци-
ей аутофагии. В пользу этой гипотезы свидетель-
ствует и истощение активного расщепляющего
компартмента, которое выявляется в клетках раз-
личных типов в течение нескольких часов, после-
дующих за активацией аутофагии [32].

Таким образом, результаты, полученные в на-
стоящей работе, позволяют заключить, что в усло-
виях in vitro оба коммерческих препарата витами-
на D3, а именно, “ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3
2000МЕ”, оказывают мощный ингибиторный эф-
фект на фагоцитарную активность астроцитов,
препятствуя поглощению апоптотических субстра-
тов этими клетками. Однако степень выраженно-
сти эффекта была выше у водного препарата вита-
мина D3. Последнее, по-видимому, обусловлено
присутствием эмульгатора, за счет которого вита-
мин D3 встроен в липофильные мицеллы, взаимо-
действующие с мембраной клеток и обеспечиваю-
щие эффективную внутриклеточную доставку хо-
лекальциферола. Что касается масляного раствора,
то в данном случае можно полагать, что в доставке
витамина D3 астроцитам мозга крысы принимает
участие DBP и/или альбумин. Действительно, в на-
шей экспериментальной системе in vitro, DBP и
альбумин присутствуют в фетальной сыворотке те-
ленка, входящей в состав среды культивации аст-
роцитов.

Оба исследованных коммерческих препарата
применяются в клинической практике для ком-
пенсации дефицита витамина D3, который, как
полагают, является фактором риска для развития
нейродегенеративных заболеваний [33]. Действи-
тельно, в клинических исследованиях установле-
но, что патологические состояния ЦНС, такие как
рассеянный склероз, болезни Альцгеймера и Пар-
кинсона, сопровождаются относительным дефи-
цитом витамина D3. Однако добавление препара-
тов витамина D3 в рацион пациентов, страдающих
болезнями Альцгеймера и Паркинсона, не оказы-
вает нейропротекторного действия [34]. Более то-
го, в некоторых случаях применение витамина D3
отягощает течение патологического процесса [14].
В этом плане данные, полученные в настоящей ра-
боте, могут пролить свет на механизм неблагопри-
ятного воздействия холекальциферола на течение
нейродегенеративных заболеваний, сопровождаю-
щихся избыточным образованием апоптотических
субстратов. Действительно, ингибирование про-
цесса поглощения апоптотических субстратов и
обломков миелина астроцитами не только препят-
ствует поддержанию тканевого гомеостаза, но так-
же может блокировать мобилизацию микроглиаль-
ных клеток, происходящую в ответ на запуск фаго-
цитоза в первичных сенсорах апоптотических
субстратов – астроглиальных клетках мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полное и своевременное удаление апоптотиче-
ских субстратов является необходимым условием
для поддержания гомеостаза во всех тканях орга-
низма. В ткани мозга млекопитающих первичным
сенсором апоптотических субстратов являются
астроглиальные клетки мозга. Выяснение вопро-
сов о способах регуляции фагоцитарной активно-
сти астроцитов может способствовать выработке
новых стратегий для лечения нейродегенератив-
ных заболеваний, сопровождающихся появлением
субстратов апоптотического типа.
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VITAMIN D3 INHIBITS PHAGOCYTIC ACTIVITY 
OF RAT BRAIN ASTROCYTES IN PRIMARY CULTURE

T. V. Sokolovaa,#, M. P. Rychkovaa, N. E. Basovaa, and M. G. Yefimovaa,##

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: sokolt1956@mail.ru

##e-mail yefimova3@gmail.com

Vitamin D deficiency is considered as a risk factor for neurodegenerative diseases associated with the accumula-
tion of apoptotic substrates. Astroglial cells endowed with phagocytic activity are primary sensors of apoptotic
substrates in the mammalian brain. In this work, we explored the effect of vitamin D3 in the form of commercial
drugs (trade marks Витамин D3 2000МЕ and ДЕТРИМЕД D3) on phagocytic activity of primary rat brain as-
trocytes. We showed for the first time that vitamin D3 is a powerful natural inhibitor of the phagocytic activity of
astrocytes. Pre-incubation of astrocytes with 10 μm vitamin D3 led to a decrease in the phagocytic activity of as-
trocytes (by 1.9 and 3.5 times vs. control for ДЕТРИМЕД D3 and Витамин D3 2000МЕ, respectively). This
effect was accompanied by a significant depletion of the endo-lysosomal compartment (by 31% compared vs.
control). The data obtained may find use in clinical practice to develop vitamin D3-corrected treatment strate-
gies of patients with neurodegenerative disorders associated with the accumulation of apoptotic substrates.

Keywords: astrocytes, phagocytosis, vitamin D3
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КОМБИНИРОВАННОГО ИНТРАНАЗАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ ИНСУЛИНА 

И С-ПЕПТИДА НА ГОРМОНАЛЬНЫЙ СТАТУС И ГИПОТАЛАМИЧЕСКИЙ 
СИГНАЛИНГ В МОДЕЛИ КРАТКОСРОЧНОГО ТЯЖЕЛОГО 

СТРЕПТОЗОТОЦИН-ИНДУЦИРОВАННОГО ДИАБЕТА У САМЦОВ КРЫС
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Уже на ранних стадиях тяжелого сахарного диабета 1-го типа (СД1), для которого характерны сильно
выраженный инсулиновый дефицит, острая гипергликемия и гиперфагия, возникают нарушения ин-
кретинового и адипокинового статуса и эндокринные дисфункции, меняется гипоталамическая регу-
ляция. Это во многом обусловлено дефицитом инсулина в мозге, вследствие чего применение интра-
назально вводимого инсулина (ИВИ), компенсирующего его недостаток, способно предотвратить ряд
негативных последствий СД1. Поскольку при СД1 также отмечается дефицит С-пептида проинсулина,
способного усиливать эффекты инсулина, то представляется перспективным использовать совместное
введение ИВИ с интраназально вводимым С-пептидом (ИСП). Целью работы было изучить влияние
7-дневного лечения крыс с непродолжительным СД1, вызванным высокой дозой стрептозотоцина
(65 мг/кг), с помощью ИВИ (20 мкг/крысу/день), в том числе совместно с ИСП (36 мкг/крысу/день),
на уровни гормонов и инкретинов в крови и на экспрессию гипоталамических генов, кодирующих
факторы пищевого поведения, рецепторы инсулина, лептина, серотонина и дофамина, а также регуля-
торы митохондриальной динамики и апоптоза. Лечение ИВИ и его комбинацией с ИСП нормализова-
ли повышенные при СД1 уровни глюкагоноподобного пептида-1 (ГПП-1) и грелина и увеличивали
сниженные при СД1 уровни лютеинизирующего и тиреотропного гормонов, тиреоидных гормонов, не
влияя на уровень тестостерона. Одним из механизмов этого было повышение в гипоталамусе экспрес-
сии анорексигенных генов, кодирующих меланокортиновый рецептор 4-го типа и про-опиомелано-
кортин, снижение генной экспрессии орексигенного нейропептида Y и нормализация экспрессии генов,
ответственных за митохондриальную динамику (Mfn-1, Mfn-2, Drp-1), апоптоз (Bcl-2) и аутофагию
(Beclin-1). Монотерапия с ИВИ была менее эффективной, в то время как монотерапия ИСП практически
не влияла на оцениваемые показатели. Таким образом, лечение комбинацией ИВИ с ИСП и, в меньшей
степени, одним ИВИ нормализует уровни ГПП-1 и грелина, восстанавливает уровень лютеинизирующе-
го гормона и гормональные показатели тиреоидной системы у самцов крыс с краткосрочным тяжелым
СД1, что обусловлено, в том числе, нормализацией гипоталамической сигнализации.

Ключевые слова: интраназально вводимый инсулин, С-пептид проинсулина, стрептозотоциновый диа-
бет 1-го типа, лептин, инкретины, нейропротекция, тиреоидный гормон, апоптоз
DOI: 10.31857/S0044452922030020

Начальные стадии сахарного диабета 1-го типа
(СД1) характеризуются постепенным нарастанием
симптоматики инсулиновой недостаточности без
явных изменений глюкозного гомеостаза. Однако
после снижения уровня инсулина ниже определен-
ного критического уровня стремительно развива-
ется сильно выраженная гипергликемия, что мо-
жет привести к кетоацидотической коме и необра-
тимым изменениям в органах и тканях, в том числе
в ЦНС. Для изучения острого СД1 обычно исполь-

зуют модель стрептозотоцин-индуцированного
диабета, для чего грызунам однократно вводят вы-
сокие дозы стрептозотоцина (СТЗ, 60–70 мг/кг для
2–3-месячных крыс), что приводит к резкому
ослаблению у них инсулин-продуцирующей функ-
ции β-клеток поджелудочной железы. При такой
модели СД1, наряду с системным инсулиновым де-
фицитом, развивается острая недостаточность ин-
сулина в мозге, поскольку его единственным ис-
точником является инсулин, поступающий из кро-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: VYOZVM
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ви через гематоэнцефалический барьер. Следует
отметить, что инсулиновая сигнальная система
широко представлена в гипоталамусе и других
структурах мозга. Она контролирует не только
функционирование интегративных нейрональных
сетей, но также метаболизм, инсулиновую чув-
ствительность и различные системы организма,
включая эндокринную [1–3].

Устранить недостаток инсулина в мозге можно
путем его подкожных инъекций (классическая ин-
сулиновая терапия) или доставкой гормона непо-
средственно в мозг – с помощью интрацеребро-
вентрикулярного введения, которое в условиях
клиники неприменимо [4], или с помощью интра-
назального введения, когда инсулин по аксональ-
ным путям беспрепятственно поступает в обоня-
тельную луковицу и затем в гипоталамус и другие
отделы мозга [4–6]. Лечение СД1 интраназально
вводимым инсулином (ИВИ) имеет практическое
значение, поскольку позволяет предотвратить диа-
бетическую энцефалопатию и когнитивный дефи-
цит, а также улучшить энергетический обмен и эн-
докринные функции, которые зависят в том числе
и от активности инсулиновой системы мозга [7, 8].
Следует отметить, что в клинике в настоящее вре-
мя ИВИ применяется для лечения болезни Альц-
геймера и других когнитивных расстройств, в том
числе ассоциированных с СД1 и постоперацион-
ными состояниями [9–12]. Экспериментальные и
доклинические исследования показывают его эф-
фективность для предотвращения нейродегенера-
ции, в том числе при ишемических поражениях го-
ловного мозга [13], а также демонстрируют инду-
цированное длительным введением инсулина
улучшение эндокринных функций, нарушенных
при диабете [7].

Биосинтез инсулина в β-клетках включает ста-
дию сайт-специфичного расщепления молекулы
проинсулина, в ходе которого, наряду с инсули-
ном, генерируется С-пептид. Он необходим для
правильной сшивки A- и B-цепей инсулина с по-
мощью межмолекулярных дисульфидных связей, а
также образует гетероолигомерные комплексы с
инсулином, обеспечивая сохранение его активно-
сти, по крайней мере, до секреции в кровоток [14–
16]. Имеются свидетельства, что С-пептид играет
самостоятельную роль в регуляции физиологиче-
ских процессов, действуя через собственную сиг-
нальную систему, хотя природа рецептора для него
не выяснена [17]. Предполагают также, что С-пеп-
тид образует комплексы с инсулином и после сек-
реции в кровоток, обеспечивая его защиту от про-
теолитических ферментов, в том числе инсулинде-
градирующего фермента. Кроме того, С-пептид
облегчает диссоциацию инсулина из его комплек-
сов, повышая эффективность его взаимодействия с
инсулиновым рецептором. Все это делает актуаль-
ным применение комплексов инсулина с С-пепти-

дом при устранении системного инсулинового де-
фицита при СД1, в том числе в ЦНС [18–20].

Применение различных молярных соотноше-
ний С-пептида и инсулина при их интраназальном
введении диабетическим крысам показало, что оп-
тимальным является соотношение 3: 1 или близкие
к нему [21–23]. Однако исследования проводили
на моделях длительного мягкого или среднетяже-
лого СД1, когда функции С-пептида и инсулина
состояли в отсроченной компенсации уже устано-
вившегося инсулинового дефицита в ЦНС, в то
время как возможность компенсации острого де-
фицита инсулина на начальных стадиях тяжелого
СД1 не была исследована. Такая компенсация име-
ет большое значение для устранения или ослабле-
ния ранней, порой очень тяжелой симптоматики
стремительно развивающегося СД1, и позволяет
выяснить эффективность превентивного восста-
новления инсулинового сигналинга в мозге в усло-
виях нарастающего дефицита инсулина в ЦНС.

Целью работы было изучить влияние семиднев-
ного введения ИВИ и интраназально вводимого
С-пептида (ИСП) и их комбинации на массу тела,
уровни инсулина, лептина и инкретинов в крови,
гормональные показатели, характеризующие
статус репродуктивной и тиреоидной систем, а
также на экспрессию гипоталамических генов,
кодирующих компоненты пептидергических и
моноаминергических систем, орексигенные и
анорексигенные факторы, регуляторы митохон-
дриальной динамики и апоптоза у самцов крыс с
непродолжительной моделью тяжелого СД1.
СД1 вызывали высокой дозой СТЗ (65 мг/кг), и
лечение начинали через 7 дней после инъекции
СТЗ. Совместное введение ИВИ и ИСП сравнива-
ли с монотерапией этими препаратами, используя
ИВИ и ИСП в тех же дозах. Выбор для исследова-
ния инсулина, лептина и инкретинов обусловлен
не только их важной ролью в регуляции энергети-
ческого обмена, но и участием в контроле функций
эндокринной системы [24–28]. В свою очередь, ис-
следование функционального состояния гипотала-
мических сигнальных систем и факторов, опреде-
ляющих выживаемость и активность гипоталами-
ческих нейронов, вызвано определяющей ролью
гипоталамуса в контроле гипоталамо-гипофизар-
ной-гонадной и -тиреоидной систем.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В экспериментах использовали самцов крыс ли-

нии Вистар в возрасте 2–2.5 месяца, которых со-
держали в стандартных условиях вивария, на стан-
дартном рационе (сухая кормовая смесь) и со сво-
бодным доступом к воде и пище. Все процедуры по
уходу и использованию животных осуществляли в
полном соответствии с требованиями Этического
комитета Института эволюционной физиологии
и биохимии им. И.М. Сеченова РАН (протокол
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№ 3/02-2020), European Communities Council Di-
rective 1986 (86/609/EEC) и “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”.

