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Многие длинные некодирующие РНК (днРНК) экспрессируются в клетках человека в виде набора
транскриптов, имеющих разную длину и состав экзонов. В случае ассоциированных с раком днРНК
актуальной задачей является определение их конкретных изоформ, поскольку каждый транскрипт
может выполнять собственную функцию при канцерогенезе и иметь уникальный профиль экспрес-
сии в различных типах опухолей. Мы впервые проанализировали экспрессию днРНК CASC8 в кле-
точных линиях протоковой аденокарциномы поджелудочной железы человека и обнаружили, что в
данном типе рака преобладает изоформа, ранее считавшаяся минорной. Мы также выявили крайне
высокий уровень экспрессии всех транскриптов CASC8 в клетках MIA PaCa-2, и, наоборот, отсут-
ствие этой днРНК в линии PANC-1, что позволит использовать их как удобные модели для дальней-
ших исследований in vitro.

Ключевые слова: длинные некодирующие РНК, CASC8, рак поджелудочной железы
DOI: 10.31857/S2686738922040035

Рак поджелудочной железы (преимуществен-
но протоковая аденокарцинома, PDAC, от англ.
“pancreatic duct adenocarcinoma”) является наи-
более летальным среди злокачественных новооб-
разований. Практически бессимптомное разви-
тие и позднее выявление опухоли обусловливают
крайне низкую выживаемость пациентов, кото-
рая в среднем в течение 5 лет не превышает 7%, а
частота рецидивов после хирургического лечения
или химиотерапии крайне высока [1]. На сего-
дняшний день для диагностики и прогнозирова-
ния развития PDAC в клинической практике ис-
пользуется только онкомаркер CA 19-9, опреде-
ляемый в сыворотке крови. Однако область его

применения крайне ограничена ввиду низкой
чувствительности и специфичности, поскольку
его повышение наблюдается и при других опухо-
лях пищеварительной системы, а также при не-
опухолевых патологиях [2]. Перспективным на-
правлением считается использование в качестве
онкомаркеров длинных некодирующих РНК
(днРНК), которые могут быть напрямую измере-
ны в биологических жидкостях, биоптате или
постоперационных тканях с помощью ПЦР с об-
ратной транскрипцией с детекцией в режиме ре-
ального времени (ОТ-ПЦР) [3]. На сегодняшний
день известно несколько десятков днРНК, уро-
вень экспрессии которых меняется при PDAC
[4, 5], однако большинство из них – “универсаль-
ные” онкогенные днРНК, такие как MALAT1,
ANRIL, H19, UCA1 и др. Более тканеспецифич-
ные для поджелудочной железы или, в целом, для
органов пищеварительной системы днРНК, как
правило, имеют низкие уровни экспрессии, что
лимитирует возможность их использования в
клинической практике, а также затрудняет науч-
ные исследования с целью выяснения их свойств
и функций. Таким образом, актуальной задачей
является идентификация новых днРНК, экспрес-
сия которых активируется в PDAC по сравнению
со здоровыми тканями поджелудочной железы.

В ходе предварительного анализа доступных
биоинформатических данных TCGA (The Cancer
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Genome Atlas) мы обнаружили малоизученную
днРНК CASC8 (от англ. “Cancer Susceptibility
Candidate 8”), существенная активация экспрес-
сии которой наблюдается при раке органов желу-
дочно-кишечного тракта и легких (рис. 1а), а ее
максимальная экспрессия замечена в случае
PDAC при практически полном отсутствии этой
днРНК в нормальных тканях поджелудочной же-
лезы. Данные различия являются статистически
значимыми, позволяя предсказать диагностиче-
ский потенциал CASC8 (рис. 1а). Высокая смерт-
ность пациентов с повышенным уровнем экс-
прессии CASC8 (рис. 1б) указывает на ее возмож-
ную проонкогенную роль и позволяет
рассматривать эту днРНК и в качестве потенци-
ального прогностического биомаркера.

Тем не менее большинство опубликованных
научных работ о CASC8 носит аналитический ха-
рактер и посвящено установлению корреляции
отдельных нуклеотидных полиморфных замен в
ее гене с рисками развития различных типов рака
[6]. Попытки выявить функциональную роль са-
мой днРНК CASC8 были проведены лишь в не-
скольких экспериментальных исследованиях.
Было показано, что экспрессия CASC8 в клетках
ретинобластомы способствует снижению уровня
опухолесупрессорной miR-34a и последующему
усилению пролиферативной активности [7]. В
случае немелкоклеточного рака легкого подавле-
ние экспрессии CASC8 приводило к ингибирова-
нию пролиферации клеток, их способности к ин-
вазии, миграции и колониеобразованию, а также
повышало их чувствительность к осимертинибу
[8]. В работе [9] было продемонстрировано, что

подавление экспрессии CASC8 в PDAC приводит
к активации miR-129-5p и ингибированию мРНК
TOB1, однако биологическая значимость данного
влияния, как и функция TOB1 при канцерогене-
зе, не выяснена.

Мы обнаружили, что во всех исследованиях
было полностью проигнорировано существова-
ние четырех различных изоформ CASC8, анноти-
рованных в базах данных (Ensembl, NCBI, USCS).
Причем в работе 2014 г. [10] были проведены экс-
перименты по определению 5'- и 3'-концов всех
транскриптов CASC8 c помощью метода RACE
(от англ. “Rapid Amplification of cDNA Ends”) в
клетках рака толстой кишки. Исходя из получен-
ных результатов (рис. 2а) можно сделать вывод,
что продукты экспрессии гена CASC8 представле-
ны протяженным транскриптом (i1), состоящим
из трех первых экзонов, и двумя короткими изо-
формами: i2 содержит экзоны 5, 6 и 7, а i3 – экзо-
ны 5 и 7. Изоформа i1a по данным [10] не экспрес-
сируется и, вероятно, является результатом анно-
тирования предшественника днРНК. При этом
транскрипты i1 и i2/i3 не имеют общих экзонов,
т.е. представляют собой две совершенно разные
днРНК. Примечательно, но во всех ранее опубли-
кованных работах про CASC8 при проведении
ОТ-ПЦР использовали праймеры, комплемен-
тарные экзонам 1-3, т.е. специфичные для i1. При
этом согласно доступной информации из базы
данных UCSC, данная изоформа практически от-
сутствует в тканях PDAC. Таким образом, целью
данной работы являлись идентификация различ-
ных изоформ CASC8 днРНК в клеточных культу-

Рис. 1. Экспрессия CASC8 при различных онкологических заболеваниях по данным онлайн сервера GEPIA (Gene Ex-
pression Profiling Interactive Analysis, www.gepia.cancer-pku.cn) (а) Топ-5 опухолей с максимальной экспрессией CASC8
по сравнению со неопухолевыми тканями. Усредненные данные TCGA по количеству образцов: T – опухоль, N – нор-
ма. PDAC – протоковая аденокарцинома поджелудочной железы, COAD – аденокарцинома толстой кишки, LUSC –
плоскоклеточный рак легкого, READ – аденокарцинома прямой кишки, STAD – аденокарцинома желудка. (б) Общая
выживаемость (кривая Каплана–Мейера) пациентов с PDAC в группах с высоким (n = 88) и низким (n = 88) уровнем
экспрессии CASC8 в постоперационных опухолевых образцах.
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рах PDAС и сравнительный анализ уровней их
экспрессии.

В качестве объектов исследования были вы-
браны четыре линии протоковой аденокарцино-
мы поджелудочной железы: MIA PaCa-2, PANC-1,
AsPC-1 и Capan-2, отличающиеся по скорости
пролиферации и/или степени дифференцировки
[11]. Для контроля также использовали клетки
PC-3 (аденокарцинома предстательной железы),
VA-13 (фибробласты легкого) и HEK293 (феталь-
ные клетки почки). Измерение количества РНК
проводили с помощью ОТ-ПЦР, для нормировки
использовали U6 мяРНК. Пары праймеров для
ПЦР подбирали таким образом, чтобы они были
комплементарны разным экзонам CASC8, а в

случае i2 и i3 – местам соединения экзонов
(рис. 2а), т.е. амплифицировали каждую изофор-
му отдельно.

Все три контрольные линии PC-3, VA-13 и
НЕК293, а также Capan-2 (наименее агрессивная
линия PDAC) демонстрировали крайне низкие
уровни экспрессии транскрипта i1 CASC8 – едва
ли выше уровня детекции ОТ-ПЦР. Чуть более
явная экспрессия была детектирована в случае
AsPC-1, тогда как для MIA PaCa-2 количество i1
было в ~20 раз выше. Кроме того, в данных клет-
ках был также зафиксирован экстремально высо-
кий уровень экспрессии i2, хотя по распределе-
нию транскриптов в других проанализированных
клеточных линиях i2 является минорной изофор-

Рис. 2. Сравнительный анализ относительной экспрессии (ОТ-ПЦР) различных изоформ CASC8. (а) Схема экзонной
организации транскриптов CASC8. Штриховкой обозначены экзоны (или их части), аннотированные в базах данных,
сплошным цветом – экзоны, наличие которых подтверждено экспериментально [10]. Пунктирными линиями указа-
ны участки, комплементарные праймерам ПЦР для амплификации каждой из изоформ. (б) Уровни экспрессии тран-
скриптов CASC8 (i1, i2, i3) в различных клеточных линиях рака поджелудочной железы по сравнению с контрольными
клетками.
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мой. Напротив, изоформа i3, судя по всему, явля-
ется преобладающей для клеток PDAC, и ее мак-
симальная экспрессия была также зафиксирова-
на для клеток MIA PaCa-2.

Исключением являются клетки PANC-1, для
которых не удалось детектировать экспрессию ни
одного из транскриптов CASC8. Таким образом,
данная клеточная линия является своего рода
природным нокдауном, что может быть исполь-
зовано в последующих экспериментах. Напротив,
клетки MIA PaCa-2 экспрессируют максималь-
ное количество всех вариантов CASC8 РНК,
включая условно минорный транскрипт i2. Мы
полагаем, что данное отличие может быть обу-
словлено различной природой MIA PaCa-2 и
PANC-1 [12]. Несмотря на то что обе клеточные
линии происходят от агрессивных низкодиффе-
ренцированных опухолей PDAC, они довольно
сильно отличаются по морфологии, гетерогенно-
сти клеточной популяции и по экспрессии раз-
личных факторов. Основные споры вызывает
эпителиально-мезенхимальный (EMT) статус
данных линий. Хотя и MIA PaCa-2, и PANC-1
проявляют так называемый мезенхимальный фе-
нотип, в большинстве научной литературы они
считаются “квази-мезенхимальным” субтипом
клеток PDAC [13]. При этом PANC-1 практиче-
ски не экспрессирует Е-кадгерин и обладает бо-
лее явным метастатическим потенциалом [12].
Тем не менее в клеточных линиях AsPC-1 и Ca-
pan-2 преобладающей изоформой CASC8 также
является i3, что свидетельствует об ограниченной
применимости существующих литературных дан-
ных о функционировании CASC8 в PDAC [9], по-
скольку в этих исследованиях рассматривали
только изоформу i1. Мы полагаем, что неверное
аннотирование изоформ CASC8 также может яв-
ляться причиной, по которой в некоторых науч-
ных исследованиях не удалось подтвердить факт
активации этой днРНК в тканях поджелудочной
железы пациентов с PDAC [14], поскольку при
проведении ОТ-ПЦР использовали праймеры,
комплементарные i1. Корректное аннотирование
основного транскрипта CASC8 в последующих
работах также является необходимым для оценки
ее диагностического потенциала.

Таким образом, в ходе данного исследования
мы впервые оценили экспрессию различных изо-
форм CASC8 в клетках протокового рака подже-
лудочной железы и выявили наиболее представ-
ленный транскрипт. Было обнаружено, что мак-
симальная экспрессия всех изоформ CASC8
наблюдается в клеточной линии MIA PaCA-2, в то
время как в клетках PANC-1 данная днРНК вовсе
не экспрессируется. Данное отличие позволяет
использовать PANC-1 как контрольную линию в
экспериментах in vitro, а также как удобный мо-
дельный объект для суперэкспрессии CASC8. От-
метим, что ген CASC8 расположен в локусе

8q24.21, кодирующем целый ряд важных про-опу-
холевых днРНК (PCAT1, PVT1, CCAT1, CCAT2,
ССВС26 и др.) и микроРНК (miR-1204, miR-
3686, miR-5194 и др.), находящихся в непосред-
ственной близости от онкогена Myc и в том числе
влияющих на его экспрессию [15]. Установление
функциональной роли CASC8 (и ее отдельных
транскриптов) может привнести существенный
вклад в понимание механизмов регуляции данно-
го локуса.
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A lot of long non-coding RNAs (lncRNAs) are expressed in human cells in a number of transcripts having
different lengths and composition of exons. In case of cancer-associated lncRNAs, an actual task is to deter-
mine their specific isoforms, since each transcript can perform its own function in carcinogenesis and might
have a unique expression profile in various types of tumors. For the first time, we analyzed the expression of
CASC8 lncRNA in human pancreatic duct adenocarcinoma cell lines and found an abundant isoform, pre-
viously considered as minor in this type of cancer. We also revealed an extremely high expression levels of all
CASC8 transcripts in MIA PaCa-2 cells and vice versa the lack of this lncRNA in PANC-1, that allows to use
them as convenient models for further in vitro studies.
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА HMA2 В ЛИСТЬЯХ ИНТРОГРЕССИВНЫХ ЛИНИЙ 
ПШЕНИЦЫ В УСЛОВИЯХ ОПТИМАЛЬНОГО СОДЕРЖАНИЯ ЦИНКА 

В КОРНЕОБИТАЕМОЙ СРЕДЕ И ЕГО ДЕФИЦИТЕ
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У двух интрогрессивных линий мягкой пшеницы (15-7-1 и 15-7-2), различающихся аллельным ста-
тусом гена Gpс-B1, изучена экспрессия гена транспортного белка НМА2 в флаговых листьях в усло-
виях оптимального содержания цинка в корнеобитаемой среде (2 мкМ) и при его дефиците (0 мкМ).
Впервые показано, что растения с функциональным аллелем гена Gpc-В1 (линия 15-7-1) характери-
зуются более высоким уровнем транскриптов гена TaHMA2, чем растения с нефункциональным его
аллелем (линия 15-7-2), причем как в оптимальных условиях минерального питания, так и при де-
фиците цинка в корнеобитаемой среде. Важно, что высокая транскрипционная активность гена
TaHMA2 не отразилась на росте побегов, но соответствовала более высокому содержанию цинка в
надземных органах растений. Высказано предположение, что белок NAC, кодируемый геном Gpc-
В1, может участвовать в регуляции уровня экспрессии гена ТаНМА2.

Ключевые слова: ТаHMA2, дефицит цинка, рост, интрогрессивные линии пшеницы
DOI: 10.31857/S2686738922040072

Цинк является одним из наиболее важных
микроэлементов, необходимых для нормальной
жизнедеятельности человека. Во многом это свя-
зано с его ролью как структурного компонента
или активатора более 300 ферментов, участвую-
щих в обмене белков, углеводов и нуклеиновых
кислот [1]. Кроме того, цинк является структур-
ным элементом транскрипционных факторов с
доменом “цинковые пальцы” (zinc finger), кото-
рые играют ключевую роль в регуляции экспрес-
сии целого ряда генов. Поэтому дефицит цинка
отрицательно сказывается на состоянии здоровья
населения во многих регионах планеты, вызывая
целый ряд заболеваний [2].

Как известно, в организм человека цинк по-
ступает в основном с растительной пищей, поэто-
му наиболее эффективным и экономически
оправданным подходом к решению проблемы де-

фицита этого микроэлемента считается повыше-
ние его содержания в зерне основных сельскохо-
зяйственных культур за счет улучшения их гене-
тических качеств, т.е. биофортификации [3, 4]. В
настоящее время с использованием метода отда-
ленной гибридизации получены сорта (линии)
мягкой пшеницы с улучшенными качествами
зерна в отношении содержания в нем микроэле-
ментов. Это стало возможным благодаря введе-
нию в различные сорта мягкой пшеницы (Triticum
aestivum) функциональных аллелей гена Gpc-B1
(grain protein concentration) из T. dicoccoides [5].
Установлено, что этот ген кодирует белок NAC,
принадлежащий к одному из специфичных для
растений семейств NAC-факторов транскрип-
ции, который регулирует процесс старения ли-
стьев и участвует в ремобилизации азота и ряда
микроэлементов, включая цинк, из листьев в ко-
лос [6, 7]. Обнаружено, что растения с функцио-
нальным аллелем данного гена имеют более вы-
сокое содержание цинка в зерне, чем растения, у
которых аллель этого гена нефункционален. Но
чем обусловлены эти различия, пока не ясно. По-
этому в последнее время повышенное внимание
уделяется изучению у злаков молекулярно-гене-
тических механизмов, обеспечивающих поступ-
ление цинка в растение и его дальний транспорт в
надземные органы, в том числе в семена.
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На сегодняшний день известно, что в гомео-
стазе цинка (поддержании необходимого его ко-
личества) участвует более 1800 генов, среди кото-
рых наибольшее количество – это гены белков-
переносчиков [8]. Среди них наиболее изученны-
ми являются белки из семейства ZIP (zinc-iron-
regulated transporter). Например, показано, что при
дефиците цинка заметно возрастает экспрессия
генов белка ZIP1 в побегах пшеницы [9], белков
ZIP 3/7/8/10/13 в корнях и побегах ячменя [10],
ZIP5 и ZIP8 – в побегах кукурузы [11], что приво-
дит к активизации поглощения этого микроэле-
мента корнями и увеличению его содержания как
в подземных, так и в надземных органах.

Об участии других белков транспортеров в
адаптации растений к дефициту цинка данных
относительно немного. Вместе с тем известно,
что в гомеостазе двухвалентных металлов важную
роль играют белки, участвующие в дальнем
транспорте ионов и осуществляющие их перенос
через плазмалемму клеток в проводящие сосуды.
К ним, в частности, относятся белки НМА2 (heavy
metal ATPase2), относящиеся к Р1В-типуАТФаз и
осуществляющих загрузку ионов металлов, вклю-
чая цинк, в ксилему и флоэму [12]. Участие
НМА2-генов в гомеостазе цинка у злаков показа-
но в целом ряде исследований [12, 13]. При этом
обнаружено, что увеличение активности НМА2
транспортеров в условиях дефицита цинка может
способствовать повышению его содержания в
надземных органах и зерне.

Ранее нами было показано, что интрогрессив-
ные линии мягкой пшеницы (T. aestivum cорт Фе-
стивальная), созданные с участием T. dicoccoides,
различаются аллельным статусом гена Gpс-B1 и,
как следствие, содержанием цинка в зерне [14]. В
частности, у растений линии 15-7-1, содержащей
функциональный аллель этого гена, содержание
цинка оказалось почти в 2 раза выше, чем у расте-
ний линии 15-7-2 с его нефункциональным алле-
лем, причем не только в оптимальных условиях
минерального питания, но и при дефиците этого
микроэлемента в субстрате. Различаются ли рас-
тения этих линий по активности транспортных
белков, не известно, хотя в литературе имеются
данные, свидетельствующие об участии NAC-
белков в регуляции активности ряда белков
транспортеров [15, 16].

Целью настоящей работы явилось сравнитель-
ное изучение уровня экспрессии гена ТаНМА2 в
листьях растений пшеницы с разным функцио-
нальным статусом гена Gpc-В1, выращиваемых
при оптимальном содержании цинка в корнеоби-
таемой среде и его дефиците.

В данном исследовании впервые установлено,
что растения с функциональным аллелем гена
Gpc-В1 характеризуются более высоким уровнем
транскриптов гена TaHMA2, чем растения с его

нефункциональным аллелем, причем как в опти-
мальных условиях минерального питания, так и
при дефиците цинка в корнеобитаемой среде. И
это корреспондировалось с более высоким содер-
жанием цинка в надземных органах растений.

Растения пшеницы выращивали в условиях
вегетационного опыта в песчаном субстрате в со-
судах (объемом 6 л). Плотность посева – 12 расте-
ний на сосуд. Полив растений контрольного ва-
рианта осуществляли питательным раствором
Хогланда-Арнона, в котором содержалось 2 мкМ
цинка в виде его сернокислой соли (Zn оптимум).
В опытных вариантах соль цинка в питательный
раствор не вносили (Zn дефицит). Как показал
химический анализ, содержание цинка в нем бы-
ло менее 0.5 мкМ. В фазу созревания семян у рас-
тений измеряли высоту и сухую биомассу побега.
В флаговых листьях измеряли содержание тран-
скриптов гена ТаНМА2. Помимо этого в побегах
определяли содержание цинка.

Тотальную РНК выделяли с помощью набора
ExtractRNA (“Евроген”, Россия). Для удаления
остатков ДНК препарат  РНК обрабатывали
ДНКазой (10 ед/мл) (“Синтол”, Россия). кДНК
синтезировали, используя наборы для обратной
транскрипции с М-MLV обратной транскрипта-
зой и случайными (random) гексапраймерами
(“Евроген”). Количество и качество выделенной
РНК и синтезированной кДНК проверяли спек-
трофотометрически на приборе SmartSpecPlus
(“Bio-Rad”). Амплификацию образцов проводи-
ли в приборе iCycler с оптической приставкой iQ5
(“Bio-Rad”), используя наборы для амплифика-
ции с интеркалирующим красителем SYBR Green
(“Евроген”). В качестве референсного гена ис-
пользовали actin. Для проведения ПЦР использо-
вали праймеры компании “Евроген”: Actin – но-
мер в базе данных NCBI AG579382 (f – 5'-ggtcgt-
gaccttactgatgc-3', rev –5'-caatagaggaactgctctttgc-3'),
TaHMA2 – номер в базе данных NCBI GF489141 (f –
5'-gttcatcgtcttcctcttcac, rev – 5'- atcttcacatcctgggtagc-
3'). Протокол ПЦР: 5 мин при 95°С, далее 45 цик-
лов 15 с при 95°С, 30 с при 56°С. Специфичность
продуктов амплификации проверяли плавлением
ПЦР фрагментов. Накопление транскриптов ге-
нов вычисляли по ΔΔСт [17]. В качестве контроль-
ного образца использовали кДНК растений
T. aestivum с. Фестивальная. Содержание цинка
измеряли на атомно-абсорбционном спектрофо-
тометре АА-7000 (Shimadzy, Япония). В каждом
варианте опыта измерения проводились на 3–
10 растениях (биологическая повторность) в за-
висимости от показателя, аналитическая повтор-
ность была 2–4-кратной. Статистическую значи-
мость различий между средними оценивали на
основании t-критерия Стьюдента. В статье об-
суждаются только величины, статистически зна-
чимые при р < 0.05.
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Проведенные исследования показали, что в
оптимальных условиях минерального питания
содержание транскриптов гена TaHMA2 во фла-
говых листьях растений линии 15-7-1, имеющих
функциональный аллель гена Gpc-В1, было более,
чем в 7 раз выше, чем у растений линии 15-7-2, со-
держащих нефункциональный аллель этого гена.
При недостатке цинка в корнеобитаемой среде
оно возрастало у растений обеих линий, причем у
линии 15-7-2 даже в большей степени, но тем не
менее оставалось при этом гораздо ниже (почти в
5 раз), чем у линии 15-7-1 (рис. 1).

Имеющиеся в литературе сведения о зависи-
мости между уровнем экспрессии гена НМА2 и
ростом растений носят противоречивый харак-
тер. Так, hma2-мутантные растения риса [13] и
арабидопсиса [12] с нарушенной экспрессией ге-
на НМА2 заметно отставали в росте от дикого ти-
па, при этом и содержание цинка в надземных ор-
ганах у них было более низким. В то же время рас-
тения табака и пшеницы со сверхэкспрессией
гена НМА2 не отличались от дикого типа по росту
вегетативных и генеративных органов, но содер-
жали больше цинка в корнях и побегах [18].

В наших опытах, несмотря на значительные
различия в экспрессии гена TaHMA2 между расте-
ниями изученных линий, разницы в изученных
показателях роста побега у них не наблюдалось,
причем независимо от содержания цинка в кор-
необитаемой среде (табл. 1). Однако при этом со-
держание металла в побегах у растений изучен-
ных линий заметно различалось и было выше
у растений линии 15-7-1 по сравнению с линией
15-7-2 как в условиях оптимального содержания
цинка в субстрате, так и при его дефиците (табл. 2).