Индукция сахарного диабета 1-го типа. СД1 вы-
зывали в/б введением крысам СТЗ (“Sigma”,
США), растворенного в 0.1 М натрий-цитратном
буфере (pH 4.5), в дозе 65 мг на кг массы тела жи-
вотного. Спустя 7 дней после инъекции СТЗ отби-
рали крыс с постпрандиальным уровнем глюкозы
выше 20 ммоль/л. Уровень глюкозы оценивали в
цельной крови с помощью тест-полосок “One
Touch Ultra” (США) и глюкометра. Случайным об-
разом формировали 4 группы диабетических крыс
(в каждой по 6 животных): диабет без лечения (Д),
диабет с лечением ИВИ в суточной дозе
20 мкг/крысу (ДИ), ИСП в суточной дозе
36 мкг/крысу (ДС) и совместно ИВИ и ИСП в тех
же дозах (ДИС). Продолжительность лечения со-
ставила 7 дней, препараты растворяли в 0.1 М на-
трий-цитратном буфере (pH 4.5) и вводили еже-
дневно в 10.00. Контрольные крысы (К) в те же
сроки и в том же объеме получали растворитель. На
протяжении эксперимента определяли количество
потребляемого стандартного корма (пересчитыва-
ли в ккал/крыса/день). На шестой день экспери-
мента у животных забирали образцы крови, взятой
под местным наркозом (2%-ный раствор лидокаи-
на, 2–4 мг/кг) из хвостовой вены, для оценки уров-
ня тиреоидных гормонов, тестостерона и тирео-
тропного гормона (ТТГ). На седьмой день экспе-
римента за 1 ч до выведения животных из опыта
(12.00) забирали кровь для оценки уровней инсули-
на, лептина, глюкагоноподобного пептида-1
(ГПП-1), грелина и лютеинизирующего гормона
(ЛГ). У каждого животного отбирали около
700‒800 мкл крови, что позволяло получить
240‒280 мкл сыворотки, необходимой для измере-
ния концентрации гормонов. Перед забоем также
определяли содержание гликированного гемогло-
бина (HbA1c), являющегося интегральным пока-
зателем выраженности гипергликемии, для чего
использовали набор Multi Test HbA1c System
(“Polymer Technology Systems”, США). В конце
эксперимента крыс наркотизировали (хлоральгид-
рат, 400 мг/кг, в/б), декапитировали и забирали об-
разцы гипоталамуса для изучения экспрессии ге-
нов.

Измерение уровня инсулина, лептина, инкретинов
и гликопротеиновых гипофизарных гормонов. Уровни
инсулина, лептина, ГПП-1, грелина, ЛГ и ТТГ в
крови оценивали с помощью иммуноферментных
наборов “Rat Insulin ELISA” (“Mercodia”, Шве-
ция), “ELISA for Leptin, Rat”, “ELISA for GLP-1,
Rat”, “ELISA for Ghrelin, Rat” и “ELISA for LH,
Rat” (“Cloud-Clone Corp.”, США), “ELISA, Rat
TSH” (“Cusabio Biotech. Co., Ltd.”, Китай). Уровни
свободного (fT4) и общего тироксина (tT4), сво-
бодного (fT3) и общего трийодтиронина (tT3) оце-
нивали с помощью наборов фирмы “Иммунотех”

(Россия), уровень тестостерона – с помощью набо-
ра “Тестостерон ИФА” (“Алкор-Био”, Россия).

Измерение экспрессии гипоталамических генов.
Экспрессию генов в образцах гипоталамуса оцени-
вали с помощью количественной ПЦР с обратной
транскрипцией, для чего из ткани гипоталамуса
выделяли тотальную РНК с помощью TRIzol Re-
agent (США), как описано ранее [29]. Для получе-
ния кДНК использовали коммерческий набор
“MMLV RT Kit” (“Евроген”, Россия). Амплифика-
цию осуществляли в смеси, содержащей 10 нг об-
ратно транскрибированного продукта, по 0.4 мкМ
прямого и обратного праймеров, среду “qPCRmix-
HS SYBR+LowROX” (“Евроген”, Россия). Ампли-
фикационный сигнал детектировали с помощью
прибора “7500 Real-Time PCR System” (“Thermo
Fisher Scientific Inc.”, США). Для оценки экспрес-
сии генов, кодирующих митофузины-1 (Mfn-1) и -2
(Mfn-2), митохондриальный белок DRP-1 (Drp-1),
регулятор аутофагии BECLIN-1 (Beclin-1), проапо-
птотический белок BAX (Bax), антиапоптотиче-
ский белок BCL-2 (Bcl-2), меланокортиновые ре-
цепторы 3-го и 4-го типов (Mc3r, Mc4r), про-опио-
меланокортин (ПОМК) (Pomc), агути-подобный
пептид (Agrp), нейропептид Y (Npy), дофаминовые
рецепторы 1-го (D1r) и 2-го типов (D2r), серотони-
новые рецепторы 1B- (Htr1b) и 2C-подтипов
(Htr2c), инсулиновый (Insr) и лептиновый рецепто-
ры (Lepr), протеинфосфотирозинфосфатазу 1B
(Ptp1b), использовали праймеры, приведенные в
табл. 1. Ген 18S rRNA использовали как референс-
ный. Данные рассчитывали с помощью метода del-
ta-delta Ct, как описано ранее [29].

Статистический анализ экспериментальных
данных. Для статистической обработки получен-
ных данных использовали программу “Microsoft
Office Excel 2007”, результаты представляли как
M ± SEM. Нормальность распределения проверяли
с помощью критерия Шапиро–Уилка. Для сравне-
ния двух выборок с нормальным распределением
использовали t-критерий Стьюдента, статистиче-
ски значимыми считали различия при p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Масса тела и жировой ткани, глюкозный гомеостаз 

и уровни гормонов и инкретинов в крови 
диабетических крыс и влияние лечения ИВИ и ИСП

Масса тела и жировой ткани (эпидидимального
и абдоминального жира) у диабетических крыс бы-
ла значимо снижена в сравнении с контрольной
группой (табл. 2). Потребление пищи, оценивае-
мое в килокалориях, в группе Д было повышено,
что свидетельствует о развитии гиперфагии. У диа-
бетических крыс были в значительной степени по-
вышены уровни постпрандиальной глюкозы и гли-
кированного гемоглобина (HbA1c), что указывает
на тяжелую форму гипергликемии. Уровни инсу-
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лина и лептина в группе Д в значительной степени
снижались, в случае инсулина в 5 раз, что свиде-
тельствует о развитии острого инсулинового дефи-
цита, характерного для тяжелой формы стрептозо-
тоцинового СД1. Лечение диабетических крыс
ИВИ и ИСП не влияло на массу тела и жировой
ткани, показатели глюкозного гомеостаза и уро-
вень инсулина. При этом лечение ИВИ или сов-
местно ИВИ и ИСП значимо снижало потребле-
ние пищи и в небольшой степени повышало уро-
вень лептина, хотя различия с группой Д в этом
случае не были значимыми.

У диабетических крыс отмечали значимое по-
вышение уровней ГПП-1 и грелина в крови. Лече-
ние с помощью комбинации ИВИ и ИСП приво-
дило к снижению уровней инкретинов. У диабети-
ческих крыс снижались уровни ЛГ и ТТГ, что
указывает на нарушение функций гонадной и ти-
реоидной осей на гипоталамическом и (или) гипо-
физарном уровнях. Лечение ИВИ и комбинацией
ИВИ и ИСП нормализовало уровни гормонов,
причем в группе ДИС отмечали повышение уров-
ня ТТГ выше такового в контроле. Монотерапия
ИСП лишь в небольшой степени влияла на уров-
ни ЛГ и ТТГ, хотя и смягчала дефицит этих гормо-
нов.

Уровни тиреоидных гормонов и тестостерона 
в крови диабетических крыс и влияние 

лечения ИВИ и ИСП

Изучение уровней тиреоидных гормонов и ан-
дрогенного статуса показало, что при остром СД1
уровни тиреоидных гормонов и тестостерона до-
стоверно снижались (рис. 1). ИВИ нормализовал
уровень свободного тироксина (fT4), в то время как
комбинация ИВИ и ИСП нормализовала уровни
всех тиреоидных гормонов, причем в случае fT4,
tT4 и tT3 различия с группой Д были статистически
значимыми. Монотерапия ИСП в отношении вос-
становления тиреоидного статуса не была эффек-
тивной. На уровень тестостерона в крови диабети-
ческих крыс все варианты лечения ИВИ и ИСП не
влияли.

Экспрессия гипоталамических генов
у диабетических крыс и влияние лечения ИВИ и ИСП

В гипоталамусе исследовали экспрессию не-
скольких групп генов. Первая группа кодировала
белки, ответственные за биогенез митохондрий –
митофузины-1 и -2 (Mfn-1, Mfn-1), белок BECLIN-1,
регулирующий аутофагию (Beclin-1), а также
проапототический белок BAX (Bax) и антиапопто-
тический белок BCL-2 (Bcl-2). Вторая группа генов

Таблица 1. Прямые и обратные праймеры, использованные для изучения экспрессии генов гипоталамических бел-
ков у контрольных и диабетических крыс

Ген Прямой праймер Обратный праймер

Mfn-1 CTGGTGGAGATACAGGGCTAC ACAGCATTGCGTTGATGACA
Mfn-2 ATGTCAAAGGGTACCTGTCCA CAATCCCAGATGGCAGAACTT
Drp-1 GCTCAGTGCTGGAAAGCCTA ACTCCATTTTCTTCTCCTGTTGT
Beclin-1 TTCAAGATCCTGGACCGAGTGAC AGACACCATCCTGGCGAGTTTC
Bax TAGCAAACTGGTGCTCAAGG TCTTGGATCCAGACAAGCAG
Bcl-2 TAGCAAACTGGTGCTCAAGG TCTTGGATCCAGACAAGCAG
Mc3r CAGCACATGGATAATATCTTCGACTCT GGCAATGGCCAGGAGGTT
Mc4r TGGGTGTCATAAGCCTGTTGG GCGTCCGTGTCCGTACTG
Pomc AGGACCTCACCACGGAAAG GTCAAGGGCTGTTCATCTCC
Agrp TGAAGAAGACAGCAGCAGACC TGAAGAAGCGGCAGTAGCAC
Npy ACCAGGCAGAGATATGGCAAGA GGACATTTTCTGTGCTTTCTCTCATTA
D1r ACATCTGGGTAGCCTTTGACATC TACCTGTCCACGCTGATCACG
D2r GCAGCAGTCGAGCTTTCAGA CGCCTGTTCACTGGGAAACT
Htr1b TCCGGGTCTCCTGTGTACGT GGCGTCTGAGACTCGCACTT
Htr2c CGAGTCCGTTTCTCGTCTAGCT TTGGCCTATGCTTGCAGGTA
Insr CTGGAGAACTGCTCGGTCATT GGCCATAGACACGGAAAAGAAG
Lepr GCATGCAGAATCAGTGATATTTGG CAAGCTGTATCGACACTGATTTCTTC
Ptp1b CAACCGAGGAGGAACAAAAGG CAGTCTGTCAGTGAAAACATACCCG
18S rRNA GGACACGGACAGGATTGACA ACCCACGGAATCGAGAAAGA
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кодировала гены, ответственные за регуляцию пи-
щевого поведения, в том числе меланокортиновые
рецепторы 3-го и 4-го типов (Mc3r, Mc4r), про-
опиомеланокортин (ПОМК), прекурсор анорекси-
генных меланокортиновых пептидов (Pomc), орек-
сигенные факторы – нейропептид Y и агути-по-
добный пептид (Npy, Agrp). Третья группа включала
как гены, кодирующие рецепторы биогенных ами-
нов – дофамина (D1r, D2r) и серотонина (Htr1b,
Htr2c), так и гены, кодирующие рецепторы инсули-
на (Insr) и лептина (Lepr) и негативный регулятор
инсулинового и лептинового сигналинга – тирози-
новую фосфатазу 1B (Ptp1b).

При СД1 снижалась экспрессия генов митофу-
зина-1 и белков BECLIN-1 и BCL-2 (рис. 2). Лече-
ние ИВИ и комбинацией ИВИ и ИСП ее нормали-
зовало, в случае BECLIN-1 повышало экспрессию
выше ее уровня в контроле. ИСП достоверно по-
вышал только экспрессию гена Bcl-2. У животных с
СД1 возрастала экспрессия гена белка DRP-1. Ле-
чение ИВИ ее не меняло, в то время как ИСП от-
дельно или совместно с ИВИ снижали экспрессию
гена Bcl-2 до уровня, не отличающегося от такового
у контрольных животных.

В гипоталамусе диабетических крыс, по сравне-
нию с контролем, была снижена экспрессия гена
Mc4r и повышена экспрессия гена Npy (рис. 3). Ле-
чение ИВИ и совместно ИВИ и ИСП нормализо-
вало экспрессию этих генов. У крыс с СД1 экспрес-
сия Mc3r и Pomc не отличалась от контроля, тогда
как введение ИВИ, одного или в сочетании с ИСП,
повышало экспрессию этих генов. Комбинирован-
ная терапия также вызывала значимое снижение
экспрессии гена нейропептида Y не только в срав-

нении с группой Д, но и с контролем. Монотера-
пия ИСП повышала только экспрессию гена Pomc.

У крыс с СД1 экспрессия гена D1r, кодирующе-
го дофаминовый рецептор 1-го типа, не менялась,
в то время как экспрессия гена D2r, кодирующего
дофаминовый рецептор 2-го типа, снижалась в
2 раза (рис. 4). Оба препарата, отдельно или сов-
местно, восстанавливали экспрессию гена D2r, но
не влияли на экспрессию гена D1r, в результате че-
го сниженное при СД1 отношение D2r/D1r норма-
лизовалось у животных, получавших препараты.
Экспрессия генов Htr1b и Htr2c при СД1 не меня-
лась. Лечение ИВИ и совместно ИВИ и ИСП не
влияло на экспрессию Htr2c, но повышало экс-
прессию гена Htr1b по сравнению с контролем.
При СД1, в условиях системного дефицита инсули-
на, экспрессия инсулинового рецептора в гипота-
ламусе повышалась и значимо снижалась в группах
с обработкой ИВИ, в среднем в 2 раза ниже ее уров-
ня в контроле. Монотерапия ИСП не влияла на
экспрессию гена инсулинового рецептора. При
СД1 экспрессия гена Ptp1b не менялась, тогда как
ИВИ (один и в комбинации с ИСП) ее повышал.
Экспрессия гена лептинового рецептора во всех
группах существенно не менялась.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для тяжелого краткосрочного СД1, в отличие от
длительно текущих, легких или среднетяжелых
форм СД1, характерны быстро нарастающие дефи-
цит инсулина, гипергликемия, а также снижение
массы тела и жировой ткани, несмотря на сильно
выраженную гиперфагию. Нами показано, что, на-

Таблица 2. Масса тела и жировой ткани, потребление пищи, уровни глюкозы, гликированного гемоглобина, инсу-
лина, лептина, ГПП-1, грелина, ЛГ и ТТГ в крови крыс с краткосрочным СД1 и влияние на эти показатели лечения
ИВИ и ИСП

Различия с группами К (a), Д (b) и ДИ (с) статистически значимы при p <0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6. * – масса
жира включает сумму масс абдоминального и эпидидимального жира. ** – рассчитывали в течение 6 дней лечения (исключая по-
следний день эксперимента, когда осуществляли декапитацию животных).

Показатель К Д ДИ ДС ДИС

Масса тела, г 315.2 ± 7.8 283.8 ± 5.8 a 285.2 ± 9.5 a 291.5 ± 7.6 287.8 ± 7.8 a

Масса жира, г* 7.8 ± 0.3 5.7 ± 0.4 a 5.8 ± 0.4 a 6.2 ± 0.3 a 5.8 ± 0.3 a

Потребление пищи, ккал/крыса/день** 59.2 ± 1.7 78.2 ± 2.1 a 67.3 ± 2.1 a,b 73.3 ± 1.0 a,c 66.2 ± 3.3 b

Глюкоза, мМ 4.9 ± 0.2 23.4 ± 1.6 a 21.7 ± 2.0 a 24.5 ± 1.4 a 22.7 ± 1.3 a

HbA1c, % 4.4 ± 0.2 7.0 ± 0.3 a 6.5 ± 0.3 a 6.8 ± 0.3 a 6.5 ± 0.3 a

Инсулин, нг/мл 0.81 ± 0.09 0.16 ± 0.04 a 0.18 ± 0.05 a 0.19 ± 0.04 a 0.20 ± 0.05 a

Лептин, нг/мл 2.73 ± 0.21 1.24 ± 0.17 a 1.69 ± 0.19 a 1.47 ± 0.19 a 1.71 ± 0.22 a

ГПП-1, пг/мл 28.3 ± 1.3 37.4 ± 2.2 a 33.2 ± 1.6 a 38.9 ± 2.0 a 29.1 ± 1.7 b

Грелин, нг/мл 1.27 ± 0.12 2.12 ± 0.21 a 1.79 ± 0.14 a 2.00 ± 0.23 a 1.52 ± 0.19

ЛГ, нг/мл 2.21 ± 0.21 1.13 ± 0.14 a 1.94 ± 0.24 b 1.44 ± 0.16 a 2.08 ± 0.25 b

ТТГ, мкМЕ/мл 0.76 ± 0.09 0.40 ± 0.06 a 0.86 ± 0.10 b 0.54 ± 0.07 c 1.15 ± 0.09a,b
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ряду с дефицитом инсулина, в крови крыс с СД1
снижался уровень лептина и повышались уровни
ГПП-1 и грелина. Снижение уровня лептина обу-
словлено истощением запасов жировой ткани, сек-
ретирующей лептин [30]. Основной причиной по-
вышения уровня ГПП-1, продуцируемого L-клет-
ками кишечника, является характерная для СД1
гиперфагия, поскольку увеличение объема пищи,
поступающей в желудок и контактирующей с
L-клетками в кишечнике, стимулирует секрецию
ГПП-1 в кровь. Повышение уровня ГПП-1, обла-
дающего мощным инсулинотропным действием на
панкреатические β-клетки [31], можно рассматри-
вать как компенсаторный механизм, направлен-
ный на восстановление инсулин-продуцирующей
функции β-клеток, что показано при диабетиче-

ской патологии у человека [32]. Об ослаблении
продукции лептина и гиперсекреции ГПП-1 при
СД1 сообщали в своих работах и другие авторы
[33–36].

Обнаруженное нами повышение уровня грели-
на у крыс с СТЗ-индуцированным СД1 может быть
важным фактором, способствующим регенерации
β-клеток в условиях их повреждения СТЗ. Так,
имеются данные, что грелин предотвращает апо-
птоз панкреатических клеток, повышая их выжи-
ваемость [37]. Повышение уровня грелина в крови
может быть следствием нарушения инсулин-про-
дуцирующей функции β-клеток. Установлено, что
повышение уровня инсулина у здоровых людей
приводит к значительному снижению уровня пост-
прандиального грелина, в то время как в условиях

Рис. 1. Уровни тиреоидных гормонов и тестостерона у самцов крыс с краткосрочным СД1 и влияние на них ИВИ и ИСП.
(a) – свободный тироксин (fT4), (b) – общий тироксин (tT4), (c) – свободный трийодтиронин (fT3), (d) – общий трийод-
тиронин (tT3), (e) – тестостерон. Обозначения групп: C (К) – контроль; D (Д) – диабет без лечения; DI (ДИ) – диабет с
лечением интраназально вводимым инсулином в суточной дозе 20 мкг/крысу; DC (ДС) – диабет с лечением интраназаль-
но вводимым C-пептидом в суточной дозе 36 мкг/крысу; DIC (ДИС) – комбинированное лечение интраназально вводи-
мыми инсулином и C-пептидом в тех же дозах. Различия с группами К (a) и Д (b) статистически значимы при p <0.05. Дан-
ные представлены как M ± SЕМ, n = 6.

50 (a)

40

a
a

b b

C
D
Dl
DC
DIC

30

fT
4,

 p
m

ol
/l

20

10

0

140 (b)
120
100

a

a

b

C
D
Dl
DC
DIC

80

tT
4,

 n
m

ol
/l

60
40
20

0

5 (c)

4
a a

C
D
Dl
DC
DIC

3

fT
3,

 p
m

ol
/l

2

1

0

20
(e)

16

a
a

a
a

C
D
Dl
DC
DIC

12

Te
st

os
te

ro
ne

, m
ol

/l

8

4

0

4 (d)

3

a a

b

C
D
Dl
DC
DIC

2

tT
3,

 p
m

ol
/l

1

0



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 3  2022

ВОССТАНАВЛИВАЮЩИЙ ЭФФЕКТ 225

инсулинового дефицита при СД1 уровень грелина
остается значимо повышенным [38]. Повышение
уровня грелина на ранних стадиях СД1 было опи-
сано и в ряде экспериментальных исследований
[39–41].

У крыс с СД1 комбинация ИВИ и ИСП суще-
ственно не влияла на уровни инсулина и лептина в
крови, сниженные при СД1, но нормализовала
уровни ГПП-1 и грелина. Это было ассоциировано
с ослаблением гиперфагии в группе ДИС. Вопрос о
том, как вызываемая комбинацией ИВИ и ИСП
активация инсулиновой системы в мозге (гипота-
ламусе) ослабляет орексигенные влияния грелина

на периферии, остается открытым и требует даль-
нейших исследований. Отсутствие влияния моно-
терапии ИСП на уровни инкретинов указывает на
ключевую роль в этом инсулина мозга. В то же вре-
мя ИСП-индуцированное усиление влияния ИВИ
на гиперфагию и уровни ГПП-1 и грелина в крови
свидетельствует в пользу потенцирования С-пеп-
тидом инсулинового сигналинга в мозге. Это мо-
жет быть обусловлено способностью С-пептида
повышать эффективность взаимодействия инсу-
лина с его рецепторами, дестабилизируя олигомер-
ные комплексы инсулина [14–16].

Рис. 2. Экспрессия мРНК для белков, вовлеченных в регуляцию митохондриальной динамики, аутофагии и апоптоза в
гипоталамусе крыс с краткосрочным острым СД1 и влияние ИВИ и ИСП. Представлена экспрессия генов митофу-
зинов-1 (Mfn-1) и -2 (Mfn-2), а также белков DRP-1 (Drp-1), BECLIN-1 (Beclin-1), BAX (Bax) и BCL-2 (Bcl-2). Обозначе-
ния групп: C (К) – контроль; D (Д) – диабет без лечения; DI (ДИ) - диабет с лечением интраназально вводимым инсули-
ном в суточной дозе 20 мкг/крысу; DC (ДС) – диабет с лечением интраназально вводимым C-пептидом в суточной дозе
36 мкг/крысу; DIC (ДИС) – комбинированное лечение интраназально вводимыми инсулином и C-пептидом в тех же дозах.
Различия с группами К (a), Д (b) и ДИ (c) статистически значимы при p <0.05. Данные представлены как M ± SЕМ, n = 6.
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Рис. 3. Влияние СД1 и лечения ИВИ и ИСП на экспрессию мРНК меланокортиновых рецепторов и факторов, определя-
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(Mc3r) и 4-го типов (Mc4r), про-опиомеланокортина (Pomc), нейропептида Y (Npy) и агути-подобного пептида (Agrp).
Обозначения групп: C (К) – контроль; D (Д) – диабет без лечения; DI (ДИ) – диабет с лечением интраназально вводимым
инсулином в суточной дозе 20 мкг/крысу; DC (ДС) – диабет с лечением интраназально вводимым C-пептидом в суточной
дозе 36 мкг/крысу; DIC (ДИС) – комбинированное лечение интраназально вводимыми инсулином и C-пептидом в тех же
дозах. Различия с группами К (a), Д (b) и ДИ (c) статистически значимы при p <0.05. Данные представлены как M ± SЕМ,
n = 6.
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В крови диабетических крыс были снижены
уровни гликопротеиновых гипофизарных гормо-
нов – ЛГ и ТТГ, что указывает на снижение актив-
ности гипоталамо-гипофизарной системы. При
СД1 также ослаблялся синтез андрогенов и тирео-
идных гормонов. Эти данные согласуются с резуль-
татами других авторов и ранее полученными нами
данными о том, что у самцов крыс с различными по
тяжести и более продолжительными моделями
СД1 уровни ЛГ [42, 43] и ТТГ [44, 45], тестостерона
[19, 46, 47] и тиреоидных гормонов [7, 44, 45, 48]
были также снижены.

Нами установлено, что ИВИ нормализовал уро-
вень ТТГ в крови и, тем самым, восстанавливал
уровни тиреоидных гормонов у диабетических
крыс, причем совместное применение с ИСП при-
водило к усилению его эффекта. Это согласуется с
ранее полученными данными о том, что обработка

здоровых крыс и животных с длительным, умерен-
но выраженным СД1 с помощью ИВИ также при-
водит к устойчивому и значимому повышению
уровня ТТГ [7]. В настоящем исследовании было
также показано, что ИВИ и ИВИ совместно с ИСП
повышают уровень ЛГ в крови диабетических
крыс. Ранее влияние ИВИ на продукцию ЛГ при
СД1 не было исследовано. Имеется лишь одно кли-
ническое исследование, в котором было изучено
влияние однократно введенного ИВИ (40 МЕ) на
уровень ЛГ в крови у здоровых мужчин и мужчин с
СД2 [49]. Dhindsa и соавт. не выявили значимых
изменений в уровне ЛГ после обработки ИВИ. Од-
нако необходимо принимать во внимание, что об-
работка проводилась однократно, а уровень ЛГ у
пациентов с СД2 был повышен в сравнении со здо-
ровыми пациентами, а не снижен, как в случае
СД1 [49].

Рис. 4. Влияние СД1 и лечения ИВИ и ИСП на экспрессию мРНК рецепторов дофамина, серотонина, инсулина и лепти-
на, а также протеинфосфотирозинфосфатазы 1B в гипоталамусе крыс. (a) – экспрессия генов дофаминовых рецепторов
1-го (D1r) и 2-го типов (D2r) и серотониновых рецепторов 1B- (Htr1b) и 2C-подтипов (Htr2c), (b) – экспрессия генов
инсулинового (Insr) и лептинового рецепторов (Lepr) и протеинфосфотирозинфосфатазы (Ptp1b). Обозначения
групп: C (К) – контроль; D (Д) – диабет без лечения; DI (ДИ) – диабет с лечением интраназально вводимым инсулином
в суточной дозе 20 мкг/крысу; DC (ДС) – диабет с лечением интраназально вводимым C-пептидом в суточной дозе
36 мкг/крысу; DIC (ДИС) – комбинированное лечение интраназально вводимыми инсулином и C-пептидом в тех же
дозах. Различия с группами К (a), Д (b) и ДИ (c) статистически значимы при p <0.05. Данные представлены как M ± SЕМ,
n = 6.
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Повышение продукции ТТГ и ЛГ при их дефи-
ците в условиях СД1, как мы полагаем, обусловле-
но стимулирующим эффектом ИВИ на гипотала-
мические тиролиберин- и гонадолиберин-экс-
прессирующие нейроны. Имеются данные о том,
что инсулин в паравентрикулярных ядрах гипота-
ламуса повышает продукцию тиролиберина, рили-
зинг-фактора ТТГ путем стимуляции меланокор-
тиновых путей и ингибирования нейронов, экс-
прессирующих нейропептид Y и агути-подобный
пептид [50, 51], негативные регуляторы синтеза ти-
ролиберина [52, 53]. Сходные механизмы показаны
для стимуляции продукции гонадолиберина, рили-
зинг-фактора гонадотропинов [54–56]. Нами по-
казано, что ИВИ и его комбинация с ИСП повы-
шали экспрессию генов Pomc, Mc4r и Mc3r, вовле-
ченных в позитивную регуляцию экспрессии
гипоталамических рилизинг-факторов гонадотро-
пинов и ТТГ, и снижали повышенную при СД1
экспрессию гена нейропептида Y, негативного ре-
гулятора гонадолиберина и тиролиберина. Так, в
группе Д соотношение Npy/Pomc составило 1.78, в
то время как в группах ДИ и ДИС – 0.41 и 0.37 со-
ответственно. Это указывает на то, что ИВИ сме-
щает соотношение экспрессии нейропептида Y и
ПОМК в пользу последнего, стимулирующего про-
дукцию гипоталамических рилизинг-факторов.