Поиск возможных путей биофортификации
зерна пшеницы цинком является одной из важ-
нейших селекционно-генетических задач, на-
правленных на устранение дефицита этого мик-
роэлемента в организме человека. Перспектив-
ным путем ее решения является создание с
использованием метода отдаленной гибридиза-
ции сортов (линий) пшеницы, имеющих в геноме
функциональный аллель гена Gpc-В1 (от T. dicoc-
coides). В целом ряде исследований показано, что
растения с функциональным аллелем этого гена
отличаются более высоким содержанием цинка в
зерне по сравнению c растениями, у которых ал-
лель этого гена не функционален, что связано с
лучшей ремобилизацией цинка из листьев в зер-

но. Поскольку дальний транспорт цинка по рас-
тению осуществляется с помощью транспортных
белков, крайне важным является изучение роли
этих белков и кодирующих их генов в обеспече-
нии зерна данным микроэлементом [19]. В лите-
ратуре есть сведения, указывающие на участие ге-
на НМА2 в обеспечении растений цинком. На-
пример, выявлено, что у растений риса со
сверхэкспрессией гена НМА2 возрастало по срав-
нению с диким типом содержание микроэлемен-
та в надземных органах, что положительно сказы-
валось на скорости формирования семян [18]. В
наших опытах более высокий уровень экспрессии
гена TaHMA2 в листьях пшеницы линии 15-7-1
также соответствовал более высокому содержа-
нию цинка в побегах растений, что особенно от-
четливо проявилось в условиях его дефицита в
корнеобитаемой среде. При этом торможение ро-
ста побегов не наблюдалось.

В литературе имеются также сведения о том,
что у T. aestivum белок GPC1 связан с изменения-
ми уровней экспрессии нескольких транспорте-
ров цинка, включая ZIP и YSL [15]. Помимо этого
обнаружено, что у растений T. durum сорта
US1114, имеющих в своем геноме ген Gpc-В1, при
обработке флаговых листьев сульфатом цинка
возрастал уровень экспрессии гена НМА, регули-
рующего экспорт цинка из хлоропластов в цито-

Рис. 1. Содержание транскриптов гена TaHMA2 в ли-
стьях пшеницы при оптимальном содержании цинка
в корнеобитаемой среде и его дефиците. За единицу
принято содержание транскриптов гена в листьях
T. aestivum с. Фестивальная.
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Таблица 1. Рост побегов пшеницы при оптимальном содержании цинка в корнеобитаемой среде и его дефиците

Показатель
Высота побега, см Сухая биомасса побега, г

Zn оптимум (контроль) Zn дефицит (опыт) Zn оптимум (контроль) Zn дефицит (опыт)

Линия 15-7-1 99.85 ± 3.78 94.05 ± 3.58 0.047 ± 0.005 0.040 ± 0.003
Линия 15-7-2 104.26 ± 3.33 104.45 ± 2.54 0.043 ± 0.003 0.045 ± 0.004
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плазму, а также генов транспортных белков
ZIP1/15. При этом у растений сорта MACS3125,
не имеющих гена Gpc-В1, подобный эффект от-
сутствовал [20]. Наши результаты показали, что
содержание транскриптов гена НМА2 у растений
с функциональным аллелем гена Gpc-В1 значи-
тельно выше, чем у растений с его нефункцио-
нальным аллелем. Анализ литературы и получен-
ных нами данных позволяет высказать предполо-
жение, что ген Gpc-В1, кодирующий NAC фактор
транскрипции, участвует в регуляции экспрессии
гена НМА2.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований нами впервые установлены различия
в экспрессии гена транспортного белка HMA2 в
листьях растений пшеницы, различающихся ал-
лельным статусом гена Gpc-В1. У растений с
функциональным аллелем гена Gpc-В1 содержа-
ние транскриптов гена TaHMA2 оказалось значи-
тельно выше, чем у растений с его нефункцио-
нальным аллелем, причем как в оптимальных
условиях минерального питания, так и при дефи-
ците цинка. Это соответствовало более высокому
содержанию цинка в побегах, но не отражалось
на росте побега. Предполагается, что белок NAC,
кодируемый геном Gpc-В1, может участвовать в
регуляции уровня экспрессии гена ТаНМА2.

Следует также еще раз отметить, что эффекты,
связанные с наличием у растений функциональ-
ного аллеля гена Gpc-В1, изучены пока крайне
слабо. Однако поскольку такие растения являют-
ся перспективными с точки зрения биофортифи-
кации зерна пшеницы цинком и могут рассмат-
риваться в качестве потенциального источника
для улучшения качественных показателей зерна,
то изучение этих эффектов, как в плане феноме-
нологии, так и механизмов, лежащих в их основе,
требуют проведения дальнейших исследований.
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THE HMA2 GENE EXPRESSION IN LEAVES OF INTROGRESSIVE WHEAT 
LINES UNDER ZN OPTIMUM AND DEFICIENCY CONTENT 

IN ROOT ENVIRONMENT
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In two introgressive lines of bread wheat (15-7-1 и 15-7-2), which differ in the allelic status of the Gpc-B1
gene, the expression of gene, encoding HMA2 transport protein in f lag leaves under optimum Zn content in
substrate (2 мкМ) and its deficiency (0 мкМ), were investigated. In present research we introduced a novel
data about higher gene expression of TaHMA2 in plants with functional allele Gpc-В1 gene (line 15-7-1) com-
pare to plants with non-functional allele Gpc-В1 gene (line 15-7-2) under optimum Zn amount in substrate
as well as under its deficiency. It is important to note, that high HMA2 gene expression did not affected the
wheat growth but correlated to high Zn concentration in aboveground part of plants. Suposed, that NAC
transcription factor encoded by Gpc-В1 gene, can be involved in regulation of ТаНМА2 gene.

Keywords: ТаHMA2, zinc deficiency, growth, introgressive wheat lines
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Ранее сообщалось о вовлеченности ваниллоидных (TRPV) и кислоточувствительных (ASIC) ион-
ных каналов в физиологические процессы, связанные с развитием тревожных расстройств. Это де-
лает их лиганды новыми потенциальными анксиолитическими средствами. Нами была изучена эф-
фективность двух пептидов морской анемоны Heteractis crispa, Hcr 1b-2 и HCRG21, модуляторов
ASIC1a и TRPV1 каналов, соответственно, в тестах открытое поле и приподнятый крестообразный
лабиринт. Согласно полученным данным, HCRG21 вызывает достоверное снижение уровня тре-
вожности и стимулирует активность животных в исследуемых дозах 0.01−1 мг/кг, в то время как Hcr
1b-2 оказывает слабо выраженное анксиолитическое действие только в дозе 0.1 мг/кг. Изучение
фармакодинамики HCRG21 показало, что пептид оказывает анксиолитическое действие в течение
2 ч, при этом эффективность исследуемого пептида выше эффективности препарата сравнения.

Ключевые слова: ионный канал TRPV1, кислоточувствительные ионные каналы, анальгетические
пептиды, антидепрессанты, анксиолитический эффект, тревожные расстройства, ЦНС
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Тревожные расстройства (генерализованное
тревожное расстройство, паническое расстрой-
ство, социальное тревожное расстройство и др.)
являются распространенными психическими
расстройствами [1]. Диагностика тревожных рас-
стройств часто затруднена (особенно при обра-
щении пациентов к специалистам общего профи-
ля), что связано с большим разнообразием кли-
нических проявлений [2].

Препараты первого выбора для лечения таких
расстройств – это селективные ингибиторы об-
ратного захвата серотонина и ингибиторы обрат-
ного захвата серотонина-норадреналина. Другие
варианты лечения включают прегабалин, три-
циклические антидепрессанты, буспирон,
моклобемид и другие, которые, к сожалению,
также не лишены побочных эффектов [1]. В то же
время поиск и изучение новых лидерных соеди-

нений для их лечения представляются актуаль-
ным.

Установлено, что в физиологических процес-
сах, связанных с тревожным поведением, важную
роль играют ваниллоидные (TRPV) и кислоточув-
ствительные (ASIC) ионные каналы [3–5]. В этом
контексте каналы TRPV1 кажутся многообещаю-
щей терапевтической мишенью [6]. Синаптиче-
ская коммуникация и процессы долговременной
депрессии также связаны с активностью TRPV1
[7]. Кроме того, TRPV1 каналы способны влиять
на эндованиллоидную и опиоидную системы,
участвующие в патофизиологии таких рас-
стройств, как зависимость и тревожность [8]. На-
конец, показано, что TRPV1 косвенно вовлечен в
модуляцию активности μ-опиоидных рецепторов
(MOR) и рецепторов каннабиноидного типа 1
(CB1) [8]. Некоторые доклинические данные поз-
воляют предположить, что подтип TRPV1 являет-
ся наиболее подходящей мишенью-кандидатом
для разработки терапевтически полезных моду-
ляторов для лечения депрессии, паники, беспо-
койства и аддиктивных расстройств [9, 10].

Еще одним из механизмов, лежащих в основе
развития чувства страха и тревожных рас-
стройств, является ASIC1a-опосредованный мо-
лекулярный механизм [11]. Помимо участия
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ASIC1a в обучении, памяти и синаптической пла-
стичности, эти каналы являются хеморецептора-
ми ЦНС, реагирующими на снижение pH в го-
ловном мозге в результате вдыхания CO2. Это
приводит к активации ASIC1a каналов в минда-
левидном теле, ответственных за реализацию по-
ведения, связанного со страхом, и провоцирует
повышение тревожности [11]. Показано, что мы-
ши, нокаутные по гену, кодирующему ASIC1a,
значительно менее подвержены возникновению
чувства тревоги в ответ на резкие шумы и запах
хищника [12], тогда как повышенная экспрессия
каналов в организме приводит к усилению этого
чувства [13].

В настоящей работе анксиолитический эф-
фект двух пептидных модуляторов ионных каналов,
HCRG21 − блокатора TRPV1 (IC50 6.9 мкМ) [14] и
Hcr 1b-2 − ингибитора ASIC1a (IC50 4.8 мкМ) [15],
был изучен на мышах линии ICR в тестах откры-
тое поле и приподнятый крестообразный лаби-
ринт. В качестве препарата сравнения использо-
вали афобазол − широко применяемое в клини-
ческой практике лекарственное средство с
выраженным анксиолитическим эффектом.

Пептид Hcr 1b-2 (41 а.о., 4522 Да) был выделен
из экстракта морской анемоны Heteractis crispa,
как было описано ранее [15], тогда как пептид
HCRG21 (56 а.о., 6228 Да), аминокислотная по-

Рис. 1. Показатели локомоторной и ориентировочно-исследовательской активности животных в тесте “Открытое по-
ле”: а – пройденное расстояние; б – вертикальная активность; в – время активности и время пассивности животных
во время тестирования (3 мин). Результаты представлены как MEAN ± SD, при n = 7. Достоверные отличия представ-
лены относительно контрольной группы (Физ. раствор), * – p ≤ 0.05, ** – p ≤ 0.01, (t-тест).
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Рис. 2. Показатели эмоционально-двигательного поведения разных групп животных в тесте ПКЛ при внутримышеч-
ном введении пептидов. а – закрытые рукава, б – открытые зоны (открытые рукава, центральная площадка). Резуль-
таты представлены как MEAN ± SD, при n = 7. Достоверные отличия представлены относительно контрольной груп-
пы (физ. раствор), * − p ≤ 0.05, ** − p ≤ 0.01 (t-тест).
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следовательность которого была установлена при
анализе транскриптов, кодирующих пептиды Ку-
нитц-типа той же морской анемоны, был получен
с помощью гетерологической экспрессии в систе-
ме Escherichia coli [14].

Влияние пептидов на двигательную актив-
ность и ориентировочно-исследовательское по-
ведение животных было изучено с помощью
стандартных установок “Открытое поле” (Opto-
varimex ATM3 auto system, Columbus, USA) и
“Приподнятый крестообразный лабиринт”
(ПКЛ) (Open Science, Россия). Анксиолитиче-
ская активность пептидов оценивалась по сниже-
нию уровня тревожности и страха, по увеличе-
нию уровня исследовательской мотивации, пока-
зателя принятия решения и общей двигательной
активности, которая определялась по времени
пребывания в открытых зонах и по латентному
периоду ухода с центра площадки [16].

В экспериментах использовались самцы мы-
шей линии ICR. Животные были получены из
НПП ФИБХ РАН питомника лабораторных жи-
вотных “Пущино” в возрасте 4 нед. Животные
содержались в комнате содержания животных
барьерной зоны 2 в контролируемых условиях
окружающей среды (температура 20–24°C, отно-
сительная влажность 30–70%, 12-часовой цикл
освещения (08:00–20:00 – “день”, 20:00–08:00 –
“ночь”) и, по крайней мере, 10-кратная смена
объема воздуха комнаты в час). Все эксперимен-
тальные процедуры одобрены Комиссией по кон-
тролю за содержанием и использованием лабора-
торных животных “ФИБХ РАН”.

Пептиды в дозах 0.01−1 мг/кг в физиологиче-
ском растворе были введены внутримышечно за
1 ч до тестирования. В качестве препарата сравне-
ния был использован доступный коммерческий
анксиолитический препарат “Афобазол”, кото-
рый вводился мышам контрольной группы перо-
рально в дозе 5 мг/кг за 1 ч до тестирования. Анк-
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сиолитический эффект препарата “Афобазол” в
условиях стресса проявляется в снижении внут-
реннего напряжения, беспокойства, тревоги,
страха, улучшении адаптивных способностей и
восстановлении когнитивных функций. При
этом наблюдается “пассивный” тип эмоциональ-
но-стрессовой реакции у животных: снижение
подвижности и исследовательской мотивации,
которое проявляется в реакции замирания.

В результате оценочных тестов (продолжи-
тельность тестирования составляла 3 мин на уста-
новке “Открытое поле” и 5 мин на ПКЛ) было
установлено, что оба пептида оказывают выра-
женное анксиолитическое действие и умеренный
стимулирующий эффект на ЦНС.

Пептид HCRG21 стимулировал двигательную
и ориентировочно-исследовательскую актив-
ность животных при отсутствии выраженного
возбуждающего действия на ЦНС. В группах жи-
вотных, пролеченных HCRG21, наблюдалось
умеренное увеличение как пройденного расстоя-
ния, так и времени активности, в том числе и
вертикальной активности, по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 1). Достоверность стати-
стических различий определяли с помощью па-
раметрического t-критерия Стьюдента для неза-
висимых выборок. За достоверные принимали
различия при P ≤ 0.05. Статистическую и графи-
ческую обработку экспериментальных данных
осуществляли с использованием статистического
пакета Microsoft Excel 2007. Нейростимулирующий

Рис. 3. Спектр 1H-ЯМР. Шкала химических сдвигов привязана к сигналу протонов диметилсульфоксида (2.49 м.д.).
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эффект HCRG21 был дозозависимым (рис. 1а).
Пептид Hcr 1b-2 не оказывал стимулирующее
действие на ЦНС, хотя в дозе 0.1 мг/кг (рис. 1б)
наблюдалось достоверное увеличение пройден-
ного расстояния, при этом время активности бы-
ло сравнимо с контрольной группой (рис. 1в).

Пептиды заметно снижали уровень тревожно-
сти и стимулировали исследовательскую мотива-
цию животных. В тесте ПКЛ было обнаружено
достоверное увеличение времени, проводимого в
открытых зонах лабиринта, при одновременном
уменьшении времени пребывания в закрытых ру-
кавах по сравнению с контрольной группой (рис. 2).
Учитывая боязнь высоты и открытого освещен-
ного пространства у грызунов, данные показате-
ли можно рассматривать как проявление мень-
шей тревожности у мышей. Следует отметить, что

HCRG21 оказывал анксиолитическое действие
во всех исследуемых дозах и превосходил по эф-
фективности препарат сравнения “Афобазол”,
тогда как достоверное анксиолитическое дей-
ствие Hcr 1b-2 в тесте ПКЛ проявлялось только в
дозе 0.1 мг/кг.

Примечательно, что блокатор TRPV1 канала,
пептид HCRG21, обладал более выраженным
анксиолитическим эффектом, чем пептид Hcr 1b-2,
ингибитор канала ASIC1a, при относительно
близких значениях IC50 данных пептидов по от-
ношению к соответствующим каналам. Данный
факт может косвенно указывать на большую во-
влеченность TRPV1, нежели ASIC1a каналов, в
процессы патогенеза тревожных расстройств, с
одной стороны, но также быть результатом выра-

Рис. 5. Динамика анксиолитического действия пептида HCRG21 при внутримышечном введении в тесте ПКЛ. а –
время пребывания в закрытых рукавах, б – время пребывания в открытых зонах (открытые рукава, центральная пло-
щадка), в – латентный период ухода с центральной площадки. Результаты представлены как MEAN ± SD, при n = 7.
Достоверные отличия представлены относительно контрольной группы (физ. раствор), * − p ≤ 0.05, ** − p ≤ 0.01,
*** − p ≤ 0.001 (t-тест).
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женного неспецифического действия пептида
Hcr 1b-2 на ряд молекулярных мишеней [17].

Для HCRG21 была изучена фармакодинамика
при внутримышечном и пероральном способах
введения в дозах 0.1 и 0.5 мг/кг в тесте ПКЛ. Для
перорального введения в качестве препарата
сравнения был использован препарат “Афоба-
зол” в дозе 5 мг/кг. Для внутримышечного введе-
ния в дозе 5 мг/кг использовали действующее ве-
щество препарата “Афобазол” − фабомотизол,
который получали экстракцией таблеток массой
4.5 г (содержание действующего вещества 0.3 г)
0.05 М раствором гидрокарбоната натрия (темпе-
ратура 25°С, 1 ч), с последующим извлечением

его из солевого раствора этилацетатом (соотно-
шение объемов фаз 1 : 1). Наличие фабомотизола
было подтверждено методом 1H-ЯМР спектро-
скопии (300.13 МГц, DMSO-d6, δ, м.д., J, Гц): 7.34
(d, 8.7 Hz,1H), 6.95 (d, 2.31 Hz,1H), 6.76 (dd, J =
= 8.70, 2.40 Hz, 1H), 4.02 (q, J = 6.96 Hz, 2H), 3.83
(t, J = 4.71 Hz, 4H), 3.60 (t, J = 7.17 Hz, 2H), 3.38 (t,
J = 6.45 Hz, 2H), 3.20 (br.s., 4H), 1.33 (t, J = 6.84 Hz,
3H) (рис. 3). Полученные значения химических
сдвигов (δ) и констант спин-спинового взаимо-
действия (J) соответствовали литературным дан-
ным [18]. Чистота фабомотизола была подтвер-
ждена с помощью масс-спектрометрии высокого
разрешения (рис. 4). Теоретическое и полученное

Рис. 6. Динамика анксиолитического действия пептида HCRG21 при пероральном введении в тесте ПКЛ. а – время
пребывания в закрытых рукавах, б – время пребывания в открытых зонах (открытые рукава, центральная площадка),
в – латентный период ухода с центральной площадки. Результаты представлены как MEAN ± SD, при n = 7. Достовер-
ные отличия представлены относительно контрольной группы (физ. раствор), * − p ≤ 0.05, ** − p ≤ 0.01, *** − p ≤ 0.001
(t-тест).
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значения m/z для пика моноизотопного [M + H]+

иона составили 308.1427 и 308.1431 Да соответ-
ственно.

Установлено, что при внутримышечном вве-
дении пептид в обеих дозах достоверно увеличи-
вал время пребывания животных на открытых зо-
нах ПКЛ, и латентный период ухода с централь-
ной площадки и уменьшал время пребывания в
закрытых рукавах. Анксиолитическое действие
HCRG21 проявлялось уже спустя 30 мин и повы-
шалось спустя 60 мин после введения, причем его
эффект был сравним (через 30 мин) или превосхо-
дил (через 60 мин) эффект фабомотизола (рис. 5).
Через 120 мин после введения было отмечено не-
значительное (примерно на 10%) снижение эф-
фективности, как пептида в обеих дозах, так и
фабомотизола.

При пероральном способе введения анксио-
литическое действие HCRG21 было менее выра-
женным и пролонгированным, чем при внутри-
мышечном. Через 60 мин после введения эффект
пептида в обеих дозах был сопоставим с эффек-
том афобазола в дозе 5 мг/кг: наблюдались досто-
верное уменьшение времени пребывания в за-
крытых рукавах и повышение времени пребыва-
ния в открытых зонах. Через 120 мин эффект
HCRG21 заметно снижался (рис. 6).

Представленные в работе результаты согласу-
ются с данными, полученными для ряда других
ингибиторов ASICs и TRPV1 в различных экспе-
риментах, связанных с изучением анксиолитиче-
ского и антидепрессивного действия [3, 4, 19–21].
Они не только подтверждают гипотезу об уча-
стии ионных каналов в генезе тревожных рас-
стройств, но и создают предпосылки для разра-
ботки новых эффективных противотревожных
препаратов.
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A number of studies confirmed the involvement of transient receptor potential vanilloid (TRPV) and acid-
sensing (ASIC) ion channels in the physiological processes associated with the anxiety disorders develop-
ment. This makes their ligands new potential anxiolytic agents. We examined the efficacy of two peptides
from the sea anemone Heteractis crispa, Hcr 1b-2 and HCRG21, affecting ASIC1a and TRPV1 channels, re-
spectively, in the open field and elevated plus maze tests. According to the obtained data, HCRG21 signifi-
cantly decrease both the level of anxiety and stimulated the activity of animals at doses 0.01–1 mg/kg, while
Hcr 1b-2 has a weak anxiolytic effect only at a dose of 0.1 mg/kg. The pharmacodynamic study showed that
the HCRG21 has an anxiolytic effect for 2 hours, and its effectiveness is higher than that of the reference drug.

Keywords: TRPV1 ion channel, acid-sensing ion channels, analgesic peptides, antidepressants, anxiolytic ef-
fect, anxiety disorders, CNS
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ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЕ СВОЙСТВА ВОДНЫХ ЭКСТРАКТОВ 
ИЗ МИЦЕЛИЯ INONOTUS RHEADES И ИХ ОЦЕНКА ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 
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Оценивали противоопухолевые свойства водных экстрактов базидиального гриба Inonotus rheades,
при культивировании на древесных дисках и древесной стружке (береза) при температуре 25 ± 1°С
в темноте и при постоянном освещении синими светодиодами мощностью 12.8 Вт/м2. Выделяли и
анализировали водную фракцию, содержащую водорастворимые полисахариды: ВР-5 – фракция,
культивированная на древесных дисках при освещении синим светом; ВР-8, фракция, выращенная
в аналогичных условиях на древесных стружках; ВР-6 – фракция, выращенная в темноте на древес-
ных дисках; ВР-7 фракция, выращенная в аналогичных условиях на древесных стружках. Противо-
опухолевое действие экстрактов проводили на модели перевиваемой асцитной карциномы Эрлиха
на мышах. Выявлено, что экстракты, выделенные из базидиального гриба Inonotus rheades проявля-
ют противоопухолевые свойства, при этом их накопление в процессе роста определяется различны-
ми условиями культивирования.

Ключевые слова: Inonotus rheades, водорастворимые полисахариды, противоопухолевая активность,
культивирование, действие синего света
DOI: 10.31857/S2686738922040023

Известно, что свет является фактором, влияю-
щим на рост и развитие грибов, имеющих хрома-
тофоры [1] и биологические механизмы восприя-
тия УФ-излучения, синего, зеленого и красного
света [2], что определило цель изучения влияния
света на процесс роста грибов в биотехнологиче-
ских целях с применением светодиодных ламп.
Показано, что использование красного света уси-
ливает рост и выход биомассы мицелия Laetiporus
sulphureus [3], Coprinus vaporaris или congregatus и
Serpula lacrimans [4]. Лазерное облучение с длиной
волны 632.8 нм в непрерывном и импульсном ре-
жиме позволило повысить антимикробную ак-
тивность мицелия и культуральной жидкости глу-
бинной культуры Pleurotus ostreatus по отношению
к Micrococcus luteus, Staphyloccocus aureus и Bacillus
mycoides на 10–20% [3].

Доказано влияние света на метаболизм и со-
держание метаболитов у грибов [5]. Культивиро-
вание гриба Ganoderma lucidum в условиях осве-
щения синим светом способствовало накопле-
нию полисахаридов на каждой стадии развития,
чем при культивировании его в темноте [6]. При-
менение УФ-излучения повышало содержание
полисахаридов в мицелии Inonotus obliquus до
2.4% [7]. Облучение синим и красным светом ми-
целия G. lucidum увеличивало накопление экзо- и
эндополисахаридов [8]. Частичное подавление
образования фелигридинов и даваллиялактонов
отмечено для погруженной культуры I. obliquus,
выращенной в синем и красном свете, в темноте
содержание этих соединений было выше [9]. Для
I. rheades в процессе роста была установлена зави-
симость химического состава мицелия от длины
волны света [10]. Установлено повышение проти-
вовирусных свойств водных экстрактов из мице-
лия I. rheades, выращенного в условиях освеще-
ния синим светом на дисках березы [11].

Из грибов с противоопухолевой активностью
известен стерильный склероций трутовика ско-
шенного (Inonotus obliquus) и спектром биологи-
ческой активности экстрактов, соединений [12, 13].
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Противоопухолевая и антиметастатическая ак-
тивность соединений изучена в отношении
I. obliquus. Вторичные метаболиты других видов
рода Inonotus исследовались в качестве противо-
опухолевых агентов мало. Соединение иноноту-
син-А из плодового тела I. hispidus имеет умерен-
ную цитотоксичность против клеточной линии
рака молочной железы человека MCF-7 с IC50
19.6 мкМ [14], а 3α,6β-дигидроксициннамолид,
выделенный из плодового тела I. rickii, показыва-
ет умеренную ингибирующую активностью на
клетках рака толстой кишки человека SW480
(IC50 20.4 мкМ) [15]. Известен противораковый эф-
фект действия полисахаридов из I. taiwanensis [16].

Цель исследования – выявление противоопу-
холевых свойств фракций водорастворимых по-
лисахаридов, выделенных из I. rheades, и оценка
их активности при изменении освещения в про-
цессе роста.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Базидиальный гриб Inonotus rheades штамм 287

получен из коллекции грибных культур ЦКП
“Биоресурсный центр” СИФИБР СО РАН, кото-
рый культивировали на древесных дисках и дре-
весной стружке Betula pendula Roth (Betulaceae).
Проводили экстракцию из обросшего мицелием
субстрата, который был стерилизован, инокули-
рован мицелием I. rheades. Культивирование ми-
целия вели при температуре 25 ± 1°С в темноте и
при освещении синими светодиодами мощно-
стью 12.8 Вт/м2 (“SMD-5050”, Рубикон, Барнаул,
Россия). Из культивированного мицелия выделя-
ли фракции водорастворимых полисахаридов
(ВРПС) [17], перерастворяли стерильной биди-
стиллированной водой, рН титровали до значе-
ния 7.4 с помощью КОН, стерилизовали фильтра-
цией (d пор = 22 мкм). ВРПС содержали малое
количество примесей, т.к. низкомолекулярные
вещества были удалены диализом. По данным
хроматографического анализа ВРПС были пред-
ставлены 5 фракциями с молекулярной массой
(25 кД–1.5 МДа) (неопубликованные данные).
Моносахаридный состав фракций планируется
исследовать после определения биологической
активности. Изучали 4 экстракта ВРПС: ВР-5 –
выделенные из мицелия, выращенного на древес-
ных дисках при освещении синим светом; ВР-8,
выращенного в аналогичных условиях на древес-
ных стружках; ВР-6, выращенного в темноте на
древесных дисках, и ВР-7, выращенного в анало-
гичных условиях на древесных стружках.

Противоопухолевые свойств ВРПС из мице-
лия Inonotus rheades изучали на белых беспород-
ных мышах самцах 3-месячного возраста с массой
тела 20–25 г. Эксперименты выполнялись по пра-
вилам гуманного обращения с животными и на
основании разрешения Комитета по этике Ир-

кутского научного центра хирургии и травмато-
логии № 04 от 23.04.2021 г

Моделирование опухолевого процесса прово-
дили путем перепрививки культуры клеток ас-
цитной карциномы Эрлиха (АКЭ), полученной в
питомнике ГНЦ ВБ “Вектор”. Первая серия экс-
перимента: группа № 1 (n = 10), перепрививка
АКЭ с однократным введением через сутки
ВРПС мицелия Inonotus rheades ВР-7 в дозе
100 мг/кг; № 2 (n = 10), перепрививка АКЭ с од-
нократным введением через сутки фракции ми-
целия; ВР-8 в аналогичной дозе, № 3 (n = 10),
контроль, перепрививка АКЭ. Вторая серия:
группа № 4 (n = 10), перепрививка АКЭ с одно-
кратным введением через сутки фракции мице-
лия ВР-5 в дозе 100 мг/кг; № 5 (n = 10), перепри-
вивка АКЭ с однократным введением через сутки
фракции мицелия ВР-6 в аналогичной дозе; № 6
(n = 10), контроль, перепрививка АКЭ.

Через 10 сут после перепрививки АКЭ из каж-
дой группы было выведено для анализа 5 мышей
и 5 были оставлены для наблюдения продолжи-
тельности жизни.

Оценку противоопухолевого эффекта фрак-
ций мицелия Inonotus rheades осуществляли по
критериям:

1. Количество опухолевых клеток

Оценку среднего количества опухолевых кле-
ток в 1 мл асцитной жидкости проводили при по-
лучении суспензии отмытых клеток АКЭ, разве-
денных физиологическим раствором, и анализа в
камере Горяева, которую рассчитывали по фор-
муле: Х = (А × В × С)/80, где: А – число клеток
АКЭ в 80 квадратах, В – объем разведенной АКЭ,
С – степень разведения, 80 – (5 больших квадра-
тов, умноженных на 16 малых квадратов).

2. Оценка противоопухолевого эффекта по тор-
можению роста опухоли (ТРО)

Степень торможения роста опухоли рассчитыва-
ли по формуле: ТРО % = (Vконтроля – Vопыта/Vконтроля) ×
× 100, где: V – средний объем опухоли (мл) в
опытной и контрольной группах, соответствен-
но, на конкретный срок выведения животного из
эксперимента.

Количественные критерии оценки торможе-
ния роста опухоли:
ТРО < 20% 0
ТРО < 20–50% +
ТРО < 51–80% +
ТРО < 81–90% ++
ТРО < 91–100% + < 50% +++
ТРО < 91–100% + > 50% ++++
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3. Оценка противоопухолевого эффекта по уве-
личению продолжительности жизни

Определялась средняя продолжительность
жизни мышей (СПЖ, сутки) в группе, и рассчи-
тывались показатели увеличения продолжитель-
ности жизни (УПЖ %) по формуле:

где минимальный критерий активности увеличе-
ния продолжительности жизни составлял >25%.

=
− ×

опыта

контроля контроля

УПЖ % СПЖ –
СПЖ / 

(
СП )Ж 100,

РЕЗУЛЬТАТЫ

Данные по оценке влияния фракций ВРПС
мицелия Inonotus rheades на развитие АКЭ пред-
ставлены в табл. 1.

Отмечено, что процент торможения роста опу-
холи, в группе № 2, составлял 28%, продолжи-
тельность жизни в среднем – 20 сут, что является
объективным критерием отличия от группы № 1.
В группе № 1 с фракцией ВР-7 торможение роста
опухоли составило 18.4%, при этом продолжи-
тельность жизни животных в данных группах бы-
ла ниже, чем в контроле. Количество клеток АКЭ

Таблица 1. Оценка эффективности влияния фракций ВРПС мицелия Inonotus rheades на развитие АКЭ (первая
серия эксперимента)

BP-7 культивирование в темноте на древесных стружках, BP-8 культивирование при освещении синим светом на древесных
стружках, * – по отношению к контролю АКЭ, p < 0.05.
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10 сут с момента прививки АКЭ № 1 фракция ВР-7
(n = 10)

10.2 ± 1.5 1723 ± 40* 17.0 ± 1.0* 18.4 –

10 сут с момента прививки АКЭ № 2 фракция ВР-8
(n = 10)

9.0 ± 0.5* 1378.2 ± 20 20.0 ± 0.5* 28.0 –

10 сут с момента прививки АКЭ № 3 контроль (АКЭ),
(n = 10)

12.5 ± 0.5 1381.3 ± 15 24.0 ± 1.0

Таблица 2. Оценка эффективности влияния фракций ВРПС мицелия Inonotus rheades на развитие АКЭ (вторая
серия эксперимента)

BP-5 культивирование при освещении синим светом на древесных дисках, BP-6 культивирование в темноте на древесных
дисках, * – по отношению к контролю АКЭ, p < 0.05.
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10-й день с момента прививки АКЭ № 4 фракция ВР-5
(n = 10)

7.0 ± 1.0 1925.0 ± 40* 11.0 ± 1.0 8.0 –

10-й день с момента прививки АКЭ № 5 фракция ВР-6
(n = 10)

5.3 ± 0.4* 1577.0 ± 25 20.0 ± 1.5 30.0 –

10-й день с момента прививки АКЭ № 6 контроль (АКЭ)
(n = 10)

7.6 ± 0.5 1529.0 ± 20 21.0 ± 1.0
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в 1 мл асцита в группах не снижалось по отноше-
нию к контролю.

Данные по противоопухолевой активности
ВРПС мицелия Inonotus rheades во второй серии
эксперимента в табл. 2.

В группе № 5 с фракцией ВР-6 торможение ро-
ста опухоли достигало 30%, продолжительность
жизни в среднем 20 дней, что является отличи-
тельным признаком от группы № 4. При введе-
нии фракции ВР-5 у животных наблюдалась ал-
лергическая реакция с признаками отека Квинке.
Через 1.5 сут без коррекции проявления нивели-
ровались. Количество клеток АКЭ в 1 мл асцита в
группах также не снижалось по отношению к
контролю. Данные биохимии крови в исследуе-
мых группах представлены в табл. 3.

По биохимическим показателям отмечалось
снижение концентрации общего белка на фоне
повышения показателей АЛТ, АСТ во всех груп-
пах и незначительного увеличения концентрации
мочевины в группе № 4. В контрольной группе
уровень глюкозы несколько превышал норму,
при этом в других группах этот показатель соот-
ветствовал норме. В контрольной группе также
отмечалось повышение в крови показателей кре-
атинина, мочевины и АСТ. Предполагается, что
фракции водорастворимых полисахаридов мице-
лия Inonotus rheades по уровню токсичности боль-
ше влияют на форменные элементы крови и
функциональные показатели печени.

Полисахариды, как природные агенты, прояв-
ляющие иммуномодулирующую и противоопухо-
левую активность, активно изучаются [18], при
этом механизмы их действия известны не в пол-
ной мере. Показано, что водорастворимый экс-
тракт полисахаридов из Inonotus taiwanensis воз-

действует на клетки человеческой лейкемии
THP-1 и U937 in vitro, через торможение клеточ-
ного цикла и апоптоз, опосредованным эндо-
нуклеазой G и независим от продукции активных
форм кислорода митохондриями [16]. Механизм
действия очищенного полисахарида из плодовых
тел Lentinus edodes с молекулярной массой 605.4 кДа
связан с активацией иммунитета и усилением ми-
тохондриального пути апоптоза опухолевых кле-
ток у мышей с привитой опухолью S180, при этом
in vitro было продемонстрировано прямое дей-
ствие этого полисахарида на опухолевые клетки
MCF-7 и S180 [19]. В экспериментах с ВРПС из
Inonotus obliquus показано отсутствие прямого
действия на клетки опухоли in vitro и объектив-
ный эффект в экспериментах in vivo, на фоне по-
вышения иммуномодулирующей активности
[20]. Сегодня невозможно уверенно предполагать
о прямом или непрямом механизме действия
ВРПС мицелия Inonotus rheades на клетки АКЭ в
проведенном исследовании.

Таким образом, выявлено, что фракции ВРПС
мицелия Inonotus rheades обладают противоопухо-
левым эффектом, продемонстрированным на мо-
дели АКЭ, при этом наиболее активные в этом ас-
пекте, фракции ВР-6 и ВР-8, выращенные в раз-
личных условиях (в темноте и при облучении
синим светом) и на различных подложках культи-
вирования. Показано, что при использовании
древесных дисков весь мицелий находится на пу-
ти светового потока, тогда как при использова-
нии стружки большая часть мицелия укрыта не-
прозрачной древесиной от света, что, по-видимо-
му, приводит к изменению биохимической
составляющей мицелия в этих зонах. Предпола-
гается, что мицелий, выращенный на стружках в

Таблица 3. Показатели биохимического анализа крови животных при оценке эффективности влияния фракций
ВРПС мицелия Inonotus rheades на развитие АКЭ

АЛТ – аланинаминотрансфераза, АЛТ – аспартатаминотрансфераза, * – по отношению к контролю АКЭ, p < 0.05.

Биохимический анализ крови
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№ 1, ВР-5 (n = 10) 48.0 ± 2.2* 6.0 ± 1.1 32.4 ± 2.2 99.0 ± 8.9* 324.1 ± 45.8* 7.6 ± 0.9 14.2 ± 1.8*

№ 2, ВР-6 (n = 10) 41.0 ± 1.8* 4.4 ± 0.9 30.5 ± 1.9 117.5 ± 11.0* 384.3 ± 32.7* 6.8 ± 0.75 23.5 ± 2.4*

№ 3, ВР-7 (n = 10) 42.0 ± 1.4 4.0 ± 0.4 28.5 ± 1.8 63.3 ± 9.1 234.4 ± 36.9* 7.0 ± 0.6 18.4 ± 2.1*

№ 4, ВР-8 (n = 10) 48.0 ± 0.3* 1,7 ± 1.5 28.5 ± 1.5 79.6 ± 8.7 477.4 ± 49.7* 9.4 ± 0.8 19.9 ± 3.2*

№ 5, АКЭ (контроль) (n = 10) 41.0 ± 1.9 8.7 ± 2.7 32.8 ± 2.0 56.0 ± 3.6 283.4 ± 19.8 8.7 ± 0.64 40.9 ± 4.8

норма 55–57 4.2–7.0 20–31 50–55 110–130 6.1–7.4 115–128
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темноте, также проявляет меньшую, противоопу-
холевую активность. Возможно, при непрерыв-
ном освещении синим светом противоопухоле-
вые ВРПС, синтезируемые при метаболизирова-
нии древесины березы, трансформируются в
неактивную форму, в то же время если освещена
только часть мицелия, происходит дополнитель-
ная стимуляция накопления биологически ак-
тивных веществ. Необходимо отметить, что про-
тивоопухолевый эффект фракций мицелия отме-
чался при введении однократной дозы. Тем не
менее у фракции ВР-6 и ВР-8 выявлен противо-
опухолевый эффект по показателям объема ас-
цитной жидкости и торможения роста опухоли,
что безусловно определяет их как перспективные
объекты дальнейших исследований.
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ANTITUMOR PROPERTIES OF AQUEOUS EXTRACTS FROM INONOTUS 
RHEADES MYCELIUM AND THEIR EVALUATION UNDER VARIOUS 

CULTIVATION CONDITIONS
G. B. Borovskiia, T. G. Gornostaia, M. S. Polyakovaa, E. A. Lozovskayb,#, and S. B. Nikiforovb

a Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation
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The antitumor properties of aqueous extracts of Inonotus rheades basidiomycetes mushroom were evaluated
when cultured on wood discs and wood shavings (birch) at 25 ± 1°C in darkness and under constant illumi-
nation with 12.8 W/m2 blue light. The aqueous fraction containing water-soluble polysaccharides was isolated
and analyzed: BP-5 fraction cultured on wood discs under blue light illumination; BP-8 fraction grown under
similar conditions on wood shavings; BP-6 fraction grown in the dark on wood discs; BP-7 fraction grown
under similar conditions on wood shavings. Antitumor effects of the extracts were carried out on the model
of Ehrlich ascites carcinoma in mice. It was found that the extracts isolated from the basidial fungus Inonotus
rheades exhibit antitumor properties, with their accumulation during growth determined by different condi-
tions of cultivation.

Keywords: Inonotus rheades, water-soluble polysaccharides, antitumor activity, cultivation, blue light effect
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Разработана наноконструкция посредством нанесения слоя фосфатидилхолина на поверхность ча-
стицы природного клиноптилолита. Формирование оболочки, эффективный размер которой не
превышает толщины молекулярного слоя фосфолипида, подтверждено с помощью UV спектромет-
рии и молекулярной масс-спектрометрии. Гидродинамический диаметр готовой конструкции,
определенный методом динамического рассеяния света, меньше, чем у исходного ядра. Предпола-
гается, что такой эффект обусловлен наличием фосфолипидного покрытия, которое снижает силу
сопротивления водной среды. Наноразмер полученной конструкции, ядро натурального клинопти-
лолита и фосфолипидная оболочка представляют сочетание полезных качеств, которые могут быть
востребованы при создании многофункциональной платформы для доставки биологически актив-
ных веществ, биоимиджинга или в качестве основы биосенсора.

Ключевые слова: клиноптилолит, фосфатидилхолин, UV спектрометрия, времяпролетная спектро-
метрия вторичных ионов (ToF-SIMS), динамическое рассеяние света, сканирующая электронная
микроскопия
DOI: 10.31857/S2686738922040114

Почти 40% разрабатываемых лекарственных
веществ получают в нерастворимом в воде виде,
когда наиболее эффективным является способ
доставки вещества через желудочно-кишечный
тракт. В данном случае неорганические пористые
материалы используют в качестве наноядра для
транспортировки физиологически активных ве-
ществ [1–3]. С этой целью в ряду перспективных
материалов рассматривают цеолит, нанокриста-
лы которого синтезируют в лабораторных усло-
виях [4–7]. Альтернативой синтетическому про-
дукту может быть природный минерал. Из семей-
ства природных цеолитов в биомедицинских
целях наиболее востребованным остается кли-
ноптилолит [8, 9].

При разработке дизайна платформы на основе
твердого материала особое внимание уделяют
оболочке, для чего используют фосфолипиды,
например, фосфатидилхолин (ФХ) – основной

ингредиент клеточной мембраны. Популярность
ФХ обусловлена наличием полезных качеств: от-
сутствие токсичности, биодеградабильность,
биосовместимость, самоорганизация структуры,
амфифильность, стабилизация дисперсной си-
стемы. Предложен способ нанесения оболочки
посредством взаимодействия неорганических на-
ночастиц с водной эмульсией ФХ или его произ-
водных [1, 10]. Учитывая полезные свойства ФХ и
клиноптилолита, комбинацию этих материалов
можно рассматривать в качестве перспективной
наноплатформы. Обзор доступной литературы
показывает отсутствие работ, направленных на
создание такой композиции. Поэтому цель дан-
ной работы состояла в том, чтобы оценить эф-
фективность адсорбции ФХ ядром природного
клиноптилолита и изучить свойства полученной
конструкции.

Процедура формирования комплекса наноча-
стицы клиноптилолита и ФХ описана ранее [11].
Кратко, на конечном этапе получения наноядра
критичными условиями являются растирание
пудры при низких температурах и последующий
нагрев готового продукта до комнатной темпе-
ратуры в условиях высокого вакуума. Экстракт
пищевой добавки Е322 (Cargill Lecigran 1000P,
Германия) в этиловом спирте (0.64 мг/мл) ис-
пользовали в качестве источника ФХ. Слой фос-
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фолипида на ядра наносили посредством инкуба-
ции наночастиц клиноптилолита в спиртовом
экстракте ФХ. После центрифугирования полу-
ченной суспензии отбирали супернатант, а к
осадку добавляли дистиллированную воду с тем,
чтобы отмыть этанол и не связанный ФХ, а также
стабилизировать наноконструкцию. Для изуче-
ния свойств полученного нанопродукта использо-
вали сканирующую электронную микроскопию
(SEM), метод динамического рассеяния света,
времяпролетную масс-спектрометрию вторич-
ных ионов (ToF-SIMS), UV – спектрометрию
раствора ФХ в этаноле.

Качественный анализ адсорбции ФХ
Используемый фосфолипид представляет со-

бой нейтральный диэлектролит, поэтому форми-
рование оболочки наноядра возможно за счет
взаимодействия ФХ и фиксированных зарядов на
поверхности частиц клиноптилолита. Размер ис-
ходного ядра составляет десятки нанометров
(рис. 1а), а его гидродинамический диаметр ва-
рьирует в диапазоне 200–410 нм (рис. 1б). Разли-
чие в указанных величинах может означать то, что
свойства поверхности частиц клиноптилолита не
соответствуют модели гладкой сферической ча-
стицы, которую применяют для оценки результа-
тов метода динамического рассеяния света.

Наличие оболочки на поверхности ядра ана-
лизировали посредством метода ToF-SIMS [12],
который используют для анализа органической
пленки, толщиной нескольких молекулярных
слоев [13]. Сравнивали препараты экстракта ФХ,
наночастиц клиноптилолита без оболочки или
наночастиц, обработанных экстрактом ФХ. Зна-
чимость различий между масс-спектрами оцени-
вали в программе NB Toolbox посредством метода
РСА (principal component analysis) [14]. Видно
(рис. 1в), что области данных ToF-SIMS не пере-
крываются, что свидетельствует о значимом раз-
личии в молекулярном составе сравниваемых об-
разцов. Результаты масс-спектрометрии одно-
родных по составу образцов фосфолипида и
наночастиц клиноптилолита находятся в разных
полуплоскостях горизонтальной оси. При этом
область данных полученной наноконструкции
занимает промежуточное положение, что свиде-
тельствует о модификации поверхности наноядра
в результате адсорбции на его поверхность ФХ.
Различие между масс-спектрами фосфолипида и
конструкции отражает то, что толщина оболочки
меньше глубины проникновения пучка первич-
ных ионов. В этом случае одновременно ионизи-
руются ядро и материал покрытия. С учетом по-
перечного разрешения метода ToF-SIMS этот ре-

Рис. 1. (а) микрофотография наночастиц натурального клиноптилолита, изображение получено методом сканирую-
щей электронной микроскопии (режим вторичных электронов), (б) гистограмма значений гидродинамического диа-
метра для наночастиц клиноптилолита, (в) сравнение методом PCA масс-спектров фосфатидилхолина (ФХ), образцов
наночастиц клиноптилолита (ядро) и готовой наноконструкции (конструкция). Очерчены данные с доверительным
интервалом 95% для 6 измерений в каждой группе.
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зультат позволяет оценить толщину оболочки
величиной, не превышающей нескольких нано-
метров.

Анализ эффективности адсорбции ФХ
Перенос готовой конструкции обратно в эти-

ловый спирт приводит со временем к растворе-
нию оболочки, что сопровождается увеличением
оптической плотности на длине волны 235 нм
(OD 235) характерного спектра поглощения рас-
твора ФХ в этаноле (рис. 2а).

Используя результаты UV спектрометрии
(рис. 2а), можно определить эффективность ад-
сорбции ФХ частицами клиноптилолита (пара-
метр “η”), т.е. количество адсорбированного
фосфолипида на единицу веса клиноптилолита,
что определяют из выражения (1)

(1)
где K – эмпирический коэффициент пропорцио-
нальности для калибровочной прямой зависимо-
сти между концентрацией растворенного ФХ и
оптической плотностью раствора; ODfin235 – оп-
тическая плотность спиртового раствора после
растворения в нем оболочки ФХ; V – объем эти-
лового спирта, в котором происходит десорбция
оболочки; Mcore – вес исходной порции частиц
клиноптилолита, которую брали для формирова-
ния наноконструкции.

При заданных величинах (K = 0.8 мг/мл,
ODfin235 = 0.4, V = 4 мл, Mcore = 20 мг) в выраже-
нии (1) параметр η принимает значение 0.062. Ес-
ли принять допущение о сферической форме яд-
ра и о равномерном распределении адсорбиро-
ванного материала на поверхности ядра, то
толщину слоя ФХ можно оценить из выражения (2)

(2)

η = fin coreK OD 23 V/M)5( ,

Δ = η ρ ρcore shell/3( ),r

где: ∆ – толщина оболочки конструкции, r – эф-
фективный радиус ядра, ρcore и ρshell – плотность
материала ядра и оболочки соответственно.

Подставляя в выражение (2) известные значения
параметров (η = 0.062, r = 70 нм, ρcore = 2 г/см3,
ρshell = 1.16 г/см3), рассчитываем толщину оболоч-
ки, которая оценивается величиной ~2.5 нм, что
соответствует толщине одного слоя фосфолипи-
да. Такой расчет согласуется с прогнозом, полу-
ченным на основе данных метода ToF-SIMS.

Гидродинамические свойства наноконструкции
Гидродинамический диаметр полученной на-

ноконструкции варьирует в диапазоне 150–240 нм с
максимумом в области 190 нм (рис. 2б). Отметим,
гидродинамический диаметр всей конструкции
заметно меньше аналогичной характеристики
для ядра с максимумом в области 280 нм (рис. 1б).
Другими словами, наличие оболочки ФХ вызвало
уменьшение гидродинамического размера кон-
струкции, что можно ошибочно интерпретиро-
вать как уменьшение реального размера частицы.
Данный эффект, по-видимому, обусловлен сни-
жением сопротивления водной среды для готовой
конструкции с фосфолипидным покрытием по
сравнению с исходным клиноптилолитовым яд-
ром, обладающим шероховатой поверхностью.
Теоретические аспекты влияние оболочки на
подвижность наночастицы рассматривают в об-
зоре [15].

Таким образом, в данном исследовании по-
средством нескольких аналитических методов
подтверждено формирование оболочки фосфати-
дилхолина на поверхности наночастицы клиноп-
тилолита. Наноразмер полученной конструкции,
ядро натурального клиноптилолита и фосфоли-

Рис. 2. (а) Изменение со временем оптической плотности на длине волны 235 нм характерного спектра поглощения
этилового спирта при растворении в нем оболочки ФХ, покрывающей ядро клиноптилолита, (б) гистограмма значе-
ний гидродинамического диаметра для частиц наноконструкции, содержащей ядро натурального клиноптилолита и
оболочку фосфатидилхолина. Обозначения: Dstart235 – оптическая плотность этилового спирта, Dfin235 – оптическая
плотность этилового спирта после растворения в нем оболочки наноконструкции.
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пидная оболочка представляют привлекательное
сочетание полезных качеств, которые могут быть
востребованы при создании многофункциональ-
ной платформы, например, для доставки биоло-
гически активных веществ, биоимиджинга или в
качестве основы биосенсора.