Нами обнаружено, что оба варианта терапии с
ИВИ приводят к снижению экспрессии гена инсу-
линового рецептора, повышенной в условиях ха-
рактерного для СД1 системного инсулинового де-
фицита, что обусловлено длительной активацией
инсулиновой системы мозга при интраназальном
введении гормона. Необходимо отметить, что по-
вышение экспрессии инсулиновых рецепторов в
гипоталамусе диабетических крыс согласуется как
с нашими результатами о двукратном повышении
специфического связывания инсулина с синапто-
сомальными мембранами, выделенными из мозга
крыс со стрептозотоциновым СД1 [57], так и с дан-
ными других авторов о повышении инсулин-сти-
мулированного фосфорилирования инсулиновых
рецепторов в гиппокампе крыс с СД1 [58]. Наряду
с этим, в обеих группах с введением ИВИ выявлено
значимое повышение экспрессии гена фосфатазы
1B, негативного регулятора инсулинового сигна-
линга. Активность этого фермента зависит от сте-
пени активации инсулиновой сигнальной системы
и повышается в условиях длительной ее стимуля-
ции инсулином [59, 60]. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что при введении СД1 крысам ИВИ,
в том числе в сочетании с ИСП, инсулин непосред-
ственно поступает к гипоталамическим нейронам
и стимулирует в них инсулиновую сигнальную си-
стему.

Необходимо отметить, что монотерапия ИСП
слабо влияла на уровни ЛГ, ТТГ, тиреоидных гор-
монов и тестостерона. Это указывает на то, что сиг-
нальные пути С-пептида непосредственно не во-

влечены в контроль продукции тиролиберина и го-
надолиберина. При этом некоторое усиление
восстанавливающего эффекта ИВИ при его ком-
бинированном применении с ИСП на тиреоидный
статус (значимое повышение уровней tT3 и tT4 в
группе ДИС в сравнении с контролем), как и в слу-
чае инкретинов, может быть обусловлено повыше-
нием доступности инсулина для его рецепторов
вследствие облегчения диссоциации инсулиновых
комплексов в присутствии С-пептида [14–16].

Одним из механизмов восстановления экспрес-
сии компонентов гипоталамических сигнальных
систем, включая нормализацию соотношения до-
фаминовых рецепторов 1-го и 2-го типов, может
быть нейропротекторный эффект ИВИ, который
ранее был продемонстрирован нами и другими ав-
торами [13, 61, 62], в том числе при диабетической
патологии [63]. Этот эффект был выявлен и в на-
стоящем исследования в отношении тяжелого
краткосрочного СД1, на что указывает восстанов-
ление экспрессии генов митохондриальных бел-
ков, а также нормализация соотношения проапо-
птотического белка BAX к антиапоптотическому
белку BCL-2. Так, соотношение экспрессии генов
Bax и Bcl-2 в гипоталамусе диабетических крыс со-
ставило 1.38, а в группах ДИ и ДИС оно снизилось
до 0.85 и 0.78 соответственно, что может указывать
на ослабление апоптотических процессов в гипота-
ламических нейронах. ИВИ восстанавливал сни-
женную при СД1 экспрессию белка BECLIN-1, от-
ветственного за индукцию аутофагии. В этой связи
необходимо отметить, что аутофагия в мозге явля-
ется одним из механизмов, защищающих нейроны
от апоптоза [64]. Наряду с этим в группе ДИС от-
мечали восстановление экспрессии генов, кодиру-
ющих митофузины (Mfn-1, Mfn-2), и снижение
экспрессии гена Drp-1, повышенной при СД1, что
свидетельствует о нормализации биогенеза мито-
хондрий, и в целом согласуется с нашими данны-
ми, полученными при изучении влияния комби-
нированной терапии ИВИ и ИСП на крыс с дли-
тельным среднетяжелым СД1 [63]. Обработка
крыс одним С-пептидом частично восстанавли-
вала соотношение Bax и Bcl-2, но почти не влия-
ла на экспрессию генов митохондриальных бел-
ков и BECLIN-1.

Таким образом, впервые показан восстанавли-
вающий эффект недельной терапии ИВИ и его
комбинацией с ИСП на гормональный статус и
экспрессию генов, кодирующих компоненты ги-
поталамических сигнальных систем у самцов крыс
с краткосрочным тяжелым СД1. Показано частич-
ное восстановление уровней лептина, ГПП-1, гре-
лина, гипофизарных гликопротеиновых гормонов
(ЛГ, ТТГ), а также тиреоидных гормонов при лече-
нии диабетических крыс ИВИ и комбинацией ИВИ
и ИСП, что указывает на ИВИ-индуцированное
улучшение функций гипоталамо-гипофизарной
и инкретиновой систем и нормализацию тиреоид-
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ного статуса, нарушенных при краткосрочном
СД1. Одним из механизмов восстанавливающего
действия ИВИ и его комбинации с ИСП является
нормализация экспрессии гипоталамических фак-
торов, ответственных за аппетит, и восстановление
экспрессии генов, ответственных за снижение апо-
птоза, стимуляцию аутофагии и повышение выжи-
ваемости нейронов.
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THE RESTORATIVE EFFECT OF COMBINED INSULIN 
AND C-PEPTIDE INTRANASAL ADMINISTRATION 

ON HORMONAL STATUS AND HYPOTHALAMIC SIGNALING 
IN THE MALE RAT MODEL OF SEVERE SHORT-TERM 

STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETES
K. V. Derkacha, A. A. Bakhtyukova, N. E. Basovaa,

I. I. Zorinaa, and A. O. Shpakova,#
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At early stages of severe type 1 diabetes mellitus (DM1), which is characterized by severe insulin deficiency, acute
hyperglycemia and hyperphagia, there arise impaired incretin secretion and adipokine status, endocrine dys-
functions, and altered hypothalamic regulation. This is largely due to brain insulin deficiency. The use of intra-
nasally administered insulin (I-I), which compensates for its deficiency, is able to prevent DM1 complications.
Since in DM1 there is a deficiency of the proinsulin C-peptide, which can enhance insulin effects, it seems
promising to co-use I-I with intranasally administered C-peptide (I-СP). This work aimed to study the effect of
7-day treatment of rats with short-term DM1 induced by high-dose streptozotocin (65 mg/kg) with I-I
(20 μg/rat/day), including in combination with I-CP (36 μg/rat/day), on hormone and incretin blood levels and
the expression of hypothalamic genes encoding food intake factors, insulin, leptin, serotonin and dopamine re-
ceptors, as well as regulators of mitochondrial dynamics and apoptosis. I-I alone and its combination with I-CP
normalized glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and ghrelin levels, which were elevated in DM1, and increased
those of luteinizing and thyroid-stimulating hormones, as well as thyroid hormones, which were reduced in
DM1, without affecting testosterone levels. One of the mechanisms behind these effects was an increase in the
expression of anorexigenic genes encoding type 4 melanocortin receptor and pro-opiomelanocortin, a decrease
in the gene expression of orexigenic neuropeptide Y, and normalization of the expression of genes responsible for
mitochondrial dynamics (Mfn-1, Mfn-2, Drp-1), apoptosis (Bcl-2) and autophagy (Beclin-1) in the hypothala-
mus. I-I monotherapy was less effective, while I-СP monotherapy had no effect on the assessed parameters.
Thus, combination therapy with I-I and I-CP and, to a lesser extent, I-I monotherapy normalize GLP-1 and
ghrelin levels, restore luteinizing hormone levels and hormonal parameters of the thyroid system in male rats with
severe short-term DM1, including due to the normalization of hypothalamic signaling.

Keywords: intranasal insulin, proinsulin C-peptide, streptozotocin-induced type 1 diabetes, leptin, incretins,
neuroprotection, thyroid hormone, apoptosis
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Многочисленные исследования подтверждают, что рецепторы следовых аминов 1-го типа (TAAR1) вы-
ступают в качестве нейромодулятора моноаминергических систем, обеспечивающего отрицательную
регуляцию активности дофаминергических и серотонинергических нейронов. Способность TAAR1 ре-
гулировать моноаминергические системы обусловливает его заметную роль в возникновении психиче-
ских и неврологических расстройств. Настоящее исследование направлено на то, чтобы представить
дополнительные доказательства роли TAAR1 в генерации негативности рассогласования (НР) на моде-
ли грызунов. Регистрация электроэнцефалограммы в свободном поведении проводилась у мышей, но-
каутных по гену, кодирующему TAAR1, и мышей дикого типа. Известно, что НР отражает комбинацию
реакции стимул-специфической адаптации к повторяющемуся стимулу (ССА) и механизма обнаруже-
ния отклонения. Для того, чтобы разграничить эти два процесса, мы сравнили стандартные и девиант-
ные стимулы, зарегистрированные в парадигме “одд-болл”, с контрольными стимулами, зарегистри-
рованными в парадигме мультистандартного контроля. Различие, наблюдаемое между высокоадапти-
рованными стандартными и низкоадаптированными контрольными стимулами, вместе со сходной
реакцией на девиантные и контрольные стимулы позволяет предположить, что НР-подобный ответ у
мышей дикого типа, скорее всего, отражает процесс ССА. С другой стороны, мыши, нокаутные по ге-
ну, кодирующему TAAR1, не обнаруживают различий между стандартными, девиантными и контроль-
ными стимулами. Можно предположить, что полученный результат указывает на нарушение процесса
ССА на повторяющиеся стимулы у мышей линии TAAR-KO.

Ключевые слова: рецепторы следовых аминов, TAAR1, негативность рассогласования (НР), стимул-спе-
цифическая адаптация, слуховые вызванные потенциалы (ВП), парадигма “одд-болл”
DOI: 10.31857/S0044452922030044

Рецептор следовых аминов 1-го типа (TAAR1)
представляет собой связанный с G-белком родоп-
син-подобный рецептор, который широко экс-
прессируется в периферических тканях и подкор-
ковых областях центральной нервной системы,
включая лимбическую систему и моноаминергиче-
ские пути [1–4]. В исследованиях на мышах было
установлено, что TAAR1 также обнаруживается
в области медиальной префронтальной коры, в
V слое пирамидных нейронов [5]. Локализация
TAAR1 совместно с переносчиками дофамина и се-
ротонина, коэкспрессия с транспортером норадре-
налина, а также нейроанатомическое расположе-
ние TAAR1 свидетельствуют о его возможной роли
в регуляции моноаминергической передачи и свя-
занных с этим когнитивных процессов [6].

Вышеупомянутые особенности делают TAAR1
потенциально полезной мишенью для лечения

психоневрологических расстройств, таких как би-
полярное расстройство, наркомания, болезнь Пар-
кинсона и шизофрения [7]. Хотя установлено, что
редкие варианты гена TAAR1 связаны с развитием
шизофрении у людей [8], а новое лекарство на ос-
нове агониста TAAR1 уже проходит стадию клини-
ческих испытаний [9], неврологическая основа
этого заболевания до сих пор остается предметом
для обсуждения.

Исследования на модельных животных показы-
вают, что мыши, нокаутные по гену, кодирующему
TAAR1, демонстрируют особенности физиологии
и поведения, аналогичные наблюдающимся у па-
циентов с шизофренией. Было обнаружено, что
такие животные обладают повышенной двига-
тельной реакцией в ответ на введение амфетами-
нов, имеют повышенное содержание дофамина,
норадреналина и серотонина в стриатуме [3, 10],

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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недостаточную функциональную активность ре-
цепторов N-метил-D-аспартата (NMDA) в меди-
альной префронтальной коре [5], а также дефицит
предимпульсного торможения [10, 11].

Частыми симптомами, отражающими когни-
тивные и функциональные нарушения, наблюдае-
мые при шизофрении, являются такие высокореп-
лицируемые биомаркеры, как дефицит сенсорного
гейтинга, волны P300 и негативности рассогласо-
вания (НР) [12]. Недавно полученные результаты
показали влияние введения агониста TAAR1 на
электрофизиологические аналоги биомаркеров
шизофрении на модели мышей. Выявлено, что
введение агониста TAAR1 вызывает достоверное
увеличение индекса сенсорного гейтинга [13], а
также увеличение амплитуды НР-подобного ответа
[14].

НР представляет собой независимый от внима-
ния когнитивный компонент слуховых вызванных
потенциалов (ВП), который регистрируется в ответ
на редкие изменения в повторяющихся звуковых
последовательностях [15]. Дефицит НР у людей яв-
ляется стабильным показателем аномалий слухо-
вого восприятия и внимания у больных шизофре-
нией [16–18]. Таким образом, исследование НР-
подобного ответа у мышей, нокаутных по гену, ко-
дирующему TAAR1, может представить новые дан-
ные о роли рецепторов TAAR1 в нарушениях про-
цессов непроизвольного внимания и слухового
восприятия у пациентов с шизофренией.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Все исследования на животных проводились в

строгом соответствии с этическими стандартами,
утвержденными правовыми актами РФ и принци-
пами Базельской декларации. Все эксперименты
были одобрены Этическим комитетом Санкт-Пе-
тербургского государственного университета.

Двенадцать мышей дикого типа (WT) и шестна-
дцать мышей-самцов, нокаутных по гену, кодиру-
ющему TAAR1 (TAAR1-KO), в возрасте от 3 до
5 месяцев были получены из вивария Института
трансляционной биомедицины (Санкт-Петер-
бургский государственный университет, Санкт-
Петербург, Россия). Мыши дикого типа (WT) и
мыши TAAR1-KO были получены путем скрещи-
вания гетерозиготных животных C57BL6/129SvJ.

Операционные процедуры проводили под об-
щим наркозом: золетил (70 мг/кг) вводился внут-
рибрюшинно и ксилазин (0.2 мг/кг) – внутримы-
шечно. Эпидуральные активные электроды были
имплантированы билатерально (AP = –6; ML =
= ±3.5, координаты указаны в мм от bregma), рефе-
рентный электрод был расположен в правом полу-
шарии (AP = –2.5, ML = 3.5); заземляющий элек-
трод – в левом полушарии (AP = –2.5, ML = –3.5).
Электроды фиксировали дентальной пластмассой

холодного отверждения “Акродент” (ОАО “Cто-
ма”, Украина). Операционное поле обрабатыва-
лось банеоцином; до операции в качестве антибио-
тика внутримышечно вводился бициллин-5
(100 мг/кг). Восстановительный период составлял
не менее 5 дней.

Регистрация электроэнцефалограммы (ЭЭГ)
проводилась в свободном поведении: для адапта-
ции животных помещали в экспериментальную
камеру за 15 мин до начала эксперимента, во вре-
мя эксперимента животные могли свободно пе-
ремещаться по экспериментальной камере. Экс-
периментальная камера (бокс из плексигласа
30 × 15 × 17 см) располагалась между динамиками,
через которые с интенсивностью 86 дБ подавались
стимулы, генерируемые программой Psytask v. 2.4
(ООО “Мицар”, Россия). ЭЭГ регистрировалась с
помощью электроэнцефалографа Мицар-ЭЭГ-
05/70-201 и программного обеспечения WinEEG v.
2.4 (ООО “Мицар”, Россия).