В завершение можно сделать следующие вы-
воды. Получен новый вид наноконструкции на
основе ядра натурального клиноптилолита с обо-
лочкой из фосфатидилхолина. Используя результа-
ты UV-спектрометрии, оценена толщина (~2.5 нм)
оболочки, которая не превышает одного слоя
фосфолипида. После нанесения оболочки фос-
фатидилхолина гидродинамический диаметр
(190 нм) наноконструкции становится меньше
гидродинамического диаметра (280 нм) исходного
ядра. Полученные данные позволяют предполо-
жить то, что адсорбции фосфолипида модифици-
руют поверхность наночастицы клиноптилолита,
уменьшая силу сопротивления окружающей вод-
ной среды.
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NATURAL CLINOPTILOLITE NANO PARTICLES 
COATED WITH PHOSPHATIDYLCHOLINE
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A nano-carrier has been formulated by coating the phosphatidylcholine layer on the natural clinoptilolite par-
ticle surface. The shell effective size does not exceed the thickness of the phospholipid molecular layer that
has been confirmed by UV spectrometry and molecular mass spectrometry. The formulated nano-carrier hy-
drodynamic diameter determined by dynamic light scattering is smaller than the clinoptilolite core size. This
effect is assumed to be caused by the phospholipid shell, which reduces the aqueous medium friction. The
nano-size of the formulated nano-carrier, the natural clinoptilolite core and the phospholipid shell together
allow a combination of fruitful features that can be used for the fabrication of multifunctional platforms as the
biologically active substances delivery, bioimaging or biosensors.

Keywords: clinoptilolite core, phosphatidylcholine, UV spectrometry, time of f light secondary ion mass spec-
trometry (ToF-SIMS), dynamic light scattering, scanning electron microscopy
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СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 

ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОГО СТРЕССОВОГО РАССТРОЙСТВА 
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Статья посвящена актуальной проблеме – изучению механизмов патогенеза посттравматического
стрессового расстройства (ПТСР), заболевания, связанного из-за пандемии коронавируса с психо-
логическим стрессом. К важнейшим задачам экспериментальной и практической медицины отно-
сится поиск молекулярных механизмов, лежащих в основе причин развития этого заболевания у од-
них индивидов, или особей, и устойчивости других. Авторами получены приоритетные данные,
свидетельствующие, что при моделировании ПТСР причиной расстройства деятельности миокарда
у неустойчивых к стрессу молодых и старых крыс Вистар является нарушение синтеза, метаболизма
и, главным образом, смена доминирования транспортных форм энергии – глюкозы и липидов.
Применение гистохимических реакций и поляризационной микроскопии позволило выявить де-
фицит энергетических запасов в кардиомиоцитах, признаки возникновения зон ишемии и гипо-
ксии в миокарде, обусловленные накоплением НАДН и НАДФН, инициирующих избыточную
продукцию активных форм кислорода.

Ключевые слова: крысы Вистар, посттравматическое стрессовое расстройство, устойчивость, не-
устойчивость к стрессу, транспортные формы энергии, миокард
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Посттравматическое стрессовое расстройство
(ПТСР) – тяжелое психическое заболевание, воз-
никающее в результате единичных или повторя-
ющихся инцидентов, оказывающих негативное
воздействие огромной мощности на психику ин-
дивида. В большинстве случаев проявление
ПТСР имеет отложенный характер и характери-
зуется нарушениями психического здоровья, ко-
торое отягощено развитием соматической пато-
логии. В силу различных причин, одной из кото-
рых является наследственная восприимчивость к
стрессу, ПТСР развивается не у всех индивидов
[1]. Среди сцепленных с ПТСР болезней часто от-
мечаются заболевания сердечно-сосудистой си-
стемы и др., связанные не только с нейроэндо-
кринными нарушениями, но и с расстройствами
обмена аминокислот, липидов, резистентностью
к инсулину и т.д. [2]. Однако до сих пор не уста-
новлены особенности метаболизма и энергетики
у неустойчивых и устойчивых к стрессу индиви-
дов, или особей разного возраста.
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Цель исследования – при моделировании
посттравматического стрессового расстройства
определить морфофункциональное состояние
миокарда, а также особенности липидного про-
филя транспортных форм энергии неустойчивых
и устойчивых к стрессу молодых и старых крыс
Вистар.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы половозрелые самцы
крыс Wistar, в возрасте 5.5–6.0 мес (n = 60, масса
тела 210–230 г) и 21.6–23.8 мес (n = 60, масса тела
670–850 г). Животных содержали в стандартных
условиях вивария. Доступ к воде и стандартному
полноценному гранулированному корму был
свободным.

Посттравматическое стрессовое расстройство
(ПТСР) воспроизводили, используя общепри-
знанную модель предаторного стресса – страха
грызунов перед хищником и его запахом. Коша-
чью мочу предъявляли крысам в течение 10 сут,
10 мин/день с последующим содержанием в тече-
ние 14 сут в обычных условиях вивария. У всех
крыс регистрировали поведенческие и биохими-
ческие показатели до моделирования ПТСР и в
конце эксперимента, производили анализ мор-
фологических и морфометрических показателей
миокарда. Все экспериментальные процедуры
выполняли в соответствии с директивой Евро-
пейского парламента 2010/63/EU “О защите жи-
вотных, используемых в экспериментальных це-
лях” (от 22.09.2010 г.).

Для выявления поведенческих проявлений
развития ПТСР животных тестировали в припод-
нятом крестообразном лабиринте (ПКЛ, 600 с).
Вычисляли индекс тревожности, разработанный
H. Cohen и соавт. [3]: ИТ = 1 – [(ВОР/ВТ +
+ ЧЗОР/ОЧЗ)/2], где ВОР – время, проведенное
в открытых рукавах, ВТ – время тестирования 600 с,
ЧЗОР – число заходов в открытые рукава ПКЛ,
ОЧЗ – общее число заходов в рукава ПКЛ.

Для биохимических исследований кровь заби-
рали утром натощак. Концентрацию кортикосте-
рона в сыворотке крови определяли методом
ИФА (IBL, Германия). Используя биохимиче-
ский анализатор крови CardioChek PA (США),
определяли уровень глюкозы, общего холестери-
на (ОХ), холестерина – класса липопротеинов
высокой плотности (ЛПВП), холестерина – клас-
са липопротеинов низкой плотности (ЛПНП) и
триглицеридов. Рассчитывали содержание холе-
стерина класса липопротеинов очень низкой
плотности (ЛПОНП). ЛПОНП = ТГ/2.2 [4], ко-
эффициент атерогенности (КА) по формуле:
КА = (ОХ – ЛПВП)/ЛПВП, а также индекс Cas-
telli (IС) IС = ОХ/ЛПВП [5, 6].

Для гистоморфологического анализа брали
образцы миокарда левого желудочка, которые
фиксировали в 10% нейтральном формалине,
обезвоженные образцы заключали в гистомикс,
изготавливали срезы толщиной 5 мкм. Для поля-
ризационной микроскопии использовали не-
окрашенные гистологические срезы, с целью вы-
явления гликогена, выполняли ШИК-реакцию.
При помощи микроскопа Axioplan 2 imaging c
цифровой фотокамерой и системой обработки
изображений (Carl Zeiss MicroImaging GmbH,
Германия), производили по 10 фотографий окра-
шенных и 10 не окрашенных срезов миокарда
каждого животного. Оптическую плотность сре-
зов определяли, используя программу ImageJ (Fi-
ji). Все изображения были получены при равных
условиях, используемые величины были относи-
тельными, значения выражены в пикселях.

Сравнение экспериментальных групп произво-
дили при помощи ANOVA, критерия Краскела–
Уоллиса для множественных сравнений, U-крите-
рия Манна–Уитни для парных сравнений. Ре-
зультаты выражали как Me (Qн; Qв) – медиана,
нижний и верхний квартили. Различия считали
статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Тестирование в приподнятом крестообразном

лабиринте позволило установить, что основной,
комплексный, показатель поведения – индекс
тревожности неустойчивых к стрессу животных
был статистически значимо выше, чем устойчи-
вых, даже до моделирования ПТСР (р < 0.01,
рис. 1). Второе тестирование, проводимое после
стрессирования, позволило зарегистрировать по-
вышение значений индекса тревожности на
23.1% у неустойчивых к стрессу крыс обеих воз-
растных групп (р < 0.01), тогда как индекс тревож-
ности устойчивых особей не отличался от кон-
троля (р > 0.05, рис. 1). На основании дискрими-
нантного анализа показателей индекса
тревожности интактных и стрессированных жи-
вотных, также, как и в наших предыдущих экспе-
риментах, крыс с индексом тревожности больше
0.80 мы считали неустойчивыми, а особей с ин-
дексом тревожности меньше 0.80 – устойчивыми
к стрессу [7].

УМИ – устойчивые к стрессу молодые интакт-
ные крысы; НМИ – неустойчивые молодые ин-
тактные крысы; УМПТСР – устойчивые молодые
крысы при моделировании ПТСР; НМПТСР –
неустойчивые молодые крысы при моделирова-
нии ПТСР; УСИ – устойчивые старые интактные
крысы; НСИ – неустойчивые старые интактные
крысы; УСПТСР – устойчивые старые крысы
при моделировании ПТСР; НСПТСР – неустой-
чивые старые крысы при моделировании ПТСР.
ЧЗОР – число заходов в открытые рукава припод-
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Рис. 1. Показатели поведения устойчивых и неустойчивых к стрессу крыс Вистар разных возрастов при моделирова-
нии посттравматического стрессового расстройства (ПТСР).

200
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ИТ150

100

50

0
УМИ НМИ УМПТСР НМПТСР УСИ НСИ УСПТСР НСПТСР

*# *# *# *#

нятого крестообразного лабиринта (значения с
коэффициентом 101); ОЧЗР – общее число захо-
дов в рукава (с коэффициентом 101); ВОР – время,
проведенное в открытых рукавах; ИТ – индекс
тревожности (с коэффициентом 102). *р < 0.01 –
отличия показателей индекса тревожности от ис-
ходных значений; #р < 0.01 – отличия показателей
индекса тревожности между устойчивыми и не-
устойчивыми подгруппами.

Дополнительным подтверждением того, что
после предаторного стресса у крыс развилось
ПТСР-подобное состояние, служили показатели
уровня кортикостерона, которые снижались в
обеих возрастных группах (р < 0.01, табл. 1). Необ-
ходимо заметить, что показатели уровня кортико-
стерона различались между подгруппами устой-
чивых и неустойчивых к стрессу крыс даже до
стрессирования. По сравнению с устойчивыми к
стрессу крысами, молодые и старые неустойчи-
вые особи характеризовались более высокими
значениями уровня кортикостерона (табл. 1).

Результаты липидного профиля крови крыс,
представленные в таблице, демонстрируют повы-
шенный уровень проатерогенных (для людей)
факторов даже у интактных неустойчивых под-
групп, чем устойчивых (р < 0.01). После моделиро-
вания ПТСР эти различия усугубляются (р < 0.01).
Стоит напомнить, что у крыс липидный профиль
изменяется не столь значительно, как у людей, и
не развиваются проявления атеросклероза. В свя-
зи с этим, для большей информативности и воз-
можности экстраполяции полученных данных на
человека, мы регистрировали и рассчитывали не-
сколько больший спектр показателей, чем в рабо-
тах других авторов.

При сравнении коэффициента атерогенности
и индекса Castell, последний оказался более чув-
ствительным к условиям эксперимента. Значе-
ния индекса Castelli были повышены у всех под-

групп старых крыс, а также у молодых низко-
устойчивых животных (р < 0.001), тогда как
значения коэффициента атерогенности выявили
повышение только у старых стрессированных
особей (р < 0.001). Показатели отношения уровня
глюкозы к уровню триглицеридов оказались наи-
более информативными, что позволяет анализи-
ровать эффекты и масштабность воздействия
факторов, индуцирующих смену доминирования
основного источника транспортной формы энер-
гии в норме – глюкозы на липидный. Преоблада-
ние мобилизации свободных жирных кислот
обычно наблюдается в пожилом возрасте, а также
при действии экстремальных факторов [8]. В на-
шем эксперименте резкое и значительное изме-
нение наблюдается при моделировании ПТСР в
обеих возрастных группах, а также у интактных
старых крыс обеих подгрупп. Основным органом,
участвующим в синтезе и метаболизме обоих ви-
дов энергии – глюкозы и липидов, является пе-
чень. Судя по нашим предыдущим работам, уста-
новленное биохимическими методами измене-
ние содержания в крови транспортных форм
энергии является отражением нарушения мета-
болизма глюкозы и липидов в печени [9]. Выяв-
ленные в нашем эксперименте изменения липид-
ного профиля, особенно у неустойчивых к стрес-
су крыс, в совокупности с расстройством
морфофункционального состояния печени, не
вызывая атеросклеротических повреждений у ла-
бораторных грызунов, тем не менее, могут яв-
ляться важными факторами развития сердечно-
сосудистых нарушений.

В связи с этим мы изучали морфофункцио-
нальное состояние миокарда устойчивых и не-
устойчивых к стрессу, молодых и старых крыс.
Установлено, что в норме показатели оптической
плотности срезов, исследуемых при помощи по-
ляризационной микроскопии, а также при ис-
пользовании ШИК-реакции на содержание гли-
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когена, не имели отличий между подгруппами
устойчивых и неустойчивых к стрессу крыс обеих
возрастных групп (р > 0.05). Различия наблюда-
лись только между старыми и молодыми живот-
ными: содержание гликогена у всех старых осо-
бей было заметно ниже, чем у молодых (р < 0.001,
рис. 2). При моделировании ПТСР выраженное
снижение уровня гликогена наблюдалось у моло-
дых неустойчивых к стрессу животных (р < 0.001)
по сравнению с контролем, тогда как у устойчи-
вых особей значения уровня полисахарида оста-
вались в пределах нормы (р > 0.05). В то же время
у обеих подгрупп старых крыс после стрессирова-
ния оптическая плотность гликогена оказалась
ниже возрастной нормы (р < 0.001), при этом наи-
более низкие значения зарегистрированы у не-
устойчивых особей (р < 0.001, рис. 2).

Обозначения групп крыс те же, что и на рис. 1.
ШР – значения оптической плотности гистоло-
гических срезов миокарда при выполнении
ШИК-реакции на выявление гликогена, ПМ –
значения оптической плотности гистологических
срезов миокарда при использовании поляризаци-
онной микроскопии. *р < 0.05 – отличие от своего
исходного значения; #р < 0.05 – отличие между
подгруппами устойчивых и неустойчивых осо-
бей; ̂ р < 0.05 – отличие между группами молодых
и старых крыс.

Изучение срезов миокарда с помощью поля-
ризационной микроскопии, выявляющей ауто-
флюоресценцию кардиомиоцитов, позволило
установить, что по сравнению с нормой оптиче-
ская плотность снижалась при моделировании
ПТСР у обеих подгрупп молодых животных, то-
гда как у старых крыс – только у неустойчивых к
стрессу особей (р < 0.001, рис. 2). Наиболее низ-
кими были значения неустойчивых животных,
особенно старых (р < 0.001, рис. 2). Снижение оп-
тической плотности, наблюдаемое при аутофлю-

оресценции кардиомиоцитов – давно известное
явление, по которому судят о степени ишемиче-
ского и/или гипоксического состояния миокар-
да. Одним из основных источников аутофлюо-
ресценции являются нуклеотиды (пиридиновые
и флавиновые), находящиеся в цитозоле и мито-
хондриях кардиомиоцитов [10]. Накопление ни-
котинамидадениннуклеотида (НАДН) и никоти-
намидадениннуклеотидфосфата (НАДФН) ини-
циирует перекисное окисление липидов,
обусловливая продукцию активных форм кисло-
рода в кардиомиоцитах [11]. Следовательно, при-
менение в нашем эксперименте поляризацион-
ной микроскопии позволило установить, что при
моделировании ПТСР в миокарде молодых крыс
обеих подгрупп и старых неустойчивых к стрессу
животных возникает состояние ишемии, а в не-
которых случаях и нарушение тканевого и кле-
точного дыхания, т.е., гипоксия. Экстраполируя
полученные результаты на человека, можно сде-
лать вывод, что ишемическая болезнь, возникшая
в результате стрессирования в молодом возрасте,
может прогрессировать и вызывать сердечную
недостаточность, а также другие заболевания сер-
дечно-сосудистой системы, снижающие трудо-
способность и приводящие к инвалидности. Еще
более опасно проявление ишемии миокарда в
старческом возрасте.

Взаимосвязь между заболеванием и поведени-
ем человека и животных всегда интересовала фи-
лософов, врачей и исследователей. К настоящему
времени установлена тесная взаимосвязь между
ишемической болезнью сердца и психическими
заболеваниями. Причем связь двусторонняя,
имеются свидетельства того, что одно заболева-
ние может провоцировать другое. Существует до-
статочное количество проспективных эпидемио-
логических данных, доказывающих, что люди с
тяжелыми психическими заболеваниями, вклю-

Рис. 2. Показатели оптической плотности содержания гликогена и поляризационной микроскопии миокарда устой-
чивых и неустойчивых к стрессу крыс Вистар разных возрастов в норме и при моделировании посттравматического
стрессового расстройства (ПТСР).
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чая шизофрению, депрессивные и тревожные
расстройства, а также ПТСР, характеризуются
повышенным риском развития ишемической бо-
лезни сердца по сравнению с контрольной груп-
пой. С другой стороны, исследования также по-
казывают, что психические симптомы указанных
заболеваний часто встречаются у пациентов с
ишемической болезнью сердца [12]. Несомненно,
психические заболевания и сердечно-сосудистые
заболевания имеют общую этиологию: биологи-
ческие, поведенческие, психологические и гене-
тические механизмы. Вместе с тем один фактор
риска может увеличить риск развития нескольких
других заболеваний.

В нашем эксперименте низкоустойчивые к
стрессу крысы характеризовались выраженными
признаками тревожности и большими значения-
ми концентрации неэтерифицированных жир-
ных кислот в крови, чем высокоустойчивые жи-
вотные обеих возрастных групп. Несмотря на то
что у лабораторных грызунов не развивается ате-
росклероз, у этих групп крыс в миокарде были об-
наружены зоны аутофлюоресценции, свидетель-
ствующие о состоянии ишемии и/или гипоксии.
Следовательно, предикторами развития наруше-
ний в сердце может быть повышение тревожно-
сти, сочетающееся с повышением концентрации
неэтерифицированных жирных кислот в крови. В
последние годы появляется все больше данных о
взаимосвязи повышенных концентраций изучае-
мых нами жирных кислот с сердечно-сосудисты-
ми заболеваниями и их факторами риска [13, 14].
Однако до сих пор до конца не ясно, что является
причиной повышения концентрации указанных
жирных кислот. Тем не менее нельзя исключать
тот факт, что фармакологические агенты, способ-
ные изменять центральный аппарат, управляю-
щий реакцией на стресс, могут быть полезны при
лечении сердечно-сосудистых заболеваний. Та-
ким образом, впервые при моделировании ПТСР
у крыс Вистар непосредственно в кардиомиоци-
тах обнаружено резкое снижение содержания ос-
новного энергетического депо – гликогена, вы-
явлены признаки возникновения зон ишемии и
гипоксии в миокарде. Установлены механизмы,
индуцирующие эти процессы: нарушение мета-
болизма, синтеза, транспорта и доминирования
основных форм энергии – глюкозы и липидов,
регистрируемых в крови; судя по данным поляри-
зационной микроскопии, в кардиомиоцитах на-
блюдаются накопление НАДН и НАДФН и изме-
нение их редокс-состояния, что инициирует про-
цессы перекисного окисления липидов и,
соответственно, избыточную продукцию актив-
ных форм кислорода. Приоритетными являются
сведения о том, что все эти патогенетические ме-
ханизмы максимально выражены у неустойчивых
к стрессу животных молодого и старого возраста.
Сведения о высокой чувствительности к услови-

ям эксперимента индекса Castelli и отношения
значений уровня глюкозы к значениям уровня
триглицеридов могут быть полезны для анализа
эффектов и масштабности воздействия изучае-
мых факторов. После дополнительных исследо-
ваний уровень гликогена в кардиомиоцитах мо-
жет быть прогностическим признаком, на кото-
рый следует ориентироваться для проведения
профилактических и лечебных мероприятий.
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The article deals with an open issue – studying the pathogenetic mechanisms of posttraumatic stress disorder
(PTSD), the disease that, because of the coronavirus pandemic, is linked to psychological stress. Amongst
the crucial research interests of experimental and clinical medicine, stands the search for molecular mecha-
nisms determining the development of the disease in certain individuals and of stress resistance in the others.
Authors have obtained priority data suggesting that in PTSR modeling, myocardial dysfunction in stress sen-
sitive Wistar rats is caused by the disturbance in synthesis, metabolism and, most significantly, in switch be-
tween the two transport forms of energy – glucose and lipids. Histochemistry and polarization microscopy
determined energetic deficit in cardiomyocytes and signs of emerging ischemic and hypoxic areas in myocar-
dium, caused with NADH and NADPH accumulation initiating an excessive production of reactive oxygen
species.

Keywords: Wistar rats, posttraumatic stress disorder, stress resistance, stress sensitivity, transport forms of en-
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Впервые представлены результаты сравнительного анализа гематологических параметров экто-
термных амфибионтов фауны Среднего Урала – сибирского углозуба (S. keyserlingii) и озерной ля-
гушки (P. ridibundиs). Показана видовая специфика иммунной защиты изученных видов по содер-
жанию гранулоцитов и агранулоцитов (р < 0.001). Высокий лимфоцитарный профиль (73.3–76.1%)
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Сокращающаяся численность популяций и
видового разнообразия земноводных нарушает
устойчивость сообществ водных и наземных эко-
систем в различных регионах планеты [1–3]. На
территории горного Урала в его естественных и
антропогенных ландшафтах обитают экологиче-
ски контрастные по температурной толерантно-
сти виды амфибий из отряда Anura – озерная ля-
гушка (Pelophylax ridibundus Pallas, 1771) и из отря-
да Caudata – сибирский углозуб (Salamandrella
keyserlingii Dybovsky, 1870) [4]. При исследовании
механизмов гомеостаза сибирского углозуба и
озерной лягушки нами показана видовая специ-
фика термостабильного аминокислотного спек-
тра плазмы крови изученных амфибий, поддер-
живающая их выживание и эврибионтность в
широком температурном диапазоне [5]. Также
отмечено присутствие в крови свободных амино-
кислот, обладающих иммуномодулирующими
свойствами и участвующих в регуляции гемопоэ-
за [5]. Известно, что в эволюционном аспекте
роль системы крови позвоночных определяется

как решающая при формировании резистентно-
сти организма к воздействию биотических и
абиотических факторов среды (температура, ги-
поксия, токсичные химические вещества, пара-
зитарные инфекции, стресс) [6–8]. Помимо это-
го, система крови у представителей герпетофауны
достаточно высоко организована, а состав и мор-
фология лимфоидной системы не отличаются от
данных имеющихся научных источников по ис-
следованию позвоночных [9–14]. Это позволяет
считать, что адаптивная стратегия длительного
пребывания сибирского углозуба (СУ) в условиях
низко отрицательных температур (–30°С…–45°С) и
толерантность озерной лягушки (ОЛ) к экстре-
мально положительным температурам
(+28°С…+40°С) несомненно обусловливает вы-
живание амфибионтов [5, 15, 16]. Однако основ-
ная информация о механизмах иммунной защиты
природных популяций хвостатых и бесхвостых
амфибий весьма ограничена, а реакции адаптив-
ного иммунитета и участие неспецифических им-
мунных ответов в регуляции физиологических
процессов практически не исследованы [6].

Цель работы – сравнительный анализ имму-
ногематологических параметров перифериче-
ской крови эктотермных амфибионтов природ-
ных популяций фауны Среднего Урала: сибир-
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ского углозуба (S. кeyserlingii) и озерной лягушки
(P. ridibundиs).