Для уменьшения влияния физических свойств
стимулов на параметры слуховых ВП ответы реги-
стрировались в прямой (стандартный стимул 6 кГц
и девиантный стимул 8 кГц) и обратной (стандарт-
ный стимул 8 кГц и девиантный стимул 6 кГц) па-
радигме “одд-болл”. В каждой последовательности
предъявлялось 1000 стимулов, 10% из которых бы-
ли девиантными. Стимулы предъявлялись в псев-
дослучайном порядке таким образом, чтобы перед
каждым девиантным стимулом воспроизводилось
не менее трех стандартных стимулов. Поскольку
разница в характеристиках ВП в ответ на стандарт-
ные и девиантные стимулы может отражать как
процессы опознания отклоняющегося стимула,
так и стимул-специфическую адаптацию, мы до-
полнительно регистрировали слуховые ВП в муль-
тистимульной контрольной парадигме [19]. Муль-
тистимульная парадигма состояла из 10 тонов (от 6
до 9 кГц с шагом 1 кГц), которые предъявлялись в
псевдослучайном порядке без повторений. Все
стимулы представляли собой синусоидальные то-
ны длительностью 100 мс (включая интервал на-
растания/спада 5 мс); межстимульный интервал
составлял 500 мс. Всего предъявлялось 1000 стиму-
лов, каждый тон проигрывался 100 раз.

ЭЭГ была отфильтрована в диапазоне от 1.6 до
50 Гц. Артефакты, связанные с грумингом и движе-
ниями, были определены с помощью визуального
анализа и удалены. Индивидуальные ВП в ответ на
стандартные, девиантные и контрольные стимулы
соответствующих частот были рассчитаны с кор-
рекцией изолинии от –100 до 0 мс. Для дальнейше-
го анализа были усреднены только стандартные
стимулы, предшествующие девиантному стимулу,
а также усреднены ВП для левого и правого отведе-
ния.

На кривой усредненного ВП для двух групп жи-
вотных визуально были выделены 4 основные ком-
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поненты: P1 – как первое максимальное положи-
тельное отклонение со средней латентностью
20 мс; N1 – как соседнее максимальное отрица-
тельное отклонение со средней латентностью
32 мс; P2 – как соседнее максимальное положи-
тельное отклонение со средней латентностью 56 мс
и поздний компонент (LC) со средней латентно-
стью 176 мс. Средние амплитуды индивидуальных
ВП (от изолинии до пика) в ответ на предъявление
стандартных, девиантных и контрольных стимулов
рассчитывали для компонент P1 (16–24 мс),
N1 (28–36 мс), P2 (52–60 мс) и позднего компо-
нента (168–184 мс).

Все данные имели нормальное распределение
согласно критерию Колмогорова–Смирнова. До-
стоверность различия средних амплитуд компо-
нент ВП анализировали с помощью метода сме-
шанного дисперсионного анализа (IBM SPSS Sta-
tistic v. 21, IBM Corporation, Нью-Йорк, США) с
внутригрупповым фактором Тип стимула и меж-
групповым фактором Группа (TAAR1-KO и WT).
В случае значимого нарушения сферичности при-
менялась поправка Гринхауза-Гейссера (p < 0.05
согласно критерию Моучли). Апостериорный
анализ проводился с использованием поправки
Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Парадигма “одд-болл”

На рис. 1 представлены усредненные ВП в ответ
на предъявление стандартных и девиантных стиму-
лов для групп TAAR1-KO и WT. Для ранних компо-
нент ВП P1 (16–24 мс), N1 (28–36 мс) и P2 (52–
60 мс) не было обнаружено статистически значи-
мых различий между группами животных (p > 0.888),
что указывает на сохранность ранних стадий обра-
ботки слуховой информации у мышей TAAR1-KO.
Для компонента P2 была обнаружена разница в ам-
плитуде ответа на девиантные и стандартные сти-
мулы для двух групп животных (значимое влияние
фактора Тип стимула: F(1, 26) = 4.324, p = 0.048,
η2 = 0.143 ). Для компонент P1 и N1 значимых раз-
личий обнаружено не было (p > 0.126).

Статистический анализ для позднего компо-
нента ВП (168–184 мс) показал достоверное взаи-
модействие факторов Тип стимула*Группа
(F(1.26) = 5.518, p = 0.027, η2 = 0.175). Анализ пар-
ных сравнений показал достоверное увеличение
негативности амплитуды ответа на девиантный
стимул (М = 2.562, SD = 4.627) по сравнению с от-
ветом на стандартный стимул (М = 5.013, SD =
= 2.391) в группе WT (p = 0.037). В группе TAAR1-KO
достоверных различий между стандартными (M =
= 1.412, SD = 3.001) и девиантными (M = 2.416,
SD = 4.641) стимулами обнаружить не удалось (p =
= 0.307). Анализ парных сравнений амплитуд отве-
та между двумя группами животных показал боль-

шую амплитуду ответа на стандартный стимул в
группе WT по сравнению с группой TAAR1-KO (p =
= 0.002). Достоверных различий между амплитуда-
ми ответов на девиантные стимулы обнаружено не
было (p = 0.935).

Мультистимульная контрольная парадигма
Привыкание, то есть снижение интенсивности

реакции при повторяющемся действии раздражи-
теля, оказывает значительное влияние на характе-
ристики ВП. Особенно этот процесс влияет на ам-
плитуду часто повторяющегося стандартного сти-
мула и может вносить значительный вклад в
разницу ответов на девиантные и стандартные сти-
мулы [20].

Чтобы разграничить процессы стимул-специ-
фической адаптации и обнаружения отклонения,
мы сравнили ВП на стандартные и девиантные
стимулы с ВП в ответ на предъявление контроль-
ных стимулов соответствующей частоты, предъяв-
ляемых в мультистандартной контрольной пара-
дигме. Результаты дисперсионного анализа пока-
зывают отсутствие достоверных различий между
амплитудами ответов на девиантные и контроль-
ные стимулы (p > 0.088). Для ранних компонент P1
и N1 в ответ на стандартные стимулы главные эф-
фекты или взаимодействие факторов также не бы-
ли значимыми (p > 0.494). Для компонента P2 была
обнаружена разница между ВП в ответ на кон-
трольные и стандартные стимулы как для группы
WT, так и для группы TAAR1-KO (значимое влия-
ние фактора Тип стимула: F(1, 26) = 7.456, p = 0.011,
η2 = 0.223), что указывает на усиление реакции на
контрольные стимулы. Для позднего компонента
обнаружено значимое влияние фактора Группа
(F(1, 26) = 7.551, p = 0.011, η2 = 0.225). Были прове-
дены два отдельных однофакторных дисперсион-
ных анализа, которые показали достоверное влия-
ние фактора Тип стимула в группе WT (F(1, 11) =
= 4.952, p = 0.048, η2 = 0.310) и отсутствие досто-
верных различий в группе TAAR1-KO (р = 0.513).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
TAAR1 известен как нейромодулятор моноами-

нергических систем, обеспечивающий отрицатель-
ную регуляцию активности дофаминергических и
серотонинергических нейронов [21–24]. Способ-
ность TAAR1 регулировать моноаминергические
системы обусловливает его заметную роль в воз-
никновении психических и неврологических
расстройств. Физиологические и патофизиоло-
гические эффекты TAAR1 выражаются в его ан-
тидепрессивном и прокогнитивном действии
[24], а также в регуляции аддиктивного поведе-
ния [6, 25–27]. Кроме того, TAAR1, вероятно, за-
действован в развитии ряда расстройств, таких как
болезнь Паркинсона и шизофрения [28]. Проко-
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гнитивная активность TAAR1 также подтверждает-
ся его влиянием на электрофизиологические кор-
реляты когнитивных процессов: негативность рас-
согласования и сенсорный гейтинг [13, 14].
Снижение таламокортикального гейтинга [29], а
также дефицит НР являются хорошо известными
биомаркерами шизофрении [12], отражающими
нарушение механизма адаптации или процесса об-
наружения отклонений [18].

Настоящее исследование направлено на то, что-
бы представить дополнительные доказательства
роли TAAR1 в генерации НР на модели грызунов.
Обнаружено, что мыши TAAR1-KO демонстриру-
ют уменьшение разницы в ответах на стандартные
и девиантные стимулы в парадигме “одд-балл”. В
то время как у мышей линии TAAR1-KO ранние
компоненты ВП (P1, N1, P2) не нарушены, наблю-
даемый эффект отражается в изменении амплиту-
ды позднего ответа (168–184 мс) на стандартный
стимул.

Поскольку НР представляет собой комбинацию
процессов стимул-специфической адаптации и ре-
акции обнаружения отклонения, мы сравнили
стандартные и девиантные стимулы с контрольны-
ми стимулами, предъявляемыми в мультистан-
дартной парадигме [20]. В этой парадигме все сти-
мулы предъявлялись с одинаковой вероятностью,
равной 10%, что было идентично вероятности
предъявления девиантных стимулов в парадигме
“одд-балл”. Таким образом, ответы на контроль-
ные стимулы, с одной стороны, имели более низ-
кий уровень адаптации по сравнению с ответами на
повторяющиеся стандартные стимулы, а с другой,
не были подвержены изменениям, вызванным но-
визной предъявляемого стимула (в отличие от де-
виантных стимулов).

Нами было установлено, что ВП в ответ на деви-
антные стимулы достоверно не отличаются от ВП в
ответ на контрольные стимулы, в то время как на
стандартные стимулы достоверное различие на-
блюдается на временном интервале 168–184 мс.

Рис. 1. Вызванные потенциалы и усредненная амплитуда пиков для групп TAAR1-KO и WT. (а) – ВП в ответ на стандарт-
ные (серая линия), девиантные (черная линия) и контрольные (пунктирная линия) стимулы. Черная горизонтальная ли-
ния указывает время предъявления стимула. Серые прямоугольники показывают интервалы для статистического анализа.
(b) – усредненная амплитуда пиков (M ± SEM) для групп TAAR1-KO и WT в ответ на стандартные (серые столбцы), деви-
антные (черные столбцы) и контрольные (белые столбцы) стимулы; * р > 0.05 по результатам дисперсионного анализа и
апостериорных тестов с использованием поправки Бонферрони.
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КНЯЗЕВА и др.

Это указывает на то, что разница между ответами
на стандартные и девиантные стимулы у мышей
WT не может быть объяснена процессами обнару-
жения отклонения. Разница амплитуд, наблюдае-
мая между высокоадаптированными стандартны-
ми и низкоадаптированными контрольными сти-
мулами вместе со сходной реакцией на девиантные
и контрольные стимулы, позволяет предположить,
что НР-подобный ответ у мышей WT, скорее всего,
отражает процессы ССА. С другой стороны, мыши
TAAR-KO не показывают различий между стан-
дартными, девиантными и контрольными стиму-
лами. Возможно, это свидетельствует о нарушении
процесса ССА при предъявлении повторяющихся
стимулов у мышей ТААR-КО, что выражается в от-
сутствие разницы между адаптированным стан-
дартным и менее адаптированным контрольным
стимулами.

ССА представляет собой сложный и многоуров-
невый неврологический механизм, который регу-
лирует интенсивность ответа на повторяющуюся
стимуляцию. Он включает как ГАМКергическое
постсинаптическое торможение [30], так и синап-
тическую депрессию на уровне коры, среднего
мозга и таламуса [20, 31–33]. Роль TAAR1 в ССА
может быть опосредована его обширным влиянием
на моноаминергические системы. Введение агони-
стов TAAR1 приводит к снижению скорости воз-
буждения нейронов вентральной области покрыш-
ки [22], тогда как у мышей линии TAAR1-KO, а
также при введении антагониста TAAR1 наблюда-
ется противоположная реакция увеличения актив-
ности нейронов [3, 21]. В прилежащем ядре агони-
сты TAAR1 также ингибируют высвобождение до-
фамина in vitro [34] и in vivo [27], а мыши TAAR1-KO
демонстрируют повышенную чувствительность
постсинаптических рецепторов дофамина D2 в
стриатуме [5]. Обнаружено, что серотониновые
нейроны в дорсальном ядре шва также подвержены
влиянию TAAR1, что выражается в снижении воз-
буждения после введения полного агониста TAAR1
и увеличении возбуждения после введения антаго-
ниста [22]. У мышей TAAR1-KO наблюдается по-
вышенная частота спонтанной активности нейро-
нов в дорсальном ядре шва [22], однако базовый
уровень высвобождения серотонина в дорсальном
стриатуме, прилежащем ядре и префронтальной
коре, не изменяется [4].

Влияние дофаминергических и серотонинерги-
ческих систем на НР хорошо известно, но содер-
жит ряд противоречий: в нескольких исследовани-
ях сообщалось, что снижение дофаминергической
активности приводит к увеличению реакции на от-
клоняющийся стимул [35, 36], а снижение синтеза
серотонина выражается в уменьшении амплитуды
НР [37, 38]. С другой стороны, некоторые исследо-
вания указывают на увеличение амплитуды и
уменьшение латентности НР при снижении синте-
за серотонина [39]. Эффект уменьшения ССА на-

блюдается у мышей после введения селективного
ингибитора обратного захвата серотонина и у мы-
шей, нокаутных по гену, кодирующему транспор-
тер серотонина (SERT-KO) [40]. Мыши SERT-KO
демонстрируют повышенный уровень серотонина
в прилежащем ядре, скорлупе и префронтальной
коре [41], повышенный уровень тревожности и
снижение амплитуды НР [40].

Таким образом, мы обнаружили, что у мышей
TAAR1-KO наблюдается снижение ССА, что, ско-
рее всего, является результатом нарушения моду-
ляции моноаминергических систем. В совокупно-
сти полученные данные позволяют предположить,
что мыши TAAR1-KO могут представлять собой
полезную модель нарушений НР.
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TAAR1 is known as the neuromodulator of monoaminergic systems, providing a negative regulation of dopami-
nergic and serotonergic neuronal activity. The ability of TAAR1 to regulate monoaminergic systems determines
its prominent role in psychiatric and neurological disorders. The present study aimed to provide further evidence
for the role of TAAR1 in mismatch negativity (MMN) generation. The electroencephalogram was registered in
freely moving TAAR1 knockout and wild-type mice. As the MMN response reflects a combination of stimulus-
specific adaptation (SSA) and deviance detection (DD) response, we compared standard and deviant stimuli to
the multi-standard control. The difference observed between the high-adapted standard and low-adapted con-
trol stimuli together with the similar response to deviant and control stimuli suggests that the MMN-like re-
sponse in wild type mice most likely reflects the SSA. On the other hand, TAAR1 knockout mice show no dif-
ference between standard, deviant, and control stimuli. That possibly indicates that the SSA to repetitive stimuli
is violated in TAAR-KO mice.