Экспериментальные группы животных пред-
ставлены половозрелыми самцами S. кeyserlingii
(n = 20) и P. ridibundиs (n = 20), отловленными на
территории Свердловской области (56°42′ с.ш.
61°20′ в.д.) в весенний (первая декада мая) и лет-
ний (последняя декада июля) сезоны 2019–2020 гг.
Отлов амфибионтов в нерестовых водоемах про-
водился с помощью водного сачка; сбор особей
СУ в летний период осуществляли вручную в на-
земных укрытиях. Животных без признаков забо-
леваний доставляли в лабораторию в отдельных
контейнерах с влажным мхом в день отлова. Си-
бирский углозуб S. кeyserlingii включен в Красную
Книгу Среднего Урала [17]. Статус – III катего-
рия. Редкий, малочисленный вид на периферии
ареала. Встречается повсеместно, но спорадиче-
ски. Экспериментальные особи СУ отловлены на
затененных участках прибрежной части Кали-
новского пруда, расположенного в особо охраня-
емой лесопарковой зоне городской агломерации.
Температура воды в весенний период составляла
+11°С, в летний +17°С при среднесуточной тем-
пературе воздуха +15°С и +21°С соответственно.
Взрослые особи СУ всю жизнь проводят на суше
в прибрежной полосе нерестового водоема, за ис-
ключением короткого периода размножения.
Длительного пребывания на солнце не переносят
и при температуре в тени около +27°С погибают.
Следует отметить, что большинство видов амфи-
бий не способны адаптироваться к обитанию в
теплых водоемах, тем не менее исследователи от-
мечают обитание озерной лягушки (инвазивный
вид на Урале) в термальных водоемах, где темпе-
ратура воды достигает и до +30°С [4]. Опытные
особи ОЛ отловлены в неглубоких заводях р. Та-
гил, где температура воды весной составляла в
среднем +21°С, а летом +27°С и выше, при сред-
несуточной температуре воздуха +14°С и +19°С
соответственно. Зимой температура воды иссле-
дуемого водотока не опускается ниже
+10°С…+12°С, и обитающие в нем ОЛ характери-
зуются отсутствием зимней спячки. Показатели
периферической крови определяли с помощью
гематологического анализатора “BC-5800” (Min-
dray, Китай). Лейкоцитарную формулу рассчиты-
вали на 100 лейкоцитов в мазках крови, окрашен-
ных по Романовскому-Гимзе. На основании лей-
коцитарной формулы определяли интегральный
лейкоцитарный индекс (ИСЛ – соотношение
гранулоцитов и агранулоцитов в отн. ед.), позво-
ляющий оценить модуляцию эффекторных меха-
низмов иммунной системы и степень напряжен-
ности компенсаторных процессов в организме.
Результаты обработаны с использованием пакета
лицензионных прикладных программ “Statistica
v. 10.0”. Метод главных компонент (PCA) реали-

зован посредством статистической среды R (R 3.1.2,
пакеты “Vegan и “Ade4”) [18].

Исследования периферической крови амфи-
бионтов показали статистически значимое повы-
шенное содержание гемоглобина в 1.5 раза у СУ
(59.8 ± 3.3 г/л) в сравнении с ОЛ (40.2 ± 2.5 г/л)
(р = 0.04). Показатели содержания гемоглобина
соответствуют значениям, приведенным в рабо-
тах отечественных исследователей [10, 14, 19].
Превышение содержания тромбоцитов в 3.5 раза
(41.7 ± 5.8 Г/л) (р = 0.01) и двукратное повышение
тромбокрита (РСТ = 0.02%) связаны с возросшей
долей объема цельной крови, занимаемой тром-
боцитами, участвующими в иммунных реакциях
у ОЛ в сравнении с СУ. У сибирского углозуба в
весенний и летний периоды отмечено высокое
содержание лейкоцитов (77.0 ± 7.5 Г/л), что в
2.4 раза больше, чем у ОЛ (р = 0.001). Лейкоци-
тарный состав крови ОЛ и СУ, как и у всех позво-
ночных, представлен двумя группами клеток:
гранулоцитами (нейтрофилы, эозинофилы, базо-
филы), определяющими реакции врожденного
иммунитета, и агранулоцитами (моноциты, лим-
фоциты), ответственными за реакции адаптивно-
го иммунного ответа [6, 20]. В весенний и летний
периоды лейкоцитарная формула перифериче-
ской крови исследуемых амфибий имеет лимфо-
идный профиль: у ОЛ (69.1–69.8%) и у СУ (52.4–
56.7%) (табл. 1). Выявлены видовые различия по
количественному содержанию лимфоцитов, гра-
нулоцитов и агранулоцитов, отражающих взаи-
мосвязь эффекторных механизмов иммунной си-
стемы генетически детерминированных видов
амфибий (р < 0.001) (табл. 1).

Периферическая кровь исследованных видов
характеризуется преобладанием агранулоцитов,
обеспечивающих иммунный надзор и избира-
тельную реактивность организма в весенний и
летний сезоны: у ОЛ – 73.3–76.1% и у СУ – 55.7–
60.3% (р < 0.001). Лимфоцитарно-гранулоцитар-
ный состав периферической крови амфибий ха-
рактеризуется невысокой долей гранулоцитов у
ОЛ (24.0–26.7%) в сравнении с СУ (39.3–44.4%)
(р < 0.001). В весенний и летний периоды в пери-
ферической крови СУ доля гранулоцитов в 1.7 раза
выше, чем у ОЛ (p < 0.001), а доля агранулоцитов
на 30% выше у ОЛ (табл. 1). Повышенный уро-
вень нейтрофилов (р < 0.001) периферической
крови СУ обеспечивает неспецифическую защи-
ту организма как от токсических воздействий, так
и от патогенных инфекций. Отмечена также раз-
нонаправленность сезонной динамики палочко-
ядерных нейтрофилов в крови ОЛ и СУ (p < 0.001)
(табл. 1). У летних особей ОЛ снижено содержа-
ние сегментоядерных нейтрофилов в 2.7 раза и у
СУ в 3.3 раза.

Активация эозинофильного гранулоцитопоэ-
за в крови самцов ОЛ в 2.6 раза (р < 0.001) и у СУ
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в 1.6 раза (р < 0.001) в летний период свидетель-
ствует о единых механизмах, определяющих спо-
собность животных к избирательной адаптивной
стратегии как по антимикробной, так и по проти-

вогельминтной иммунной защите [13, 14]. В пе-
риферической крови половозрелых самцов СУ в
весенний и летний периоды отмечено значимое
содержание участников клеточных воспалитель-

Таблица 1. Параметры лейкоцитарной формулы самцов озерной лягушки (Pelophylax ridibundus) и сибирского уг-
лозуба (Salamandrella keyserlingii). Среднее арифметическое (X M boot), ошибка среднего (SEboot) и доверительный
интервал ([95% CIboot]) бутстреп-распределения

* – статистически значимые сезонные различия: I и II (p < 0.05); @ – видовые различия (p < 0.05); ОЛ – озерная лягушка, СУ –
сибирский углoзуб.
Note: * – statistically significant seasonal differences: I and II (p < 0.05); @ – species differences (p < 0.05); LF – Lake frog, SS – Sibe-
rian salamander.

Показатели, % Вид
I. Весна

ОЛ (n = 8)
СУ (n = 11)

II. Лето
ОЛ (n = 12)
СУ (n = 9)

Tukey’s test (p-value)

Нейтрофилы ОЛ 24.1 ± 1.4
[21.1–26.8]

17.1 ± 0.5*
[16.2–18.0]

I–II (< 0.001) Вид
I: < 0.001
II: < 0.001

СУ 40.6 ± 1.0@
[38.8–42.6]

33.4 ± 0.6*@
[32.3–34.4]

I–II (< 0.001)

– юные ОЛ 3.3 ± 0.3
[2.6–4.0]

5.8 ± 0.4*
[5.2–6.5]

I–II (< 0.001) Вид
I: < 0.001
II: < 0.001

СУ 6.2 ± 0.3@
[5.7–6.7]

9.3 ± 0.4*@
[8.6–10.0]

I–II (< 0.001)

– палочкоядерные ОЛ 9.2 ± 0.7
[7.9–10.5]

6.9 ± 0.6*
[5.8–8.0]

I–II (0.05) Вид
I: 0.28

II: < 0.001
СУ 10.1 ± 0.4

[9.3–10.9]
17.1 ± 0.3*@
[16.4–17.8]

I–II (< 0.001)

– сегментоядерные ОЛ 11.5 ± 1.0
[9.7–13.7]

4.2 ± 0.2*
[3.7–4.6]

I–II (< 0.001) Вид
I: < 0.001
II: < 0.001

СУ 23.8 ± 0.6@
[22.7–24.9]

7.1 ± 0.5*@
[6.1–8.0]

I–II (< 0.001)

Эозинофилы ОЛ 2.7 ± 0.3
[2.1–3.2]

6.9 ± 0.5*
[5.9–7.9]

I–II (< 0.001) Вид
I: 0.05
II: 0.10

СУ 3.8 ± 0.2@
[3.4–4.3]

5.9 ± 0.3*
[5.4–6.3]

I–II (< 0.001)

Моноциты ОЛ 4.2 ± 0.6
[3.0–5.4]

6.3 ± 0.5*
[5.4–7.3]

I–II (0.001) Вид
I: 0.15

II: < 0.001
СУ 3.3 ± 0.2

[2.9–3.7]
3.6 ± 0.2@
[3.3–3.9]

I–II (0.60)

Лимфоциты ОЛ 69.1 ± 0.9
[67.5–71.1]

69.8 ± 0.5
[68.8–70.8]

I–II (0.60) Вид
I: < 0.001
II: < 0.001

СУ 52.4 ± 1.0@
[50.4–54.4]

56.7 ± 0.8*@
[55.2–58.1]

I–II (0.001)
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ных реакций: базофильных лейкоцитов (0.08–
0.09%) и их отсутствие в крови ОЛ. Межвидовые
различия по содержанию моноцитов у исследуе-
мых гидробионтов весной отсутствуют (р = 0.15) и
наблюдаются в летний период (р < 0.001). Извест-
но, что повышенная активация моноцитов, вы-
полняя фагоцитарную роль, продуцирует провос-
палительные цитокины – эндогенные регулято-
ры гемопоэза и клеточно-опосредованного
иммунного ответа [7, 11, 20].

По-видимому, в ответ на действие эндотокси-
нов среды обитания моноциты ОЛ (в отличие от
СУ) в летний период усиливают выработку про-
воспалительных цитокинов, активируя систему
естественного иммунитета (p < 0.001). Проведен-
ный расчет ИСЛ подтвердил межвидовые разли-
чия в лейкоцитарном профиле исследованных
животных. Высокий показатель ИСЛ (0.65–0.80)
для СУ, по сравнению с ИСЛ (0.32–0.36) для ОЛ
подтверждает более выраженную реактивность
системы врожденного иммунитета, обеспечиваю-
щей неспецифическую срочную защиту организ-
ма от патогенных антигенов среды обитания
(p < 0.001). Наряду с едиными закономерностя-
ми, выявленными в путях поддержания гомеоста-
за у двух видов амфибий: озерной лягушки и си-
бирского углозуба, показана и определенная
стратегия разнонаправленности в механизмах
аварийного регулирования иммунитета.

Использование метода главных компонент
(РСА) позволило визуализировать видовую и се-

зонную специфику лейкоцитарного состава кро-
ви СУ и ОЛ, подтверждая результаты представ-
ленного выше статистического анализа. Показа-
но, что 46.93% общей дисперсии параметров
крови приходится на первую главную компонен-
ту (РС1), 31.92% – на вторую главную компоненту
(РС2) (рис. 1). Первая (РС1) и вторая (РС2) глав-
ные переменные обусловливают значимые разли-
чия амфибионтов по основным параметрам лей-
коцитарной крови. Наибольший вклад в межви-
довую изменчивость показателей крови по РС1
вносят лимфоциты (30.43%), моноциты (25.01%),
палочкоядерные нейтрофилы (17.68%), сегменто-
ядерные нейтрофилы (16.52%). Их коэффициен-
ты корреляции с РС1 составили соответственно:
0.93, 0.84, –0.71, –0.68 (р < 0.001). Первая главная
компонента по этим переменным четко выделяет
в самостоятельные группы как особей резистент-
ного вида к холоду (СУ), так и теплоустойчивого
вида (ОЛ) (рис. 1). Со второй главной компонен-
той РС2 высоко коррелируют эозинофилы (0.80),
юные нейтрофилы (0.81), сегментоядерные ней-
трофилы (–0.62). Вклад этих показателей в сезон-
ную изменчивость лейкоцитарной формулы изу-
чаемых видов амфибий составил 33.67, 34.18 и
20.29%, соответственно, что также подтверждает
неоднородность особей исследованных двух эко-
логически контрастных видов амфибий по дан-
ным показателям. Из рисунка видно, что все
представленные данные обособлены в четыре са-
мостоятельные группы, причем их наибольшая

Рис. 1. Результаты компонентного анализа лейкограммы (%) сибирского углозуба (СУ) и озерной лягушки (ОЛ) в раз-
ные сезоны года. PC1, PC2 – оси главных компонент, % – процент дисперсии данных, объясненных главной компо-
нентой; стрелки отражают корреляцию главных компонент с исходными показателями; эллипсы представляют собой
95% доверительные области.
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пространственная дифференциация обусловлена
альтерацией лейкоцитарного состава крови в за-
висимости от сезона.

Таким образом, результаты проведенных ис-
следований впервые позволили оценить видовую
специфику эффекторных механизмов иммунной
системы в регуляции физиологических процес-
сов амфибионтов: озерной лягушки и сибирского
углозуба, что обеспечивает выживание и эври-
бионтность исследованных видов в широком
температурном диапазоне естественных и антро-
погенных ландшафтов Среднего Урала. Знание о
наследственно обусловленных иммуногематоло-
гических параметрах гомеостаза видов, помимо
несомненного теоретического интереса, имеют и
прикладное значение при разработке природо-
охранных мероприятий в условиях быстрых пре-
образований среды обитания.
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IMMUNOHEMATOLOGICAL PARAMETERS OF ECTOTHERMAL 
AMPHIBIANS OF THE FAUNA OF THE MIDDLE URALS: SIBERIAN 

SALAMANDER (HYNOBIUS KEYSERLINGII DYBOVSKY, 1870, CAUDATA) 
AND LAKE FROG (PELOPHYLAX RIDIBUNDUS PALLAS, 1771, ANURA)

L. A. Kovalchuka,#, L. V. Chernayaa, V. A. Mishchenkoa,
D. L. Berzina, and Academician of the RAS V. N. Bolshakova

a Federal State Budgetary Institution of Science Institute of Plant and Animal Ecology of the Ural Branch of the Russian Academy 
of Sciences, Yekaterinburg, Russian Federation

#e-mail: kovalchuk@ipae.uran.ru

The results of a comparative analysis of hematological parameters of amphibians of the Middle Ural fauna:
– Siberian salamander (S. keyserlingii) and Lake frog (P. ridibundиs) are presented for the first time. The spe-
cies specificity of the immune protection of amphibians by the granulocytes and agranulocytes content is
shown (p < 0.001). The high lymphocytic profile (73.3–76.1%) of the thermophilous lake frog provides acti-
vation of the mechanisms of acquired adaptive immunity. Siberian salamanders adapted to conditions of low
negative temperatures have a set of nonspecific leukocytes (39.3–44.4%). In comparison with Lake frogs, Si-
berian salamanders are characterized by a higher development of innate immunity.

Keywords: Siberian salamander, Lake frog, lymphocytes
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НАХОДКА ЗУБОВ АРХАИЧНОЙ ПОЛЕВКИ LASIOPODOMYS 
(STENOCRANIUS) GREGALOIDES (HINTON, 1923) (MAMMALIA, RODENTIA, 

CRICETIDAE) В ПОЗДНЕМ ПЛЕЙСТОЦЕНЕ ЮЖНОГО УРАЛА
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Из позднеплейстоценовых отложений (радиоуглеродные даты по костям грызунов: 17 100 ±
± 50 IGANAMS-9117; 13 255 ± 60 IGANAMS-9116) пещеры Иманай (Южный Урал, 53°02′ N, 56°26′ E)
изучено 1250 первых нижнекоренных зубов (m1) полевоктрибы Arvicolini. Обнаружено 24 зуба по-
левок подрода Stenocranius с широким слиянием первой пары треугольников Т4-Т5(слияние “Pity-
mys-Rhombus”) в основании антероконидного отдела. Такое строение характерно для первых ниж-
некоренных зубов L. (Stenocranius) gregaloides (Hinton, 1923) из фаун второй половины раннего плей-
стоцена и первой половины среднего плейстоцена. Ранее в местонахождениях позднего
плейстоцена и голоцена Европы и Урала зубы с такой морфологией не были обнаружены.

Ключевые слова: Lasiopodomys(Stenocranius) gregaloides, Arvicolini, Rodentia, поздний плейстоцен,
Урал, пещера Иманай
DOI: 10.31857/S2686738922040047

В ряде филетических линий группы родов по-
левок (Arvicolini) прослежены хорошо выражен-
ные, хронологически последовательные, измене-
ния формы жевательной поверхности m1 [1]. Они
входят в группу важнейших биостратиграфиче-
ских маркеров, на основе которых построена био-
хронология плейстоцена. К ним относится линия
Lasiopodomys (Stenocranius) hintoni (Kretzoi, 1941) –
L. (S.) gregaloides (Hinton, 1923) – L. (S.) gregalis
(Pallas, 1779). В Европе первая форма появляется
в конце раннего плейстоцена (около 1 млн лет
назад). В начале среднего плейстоцена (около
0.75 млн лет назад) ее сменяет вторая форма и в
середине среднего плейстоцена (около 0.6 млн
лет назад) появляется современный вид L. (S.)
gregalis [2]. Таким образом, продолжительность
существования этой линии полевок составляет

около 1 млн лет. Виды имели широкое географи-
ческое распространение. Ареал L. (S.) hintoni и
L. (S.) gregaloides занимал Европу и Западную Си-
бирь, а ареал S. gregalis в плейстоцене охватывал
большую часть Европы и Северную Азию до За-
байкалья [3, 4]. Такое широкое пространственно-
временное распространение проявлялось в хоро-
шо выраженной хронологической и географиче-
ской изменчивости размеров и морфотипов зубов
[2, 3, 5]. Но не для всех регионов и хронологиче-
ских периодов эта изменчивость изучена. В дан-
ной работе приведено описание новых находок
представителей этой филетической линии из пе-
щеры Иманай на Южном Урале.

Проведено исследование рыхлых отложений
пещеры Иманай (Мелеузовский район, Респуб-
лики Башкортостан, Россия; 53°02′ N, 56°26′ E).
Отложения состоят из 2 слоев: слой 1, мощностью
0.6 м – суглинок сероватый с известняковым
щебнем, есть единичные изделия из кремня; слой 2,
мощностью 0.6 м – суглинок бурый с единичны-
ми валунами и глыбами известняка [6]. Отложе-
ния раскапывались условными горизонтами по
0.1 м. Вместе с костями крупных млекопитающих
[7] было получено 15430 зубов и челюстей мелких
млекопитающих из отрядов Euliphotyphla, Chi-
roptera, Lagomorpha and Rodentia. Коллекция хра-
нится в музее Института экологии УрО РАН,
№ 2284.
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По коллагену костей мелких млекопитающих
получено две радиоуглеродные даты: 17100 ± 50
IGANAMS-9117 (глубина 100–110 см) и 13255 ± 60
IGANAMS-9116 (глубина 50–60 см). Приведены не

калиброванные радиоуглеродные даты. Накопле-
ние остатков мелких млекопитающих происходи-
ло в середине МИС 2, в позднеледниковье. Все
остатки мелких млекопитающих имеют одинако-

Рис. 1. Зубы полевок из отложений квадрата Г4 пещеры Иманай. Lasiopodomys (Stenocranius) gregaloides (Hinton, 1923):
1, 2 – глубина 40–50 см; 3–5 – 50–60 см; 6–8 – 70–80 см; 9–10 – 80–90 см; 11 – 90–100 см; 12–14 – 100–110 см; 15 –
110–120 см.

1 2 3 4 5 6 7 8

1 мм

9 10 11 12 13 14 15

Таблица 1. Размеры (мм) и пропорции (%%) первого нижнего коренного зуба (m1) Lasiopodomys (Stenocranius) gre-
galoides

* – Вяткино по: [11], Большевик-2 по: [3], Kozi Grzbiet по: [8], West Runton по: [10], Иманай: данная статья.
** – Минимальное значение – Среднее значение – Максимальное значение.

Признаки

Местонахождения*

Вяткино,
слой 7

(n = 25)**

Большевик-2
(n = 9)

Kozi Grzbiet,
слой a (n = 15); 
слои b,c (n = 17)

West Runton
(n = 35)

Иманай
(n = 15)

L (длина m1) 2.3–2.54–2.75 2.45–2.54–2.75 слой (a)
2.36–2.61–2.81

слои (b.c)
2.50–2.73–2.92

2.19–2.40–2.77 2.30–2.48–2.64

A (длина
антероконидного отдела)

1.1–1.3–1.45 1.2–1.29–1.45 – – 1.24–1.32–1.40

C (ширина слияния тре-
угольников антероконида)

– 0.12–0.17–0.25 – – 0.09–0.13–0.18

W (косая ширина тре-
угольников антероконида)

– 0.8–0.89–0.95 – – 0.74–0.83–0.93

A/L (×100) – 48.0–51.4–57.3 – 48.50–52.56–56.60 50.38–53.22–56.28
C/W (×100) – 15.0–19.2–27.8 – – 10.23–15.83–21.69
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вую степень фоссилизации. Терминология, про-
меры и морфотипы зубов серых полевок даны по
[8, 9].

Фауна мелких млекопитающих из пещеры
Иманай включает: крота (Talpa sp.), белозубку
(Crocidura sp.), обыкновенную бурозубку (Sorex
araneus), тундряную бурозубку (S. tundrensis), рав-
нозубую бурозубку (S. isodon), бурого ушана (Ple-
cotus auritus), северного кожанка (Eptesicus nils-
sonii), пищуху (Ochotona sp.), суслика (Spermophi-
lus sp.), степную мышовку (Sicista subtilis),
большого тушканчика (Allactaga major), тарбаган-
чика (Pygeretmus pumilio), хомяка обыкновенного
(Cricetus cricetus), хомячка Эверсманна (Allocricet-
ulus eversmanni), серого хомячка (Cricetulus migra-
torius), обыкновенную слепушонку (Ellobius talpi-
nus), красносерую полевку (Craseomys rufocanus),
рыжую полевку (Myodes glareolus), красную полев-
ку (M. rutilus), желтую пеструшку (Eolagurus lute-
us), степную пеструшку (Lagurus lagurus), водяную
полевку (Arvicola amphibius), узкочерепную полев-
ку (Lasiopodomys gregalis), полевку-экономку (Al-
exandromys oeconomus), обыкновенную полевку
(Microtus arvalis), темную полевку (Microtus agres-
tis), лесную мышь (Sylvaemus sp.). В составе фауны
резко доминируют узкочерепная полевка и степ-
ная пеструшка. В целом состав и структура этой
фауны аналогичны позднеледниковым фаунам из
отложений других пещер Южного Урала [10].

Среди 1250 зубов m1 полевок трибы Arvicolini
было обнаружено 5 целых (рис. 1) и 9 фрагментов
цементных некорнезубых зубов m1 подрода
Stenocranius с широким слиянием первой пары
треугольников (T4–T5) (слияние “Pitymys-Rhom-
bus”) в основании антероконидного отдела (табл. 1).
Такое слияние треугольников специфично для
L. gregaloides и отличает ее от L. gregalis. Эти зубы
имеют значительные отложения наружного це-
мента. Эмаль заметно тоньше на выпуклых стен-
ках петель, перерывы эмали обнаружены только
на буккальной стороне головки передней непар-
ной петли. Имеется входящий угол различной
степени глубины на лингвальной стороне голов-
ки. Входящий угол на буккальной стороне голов-
ки развит слабо, либо отсутствует. Головка непар-
ной петли отделена от антероконидных треуголь-
ников (Т4–Т5), которые слиты между собой.
Форма антероконидного отдела изменчива и
представлена тремя морфотипами, выделенными
для L. (S.) gregaloides [9]: “gregaloides” (выпуклая
буккальная сторона головки антероконидного
отдела), “gregalis” (ровная буккальная сторона го-
ловки), “gregaloides-arvalidens” (буккальная сто-
рон головки вогнута, образуя входящий угол). К
морфотипу “gregaloides” отнесено 6 зубов (c вы-
пуклой буккальной стороной головки антероко-
нидного отдела), к морфотипу “gregalis” – 11 зу-
бов и к морфотипу “gregaloides-arvalidens” – 7 зу-
бов.

Полученные данные показывают, что в состав
позднеплейстоценовой фауны грызунов из пеще-
ры Иманай наряду с L. (S.) gregalis входила сред-
неплейстоценовая L. (S.) gregaloides. Последняя
была широко распространена в Европе [2, 3, 9,
11], ее остатки найдены в Южном Зауралье [1], на
Алтае [14]. В некоторых среднеплейстоценовых
местонахождениях Восточной Европы она найде-
на вместе с L. (S.) gregalis [3, 5]. В европейских
фаунах позднего плейстоцена и голоцена, в том
числе с территории Урала, зубов m1 с широким
слиянием антероконидных треугольников, ха-
рактерных для L. (S.) gregaloides, не обнаружено
[3, 5, 15]. Но зубы с морфотипом “gregaloides”
найдены в позднеплейстоценовых выборках уз-
кочерепных полевок Среднего и Южного Зауралья
и в современных азиатских выборках этого
вида [1].

Находка L. (S.) gregaloides в составе поздне-
плейстоценовой фауны из пещеры Иманай пока-
зывает географическую и хронологическую асин-
хронность преобразований морфологии зубов в
филетической линии Stenocranius hintoni – S. gre-
galoides – S. gregalis. В некоторых регионах, пре-
имущественно в восточной части ареала, сохра-
нялись архаичные формы S. gregaloides.
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1250 first lower molars (m1) of the voles (Arvicolini) were studied from Late Pleistocene deposits (the radio-
carbon dates from rodent bones: 17100 ± 50 IGANAMS-9117; 13255 ± 60 IGANAMS-9116) of the Imanay cave
(South Urals, 53°02' N, 56°26' E). 24 m1 of voles of the subgenus Stenocranius with broadly connected trian-
gles T4 and T5 (“Pitymys-Rhombus”) at the base of the anteroconid were found . This structure is character-
istic of the first lower molars of L. (Stenocranius) gregaloides (Hinton, 1923) from faunas of the second half
of the Early Pleistocene and the first half of the Middle Pleistocene. Molars with such morphology have not
been found previously in the Late Pleistocene and Holocene locations of Europe and Urals.

Keywords: Lasiopodomys (Stenocranius) gregaloides, Arvicolini, Rodentia, Late Pleistocene, Ural, Imanay
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Известно, что стрессы при выращивании сельскохозяйственных растений снижают урожайность,
однако определять величину и продолжительность стрессов по потере урожая достаточно сложно.
Также хорошо известно, что возникновение стрессовых воздействий приводит к выделению расте-
ниями в почву, в которой они вегетируют, аллелотоксинов. В работе предложено использовать в ка-
честве диагностического параметра суммарного стрессового воздействия на выращиваемые сель-
скохозяйственные растения аллелотоксичности почв после вегетации растений. Для проверки вы-
двинутого предположения было проведено изучение влияния подкормки трех сортов озимой
пшеницы разными количествами азотных удобрений на изменение аллелотоксичности почв. Уста-
новлено, что сорта “Немчиновская 85”, “Московская 39” и “Лютесценс 982/08” реагируют на под-
кормки по-разному. Для сортов “Немчиновская 85” и “Лютесценс 982/08” увеличение дозы азот-
ных удобрений приводит к снижению стрессовой реакции, которая заметно проявляется при недо-
статке в почве азота. Для сорта “Московская 39” высокие дозы азотных удобрений вызывают
негативную реакцию усиления выделения аллелотоксинов. Это позволяет сделать вывод о том, что
подкормку этого сорта азотом для предотвращения замедления развития растений следует прово-
дить в несколько приемов. Таким образом, проведенные исследования подтвердили возможность
использования аллелотоксичности почв после выращивания на них растений в качестве индикато-
ра стрессов, вызываемых условиями выращивания и применением различных сельскохозяйствен-
ных приемов.

Ключевые слова: вегетация растений, факторы среды, мелкоделяночные опыты, подкормка азотны-
ми удобрениями, взаимосвязь урожайности и аллеловоздействия почв

DOI: 10.31857/S2686738922040138

В процессе вегетации растения испытывают
влияние факторов среды, которые практически
постоянно изменяются. Такие изменения неред-
ко достигают опасных амплитуд и могут высту-
пать в роли факторов, вызывающих состояние
угнетения – стрессоров [1].

Ныне большинство исследователей сходится
во мнении [1], что стресс-реакция выполняет
оперативную кратковременную защиту расти-
тельного организма от гибели в неблагоприятных
условиях, а также инициирует формирование или

мобилизацию механизмов специализированной
адаптации. С одной стороны, происходит инги-
бирование активных генов, которые в норме кон-
тролируют основные функции растительного ор-
ганизма – рост, развитие, фотосинтез и пр., а с
другой – активируется система генов стрессовых
белков и генов, контролирующих синтез специ-
фических адаптогенов и протекторов. При этом
большинство стрессовых реакций относят к не-
специфическим, поскольку они мало зависят от
природы стрессора и начинаются с повышения
концентрации в клетках элиситоров [1].

В ответных реакциях на стресс растения пере-
страивают метаболизм, что отражается в замедле-
нии вегетации. Следует отметить, что при стрессе
происходит также выделение растениями в почву
веществ, ингибирующих их вегетацию – аллело-
токсинов [2–6].
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Таким образом, для борьбы с последствиями
действия стресс-факторов нужна энергия, и рас-
тения освобождают ее, замедляя вегетацию, что
приводит к хорошо известному снижению уро-
жайности сельскохозяйственных культур под
влиянием стресса [7–9].

Можно предположить, что в результате накоп-
ления стрессовой нагрузки на вегетирующие рас-
тения (увеличения силы и продолжительности
стрессов) количество аллелотоксинов в почве и,
как следствие, ее аллелотоксичность (негативное
влияние на растения) должны возрастать.

На основе изложенного выше можно указать
два фактора, которые должны являться индика-
торами суммарной стрессовой нагрузки – уро-
жайность растений и аллелотоксичность почв.

Однако контроль действия стресс-факторов на
растения по урожайности не может быть очень
точным, во-первых, из-за большой ошибки опре-
деления урожайности в мелко-деляночных опы-
тах. Во-вторых, урожайность отражает совокуп-
ность влияния на растения всех факторов на про-
тяжении всего периода вегетации. В результате
достаточно сложно оценить вклад какого-либо
фактора в развитие растений на конкретном эта-
пе между посевом и сбором урожая. С этих пози-
ций аллелотоксичность почв, возникающая в
процессе вегетации растений, может выступать в
качестве легко определяемого параметра, способ-
ного характеризовать воздействие различных
стресс-факторов на сельскохозяйственные куль-
туры на любом этапе их развития.

Такая информация может быть весьма полез-
ной с точки зрения выбора условий, при которых
следует проводить выращивание сельскохозяй-
ственных растений – способов полива, внесения
удобрений, выбора пестицидов, порядка их ис-
пользования и т.д.

Целью работы являлось изучение влияния
подкормки разных сортов озимой пшеницы азот-
ными удобрениями на проявление аллелотоксич-
ности почв, а также проверка корреляции между
урожайностью яровой пшеницы разных сортов и
аллелотоксичностью почв после уборки урожая.

Объектами исследования выступали сорта
яровой пшеницы (Triticum L.) “РИМА”, “Лиза”,
“Агрос”, “Л459/3-15”, “Л460/2-15”, “Москов-
ская-35”, “Лада”, “Приокская”, “Эстер”, а также
сорта озимой пшеницы (Triticum aestivum L.)
“Немчиновская 85”, “Московская 39”, “Лютес-
ценс 982/08”.

Мелкоделяночные опыты проводили на базе
ФГБНУ “ФИЦ “Немчиновка”, деревня Соколо-
во, Новомосковского административного округа
г. Москвы. Почва в районе проведения испыта-
ний дерново-подзолистая среднесуглинистая на
мореном суглинке.

Агрохимические свойства пахотного слоя для
почв в опыте с яровой пшеницей: содержание гу-
муса – 1.91–2.00%, PHKCl – 5.5–5.6; гидролитиче-
ская кислотность (Нr) – 1.53–1.84 ммоль/100 г;
содержание P2O5 – 250–280 мг/кг; К2О – 75–
89 мг/кг. Перед посевом в почву вносили азофос-
ку из расчета 300 кг/га. В период вегетации прово-
дили подкормку аммиачной селитрой из расчета
150 кг/га, а также разовую обработку инсектици-
дами баковой смеси.

Агрохимические свойства пахотного слоя для
почв в опыте с озимой пшеницей: содержание гу-
муса 1.8–2.0%, рНKCl – 5.3, содержание К2О –
146 мг/кг, содержание Р2О5 – 229 мг/кг. Агротех-
ника возделывания озимой пшеницы в опыте –
общепринятая для зоны. Предшественником
озимой пшеницы служил чистый пар. Изучали
4 уровня азотного питания: N0, N60, N120, N180
кг/га д. в. аммиачной селитры (N 34.4%) ГОСТ 2-85.
Удобрения вносили вручную 2 раза: первый раз –
после схода снега в фазу кущения – 60 кг/га д. в.
(в вариантах N60, N120, N180). Второй раз – пе-
ред выходом в трубку вносили 60 кг/га д. в. (в ва-
рианте N120) и 120 кг/га д. в. (в варианте N180).

Исследуемые сорта высевали селекционной
сеялкой “Wintersteiger”.

Площадь делянок на яровой пшенице состав-
ляла 12 м2, на озимой пшенице 10 м2, повторность
четырехкратная.

Уборку растений проводили селекционным
комбайном “Wintersteiger”. Урожайность опреде-
ляли путем взвешивания с учетом влажности об-
разца. Данные урожайности приводили к 14%
влажности и 100% чистоте.

Для определения аллелотоксичности почв
проводили сравнительные испытания по разви-
тию проростков семян тест культуры – яровой
пшеницы сорт Лиза – в песке и почвах, отобран-
ных после уборки урожая. При проведении этих
экспериментов за 100% принимали развитие се-
мян в песке и рассчитывали замедление или уско-
рение развития проростков семян почвой экспе-
риментальных делянок.

Оценивали изменение интегральной длины
проростков 7.5 г семян (~200 шт), которую опре-
деляли, используя экспресс-метод биотестирова-
ния, основанный на существовании линейной за-
висимости между насыпным объемом семян с
проростками в воде и длиной их проростков [10].

При проведении экспериментов на дно чашки
диаметром 95 мм помещали 30 г почвы или песка,
затем ровным слоем размещали 7.5 г семян, а
сверху – 30 г почвы или песка соответственно.
После этого в чашку равномерно добавляли воду
из мерной пипетки.

Семена, проросшие в песке/почве, отмывали
от субстрата и помещали порциями в мерный ци-
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линдр на 100 мл с водой, размещенный на вибро-
столе, колеблющемся с частотой 50 Гц. После по-
мещения каждой порции проросших семян в ци-
линдр, которые создавали ажурную пористую
структуру на них на 15–20 с, помещали неболь-
шой грузик массой 8 г в виде резиновой пробки,
что приводило к уплотнению структуры. После
помещения всех проросших семян в цилиндр на
них клали грузик и проводили дополнительное
уплотнение структуры легкими постукиваниями
(30–40) цилиндра с семенами о стол. Эти опера-

ции позволяли создать однородную структуру, а
нижняя граница груза позволяла определять на-
сыпной объем с точностью до 0.5 мл.

Применяли шестикратную повторность с по-
следующей статистической обработкой результа-
тов. Использование в одном опыте 1000–1200 се-
мян позволяло рассчитывать доверительные ин-
тервалы с величиной, не превышающей 15%.

На первом этапе работы в мелкоделяночных
опытах было изучено влияние внесения в почвы
различных доз азотных удобрений на аллелоток-
сичность почв при выращивании на них различ-
ных сортов озимой пшеницы (рис. 1).

Из полученных данных хорошо видно, что все
сорта по-разному реагируют на внесение азотных
удобрений. Пшеница сорта “Немчиновская 85”
хорошо отзывается на увеличение дозы азотных
удобрений (рис. 1а), уменьшая выделение в почву
аллелотоксинов. Конечная аллелотоксичность
почв снижается с –10% (слабое угнетение) без
внесения удобрений до +10% (слабая стимуля-
ция) при внесении 180 кг/га. Похожим образом,
но значительно сильнее, на внесение в почву
удобрений реагирует озимая пшеница “Лютес-
ценс 982/08” (рис. 1в). Без внесения азотных
удобрений конечная аллелотоксичность почвы
составляет –30% (среднее угнетение), т.е. отсут-
ствие удобрений при выращивании этого сорта
пшеницы является достаточно сильным стрессом
для растений. При внесении азота в количестве
180 кг/га наблюдается заметное снижение выде-
ления аллелотоксинов до слабой стимуляци
(+10%).

Сорт озимой пшеницы Московская 39 (рис. 1б)
реагирует несколько иначе. При малых дозах вне-
сения азота количество выделяемых в почву алле-
лотоксинов весьма мало – почва обладает слабой
стимулирующей способностью, а при росте дозы
внесения азота начинает наблюдаться слабое
угнетение. Если исходить из того, что выделение
аллелотоксинов в почву характеризует реакцию
растений на воздействие, то этот сорт желательно
подкармливать малыми дозами несколько раз,
так как в этом случае снизится величина стресс-
фактора, возникающего за счет внесения в почву
азота.

На втором этапе исследования было проведена
проверка корреляции между урожайностью раз-
ных сортов яровой пшеницы и конечным аллело-
воздействием1 почв, на которых эти сорта выра-
щивали, поскольку и урожайность, и конечное
аллеловоздействие почв должны определяться
суммарным действием стресс-факторов за пери-
од вегетации растений.

1 Аллелотоксичность почв отражает только угнетающее воз-
действие почв на растения, в то время как аллеловоздей-
ствие может включать в себя и стимулирующее влияние.

Рис. 1. Аллеловоздействие образцов дерново-подзо-
листой почвы на прорастание семян яровой пшени-
цы сорт “Лиза” после выращивания на этих почвах
озимой пшеницы сортов “Немчиновская 85” (а),
“Московская 39” (б) и линии “Лютесценс 982/08” (в),
удобряемых различными дозами азота.
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Отметим, что в связи с разными генетически-
ми особенностями сортов проводить сравнение
их урожайности можно, только используя норми-
рованную урожайность: т.е. текущую урожай-
ность, отнесенную к потенциальной урожайно-
сти сорта в данном регионе.

Из полученных данных (рис. 2) хорошо видно,
что корреляция между нормированной урожай-
ностью и конечным аллеловоздействием почв не
прослеживается, что, по-видимому, связано с уз-
ким диапазоном изменения аллеловоздействия и
большой ошибкой при определении урожайно-
сти в мелкоделяночных опытах.

Представленные результаты свидетельству-
ют, что использование конечной аллелотоксич-
ности (аллеловоздействия) почв в качестве пара-
метра, характеризующего суммарное воздействие
стресс-факторов на вегетирующие растения, мо-
жет оказаться весьма полезным при определении
стрессовых характеристик различных приемов,
применяемых в сельском хозяйстве.
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Рис. 2. Корреляция нормированной урожайности яровой пшеницы разных сортов в полевых испытаниях с конечным
аллеловоздействием дерново-подзолистой почвы. Сорта пшеницы: 1 – “РИМА”; 2 – “Лиза”; 3 – “Агрос”; 4 –
“Л459/3-15”; 5 – “Л460/2-15”; 6 – “Московская-35”; 7 – “Лада”; 8 – “Приокская”; 9 – “Эстер”.
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PLANT STRESSES AND ALLELOTOXICITY OF SOILS
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It is known that stresses during the cultivation of agricultural plants reduce yields, but it is rather difficult to
determine the magnitude and duration of stresses due to crop loss. It is also well known that stress factors lead
to the release of allelotoxins by plants into the soil in which they vegetate. It is proposed to use allelotoxicity
of soils after vegetation as a diagnostic parameter of the total stress effect on agricultural plants. To verify this
assumption, change in soil allelotoxicity was studied after vegetation of three cultivars of winter wheat fed with
different amounts of nitrogen fertilizers. It was established that cultivars “Nemchinovskaya 85”,
“Moskovskaya 39” and “Lutescens 982/08” react to fertilizing in different ways. For cultivars “Nemchi-
novskaya 85” and “Lutescens 982/08”, an increase in the dose of nitrogen fertilizers leads to a decrease in the
stress reaction. It is noticeably manifested when there is a lack of nitrogen in the soil. For the “Moskovskaya
39” cultivar, high doses of nitrogen fertilizers cause an adverse reaction of increased release of allelotoxins. It
allows us to conclude that fertilizing this cultivar with nitrogen to prevent slowing down the development of
plants should be carried out in several steps. Thus, the conducted studies have confirmed the possibility of
using the allelotoxicity of the soil after growing plants on them as an indicator of stresses caused by growing
conditions and the use of various agricultural techniques.

Keywords: vegetation of plants, environmental factors, small-scale experiments, fertilizing with nitrogen fer-
tilizers, the relationship of yield and alleloeffects of soils
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На основе структуры экспонированного участка 4-й петли нейротрофина-3 создан его димерный
дипептидный миметик, гексаметилендиамид бис-(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина)
(ГТС-301). Новое соединение сходно с полноразмерным нейротрофином, активировало рецепторы
TrkC и TrkB. У ГТС-301 выявлена нейропротекторная активность в экспериментах на клетках гип-
покампа мыши НТ-22 в условиях окислительного стресса и глутаматной токсичности в концентра-
циях 10–12 и 10–8 М соответственно и антидепрессантоподобная активность в тесте вынужденного
плавания на мышах при 7-дневном внутрибрюшинном введении в дозах 10–40 мг/кг.

Ключевые слова: нейротрофин-3, миметик, дипептид ГТС-301, Trk-рецепторы, нейропротекторная
активность, антидепрессивная активность
DOI: 10.31857/S2686738922040059

Нейротрофин-3 (NT-3), наряду с фактором
роста нервов (NGF) и мозговым нейротрофиче-
ским фактором (BDNF), играет важную роль в
регуляции пролиферации, дифференцировки,
миелинизации, поддержании жизнеспособности
и фенотипической стабильности нейронов. В от-
личие от других нейротрофинов, NT-3 взаимо-
действует со всеми типами Trk рецепторов, акти-
вируя преимущественно TrkC, с меньшей аффин-
ностью TrkB и с еще более низкой – TrkA [1].
Многочисленные экспериментальные данные
свидетельствуют о высоком терапевтическом по-
тенциале NT-3 для лечения неврологических и
психических нарушений, таких как церебральная
ишемия, тревожные расстройства, шизофрения,
депрессия и др. [2, 3]. В частности, антидепрес-
сантоподобные эффекты NT-3 при введении в
зубчатую извилину гиппокампа крыс выявлены в
тестах выученной беспомощности и вынужден-
ного плавания [4]. Однако разработка фармако-
логических препаратов на основе полноразмер-
ных нейротрофинов ограничена в связи с их мак-
ромолекулярной белковой природой, плохим
проникновением через гематоэнцефалический

барьер и низкой устойчивостью в биологических
средах. Поэтому альтернативой является созда-
ние низкомолекулярных миметиков нейротро-
финов.

Целью данной работы было создание фарма-
кологически активного дипептидного миметика
NT-3.

По сравнению с NGF и BDNF, число низко-
молекулярных миметиков NT-3, известных к на-
стоящему времени, невелико. Так, канадской
группой исследователей под руководством Бёр-
джесса (K. Burgess) и Сарагови (U.H. Saragovi) по-
лучены моновалентные миметики-частичные
агонисты NT-3 на основе гетероциклических бе-
та-поворотных шаблонов, включающих в себя
дипептидные последовательности из первичной
структуры NT-3 [5, 6]. Ими же синтезирован ряд
бивалентных миметиков NT-3, содержащих в
своей структуре фрагменты боковых радикалов
аминокислотных остатков (а.к.о.), входящих в
состав β-изгибов NT-3 [7, 8]. Поворотная кон-
формация в этих соединениях закреплена с помо-
щью триазольного кольца. Эти миметики активи-
ровали TrkC и проявляли нейропротекторный
эффект in vitro [6, 8].

Однако в доступной литературе мы не обнару-
жили данных о фармакологических эффектах
низкомолекулярных миметиков NT-3 in vivo.

Ранее в НИИ фармакологии им. В.В. Закусова
в целях создания фармакологических средств, об-

УДК 577.112.6:615.214.31
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ладающих свойствами NGF и BDNF, была пред-
ложена стратегия поиска димерных дипептидных
миметиков нейротрофинов [9, 10], основная идея
которой заключается в конструировании N-ацил-
дипептидных миметиков бета-поворотных фраг-
ментов петель нейротрофина со стабилизацией
поворотной конформации с помощью внутримо-
лекулярной водородной связи между карбонилом
N-ацильной группы и NH-группой С-концевого
амида. При этом N-ацильная группа представля-
ла собой биоизостер предшествующего а.к.о. Ди-
мерная структура нейротрофина имитировалась
путем димеризации дипептида олигометилендиа-
мином по С-концу.

Для дизайна миметика NT-3 использовали
пространственную информацию из его кристал-
лической структуры (pdb ID: 1NT3) (рис. 1). По-
добно другим членам нейротрофинового семей-
ства NT-3 представляет собой симметричный го-
модимер, мономерные единицы которого
содержат 7 бета-тяжей, образующих три антипа-
раллельных β-листа. β-Тяжи связаны четырьмя
экспонированными наружу нерегулярными
участками, называемыми петлями: 1-я (остатки
29–33), 2-я  (42–47),  3-я  (остатки 58–75) и
4-я (91–97). Наиболее экспонированной является
4-я петля, фрагмент которой –Ser91–Glu92–
Asn93–Asn94–Lys95–Leu96– содержит в своей
структуре серию поворотных участков. Для кон-
струирования миметика нами был выбран фраг-
мент –Glu92–Asn93–Asn94– как наиболее экспо-
нированный и поэтому предположительно зани-
мающий геометрически наиболее выгодное для
взаимодействия с рецептором положение. При

конструировании мы сохраняли дипептидный
фрагмент –Asn93–Asn94– как центральный фраг-
мент бета-поворот-подобного участка, а предше-
ствующий а.к.о. Glu92 заменяли на его биоизо-
стер – остаток янтарной кислоты. Димерную
структуру нейротрофина воспроизводили с помо-
щью гексаметилендиаминового спейсера. Таким
образом, на основе структуры 4-й петли был
сконструирован димерный дипептидный миме-
тик NT-3, гексаметилендиамыид бис-(N-моно-
сукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина) (ГТС-
301) (рис. 1).

ГТС-301 синтезировали методами классиче-
ского пептидного синтеза в растворе с использо-
ванием Boc-стратегии защитных групп и метода
активированных пентафторфениловых эфиров,
пептидную цепь наращивали с С-конца. Очистку
проводили ОФ ВЭЖХ (Luna C18 50 × 250 мм, гра-
диент 0–6% изопропанола в 0.1 М уксусной кис-
лоте, 210 нм). Пептид ГТС-301 был хроматографи-
чески гомогенным по данным ТСХ и ОФ ВЭЖХ.
Структура подтверждена 1Н- и 13С-ЯМР-спектро-
скопией и электроспрей-ионизационной масс-
спектрометрией. Найдено, m/z: 773.34 [M + H] +;
m/z: 771.33 [M – H] –. C30H48N10O14. Рассчитано,
m/z: 772.77. Диастереомерная чистота дипептида
ГТС-301 по данным ЯМР составила не менее
98%.

Для выявления потенциала ГТС-301 как ми-
метика NT-3, анализировали нейропротекторную
активность соединения in vitro, способность акти-
вировать Trk рецепторы и антидепрессантопо-
добные свойства на экспериментальной модели
in vivo.

Рис. 1. Структура гомодимера нейротрофина-3 (pdb ID: 1NT-3) и миметик ГТС-301.
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Нейропротекторную активность ГТС-301 опре-
деляли в условиях окислительного стресса и глута-
матной токсичности на клетках гиппокампа мыши
HT-22 как описано ранее [11]. NT-3 (100 нг/мл,
3.4 ⋅ 10–9 M) либо ГТС-301 (10–13–10–5 M) вноси-
ли в среду за 24 ч до повреждения. Жизне-
способность клеток определяли с помощью
МТТ-теста.

На модели окислительного стресса ГТС-301
статистически значимо увеличивал жизнеспособ-
ность клеток в интервале концентраций 10–5–
10–12 М, при моделировании глутаматной токсич-
ности – в диапазоне концентраций 10–5–10–8 М
(табл. 1). В обоих опытах максимальный эффект
ГТС-301 в 66–68% от наблюдаемого для NT-3 за-
регистрирован в концентрации 10–6 М.

Таблица 1. Нейропротекторная активность ГТС-301 в экспериментах in vitro (клетки линии HT-22)

Данные представлены в виде средних и стандартных отклонений (M±SD).
1 Активность рассчитывалась по формуле А(%) = (Dэксп – Dак)/(Dконтр – Dак) × 100%, где Dэксп – оптическое поглощение рас-
твора в опыте, Dак – оптическое поглощение раствора активного контроля (с повреждением), Dконтр – оптическое поглоще-
ние в пассивном контроле (без повреждения).
Достоверность отличий * p ≤ 0.05 – от контроля: ̂ p ≤ 0.05 – от повреждения (по критерию Краскела–Уоллиса с последующим
тестом по Данну).