Keywords: trace amine associated receptors, TAAR1, mismatch negativity (MMN), stimulus specific adaptation
(SSA), auditory event related potentials (ERPs), oddball paradigm
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На основе результатов эколого-гистофизиологических исследований с применением световой микро-
скопии, включая иммуногистохимию, электронную микроскопию с количественной морфометрией
результатов, обнаружено участие преоптико-гипофизарной нейросекреторной системы (гипоталамо-
гипофизарной нейросекреторной системы, ГГНС) в инициировании миграционных процессов, под-
твердив, таким образом, гипотезу проф. Н.Л. Гербильского и А.Л. Поленова о природе “миграционно-
го импульса”. Впервые, в начале миграционного процесса у генетически отдаленных видов, но эколо-
гически сходных анадромых форм мигрантов (осетровых и лососевых) с различным сезоном размно-
жения: весенненерестующих русского осетра, севрюги и осенненерестующей горбуши установлена
активация синтеза нейросекреторных продуктов в перикарионах нейросекреторных клеток (НСК) и их
транспорт в нейрогипофиз, где они аккумулируются. Одновременно показано выведение нейросекре-
торных продуктов из НСК в ликвор III желудочка мозга. Таким образом, ГГНС оказывает комплекс-
ный синхронный эффект, который заключается: 1) в нейротропном воздействии нонапептидных ней-
рогормонов на поведенческие центры центральной нервной системы (ЦНС), вызывающее доминант-
ное состояние возбуждения ЦНС, соответствующее “миграционному импульсу”, 2) в нарушении
адаптированного уровня осморегуляции морского “нагульного” периода онтогенеза и 3) в прекраще-
нии известного антигонадотропного действия нонапептидных нейрогормонов, что способствует пере-
ходу организма на энергозатратный энергетический тип метаболизма. Сопоставительный анализ соб-
ственных и литературных данных подтверждает общность этого метаболического механизма у рыб, что
позволяет его рассматривать как важнейшую филогенетическую адаптацию типа ароморфоза, направ-
ленную на достижение биологического прогресса вида. В последующих навигационных механизмах
хоминга, широко освещенных в мировой литературе, ведущую роль выполняют люлиберинергические
центры гипоталамуса. Экологическое многообразие этих механизмов популяционного уровня и нали-
чие стрэинга у рыб позволяет рассматривать их как специализации микроэволюционного происхожде-
ния. Последующий анализ функции ГГНС в процессах миграции и нереста позволит установить ос-
новной принцип интеграции процессов этого этапа онтогенеза, важнейшего для существования вида.

Ключевые слова: гипоталамо-гипофизарная нейросекреторная система рыб, нейроэндокринная регуля-
ция миграции рыб
DOI: 10.31857/S0044452922030081

Изучение процессов становления и функцио-
нирования гипоталамо-гипофизарной нейросек-
реторной системы (ГГНС) у рыб представляет
большой интерес в плане понимания эволюцион-
ного развития нейросекреторной регуляции в ряду
позвоночных. Именно у рыб наиболее ярко пред-
ставлены анцестральные для всего ряда позвоноч-
ных признаки, а также четко выражены адаптив-
ные реакции, характерные для пойкилотермных
животных, определяющие большое разнообразие
экологических форм, способствующих достиже-

нию биологического прогресса вида [1–3]. По
многим морфогенетическим признакам: по типу
дробления яйца, характеру формирования адено-
гипофиза, структуре нейросекреторных центров и
др. осетровые рыбы наиболее близки к основному
стволу эволюционного древа позвоночных [4].
Изучение механизмов нейроэндокринной регуля-
ции размножения рыб ограничивалось лишь ана-
лизом влияния нейроэндокринного комплекса на
тропные функции аденогипофиза и на эндокрин-
ную и генеративную функции гонад в процессе не-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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реста [5–8], однако размножение у проходных рыб
включает в себя нерестовые миграции и нерест.
Исследование функциональной роли ГГНС имеет
особое значение в связи с многофункциональной
ролью нонапептидных нейрогормонов в адаптаци-
ях организма позвоночных к воздействию стресса,
особенно в период размножения [9]. Предполага-
лось исходно, что у костистых рыб ведущую роль в
определении миграционного поведения выполня-
ют нонапептидные нейрогормоны ‒ аргинин-8-
вазотоцин и изотоцин [4]. В начале нерестовой ми-
грации, перед сменой среды обитания, у первично
моноцикличных форм ‒ анадромных миног и ка-
тадромных угрей, а также у скатывающихся смол-
тов лосося исходно были установлены изменения в
осмотической и ионной регуляции [10, 11]. Однако
повышение функциональной активности ГГНС в
период миграций было установлено только после
смены среды обитания в связи с изменением соле-
ности [9, 12], либо с сезонными изменениями тем-
ператур [13]. Поскольку во всех предшествующих
исследованиях не были использованы количе-
ственные методы оценки функциональной актив-
ности ГГНС, либо изучен только один из ее отде-
лов, степень участия системы в репродуктивных
процессах не была определена. Однако большин-
ством авторов была отмечена обратная зависи-
мость в содержании нейросекреторного материала
в центральном и дистальном отделах ГГНС в пре-
оптическом ядре и в нейрогипофизе у рыб в период
нерестовых миграций и в сезон размножения. В
преоптическом ядре наблюдалось опустошение
нейросекреторных клеток (НСК) от нейросекре-
торного материала, а в нейрогипофизе отмечалось
его значительное накопление. Лишь незначитель-
ное уменьшение его в гигантских нейросекретор-
ных терминалях − телах Герринга (до 50 мкм) в
нейрогипофизе, было отмечено у осетровых во
время нерестовых миграций в различные сезоны
[14]. Такж некоторое снижение содержания нейро-
секреторного материала в разных отделах ГГНС
было отмечено у скатывающихся смолтов атланти-
ческого лосося. Однако четких закономерностей
изменения функционального состояния ГГНС в
период миграций рыб не было обнаружено, и во-
прос о природе “миграционного импульса” до на-
стоящего времени остается открытым [14]. Поэто-
му в качестве единственного ведущего механизма
осуществления миграции рыб принято рассматри-
вать чисто навигационные процессы: воздействия
геомагнитных полей на рецепторные системы ор-
ганизма [15, 16] и обонятельного импринтинга и
хоминга [7, 17, 18].

Участие ГГНС в осуществлении процесса нере-
ста было установлено на промысловых видах осет-
ровых и костистых рыб благодаря применению
эколого-гистофизиологического подхода, кото-
рый заключается в анализе участия клеточных и
тканевых структур в становлении и реализации фи-

логенетических видовых адаптаций в онтогенезе
[3, 4, 14]. Эколого-гистофизиологический подход
или метод в эволюционной морфологии позволяет
вскрыть механизмы важнейших биологических яв-
лений и процессов и, намечая пути к их управле-
нию, выяснять функциональные механизмы мик-
роэволюционного процесса. Рассматривая их как
результат “эксперимента, поставленного самой
природой”, этот подход позволил нам успешно
применить в работе также и метод сопоставитель-
ного анализа (“cross-analysis” из области оценки
новизны изобретений) [3].

Цель нашего исследования заключалась в выяс-
нении функциональной роли ГГНС в осуществле-
нии нерестовой миграции рыб. Основной задачей
исследования явилось определение степени уча-
стия ГГНС в процессе анадромной миграции на
основе применения эколого-гистофизиологиче-
ского подхода.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования выполнены согласно дизайну,
одобренному Этическим комитетом Института
эволюционной физиологии и биохимии РАН,
European Communities council Directive 1986
(2010/63/EEC), согласно правилам, изложенным в
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”.
При планировании и проведении исследований на
животных соблюдены “принципы 3R” Replacement
(использование альтернативных методов), Redac-
tion (минимизация количества животных в иссле-
дованиях), Refinement (минимизация факторов
безосновательного стрессирования (боль, диском-
форт и др.) животных до, во время и после проведе-
ния исследований.

Состояние ГГНС изучено у половозрелых про-
изводителей проходных анадромных рыб из невод-
ных уловов: весенненерестующих русского осетра
Acipenser gueldenstaedtii Brandt (Linne, 1833), севрю-
ги А. stellatus (Pallas, 1771) из низовьев Волги и
осенненерестующей моноцикличной горбуши On-
corhynchus gorbuscha (Walbaum, 1792) из низовьев и
нерестилищ рек Найбы и Умбы (Южный Сахалин,
Кольский полуостров). Для светооптических ис-
следований использовано 17 самок осетра и севрю-
ги и 23 особи горбуши обоего пола. На электронно-
микроскопическом уровне изучено 9 самок осетра
и севрюги и 12 особей горбуши обоего пола.

Для световой микроскопии ткань мозга с гипо-
физом фиксировали в жидкости Буэна и заключа-
ли в парафин. Депарафинизированные гистологи-
ческие срезы толщиной 5–6 мкм окрашивали па-
ральдегид-фуксином (ПАФ) по методике Гомори-
Габа с докраской азаном по Гейденгайну [19]. Сте-
пень функциональной активности ГГНС опреде-
ляли морфометрическими количественными мето-
диками оценки степени содержания нейросекре-
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торного материала в перикарионах НСК и в
нейросекреторных терминалях их аксонов (в пре-
оптическом ядре и в нейрогипофизе). На анализа-
торах микроизображений “Морфоквант” и “Ви-
деотест” проводили цитоспектрофотометрию ги-
стологических препаратов с использованием
программы “Видеотест”.

Иммуногистохимические исследования выпол-
нены с целью установления эргичности НСК. Им-
муногистохимический метод с использованием не-
меченых антител и иммуногистохимические реак-
ции проводили по общепринятой методике [20].
Депарафинизированные срезы промывали в не-
скольких порциях PBSS и PBS с 0.1% TRITON
X-100 (PBST). Затем проводили 30-минутную бло-
кировку эндогенной пероксидазы 0.3%-ным рас-
твором перекиси водорода на PBST. После не-
скольких промывок в PBST была проведена бло-
кировка неспецифического связывания при
комнатной температуре в течение 1 ч в 5%-ном
блокирующем растворе, содержащем 2% бычьего
сывороточного альбумина и 3% нормальной сыво-
ротки козы, разведенные на PBST. Затем при 4°С
в течение 48 ч были проведены инкубации с пер-
вичными антителами к вазотоцину (кролик, 1:1000,
Sigma, США) и изотоцину (кролик, 1:1000, Sigma,
США). После инкубации и тщательной промывки
в PBST в течение 1 ч срезы инкубировали при ком-
натной температуре во вторичных антителах (овца-
против-кролика, конъюгированная с биотином
1:300; VectorLabs., Великобритания).

После промывки в PBS срезы на 1 ч при комнат-
ной температуре помещали в раствор стрептови-
дин-пероксидазы (BioLegend, США), разведенной
на РBS 1:700. Во всех случаях для визуализации пе-
роксидазы использовали 0.05%-ный раствор диа-
минобензидина с 0.3%-ной перекисью водорода на
PBS. Далее стекла подвергали стандартной гисто-
логической обработке, заключали в прозрачную
среду (Bio–Optika, Италия) и высушивали. Специ-
фичность окраски проверяли с помощью негатив-
ного контроля (без первичных антител). Позитив-
ным контролем считали выявление белков в струк-
турах, ранее описанных в литературе.

Электронно микроскопическое исследование
проведено на материале (область преоптического
ядра гипоталамического отдела головного мозга),
фиксированном в глютаральдегиде (по Сабатини),
осмии (по Колфилду) и заключенном в аралдит и
эпон [21]. Ультратонкие срезы (50–70 нм) контра-
стировали в уранилацетате и цитрате свинца по
Рейнольдсу. Проводили анализ процентного соот-
ношения НСК, находящихся в различных фазах их
секреторного цикла и экструзионного цикла ней-
росекреторных терминалей аксонов [9]. Результа-
ты представлены в виде таблиц, гистограмм и схем.

Для конструктивного исследования механизмов
участия ГГНС в осуществлении этапов размноже-

ния проходных рыб, представленных в формализо-
ванной графической форме, использован метод со-
поставительного анализа [14].

Статистический анализ гистоморфологических
и иммуногистохимических исследований ГГНС
осетровых и горбуши проводили с помощью дис-
персионного анализа (ANOVA) и последующего
апостериорного анализа межгрупповых различий
по критерию Тьюки. Результаты исследований
представлены как среднее ± стандартная ошибка,
данные по количественной морфометрии структур
и ультраструктур ГГНС обработаны статистически
с использованием пакета программ Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У объектов нашего исследования ‒ русского
осетра, севрюги и горбуши представлены основ-
ные типы строения ГГНС рыб (рис. 1). В ГГНС
осетровых в отличие от костистых рыб четко выра-
жен передний нейрогипофиз или проксимальная
нейросекреторная контактная область, гомологич-
ная срединному возвышению наземных позвоноч-
ных [9]. В ней осуществляется гипоталамическая
регуляция тропных функций аденогипофиза
транс-аденогипофизарным путем (рис. 1а: II), по
которому нонапептидергические нейрогормоны
через сеть портальных сосудов поступают в адено-
гипофиз. В нейрогипофизе осетровых, имеющем
трубчатое строение, наиболее выражены аксо-ва-
зальные нейросекреторные контакты с капилляра-
ми общего кровотока, по которым нонапептидные
нейрогормоны поступают к висцеральным орга-
нам-мишеням пара-аденогипофизарным путем
(рис. 1а: III) и участвуют в регуляции вегетативных
функций организма [14]. Наиболее древние, менее
развитые, аксо-вентрикулярные контакты тел Гер-
ринга с полостями гипофизарных бухт (recessus hy-
pophyseus как продолжение recessus infundibulum)
осуществляют транспорт нонапептидных нейро-
гормонов в спинномозговую жидкость (ликвор)
транс-вентрикулярным путем (рис. 1а: I), откуда
нейрогормоны воздействуют на центры поведения
в ЦНС [23].

У горбуши, как и у большинства костистых рыб,
корни нейрогипофиза пронизывают все три отдела
гипофиза (про-, мезо и мета-аденогипофиз) [3, 24].
В мета-аденогипофизе нейросекреторные терми-
нали образуют непрямые аксо-вазальные контак-
ты, формируя здесь компактную нейропромежу-
точную долю гипофиза (рис. 1b).