Соединение Концен-
трация, М

Оптическая плотность
(единицы оптической плотности)

Активность, % от максимально 
возможного эффекта1

Модель окислительного стресса

– (контроль) – 0.194 ± 0.004 –

H2O2 1.5 ⋅ 10–3 0.098 ± 0.009* –

NT-3 10–9 (100 нг/мл) 0.146 ± 0.014^ 50

ГТС-301 10–5 0.128 ± 0.008^ 31

10–6 0.130 ± 0.007^ 33

10–7 0.128 ± 0.009^ 31

10–8 0.124 ± 0.005^ 27

10–9 0.129 ± 0.008^ 32

10–10 0.128 ± 0.003^ 31

10–11 0.123 ± 0.009^ 26

10–12 0.120 ± 0.012^ 23

10–13 0.112 ± 0.010 15

Модель глутаматной токсичности

– (контроль) – 0.197 ± 0.009 –

глутаминовая кислота 5⋅10–3 0.155 ± 0.012* –

NT-3 10–9 (100 нг/мл) 0.186 ± 0.006^ 74

ГТС-301 10–5 0.171 ± 0.005^ 38

10–6 0.176 ± 0.010^ 50

10–7 0.166 ± 0.006^ 26

10–8 0.167 ± 0.006^ 29

10–9 – –
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Способность ГТС-301 активировать разные
Trk рецепторы изучена методом Вестерн-блот
анализа на культуре клеток HT-22 с использова-
нием моноклональных антител к фосфорилиро-
ванным формам pTrkA(Y490), pTrkB(Y515) и
pTrkC(Y516). Выбор антител основан на литера-
турных данных о механизмах активации постре-

цепторных сигнальных путей PI3K/AKT и
MEK/MAPK/ERK [12]. В качестве контроля ис-
пользовали антитела к нефосфорилированным
TrkA, TrkB и TrkC. Пробы лизировали через 5, 15,
30, 60 и 180 мин после внесения NT-3 (100 нг/мл)
или ГТС-301 (10–6 М). Временные интервалы вы-
браны исходя из результатов экспериментов по

Рис. 2. Активация TrkC рецептора после внесения NT-3 100 (нг/мл) и ГТС-301 (10–6 М) в культуру клеток гиппокампа
мыши линии HT-22. На рис. 2, 3 и 4 представлены оригинальные вестерн-блоты и результаты их денситометрии. Дан-
ные представлены в виде средних и стандартных отклонений (M±SD). Представленные данные являются средними зна-
чениями из трех независимых экспериментов. Достоверность отличий * p ≤ 0,05 – от контроля (U-тест Манна–Уитни).
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Таблица 2. Эффекты ГТС-301 и Амитриптилина на время иммобильности мышей в тесте вынужденного плава-
ния

Данные представлены в виде средних и стандартных ошибок среднего. Статистическую оценку межгрупповых различий про-
водили с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующими попарными межгрупповыми срав-
нениями с помощью теста Даннета. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01 по сравнению с контролем.

Группа (n = 9–11) Время иммобильности, с Время иммобильности, % от 
контрольной группы

Эксперимент 1

Контроль 199.9 ± 7.8
ГТС-301 (0.5 мг/кг) 207.5 ± 15.5 103
ГТС-301 (1.0 мг/кг) 179.5 ± 9.8 90
ГТС-301 (5.0 мг/кг) 189.5 ± 11.8 95
ГТС-301 (10.0 мг/кг) 155.5 ± 9.6* (p = 0.026) 78*
Амитриптилин (10.0 мг/кг) 148.0 ± 10.4** (p = 0.001) 74**

Эксперимент 2

Контроль 213.6 ± 10.9
ГТС-301 (20.0 мг/кг) 159.3 ± 12.7** (p = 0.004) 74**
ГТС-301 (40.0 мг/кг) 156.4 ± 9.0** (p = 0.003) 73**
Амитриптилин (10.0 мг/кг) 155.6 ± 10.7** (p = 0.002) 73**
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Рис. 3. Активация TrkB рецептора после внесения NT-3 (100 нг/мл) и ГТС-301 (10–6 М) в культуру клеток гиппокампа
мыши линии HT-22.
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Рис. 4. Сравнение активации TrkA рецептора после внесения NT-3 (100 нг/мл) и ГТС-301 (10–6 М) в культуру клеток
гиппокампа мыши линии HT-22.
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фосфорилированию Trk дипептидными мимети-
ками NGF и BDNF [13].

Активация TrkC, наиболее предпочтительного
для NT-3, выявлена через 15, 30 и 180 мин инкуба-
ции с ГТС-301, и через 5 и 15 мин инкубации с
NT-3, при этом через 15 мин наблюдали сходные
эффекты миметика и полноразмерного нейро-
трофина (рис. 2).

Влияние ГТС-301 на TrkB было выявлено
только в одной временной точке – через 180 мин,
тогда как для NT-3 – через 5, 15, 60 и 180 мин по-
сле внесения. При этом выраженность активиру-
ющего влияния оказалась ниже, чем в случае
TrkC рецепторов (рис. 3).

NT-3 активировал TrkA рецептор через 180 мин,
а ГТС-301 в этих условиях был неэффективен
(рис. 4).
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Таким образом, ГТС-301 активирует более эф-
фективно TrkC и, в меньшей степени, TrkB.
Спектр активации Trk рецепторов миметиком
ГТС-301 в целом повторяет таковой для полно-
размерного NT-3. Полученная нами картина ак-
тивации нейротрофином-3 тирозинкиназных ре-
цепторов соответствует литературным данным [14].

Возможные антидепрессантоподобные эф-
фекты ГТС-301 были изучены в тесте вынужден-
ного плавания на мышах BALB/c. Тест проводи-
ли в модифицированной конфигурации с двумя
посадками мышей в цилиндры с водой [15]. ГТС-
301 в дозах 0.5–40 мг/кг вводили мышам субхро-
нически (7 дней) внутрибрюшинно (в/б) в виде
суспензии в растворе 1% Tween 80. В качестве по-
ложительного контроля использовали Амитрип-
тилин (10 мг/кг, в/б, в физ. растворе). Контроль-
ные мыши получали 1% раствор Tween 80. Спустя
24 ч после последнего введения препаратов про-
водили предварительную посадку мышей в ци-
линдры с водой на 10 мин, спустя еще 24 ч – 5-ми-
нутную тестовую посадку, в течение которой ре-
гистрировали время иммобильности.

Установлено, что в дозах 10–40 мг/кг ГТС-301
статистически значимо снижал время иммобиль-
ности мышей, что свидетельствует об антиде-
прессантоподобном эффекте дипептида (табл. 2).
Выраженность эффекта ГТС-301 в дозах 20 и
40 мг/кг была такая же, как у классического анти-
депрессанта Амитриптилина.

Таким образом, сконструирован и синтезиро-
ван ГТС-301, димерный дипептидный миметик
нейротрофина-3, активирующий преимуще-
ственно TrkC рецептор, проявляющий нейропро-
текторную активность в экспериментах in vitro в
пикомолярных концентрациях и обладающий
антидепрессантоподобной активностью при си-
стемном введении. ГТС-301, помимо вероятной
практической значимости, может служить моле-
кулярным инструментом для изучения рецептор-
ных взаимодействий, сопряжения активации
TrkC рецептора с сигнальными путями и фарма-
кологических эффектов как для полноразмерно-
го NT-3, так и для малых молекул, имитирующих
влияние этого нейротрофина.
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THE FIRST DIPEPTIDE MIMETIC OF NEUROTROFIN-3: 
DESIGN AND PHARMACOLOGICAL PROPERTIES
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The dimeric dipeptide mimetic, hexamethylenediamide bis-(N-monosuccinyl-L-asparaginyl-L-asparagine)
(GTS-301) was created based on the structure of the exposed region of the neurotrophin-3 4th loop. The new
compound as well as full-length neurotrophin, activated the TrkC and TrkB receptors. GTS-301 showed neu-
roprotective activity in experiments on HT-22 mouse hippocampal cells under conditions of oxidative stress
and glutamate toxicity at concentrations of 10–12 and 10–8M, respectively, and antidepressant-like activity in
the forced swimming test on mice with 7-day intraperitoneal administration in doses 10-40 mg/kg.

Keywords: neurotrophin-3, mimetic, GTS-301 dipeptide, Trk receptors, neuroprotective activity, antidepres-
sant activity
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Впервые описано строение мозга мельчайшего жесткокрылого Scydosella musawasensis Hall, 1999.
Как и у других мельчайших жесткокрылых, мозг S. musawasensis несет признаки миниатюризации:
смещение в грудной отдел, компактизация, малое число и размер нейронов. Показано, что несмот-
ря на близость в размерном классе к миниатюрному перепончатокрылому Megaphragma, обладаю-
щему практически безъядерной нервной системой, строение мозга изученного мельчайшего жука
сходно с таковым у крупных представителей отряда и характеризуется высоким числом ядер в мозге
и значительным объемом клеточной корой. Нейропиль S. musawasensis занимает 60% от объема моз-
га, подтверждая правило нейропилярной константы.

Ключевые слова: мозг, миниатюризация, Ptiliidae, Scydosella
DOI: 10.31857/S2686738922040102

Размер тела – важная характеристика, во мно-
гом определяющая морфологию, физиологию и
биологию вида [1]. Наибольших успехов в мини-
атюризации достигли Panarthropoda [2–6]. Пока-
зано, что экстремальное уменьшение размера те-
ла у насекомых критически отражается на анато-
мии: способствуя значительным изменению или
трансформации всех, или почти всех систем орга-
нов [4]. Несмотря на высокую степень консерва-
тивности [7], миниатюризация нервной системы
у насекомых сопровождается олигомеризацией и
концентрацией ганглиев, асимметрией, значи-
тельным уменьшением числа и размера нейронов
[4, 8]. В экстремальных случаях миниатюризации
наблюдаются клеточные редукции [4].

Явление энуклеации клеточных ядер – редкое
явление в животном мире. Наиболее известными
безъядерными клетками являются эритроциты
человека [9], энуклеация также описана и для
клеток крови млекопитающих [10], саламандр
[11], рыб [12] и насекомых [13]. Безъядерные клет-
ки также были обнаружены в составе большин-
ства систем органов половозрелых карликовых
самцов циклиофор [14]. Однако безъядерные
нейроны впервые были описаны для трех видов
рода Megaphragma [15, 16]. После появления дан-
ных о явлении лизиса более 97% ядер нейронов
на последних стадиях куколочного развития у

представителей рода Megaphragma возник вопрос
о наличии этого явления в других группах мель-
чайших насекомых.

Аллометрический анализ отношения объема
нейропиля к объему мозга показал, что у боль-
шинства насекомых относительный объем ней-
ропиля изменяется строго изометрически [17]. На
основе этого анализа было сформулировано пра-
вило нейропилярной константы, согласно кото-
рому относительный объем нейропиля мозга на-
секомых составляет в среднем 60% и остается по-
стоянным независимо от размера тела. Это
правило подтверждается на большинстве насеко-
мых, за исключением мельчайшей Megaphragma, у
которой отсутствует клеточная кора, в классиче-
ском понимании. Возник вопрос, сохраняется ли
нейропилярная константа у мельчайших жестко-
крылых?

В данной работе впервые описано строение
мозга мельчайшего жесткокрылого насекомого
Scydosella musawasensis Hall, 1999. Размер тела этих
жуков составляет всего 325 мкм и на сегодняш-
ний день они являются мельчайшими свободно
живущими насекомыми в мире [18].

Материалом для работы послужили имаго Scy-
dosella musawasensis Hall, 1999 (Ptiliidae), собран-
ные в Национальном парке Чикаке, Колумбии в
2015 г. [18]. Длина тела 325–352 мкм. Изучение
строения мозга проведено как описано ранее [16].
На базе полной серии гистологических срезов
были выполнены трехмерные реконструкции
мозга с использованием программ Bitplane Imaris
и Blender. На основе трехмерных моделей были

УДК 595.763 + 595.768

1 Московский государственный университет 
имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия
*e-mail: amkrva@gmail.com

EDN: RYCBHY



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 505  2022

СТРОЕНИЕ МОЗГА МЕЛЬЧАЙШЕГО ЖЕСТКОКРЫЛОГО 311

вычислены объемы тела, мозга, нейропиля и кле-
точной коры. Линейные размеры тел клеток были
посчитаны исходя из площади клеточной коры и
числа ядер на десяти равноудаленных срезах, рав-
номерно охватывающих весь мозг. Число клеток
вычислено на основе объема клеточной коры и
среднего размера тел клеток.

Мозг S. musawasensis имеет вытянутую форму,
в отличие от мозга родственной Nanosella sp., ко-
торый имеет округлую и компактную форму [8],
отмечается легкая асимметрия задних протоцере-
бральных долей. Задняя протоцеребральная часть
мозга представлена исключительно клеточной
корой, и, подобно строению мозга у других мик-
рожесткокрылых, смещена в переднегрудной от-
дел [8] (рис. 1). Оптические доли представлены
четырьмя нейропилями: ламина (lamina ganglion-
aris), медулла (medulla externa), лобула (lobula) и
лобулярная пластинка (lobula plate) (рис. 2). Ме-
дулла крупная, вытянутая в переднезадней плос-
кости, образует длинные выступы передней части
мозга (рис. 1), по объему превышает все осталь-
ные оптические нейропили. Антеннальные доли
крупные, вытянутые, имеют выраженную гломе-
рулярную структуру. В области центрального
комплекса идентифицируются вееровидное и эл-
липсоидное тела. В виду малого размера объекта
идентификация протоцеребрального моста и гри-
бовидных тел затруднена.

Абсолютный объем мозга составляет 0.045 нл,
что в 2–3 раза меньше, чем у самых мелких из ра-

нее изученных жуков [17] и сходно с объемом
мозга одного из мельчайших насекомых, Mega-
phragma amalphitanum (0.041 нл). Несмотря на
сходный c M. amalphitanum размер тела и абсо-
лютного объема мозга, S. musawasensis имеет зна-
чительный объем клеточной коры (рис. 2), со-
ставляющий около 42% от общего объема мозга.
Таким образом, подтверждается правило нейро-
пилярной константы, согласно которому у насе-
комых постоянное соотношение объемов нейро-
пиля (60% от объема мозга) и клеточной коры
(40% от объема мозга) [17]. При сравнимых раз-
мерах тела у S. musawasensis присутствует значи-
тельный объем клеточной коры, в то время как
для имаго M. amalphitanum характерна почти пол-
ная утрата до 97% ядер нейронов на поздних ста-
диях куколочного развития. Вероятно, что явле-
ние лизиса ядер нейронов, объясняющее наруше-
ние нейропилярной константы в случае с
Megaphragma, отсутствует у миниатюрных жест-
кокрылых.

Число клеток в мозге S. musawasensis составля-
ет примерно 9500, при среднем диаметре около
1.25 мкм. Сходное число нейронов в мозге отме-
чено для мельчайшего из ранее изученных жестко-
крылых Nanosella sp. (длина тела около 400 мкм,
около 8000 клеток в мозге) [4].

Несмотря на малое число и размер нейронов,
S. musawasensis обладают большим относитель-
ным объемом мозга, как и большинство других
микронасекомых, за исключением отдельных ли-

Рис. 1. Строения мозга Scydosella musawasensis (Ptiliidae), трехмерная реконструкция: (а), (г) – вид сверху; (б), (д) – вид
спереди; (в), (е) – вид сбоку. (а) – (в) – общая топография мозга; (г) – (е) – соотношение клеточной коры и нейропи-
ля. АН – антеннальный нерв; АНТ – антенны; КК – клеточная кора; МО – мозг; НМ – нейропиль мозга; ОД – вы-
ступающие оптические доли мозга; ПГ – переднегрудь; ПД – задние протоцеребральные доли мозга; СГ – сложные
глаза.
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ний Trichogramma [19] и Nasonia [20]. Относитель-
ный объем мозга S. musawasensis существенно
больше, чем у крупных жесткокрылых [4], и со-
ставляет около 4%.

Таким образом, миниатюризация в разных
группах насекомых по-разному влияет на строе-
ние мозга. У жесткокрылых и трипсов имеется
широкая шея, что делает голову менее подвиж-
ной, а также позволяет мозгу не ограничиваться
головной капсулой и частично смещаться в груд-
ной отдел [4]. У перепончатокрылых, напротив,
благодаря тонкой и узкой шее, голова более по-
движная, а мозг оказывается строго ограничен го-
ловной капсулой и крайне компактизован [4].
Крайняя миниатюризация у Megaphragma приве-
ла к экстремальным адаптациям – редукциям
ядер и тел нейронов, однако не отразилась на кле-
точном строении мозга у мельчайшей Scydosella.

Несмотря на крайнюю консервативность
строения мозга, морфологические адаптации к
миниатюризации могут существенно отличаться у
насекомых с экстремально малым размером тела.
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The structure of the brain of the smallest Coleoptera, Scydosella musawasensis Hall, 1999, is described for the
first time. As in other extremely small beetles, the brain of S. musawasensis displays signs of miniaturization:
displacement to the thorax, compactization, and a small number and size of the neurons. The body size of the
studied smallest beetle is similar to that of the minute hymenopteran Megaphragma, which has a nearly anu-
cleate nervous system, but the structure of the brain of the beetle is similar to those of large representatives of
the order Coleoptera, and is characterized by the presence of a normal cell body rind.
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Применение различных видов стимуляции сперматозоидов рыб с целью повышения выживаемости
дефростированных клеток является перспективным направлением в области низкотемпературного
консервирования. В статье впервые исследовано применение акустико-механического воздействия
на сперму осетровых рыб, в частности, стерляди. Приведены технические характеристики собран-
ной экспериментальной установки для акустико-механического воздействия на сперму рыб. В ре-
зультате проведенных работ подобраны оптимальные параметры воздействия для повышения со-
хранения дефростированных репродуктивных клеток.

Ключевые слова: криоконсервация, репродуктивные клетки рыб, осетровые, акустико-механиче-
ское воздействие
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Сохранение и поддержание численности по-
пуляций многих видов рыб в настоящее время
возможны только с помощью искусственного
воспроизводства, особенно это касается рыб с
длинным циклом развития, таких как осетровые.

К настоящему времени на предприятиях по
воспроизводству, восстановлению природных
популяций рыб и фермах по товарному производ-
ству создают маточные стада, проводят искус-
ственное оплодотворение икры и выращивают
молодь, которую затем выпускают в естественные
водоемы или используют для дальнейшего выра-
щивания товарного продукта. Однако использо-
вание ограниченного количества производителей
из маточного стада приводит к инбридингу (близ-
кородственному скрещиванию) и негативным
образом влияет на получаемое потомство.

В связи с этим перспективным направлением
на сегодняшний день остается криоконсервация

репродуктивных клеток рыб с последующим ис-
пользованием их в целях искусственного воспро-
изводства видов. Наличие криобанка репродук-
тивных клеток рыб позволяет сократить расходы
на содержание недоброкачественных производи-
телей, дает возможность использовать репродук-
тивные клетки в любое удобное время, а также
проводить обмен образцами генетического мате-
риала между предприятиями.

В настоящее время разработаны методики
низкотемпературного консервирования репро-
дуктивных клеток, в частности спермы, достаточ-
но большого количества рыб. Однако не всегда
удается получать стабильные результаты по вы-
живаемости дефростированных сперматозоидов,
что указывает на необходимость проведения
дальнейших исследований в этой области и опре-
деляет перспективность этого направления.

Одним из вариантов улучшения качества
криоконсервированных репродуктивных клеток
является воздействие на них в процессе низко-
температурного консервирования факторов раз-
личной природы (механических, химических,
физических). В результате улучшается проникно-
вение протекторов внутрь клеток, повышается их
защитное действие, и, в конечном итоге, увели-
чивается процент выживаемости спермиев.

Большинство работ, направленных на исполь-
зование различных воздействий на сперму для
улучшения ее репродуктивных качеств, проведе-
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но на сельскохозяйственных животных.
А.Н. Калгин (2008) [1] предлагает использовать
одиночный кратковременный электроимпульс
напряжением 1.5 В; Н.П. Кунденко (2012) [2] опи-
сывает установки на основе открытых резонато-
ров, образованных сферическим и плоским зер-
калами, которые используются для воздействия
акустическими колебаниями на микрообъекты
животных перед их криоконсервацией; разрабо-
таны способ криоконсервации биологических
образцов под давлением и устройство для его осу-
ществления [3]. Ряд работ [4–6] посвящены воз-
действию ультразвуковых волн для оптимизации
условий низкотемпературного консервирования
спермы сельскохозяйственных животных.

В 2021 г. Южный научный центр Российской
академии наук совместно с Донским государ-
ственным техническим университетом начал ис-
следования по акустико-механическому воздей-
ствию на сперму рыб с использованием пьезоак-
туаторов.

Пьезоактуаторы – это специальные сверхпре-
цизионные короткоходные линейные электро-
приводы. Они преобразуют электрическую энер-
гию в небольшое, но крайне точно контролируе-
мое линейное перемещение с высоким
развиваемым усилием. В основе принципа их
действия лежит обратный пьезоэлектрический
эффект, т.е. механическая деформация кристалла
(пьезокерамики) при воздействии на него элек-
трического поля. При этом осуществляется воз-
вратно-поступательное движение или другие его
виды.

Нами впервые предложено применение аку-
стико-механического воздействия на заморажи-
ваемый материал, что, как мы считаем, позволит
увеличить сохранность клеток во время двойного
температурного шока. Это позволит ускорить
проникновение криозащитных веществ через
клеточные мембраны, предположительно снизив
период эквилибрации, тем самым уменьшив вре-

мя взаимодействия клеток с токсичными крио-
протекторами, и повысить выживаемость. Биоло-
гические эффекты акустико-механических воз-
действий, проводимых в период эквилибрации,
обусловлены, вероятно, изменением проницае-
мости мембран клеток сперматозоидов рыб, уве-
личивается скорость диффузии раствора крио-
протектора внутрь клеток, поток ионов K+ из
клетки вовне в результате облегчения пассивной
диффузии и смещение глобул белков, располо-
женных на поверхности мембран.

Пьезоактуатор [7, 8] представляет собой круг-
лую пластину диаметром 0.02 м. Пластина при-
клеена с внешней стороны по центру ко дну стан-
дартного стеклянного лабораторного низкого
градуированного стакана B-1-50 XC. Стакан име-
ет следующие размеры: объем 50 мл, диаметр 38 ±
± 1.0 мм, высота 70 ± 2 мм.

Суспензия заполняет стакан примерно на одну
треть его высоты и имеет температуру около 4°С.
Эксперимент проводится при комнатной темпе-
ратуре (рис. 1).

Рабочим элементом пьезоактуатора является
пьезоэлемент из пьезокерамики PZT-4 толщиной
0.003 м, предварительно поляризованный по тол-
щине. Лицевые поверхности пьезоактуатора
электродированы способом вжигания серебра и к
ним подведены электрические провода. Толщи-
ной нанесенных электродов пренебрегаем ввиду
их малости. Внешняя поверхность электродов по-
крыта эпоксидной смолой толщиной 0.001 м, вы-
полняющей роль защитного слоя.

По электрическим проводам на электроды по-
дается переменная разность потенциалов по гар-
моническому закону с амплитудой V0.

Дно стакана и пьезоэлемент образуют полу-
пассивный биморф, поэтому приложение пере-
менной разности потенциалов на электроды пье-
зоэлемента приводит к поперечным колебаниям
дна емкости. Это вызывает установившиеся коле-
бания пьезоактуатора и соответственно стакана.
Создаваемое акустическое поле в суспензии в
свою очередь приводит к акустическому воздей-
ствию на репродуктивные клетки рыб. При этом
рабочей частотой является первая частота изгиб-
ных колебаний дна емкости.

В качестве объекта исследований использова-
ли репродуктивные клетки самцов стерляди (Aci-
penser ruthenus Linnaeus, 1758) Биоресурсной кол-
лекции редких и исчезающих видов рыб ЮНЦ
РАН № 73602.

После получения половых продуктов самцов
рыб и доставки их в лабораторию оценивают ка-
чество спермы. Для этого на предметное стекло
помещают каплю спермы и смешивают с речной
водой в соотношении 1 : 200. Под микроскопом
оценивают процентное соотношение спермато-
зоидов с поступательным и колебательным дви-

Рис. 1. Экспериментальная установка для акустико-
механического воздействия на сперму рыб.
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жением по шкале Г.М. Персова, а также устанав-
ливают время подвижности спермиев с помощью
секундомера. Затем приступают к процессу крио-
консервации: разбавление спермы криосредой в со-
отношении 1 : 1, эквилибрация в течение 40 мин,
замораживание с применением программируе-
мого замораживателя, хранение образцов в жид-
ком азоте, размораживание и оценка качества де-
фростированного материала [9, 10].

При проведении экспериментальных работ
перед эквилибрацией проводилось акустико-меха-
ническое воздействие с заданными параметрами.