Характерные морфологические особенности
строения ГГНС у осетровых согласуются с пред-
ставлением об их близости к основному стволу эво-
люционного древа позвоночных. Наличие в нейро-
гипофизе прямых аксо-вентрикулярных нейросек-
реторных контактов с полостями гипофизарных
бухт, откуда нонапептидные нейрогормоны посту-



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 3  2022

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РОЛЬ 243

пают в ликвор мозга, свидетельствует о нейротроп-
ном пути их влияния на ЦНС [18]. Таким образом,
нонапептидные нейрогормоны вызывают нейро-
тропный эффект (в областях сомато-, дендро- и ак-
со-вентрикулярных нейросекретных контактов),
аденогипофизотропный (в зонах аксо-аденарных
контактов) и висцеротропный (в области аксо-ва-
зальных контактов).

У осетра и у горбуши в начале нерестовой ми-
грации отмечены повышение секреторной актив-
ности НСК, гипертрофия (активация) нейроглии и
сосудов в области преоптического ядра. Большин-
ство НСК в наиболее дифференцированной дор-
зальной крупноклеточной части преоптического
ядра представлены гипертрофированными актив-
ными “светлыми” формами в секреторных фазах
“выведения” и “опустошения” от нейросекретор-
ного материала (рис. 2а).

Иммуноцитохимическим исследованием мор-
фофункционального состояния преоптического ядра
горбуши было выявлено значительное преобладание
вазотоцинергических НСК (рис. 2b, черные стрелки)
по сравнению с изотоцинергическими НСК (светлые
стрелки). В симметричных частях преоптического
ядра многие вазотоцинергические НСК тесно при-
мыкают к полости III желудочка мозга, где их апи-
кальные поверхности тесно контактируют с
ликвором, формируя сеть сомато-вентрикуляр-
ных и дендро-вентрикулярных контактов. Кон-
такты, образованные изотоцинергическими
НСК, малочисленны по сравнению с численно-
стью вазотоцинергических НСК контактов, их
примерное соотношение составляет 1:5. На элек-
тронно микроскопическом уровне в комплексе
Гольджи в большинстве нонапептидергических-
НСК наблюдаются картины массового формиро-
вания элементарных нейросекреторных гранул и

направления их в дендриты и аксоны, что указыва-
ет на активацию транспорта синтезируемых нона-
пептидных нейрогормонов (рис. 2b). Анализ про-
центного соотношения нонапептидных-НСК в
разных фазах секреторой активности (рис. 3a) по-
казал, что 51% из них находятся в функциональном
состоянии высокой секреторной активности
(фазы 2, 4) и к началу нереста их количество дости-
гает 80% (табл. 1).

В начале речной миграции при активном синте-
зе нейросекреторных продуктов и их выведении из
перикарионов НСК, в нейрогипофизе у всех изу-
ченных видов рыб происходит массовая аккумуля-
ция нейросекреторного материала (рис. 4, табл. 2).

Как следует из табл. 2, все клеточно-тканевые эле-
менты нейрогипофиза: нейросекреторные термина-
ли, синусоидные капилляры и питуициты находятся
в неактивном функциональном состоянии, однона-
правлено свидетельствующем о низком уровне выве-
дения нонапептидных нейрогормонов в общий
кровоток (рис. 4).

На ультраструктурном уровне у проходных осет-
ровых рыб в области аксо-вентрикулярных нейро-
секреторных контактов выявляются картины рас-
пада нейросекреторных гранул, разрушение фраг-
мента тела Герринга по типу макроапокриновой
секреции и выход мелкозернистого продукта в
полость гипофизарных бухт, что свидетельствует
о выведении нейросекреторного продукта в
спинномозговую жидкость (рис. 1a, 2d: стрелки).
В период активной речной нерестовой миграции
транспорт нейросекреторного материала замет-
но выражен в преоптико-гипофизарном нейро-
секреторном тракте у горбуши, по результатам ци-
тоспектрофотометрии уровень его содержания в
аксонах достигает 0.24 ± 0.05 (ед. оптической плот-
ности) по сравнению с его последующим снижени-

Рис. 1. Схемы локализации нонапептидергических НСК из преоптического ядра (NPo) и люлиберинергических НСК
(LH-RH, мелкие черные кружки) нейросекреторных центров в гипоталамусе рыб и пути выведения нонапептидергиче-
ских нейрогормонов у осетровых (a) и у костистых рыб (b): I. Транс-вентрикулярный путь: нейротропный эффект нона-
пептидных нейрогормонов, II. Транс-аденогипофизарный путь: аденогипофизотропный эффект нонапептидных нейро-
гормонов, III. Пара-аденогипофизарный путь: висцеротропный эффект нонапептидных нейрогормонов.
Обозначения: Npo − Nucleus preopticus (преоптическое ядро), малые черные кружки – люлиберинергические (LH-RH)
НСК, OVLT – Organum vasculosum laminae terminalis, сосудистый орган концевой пластинки, NLt – Nucleus Lateralis tu-
beris, латеральное ядро серого бугра гипоталамуса, Nt – Nucleus tuberis, туберальное ядро, S.V. – Saccus Vasculosus, сосу-
дистый мешок.
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ем до 0.15 ± 0.06 на нерестилищах (V стадия зрело-
сти гонад).

Таким образом, впервые установлено, что в на-
чале нерестовой миграции в ГГНС происходит ак-
тивный синтез, транспорт и выведение нонапеп-
тидных нейрогормонов в полость III желудочка
мозга трансвентрикулярным путем, что может сви-
детельствовать о возможности нейротропного дей-
ствия нонапептидных нейрогормонов на ЦНС (на
рис. 1a, 1b, 2a–2d). Динамика синтетической ак-
тивности вазотоцин- и изотоцинергических НСК
из преоптического ядра впервые была показана в

начале нерестовой миграции и перед нерестом у
производителей кеты [25]. У самок в начале речно-
го периода нерестовой миграции уровень синтеза и
вазотоцина и изотоцина в НСК из преоптического
ядра был значительно выше, чем перед нерестом
[26]. У самцов в начале речного периода нересто-
вой миграции уровень синтеза и иммунореактив-
ности изотоцина в ростровентральной части пре-
оптического ядра был ниже, чем непосредственно
перед нерестом, но заметных изменений в актив-
ности синтеза вазотоцина отмечено не было [17]. В
НСК из преоптического ядра было показано сни-
жение уровня синтеза вазотоцина только у самок
кеты в реке по сравнению с предустьевым морским
пространством (авандельтой), при отсутствии из-
менений уровня синтеза изотоцина [27]. Однако
морфофункциональное состояние нейрогипофиза
в этих работах не рассматривалось, и поэтому меха-
низмы участия нонапептидных нейрогормонов в
миграциях остались неясны. Аккумуляция нейро-
секреторного материала в нейрогипофизе в период
нерестовой миграции осетра, севрюги и горбуши
указывает на значительное замедление процессов
выведения нонапептидных нейрогормонов в крово-
ток и, как следствие, ослабление висцеротротропной
активности ГГНС, обеспечивающей регуляцию вод-
но-солевого обмена [28, 29] (рис. 4, табл. 2).

Для выяснения функциональной роли ГГНС в
миграции рыб применен метод формализованного
количественного сопоставительного анализа, ко-
торый позволил установить принцип структурной
и функциональной организации центров интегра-
ции биологических систем – “триады равновесной
системы” [3]. Результаты сопоставления данных,
полученных в настоящей работе, с основными ли-
тературными данными позволили представить ди-
намику изменений функционального состояния
ГГНС на различных этапах онтогенеза проходных
рыб [3, 7, 12, 26–29]. Состояния функциональной
активности ГГНС четко проявляются либо в обрат-
ной зависимости содержания нейросекреторного
материала в перикарионах НСК и в нейрогипофизе
(рис. 2a, 4), либо в опустошении нейрогипофиза от
нейросекреторного материала (рис. 1a, 1b III, табл. 2).
Таким образом, можно выделить 2 основных мор-
фофункциональных состояния ГГНС, обеспечива-
ющих регуляцию процессов размножения пред-
ставленных видов рыб:

1. Состояние нейротропной активности ГГНС,
исключающее висцеротропное действие нонапеп-
тидных нейрогормонов на органы-мишени. Харак-
теризуется опустошением НСК из преоптического
ядра от нейросекреторного материала (процессы
транспорта и выведения нонапептидных нейрогор-
монов в ликвор III желудочка мозга соответствуют
процессу активного синтеза нейросекреторного ма-
териала в перикарионах НСК). Происходит накопле-
ние (аккумуляция) нейросекреторного материала в
нейрогипофизе.

Рис. 2. Перикарионы НСК из преоптического ядра гор-
буши (a–с) и нейросекреторные терминали в нейро-
гипофизе осетра (d) в период миграций и размноже-
ния: a–с ‒ в начале нерестовой речной миграции в
преоптическом ядре преобладают активные светлые
НСК, b ‒ вазотоцинергические НСК контактируют с
полостью III желудочка мозга, c – оформление нейро-
секреторных гранул в комплексе Гольджи НСК, d ‒
разрушение фрагмента тела Герринга вблизи реснички
(киноцилии) и выход мелкозернистого содержимого в
полость гипофизарной бухты (стрелки). Световая мик-
роскопия: а ‒ окраска паральдегид-фуксин по Гомори-
Габу, b ‒ иммуноцитохимическая реакция на выявле-
ние вазотоцинергических НСК (ок. ×10, об. ×20). Элек-
тронная микроскопия: c, d.

20 �m30 �m

(a) (b)

1 nm1 nm

(c) (d)
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2. Состояние висцеротропной активности ГГНС
отражает активное действие нонапептидных ней-
рогормонов на висцеральные органы-мишени. Та-
кая активация функции ГГНС на уровне организ-
ма характеризуется опустошением нейрогипофиза
от нейросекреторного материала, происходит ак-
тивное выведение нейросекреторных продуктов из
нейрогипофиза в общий кровоток (рис. 1: III).

Показано, что исходным определяющим (детер-
минирующим) звеном, общим для разных сезонов
миграций, является состояние нейротропной ак-
тивности ГГНС. Ведущим морфофункциональ-
ным механизмом такого состояния ГГНС в начале
миграций является продолжительная активация
синтеза нейросекреторных продуктов в НСК из
преоптического ядра и их транспорт в ликвор моз-

га. Транспорт осуществляется: 1) из апикальной
части перикарионов НСК в области их сомато-вен-
трикулярных нейросекреторных контактов (рис. 1:
I, 2b), 2) в нейрогипофизе из тел Герринга в обла-
сти аксо-вентрикулярных нейросекреторных кон-
тактов (рис. 2d), 3) из дендритов НСК в области
дендро-вентрикулярных нейросекреторных кон-
тактов.

В начале речного периода нерестовой миграции
в нейрогипофизе из терминалей аксонов нонапеп-
тидные нейрогормоны выводятся только транс-
вентрикулярным путем (рис. 1: I). Это может сви-
детельствовать о “переключении” воздействия но-
напептидных нейрогормонов с висцеротропного
на нейротропное, эволюционно более древнее воз-
действие на ЦНС (на рис 1: с III на I) [23]. Показа-
но, что вазотоцин и в меньшей степени изотоцин в
виде “нерестового рефлекса” вызывают эффект
возбуждения ЦНС у костистых рыб в момент нере-
ста [11, 30–32]. Нонапептидные нейрогормоны ак-
тивно воздействуют на центры регуляции поведе-
ния лимбической системы мозга, расположенные в
амигдальных и гиппокампальных областях [11, 31–
36]. Рецепторы вазотоцина (у Teleostei и Tetrapods)
обнаружены в отделах мозга, ответственных за
проявления социальных и сексуальных форм пове-
дения, включая некоторые “критические обла-
сти”, обозначенные как “cеть социального поведе-
ния” или “социальная сеть принятия решений”
(“Social Behavior Network”, “Social Decision-Making
Network”) (26, 31–33]. Общей основой этих разно-
образных нейротропных эффектов воздействия
нонапептидных нейрогормонов, по-видимому, яв-
ляется доминирующее состояние возбуждения
ЦНС [36–38].

Синхронный (с нейротропным) эффект нару-
шения участия нонапептидных нейрогормонов в
обеспечении нормального (для среды нагула), дли-
тельно адаптированного уровня водно-солевого
баланса организма является второй важной частью
комплексного механизма миграционного импуль-
са. Важную роль в механизме изменения водно-со-
левого гомеостаза (с гипоосмотического типа
осморегуляции на гиперосмотический) в период
анадромных нерестовых миграций выполняет ва-
зотоцин [10, 11, 42]. Экспериментально установле-
на температурная зависимость осмотически инду-
цированной активации синтеза вазотоцина в НСК
из преоптического ядра у кеты в морской период
нерестовой миграции [43]. В процессе нерестовых
миграций и нереста у проходных рыб, особенно у
лососевых, в связи с изменениями солености
внешней среды происходит оводнение мышц, сви-
детельствующее о нарушении механизмов водно-
солевого обмена [10, 17, 42]. Установлено также на-
личие двух различных рецепторов (типа V1) на хло-
рид-секретирующих клетках респираторного эпи-
телия жабр костистых рыб, и сделано заключение
об участии вазотоцина и изотоцина в регуляции

Рис. 3. Схема секреторного цикла НСК в дорзальной
части преоптического ядра (a) и экструзионного цикла
нейросекреторных терминалей в нейрогипофизе рыб
(b) [14]. Фазы секреторного цикла: I типа НСК: 1 – низ-
кая или умеренная активность, 2 – высокая актив-
ность, 3 – депонирование нейросекреторного материа-
ла, 4 – гиперактивность, 5 – репарация органоидов, 6 –
массовая деградация органоидов; II типа НСК: 7 – по-
кой или глубокое торможение функций; III типа НСК:
8 – дегенерация (у горбуши не выявлено). Фазы экстру-
зионного цикла нейросекреторных терминалей: 1 – де-
понирование элементарных нейросекреторных гранул;
2 – начало выведения нейрогормонов; 3 – активное
выведение нейрогормонов; 4 – истощение после выве-
дения нейрогормонов; 5 – накопление нейросекретор-
ных гранул; 6 − переполнение полиморфными секре-
торными гранулами – темные нейросекреторные
терминали. Прерывистыми стрелками соединены пе-
рикарионы НСК с терминалями их аксонов.
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ионного баланса организма через жаберный крово-
ток [44–46]. Таким образом, физиологическим
стимулом, определяющим необходимость смены
среды обитания, оказывается вызванный ГГНС
двойной синхронный эффект, который заключает-
ся в инициировании стойкого возбуждения “пове-
денческих” центров ЦНС в форме “миграционного
импульса” и в нарушении длительно адаптированно-
го водно-минерального обмена − “нагульного” ги-
потонического типа осморегуляции и ионного ба-
ланса.

Третьим синхронным эффектом, вызванным
снижением висцеротропной активности ГГНС в
период нерестовой миграции рыб, является пре-
кращение антигонадотропного действия нонапеп-
тидных нейрогормонов. Это действие у костистых
рыб осуществляется путем: 1) прямого ингибиро-
вания секреции гонадолиберина или люлиберина
при синергизме нонапептидных нейрогормонов с
дофамином, 2) стимуляции секреции адренокор-
тикотропина в аденогипофизе (при синергизме с
кортиколиберином), 3) путем тормозящего влия-

ния на эндокринные и генеративные функции го-
над, т.е. на всех уровнях гипоталамо-гипофизарно-
гонадной оси нейроэндокринных взаимоотноше-
ний [5, 11, 33, 47]. В некоторых гонадолиберинер-
гических НСК из вентральной мелкоклеточной ча-
сти преоптического ядра у костистых рыб показано
наличие двух форм гонадолиберина (лосося и цып-
ленка) и установлено, что они модулируют элек-
трическую активность вазотоцинергических НСК
[5, 48, 49]. Предполагается, что секреторная актив-
ность нонапептидных НСК и взаимодействие но-
напептидных нейрогормонов (преимущественно
вазотоцина) с тропными гормонами аденогипофи-
за обеспечивают сложные механизмы их влияния
на репродуктивные процессы, стресс и “метаболи-
ческие регуляторные пути” [6, 11]. Более того, мно-
голетними сравнительными испытаниями эффек-
тивности гонадостимулирующего действия препа-
ратов гипофиза и его изолированных передней и
задней долей на половое созревание самок осетра,
севрюги и ротана-головешки (Perccottus glenii) было
установлено, что нонапептидные нейрогормоны в

Рис. 4. Состояние нейрогипофиза севрюги (a), осетра (b) и горбуши (c, d) в начале речной нерестовой миграции (IV стадия
зрелости гонад) характеризуется накоплением нейросекреторного материала. На светооптическом уровне (a, c) в корнях
нейрогипофиза наблюдаются скопления гомори-положительного нейросекреторного материала, капилляры спавшиеся
(окраска паральдегид фуксин + азан по Гейденгайну (ок. ×10, об. ×20). На электронно микроскопическом уровне (b, d) в
нейросекреторных терминалях преобладают элементарные нейросекреторные гранулы, содержание остаточных гранул и
синаптических пузырьков минимально. Темные нейросекреторные терминали, переполненные полиморфными нейро-
секреторными гранулами (тип 6), наблюдаются вблизи перикапиллярного пространства (d).

50 �m

50 �m

1 nm

1 nm

(a)

(c)

(b)

(d)
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дозах, близких к физиологическим, тормозят, либо
нарушают процесс овуляции, а их повышенные и
запредельные дозы вызывают четкий антигонадо-
тропный эффект. При этом длительная задержка
процессов овуляции и резорбции половых продук-
тов производителей рыб в солоноватой среде “кри-
тической” солености (4–8‰) при нерестовых тем-
пературах также является эффектом повышенного
содержания нонапептидных нейрогормонов в кро-
ви. Таким образом, ГГНС одновременно с пуско-
вым нейротропным действием нонапептидных
нейрогормонов в форме “миграционного импуль-
са” участвует в запуске активации функций всех
звеньев гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси
нейроэндокринных взаимоотношений.

Вазотоцин- и изотоцинергические рецепторы
(типа V1) выявлены во многих органах рыб: гипо-
физе, почке, печени, яичнике, жабрах, сердце,
мышцах, селезенке, боковой линии, мочевом пу-
зыре, кишечнике [34, 41, 50]. Вазотоцин может
напрямую участвовать в регуляции углеводного
обмена, поскольку в гепатоцитах рыб имеются
его рецепторы (V1), и было установлено, что нона-
пептидные нейрогормоны стимулируют гликоге-
нолиз в печени форели и угря [11, 51]. Поэтому мы
предполагаем, что именно этот (третий) метаболи-
ческий эффект, генерализованный и пролонгиро-
ванный, является ведущим физиологическим ме-
ханизмом смены пластического “нагульного” об-
мена на энергетический репродукционный:
миграционный и нерестовый [52].

Дальнейшие навигационные механизмы мигра-
ций обеспечиваются тесным взаимодействием
ГГНС и люлиберинергических нейросекреторных
центров, и ведущее значение каждого из них дина-
мично меняется соответственно их функциональ-
ной роли в разные периоды этапа размножения [33,
53]. При этом эффект доминантного состояния
возбуждения ЦНС “миграционный импульс” воз-
можно и является триггером, включающим фило-
генетические навигационные механизмы видоспе-
цифического воздействия геомагнитных полей на
рецепторные системы и ЦНС, которые еще мало
изучены [7, 15, 16]. В осуществлении чисто навига-
ционных процессов: “ольфакторных” импринтин-
га и хоминга основную роль выполняют люлибери-
нергические (или гонадолиберинергические) ней-
росекреторные формации [5, 54, 55] (рис. 1). У рыб
они представлены диффузными мелкоклеточными
нейросекреторными скоплениями, которые лока-
лизованы вблизи обонятельных и зрительных
структур мозга [24, 56] (рис. 1b): 1) – в ганглии тер-
минального нерва между обонятельными лукови-
цами и передним мозгом (Nucleus olfactorius) вбли-
зи сосудистого органа концевой пластинки
(СОКП, organum vasculosum laminae terminalis) ‒
“NOR”; 2) – в переднем перивентрикулярном ядре
(N. anterior periventricularis) в преоптической обла-

сти ‒ “NAP”; 3) – в области латерального ядра се-
рого бугра гипоталамуса, в его передней части
(N. lateralis tuberis anterior) ‒ “NLT”, а также в обла-
сти покрышки среднего мозга (tegmentum) у кости-
стых рыб ‒ “T”. Дифференцированное участие
люлиберина установлено в разные периоды разви-
тия и размножения позвоночных [46, 58, 59]. Пред-
полагается, что уже при переходе на активное пи-
тание у личинок рыб (кижуча и осетра) формирует-
ся импринтинг [7, 57]. Различия в динамике
синтетической активности люлиберинергических
НСК выявлены у мигрирующих на нерест нерки и
кеты. Усиление синтеза в НСК из области обоня-
тельного нерва (в NOR) происходит во время ми-
грации рыб в низовьях рек, а смещение пика актив-
ности синтеза в преоптическую область ( NAP) на-
блюдается в период нереста на нерестилищах [7,
55]. Установлено, что в соответствии с биологи-
ческой значимостью хемо- и фоторецепции го-
надолиберин, синтезированный НСК в области
обонятельного нерва, участвует в “навигацион-
ных” процессах импринтинга и хоминга, а син-
тезированный в преоптической области обеспе-
чивает процессы полового созревания и нереста
(III–V стадии зрелости гонад).

Таким образом, нонапептидергическая ГГНС
выполняет ключевую роль в детерминации мигра-
ционного (социального) поведения, вызывая фи-
зиологический эффект, инициирующий нересто-
вые миграции рыб в форме “миграционного им-
пульса”. Этот комплексный генерализованный
и пролонгированный (“целенаправленный”)
эффект – нейротропный, висцеротропный и мета-
болический – заключается в синхронном возбуж-
дении поведенческих центров ЦНС, нарушении
длительно адаптированного “нагульного” типа
осмотической и ионной регуляции и перевода
организма на энергетический, энергозатратный
обмен путем снижения или прекращения анти-
гонадотропного действия нонапептидных ней-
рогормонов. Причем доминантное состояние
возбуждения ЦНС определяет последующие спе-
циализированные навигационные механизмы хо-
минга, геомагнитной и ольфакторной природы.

Одна из ведущих функций ГГНС заключается в
генерализованном и пролонгированном действии
ее нонапептидных нейрогормонов на органы-ми-
шени, на которые они в малых дозах оказывают
стимулирующее действие, а в больших ‒ тормозя-
щее [9]. Физиологически дозированная секреция
нонапептидных нейрогормонов и их функцио-
нально дифференцированные, специализирован-
ные пути выведения определяют их альтернатив-
ные влияния ‒ нейротропное и висцеротропное,
особенно метаболическое, генерализованное и
пролонгированное [3, 11]. Таким образом, функци-
ональная роль ГГНС в осуществлении процесса
миграции рыб заключается в инициировании (за-
пуске стартовых) миграционных механизмов в
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форме “миграционного импульса”, комплексным
синхронным эффектом возбуждения поведенче-
ских центров в ЦНС, изменением осмотического
равновесия, сменой пластического обмена на
энергетический. В детерминации специализиро-
ванных навигационных форм миграционного по-
ведения важную роль играет сочетание поведенче-
ских эффектов нонапептидных нейрогормонов,
люлиберина, половых гормонов и комплекса энер-
гозатратных нейротропных процессов, составляю-
щих “сексуальную доминанту” [9]. Весь указанный
механизм является основной причиной прогрес-
сивного снижения степени эврибионтности про-
ходных рыб в процессе нерестовых миграций и не-
реста как формы проявления биогенетического за-
кона [4, 14].

Следует подчеркнуть, что важнейшие защитно-
приспособительные реакции организма в целом
направлены на сохранение постоянства его внут-
ренней среды и в этом механизме функциональная
роль ГГНС в поддержании водно-солевого гомео-
стаза имеет важнейшее значение. В эволюционно-
морфологическом и эколого-физиологическом ас-
пектах изучения миграционных механизмов осо-
бую важность имеют результаты опытов с “крити-
ческой” соленостью 4–8‰ как пороговой среды
важнейшего филогенетического значения. Крити-
ческая соленость является границей для созрева-
ния гамет морских и пресноводных организмов и,
разделяя эти фауны, она определяет пределы фи-
зиологической устойчивости, важнейшие пороги,
границы и градиенты их взаимоотношений с внеш-
ней средой [60]. Анализ состояния ГГНС у произ-
водителей рыб в этой среде, пороговой при мигра-
циях, показал ее умеренную активацию, что в ре-

зультате стимулирующего влияния малых
количеств нонапептидергических нейрогормонов
на функциональную активность эндокринных же-
лез, вызывает эустресс с целым рядом положитель-
ных биостимулирующих эффектов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, ГГНС в миграции рыб выпол-

няет ведущую роль в качестве центрального нейро-
эндокринного звена механизма реверсии метабо-
лизма − переводе организма с пластического типа
обмена на энергетический. На основе применения
метода “перекрестного” сопоставления экологиче-
ски сходных, но генетически отдаленных форм
(и наоборот), для выявления микро- и макроэво-
люционных механизмов и сопоставительного ана-
лиза собственных и литературных данных мы уста-
новили общность этого пускового адаптационно-
го механизма у осетровых и лососевых. Его
генерализованное действие имеет пролонгиро-
ванный характер и выполняет детерминирующую
роль в осуществлении процесса миграции рыб.
Это позволяет рассматривать его как важнейшую
филогенетическую адаптацию на уровне аромор-
фоза, направленную на достижение биологическо-
го прогресса вида [4]. Следствием этого основного
механизма является последующий навигационный
механизм хоминга высокой популяционной пла-
стичности и, с учетом наличия стрэинга у проход-
ных рыб, его можно рассматривать как специали-
зацию микроэволюционного происхождения. Ве-
дущий механизм участия ГГНС в осуществлении
нерестовых миграций рыб представлен на рис. 5.

Таким образом, участие ГГНС в инициирова-
нии и регуляции миграционных процессов под-
тверждает гипотезу профессоров Н.Л. Гербильско-
го и А.Л. Поленова о природе “миграционного им-
пульса”.

Основной механизм участия и функциональная
роль ГГНС в осуществлении размножения рыб как
важнейшего для вида этапа онтогенеза могут быть
раскрыты на основе эколого-гистофизиологиче-
ского анализа ее участия также и в процессе нере-
ста. Последующее обобщение результатов позво-
лит представить их эволюционную значимость,
определить перспективы и пути управления всеми
этапами размножения и, в итоге, разработать их
конкретные биотехнологические решения как за-
вершение полносистемного исследования.
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Рис. 5. Основные пути нейроэндокринной регуляции
процесса нерестовой миграции и принцип участия ги-
поталамо-гипофизарной нейросекреторной системы в
инициировании размножения рыб. Пути выведения
нонапептидных нейрогормонов:
I ‒ трансвентрикулярный путь (нейротропный эф-
фект), II ‒ трансаденогипофизарный путь (аденогипо-
физотропный эффект ), III ‒ парааденогипофизар-
ный путь: (висцеротропный эффект ). Обозначения:
NPo ‒ преоптическое ядро, CNS ‒ центральная нерв-
ная система, NP-NH ‒ нонапептидные нейрогормоны.
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The involvement of the preoptico- or hypothalamo-hypophyseal neurosecretory system (HHNS) in the initia-
tion of migration processes in fish has been discovered, based on the results of ecologo-histophysiological studies
using light microscopy, immunohistochemistry, electron microscopy and morphometry, thus confirming the
hypothesis proposed by N.L. Gerbilsky and A.L. Polenov about the nature of the “migratory impulse” in fish. It
has been demonstrated for the first time that in genetically distant but ecologically similar anadromous migratory
fish species with different breeding seasons (spring-spawning Russian sturgeon, stellate sturgeon, and fall-
spawning pink salmon), the synthesis of neurosecretory products is activated in neurosecretory cells at the be-
ginning of the migration process, followed by their transport and accumulation in the neurohypophysis. At the
same time, neurosecretory products have been shown to be secreted into the cerebrospinal liquid of the 3rd ven-
tricle. Thus, the HHNS has a complex synchronous effect, which consists in (1) the neurotropic action of nona-
peptide neurohormones on behavioral centers of the central nervous system (CNS), causing a dominant state of
CNS excitation originally called “the migratory impulse”, (2) osmoregulatory disadaptation during the marine
feeding period, and (3) the cessation of the known antigonadotropic action of nonapeptide neurohormones, thus
promoting the transition of an organism to an energy-intensive type of energy metabolism. A comparative anal-
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ysis of our own and literature data confirms the community of this metabolic mechanism in fish, thus allowing
it to be considered as the most important phylogenetic adaptation (aromorphosis) aimed at achieving biological
progress of species. A leading role in the subsequent navigational mechanisms of homing, widely covered in the
world literature, is played by the luliberinergic centers of the hypothalamus. The ecological diversity of these
mechanisms at the population level and the presence of straying in fish allow considering them as microevolu-
tionary specializations. Further analysis of HHNS functions during fish migration and spawning will help estab-
lish the basic principle of integration of these processes at the given ontogenetic stage, which is of prime impor-
tance for the existence of species.

Keywords: fish, hypothalamo-hypophyseal neurosecretory system, neuroendocrine regulation, fish migration