Экспериментальная установка, предназначен-
ная для возбуждения акустических волн в жидко-
стях, состоит из следующих элементов: пробирка
с наклеенным на нее пьезоэлектрическим преоб-
разователем, функциональный генератор сигна-
лов Tektronix AFG 3022B, усилитель сигнала на
основе пьезодрайверов и осциллограф LeCroy
Wavesurfer 422. С помощью функционального ге-
нератора формируется синусоидальная волна с
заданной частотой и амплитудой. Затем этот сиг-
нал подается на усилитель и далее на пьезопреоб-
разователь. Преобразователь представляет собой
диск, изготовленный из пьезокерамического ма-
териала, который за счет пьезоэлектрического
эффекта позволяет преобразовывать электриче-
ский сигнал в механические колебания. Послед-
ние, в свою очередь, передаются пробирке и жид-
кости, находящей внутри нее. Между преобразо-
вателем и усилителем подключен в параллель
осциллограф, позволяющий контролировать вы-
ходные характеристики усиленного сигнала.

В экспериментах использовали следующие па-
раметры акустико-механического воздействия на
икру стерляди: 20 Гц (А), 500 Гц (В), 5.8 кГц (С),
напряжение 10–15 В, время воздействия состави-
ло 1 мин. В результате улучшается проникнове-
ние криопротектора внутрь половых клеток и в
конечном итоге после дефростирования качество
спермы значительно повышается. Результаты
представлены на рис. 2.

В результате акустико-механического воздей-
ствия на сперму стерляди отмечено, что разные
параметры времени, частоты и длины волны мо-
гут оказывать как положительное, так и отрица-
тельное влияние на репродуктивные качества де-
фростированных спермиев. Отмечено, что при
увеличении времени воздействия выше 2 мин и
частоты до 5 кГц и изменение длины волны при-
водит к высоким повреждениям клеток после де-
фростации.

Новый методологический подход к низкотем-
пературному консервированию репродуктивных
клеток рыб с применением акустико-механиче-
ского воздействия открывает большие возможно-
сти для создания новых эффективных методов
глубокого замораживания.

Таким образом, акустико-механическое воз-
действие можно применять для улучшения ре-
продуктивных качеств спермы осетровых рыб,
однако полученные результаты можно считать
предварительными, требуется дальнейшее прове-
дение исследований по оценке оплодотворяющей
способности клеток после дефростации.
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The use of various types of stimulation of fish spermatozoa in order to increase the survival of defrosted cells
is a promising direction in the field of low-temperature preservation. In the article, for the first time, the use
of acoustic-mechanical effects on the sperm of sturgeons, in particular, sterlet, was studied. The technical
characteristics of the assembled experimental setup for acoustic-mechanical effects on fish sperm are given.
As a result of the work carried out, the optimal parameters of exposure were selected to increase the preser-
vation of defrosted reproductive cells.
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ВАРИАБЕЛЬНЫЙ САЙТ CTCF ИЗ ИНТРОНА ГЕНА UBX
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CTCF является наиболее изученным и консервативным архитектурным белком хроматина, кото-
рый был найден у дрозофилы и млекопитающих. CTCF преимущественно связывается с промото-
рами и инсуляторами и может участвовать в формировании хроматиновых петель. В группе сайтов,
названных вариабельными, связывание CTCF зависит от эпигенетического статуса окружающего
хроматина. Так, вариабельный сайт CTCF (vCTCF), обнаруженный в интроне гена Ubx, находится в
непосредственной близости к энхансерам BRE, abx. CTCF связывается с вариабельным сайтом только
в тканях, в которых ген Ubx активен, что дало основание предполагать роль vCTCF в формировании
контактов между Ubx промотором и энхансерами BRE, abx. С помощью метода CRISPR/Cas9 и
attP/attB сайт-специфической интеграции мы исследовали функциональную роль vCTCF и показа-
ли, что его отсутствие не приводит к дефектам развития. Также фрагмент 2161 п.н., содержащий
vCTCF, не является эффективным инсулятором на месте границы Fab-7 локуса BX-C. Таким обра-
зом, vCTCF имеет избыточные функции в регуляции экспрессии Ubx.

Ключевые слова: инсуляторы, CTCF, Bithorax complex, Ubx
DOI: 10.31857/S2686738922040060

Парасегмент-специфичная экспрессия трех
гомеозисных генов Ubx, abd-A и Abd-B комплекса
Bithorax (BX-C) Drosophila melanogaster регулиру-
ется девятью автономными регуляторными доме-
нами, которые разделены специальными регуля-
торными элементами, названными границами
[1]. Границы обеспечивают автономность путем
блокировки контактов между регуляторными
элементами из соседних доменов. Кроме того,
границы также могут предотвращать взаимодей-
ствие энхансеров с промотором [2–4]. Помимо
инсуляторной активности границы обладают
способностью специфично взаимодействовать с
целевыми генами BX-C, позволяя энхансерам,
расположенным в регуляторных доменах, стиму-
лировать соответствующие промоторы [5]. Эти
свойства границ обеспечивает правильную экс-

прессию BX-C генов в соответствующих парасег-
ментах и определенные временные интервалы
развития дрозофилы. Так, было показано, что
границы Fab-6, Fab-7 и Fab-8 специфично взаи-
модействуют с предпромоторной областью Abd-
B, чем, вероятно, и обусловливают правильное
позиционирование соответствующих доменов
(iab5–iab7) в парасегментах 10–12 [6].

Большая часть границ регуляторных доменов
BX-C содержат сайты связывания для дрозофи-
линого гомолога белка CTCF (dCTCF), которые
определяют инсуляторную активность границ
(рис. 1) [7]. В интроне гена Ubx был обнаружен ва-
риабельный сайт связывания dCTCF (vCTCF),
который находится на расстоянии 30 тпн ниже
промотора (рис. 1) [8]. dCTCF не связывается с
этим сайтом в тканях, в которых Ubx неактивен
(имагинальные диски первый пары ног), но свя-
зывается с ним в транскрипционно активном ло-
кусе Ubx (имагинальные диски третьей пары ног).
Было показано, что связывание dCTCF с vCTCF
сайтом сопряжено с изменениями в топологии
abx/bx регуляторного домена: в тканях, в которых
Ubx активен, наблюдается увеличение частоты
контактов vCTCF сайта с промотором Ubx [8]. Бы-
ла предложена модель, в соответствии с которой
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связывание dCTCF c vCTCF стимулирует ткане-
специфичное взаимодействие энхансеров abx и
BRE с промотором [9, 10]. Целью данной работы
была проверка этой гипотезы.

Для изучения функции vCTCF сайта в энхан-
сер-промоторных взаимодействиях с помощью
метода CRISPR/Cas9 мы создали платформу
Δ3.4attP, в которой фрагмент размером 3408 пн
(3R:16701239..16704646), включающий в себя
vCTCF сайт и bx PRE (polycomb response element)
(рис. 1), был удален и замещен сайтом attP. Мы
показали, что делеция имеет слабый вариабель-
ный фенотип потери функции (loss-of-function,
LOF)). Этот фенотип имеет название bithorax (bx)
и выражается в частичной трансформации T3 сег-
мента в Т2 [11, 12]. Так, у полученных нами мух на
третьей паре ног появляется щетинка, характер-
ная для второй пары, также у них часто наблюда-
ется увеличение А1 сегмента, а у ~10% мух между
Т3 и А1 сегментами образуется метанотальная
ткань (рис. 2).

Данные трансформации объясняются наруше-
нием взаимодействия энхансеров, находящихся
ниже вариабельного сайта dCTCF, с промотором
Ubx. Полученная делеция Δ3.4attP перекрывается с
описанной ранее делецией bx34e-prv размером 9.5 тпн,
которая так же имеет вариабельный bx фенотип,
вызванный уменьшением экспрессии Ubx в има-
гинальных дисках Т3 сегмента [11].

Далее мы использовали описанную выше ли-
нию Δ3.4attP в качестве платформы для поиска ми-
нимального элемента, который бы спасал му-

тантный фенотип. Мы провели attP-attB зависи-
мую интеграцию фрагмента bx PRE размером
831 пн (PRE831, 3R:16702487..16703317) в линию
Δ3.4attP и обнаружили, что он полностью восста-
навливает bx фенотип до дикого типа. Это свиде-
тельствует о том, что данный элемент способству-
ет взаимодействию энхансеров с промотором
Ubx, в то время как вариабельный сайт dCTCF яв-
ляется избыточным.

Для того чтобы проверить, имеет ли вариа-
бельный сайт dCTCF инсуляторную активность,
мы провели его интеграцию в платформу Fab-
7attp50 (рис. 1). В данной платформе удалена грани-
ца Fab-7, в результате чего регуляторные домены
iab-6 и iab-7 сливаются, и происходит преждевре-
менная активация iab-7, что приводит к лизису
шестого сегмента у самцов [13–15]. Ранее было
показано, что PRE часто располагаются в непо-
средственной близости от инсуляторов и вносят
вклад в формирование функциональной границы
[16, 17]. Поэтому для тестирования был использо-
ван фрагмент содержащего в себе bx PRE и вари-
абельный сайт dCTCF в обратной ориентации –
vCTCF+PRE (2161 п.н., 3R:16702487..16704647). У
самцов полученной линии мух полностью отсут-
ствовал шестой сегмент, что свидетельствует об
отсутствии у vCTCF+PRE инсуляторной активно-
сти.

Таким образом, полученные данные не под-
тверждают модель, согласно которой vCTCF яв-
ляется необходимым медиатором энхансер-про-
моторных взаимодействий в домене abx/bx. Более

Рис. 1. Схема организации генов и регуляторных доменов в BX-C. Показаны abx/bx, bxd/pbx и iab-2 – iab-8 домены,
ответственные за регуляцию генов Ubx, abd-A и Abd-B и за развитие парасегментов 5-13/сегментов T3-A8. Эмбриональ-
ные энхансеры Ubx представлены в виде фиолетовых прямоугольников. Поперечные линии с цветными кружками
обозначают границы. Сайты связывания исуляторных белков dCTCF, Pita и Su(Hw) на границах обозначены красны-
ми, голубым и желтыми кружками. В нижней части рисунка изображены схемы регуляторного района, содержащего
вариабельный сайт dCTCF и границы Fab-7, а также их делеции. Для Fab-7 cайты гиперчувствительности HS*, HS1,
HS2, HS3 изображены как черные прямоугольники на линии координат. Сайт гиперчувствительности bx PRE изобра-
жен как зеленый прямоугольник, а сайты для белков Pho и GAGA-фактора как оранжевые и синие овалы. Сайты attP,
lox и frt, использованные для генетических манипуляций, обозначены как белые, серые и синие треугольники.
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ИБРАГИМОВ и др.

того, данные указывают, что эту роль, вероятно,
выполняет bx PRE. Дальнейшие исследования
необходимы для изучения функции bx PRE. По-
скольку потеря bx PRE приводит лишь к слабому
фенотипу потери функции, можно предполо-
жить, что, в отличие от регуляторных доменов ге-
на Abd-B, энхансеры Ubx гораздо более автоном-
ны и в меньшей степени зависят от других регуля-
торных элементов при формировании контакта с
промотором.
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THE VARIABLE CTCF SITE FROM DROSOPHILA MELANOGASTER UBX GENE 
IS REDUNDANT AND HAS NO INSULATOR ACTIVITY

A. N. Ibragimova,#, O. V. Bylinoa, O. V. Kyrchanovaa, Y. V. Shidlovskiia, R. Whiteb, 
P. Schedlc, and Academician of the RAS P. G. Georgieva

a Institute of Gene Biology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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c Princeton University, Princeton, USA
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CTCF is the most thoroughly studied chromatin architectural protein and it is found in both Drosophila and
mammals. CTCF preferentially binds to promoters and insulators and is thought to facilitate formation of
chromatin loops. In a subset of sites, CTCF binding depends on the epigenetic status of the surrounding chro-
matin. One such variable CTCF site (vCTCF) was found in the intron of the Ubx gene, in close proximity to
the BRE and abx enhancers. CTCF binds to the variable site in tissues where Ubx gene is active, suggesting
that the vCTCF site plays a role in facilitating contacts between the Ubx promoter and its enhancers. Using
CRISPR/Cas9 and attP/attB site-specific integration methods, we investigated the functional role of vCTCF
and showed that it is not required for normal Drosophila development. Furthermore, a 2161-bp fragment con-
taining vCTCF does not function as an effective insulator when substituted for the Fab-7 boundary in the
Bithorax complex. Our results suggest that vCTCF function is redundant in the regulation of Ubx.

Keywords: insulators, CTCF, Bithorax complex, Ubx
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Важнейшим свойством живого организма является поддержание оптимального кислотно-щелоч-
ного равновесия и ионного состава внутренней среды. Почки являются одним из основных орга-
нов, регулирующих pH в организме. Рецепторная тирозинкиназа IRR (рецептор, подобный рецеп-
тору инсулина) является сенсором щелочного рН. У мышей (Mus Musculus) с нокаутом гена insrr, ко-
дирующего рецептор IRR, в условиях щелочной нагрузки наблюдается нарушение секреции
бикарбоната, что свидетельствует о роли рецепторной тирозинкиназы IRR в регуляции кислотно-
щелочного равновесия в организме. С целью поиска белков, функционально связанных с рецептор-
ной тирозинкиназой IRR, нами было проведено широкомасштабное секвенирование транскрипто-
мов почек мышей дикого типа и нокаутных по гену insrr, которых содержали в нормальных условиях
и в условиях щелочной нагрузки. В результате мы обнаружили снижение экспрессии гена gapdh в
почках мышей, нокаутных по гену insrr, в сравнении с мышами дикого типа. Данные РНК-секвени-
рования подтвердили методами TaqMan ПЦР в реальном времени и Вестерн блоттинга. Используя
метод TaqMan ПЦР в реальном времени, мы выявили снижение уровня экспрессии gapdh не только
в почках, но и в печени и мозге мышей, нокаутных по гену insrr. Таким образом, изменение экспрес-
сии гена gapdh в почках мышей, нокаутных по insrr, может свидетельствовать о функциональной
взаимосвязи генов, и о возможной роли GAPDH в ранее не описанных молекулярных механизмах
регуляции кислотно-основного баланса в организме.

Ключевые слова: gapdh, IRR, рецепторные тирозинкиназы, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа
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Одним из важнейших свойств живого организ-
ма является поддержание оптимального кислот-
но-щелочного равновесия и ионного состава
внутренней среды, необходимого для жизнедея-
тельности клеток в условиях влияния внешних и
внутренних факторов. Почки и легкие являются
основными органами, регулирующими pH в ор-
ганизме [1]. Почки регулируют кислотно-щелоч-
ное равновесие, увеличивая или снижая концен-
трацию ионов HCO3

– и H+ в жидкостях организ-

ма. Ключевую роль в этих процессах играют
вставочные клетки собирательных трубочек поч-
ки. Так, α-вставочные клетки секретируют в мочу
избыток кислоты и реабсорбируют бикарбонат в
кровь, β-вставочные клетки секретируют бикар-
бонат и реабсорбируют кислоту.

Изучение регуляции кислотно-щелочного
равновесия в организме привело к открытию pH-
чувствительных молекул, свойства и активность
которых регулируется при изменении pH среды.
Одним из сенсоров щелочного рН является ре-
цептор, подобный рецептору инсулина (IRR),
член семейства рецептора инсулина, которое так-
же включает рецептор инсулина (IR) и рецептор
инсулиноподобного фактора роста (IGF-IR) [2].
В отличие от своих близких гомологов рецепто-
ров IR и IGF-IR, которые экспрессируются в ши-
роком спектре тканей и клеток, экспрессия IRR
специфична, рецептор обнаруживается в некото-
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рых органах, в определенных типах клеток. В поч-
ке IRR экспрессируется в β-вставочных клетках
собирательных трубочек. У мышей с нокаутом по
гену insrr, кодирующему рецептор IRR, в услови-
ях щелочной нагрузки наблюдается нарушение
секреции бикарбоната, а именно вывод его с мо-
чой, что свидетельствует о роли рецепторной ти-
розинкиназы IRR в регуляции кислотно-щелоч-
ного равновесия в организме [3]. Также есть дан-
ные о том, что IRR экспрессируется в сердце и
вместе с гомологами обеспечивает систему для
стимуляции синтеза белка, обладает кардиопро-
текторными свойствами [4]. На данный момент
молекулярные механизмы, лежащие в основе
функционирования рецептора IRR, не известны.
С целью поиска белков, функционально связан-
ных с рецепторной тирозинкиназой IRR, нами
было проведено широкомасштабное секвениро-
вание транскриптома почек мышей дикого типа и
нокаутных по гену insrr, которых содержали в
нормальных условиях и в условиях щелочной на-
грузки. Данные РНК-секвенирования подтвер-
ждали методами TaqMan ПЦР в реальном време-
ни и Вестерн блоттингом.

Мыши с нокаутом гена insrr-/- были получены
ранее на основе линии мышей C57Bl/6J. Для ми-
нимизации эффекта накопления мутаций был
использован метод разведения мышей литтер-
мейтсов, потомков одного поколения гетерози-
гот. В экспериментах использовали самок мышей
дикого типа и нокаутных по гену insrr-/- одного
возраста, 3–4 мес. Животных обоих генотипов
(по 4 животных в каждой группе) содержали в
двух условиях. При нормальных условиях мышей
поили водой. В условиях щелочной нагрузки в те-
чение 7 дней в воду для питья добавляли 280 мМ
бикарбоната натрия. Показано, что при данных
условиях у мышей или крыс развивается легкий
метаболический алкалоз [5–7]. Для выравнива-
ния метаболического статуса животных за 12 ч до
извлечения органов у мышей забирали пищу, но
оставляли питье. Перед выделением органов жи-
вотных усыпляли с помощью анестезирующих
препаратов, золетил 20 мг/кг массы тела, ксила-
зин 5 мг/кг массы тела в 0.9% растворе NaCl. За-
тем мышей подвергали эвтаназии методом церви-
кальной дислокации. Эксперименты с животны-
ми проводили в соответствии с протоколом
комитета по уходу и использованию животных
(IACUC, Institutional Animal Care and Use Com-
mittee), утвержденным Комиссией по биоэтике
Института биоорганической химии им. Шемяки-
на–Овчинникова РАН (ИБХ РАН).

Был проведен сравнительный анализ тран-
скриптомов почек однопометных мышей дикого
типа и мышей с нокаутом гена insrr, который ко-
дирует рецепторную тирозинкиназу IRR, мето-
дом глубокого РНК-секвенирования. Для РНК-
секвенирования вырезали сегмент почки толщи-

ной 3 мм из серединного отдела, помещали в бу-
фер RNAlater и передавали для дальнейшего ис-
следования в ЗАО “Геноаналитика” (Россия,
Москва). Секвенирование проводили на приборе
Illumina HiSeq 2500. Считывания RNA-Seq были
сопоставлены с эталонным геномом мыши
(mm10) с помощью STAR. Для количественной
оценки уровней экспрессии всех аннотирован-
ных генов использовались считывания с уникаль-
ным картированием (Ensembl v.92). Количество
общих генов было нормализовано до CPM (коли-
чество на миллион) с помощью EdgeR. Анализ
дифференциальной экспрессии также выполня-
ли с использованием EdgeR. Статистическую об-
работку результатов исследования проводили с
помощью программного обеспечения Prism 8
(GraphPad Software, USA). Данные, полученные
для животных двух генотипов, соответствовали
критерию нормальной выборки (критерий Шапи-
ро–Уилка). Поэтому для расчета статистической
значимости двух выборок использовали t-критерий
Стьюдента, результаты считали статистически
значимыми при p < 0.05.

В результате транскриптом содержал 13 430 ге-
нов, из которых при нокауте гена insrr в нормаль-
ных условиях достоверно изменяют свою диффе-
ренциальную экспрессию 2316 генов, из них 1348
генов с увеличенной экспрессией, 968 – с умень-
шенной экспрессией. В условиях щелочной на-
грузки достоверно изменили дифференциальную
экспрессию 2879 генов, из них 1504 генов с увели-
ченной экспрессией и 1375 генов с пониженной
экспрессией у мышей, нокаутных по insrr. Полу-
ченные данные были проанализированы с помо-
щью базы данных PANTHER (pantherdb.org) для
получения сведений о биологических процессах и
сигнальных путях, в которые вовлечены гены с
измененной экспрессией при нокауте гена insrr.
Выявлены гены, связанные с сигнальным путем
рецептора гонадолиберина, рецептора холеци-
стокинина, а также гены цитокинов и белков кле-
точной адгезии. Гонадолиберин стимулирует раз-
витие преимплантационных эмбрионов мыши,
что представляет большой интерес, так как ранее
нами было показано влияние рецепторной тиро-
зинкиназы IRR на развитие преимплантацион-
ных эмбрионов мыши [8]. Среди биологических
процессов обнаружены изменения экспрессии
генов, участвующих в организации клеточных
компонентов, генов-регуляторов, которые коди-
руют ДНК- и РНК-связывающие белки, факторы
транскрипции и др. Выделили 1138 генов, вовле-
ченных в метаболические процессы клетки, сре-
ди которых множество генов, участвующих в син-
тезе метаболитов и связанных с энергетическими
процессами в клетке.

По данным, полученным в результате РНК-се-
квенирования, мы наблюдали значительное сни-
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жение экспрессии гена gapdh в почках мышей,
нокаутных по гену insrr (рис. 1а).

Ген gapdh часто используется в качестве рефе-
ренсного гена при проведении ПЦР в реальном
времени. Однако достоверная разница экспрес-
сии gapdh в двух генотипах при разных условиях
не позволяет использовать этот ген в качестве ре-
ференсного при проведении ПЦР в реальном
времени в случае мышей, нокаутных по гену insrr.
При поиске референсных генов для ПЦР в реаль-
ном времени, с помощью литературных данных
[9], были подобраны два гена, экспрессия кото-
рых по данным РНК-секвенирования не изменя-
лась у животных разного генотипа при различных
условиях – Ap3d1 и Csnk2a2. Ap3d1 – ген, кодиру-
ющий субъединицу адаптерного белка, участвую-
щего в транспорте везикул в аппарате Гольджи.
Csnk2a2 – ген, кодирующий каталитическую
субъединицу конститутивно активной се-
рин/треонин-протеинкиназы. В ходе экспери-
ментов были получены образцы РНК из почек
мышей, которую использовали для синтеза

кДНК с помощью обратной транскриптазы. По-
лученную кДНК использовали как матрицу для
ПЦР в реальном времени. Для каждого гена были
подобраны специфичные праймеры и зонд с флу-
оресцентной меткой (см. табл. 1), синтезирован-
ные компаниями Lumiprobe и ЕвроГен (Москва,
Россия), содержащие флуорофор FAM и туши-
тель BHQ1. Для дизайна праймеров использовали
программы GeneRunner, OligoExplorer, OligoAna-
lyzer. Ген Ap3d1 показал более высокий и стабиль-
ный уровень экспрессии и был выбран основным
референсным геном для подсчета данных ПЦР в
реальном времени. ПЦР в реальном времени про-
водили на приборе DTprime фирмы ДНК-техно-
логия (Россия, Москва), для каждого образца
кДНК в трех повторах. Нормализованную отно-
сительно референсного гена экспрессию рассчи-
тывали по протоколу, описанному в [10].

По данным ПЦР в реальном времени экспрес-
сия гена gapdh в почке мыши снижается на 54%
(p < 0.05) при нокауте гена insrr (рис. 1б). В усло-
виях щелочной нагрузки у нокаутных по insrr мы-

Рис. 1. а – Данные РНК-секвенирования почек мышей для гена gapdh (количество животных в каждой группе n = 4);
б – результаты ПЦР в реальном времени для образцов кДНК из почек мыши для гена gapdh (*p < 0.05). Отрезками от-
мечены значения среднеквадратической ошибки (SEM). WT – мыши дикого типа, КО – мыши, нокаутные по гену insrr.
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Таблица 1. Праймеры и зонды TaqMan для ПЦР в реальном времени

Ген Прямой праймер от 5' к 3' TaqMan зонд от от 5' к 3' Обратный праймер от 5' к 3' Размер продукта, п.н.

Ap3d1 tcagtgcctctgaaagttcc ctggaggagcagcggcgaca agagagctgtggcgcc 139

Csnk2a2 cagagctccttgtggactatca ctgcatgttagcgagcatgatattccgaa acaagctggtcatagttgtcc 129

Gapdh ttgtcagcaatgcatcct tggccaaggtcatccatgaca ctgtggtcatgagccct 115



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 505  2022

ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕCСИИ ГЕНА gapdh В ОРГАНАХ МЫШЕЙ 325

шей также наблюдалось снижение на 59% уровня
экспрессии gapdh по сравнению с мышами дико-
го типа (p < 0.05). При этом в двух условиях уров-
ни экспрессии гена gapdh оставались примерно
одинаковыми и для животных дикого типа, и для
нокаутных по insrr. Таким образом, можно пред-
положить, что изменение экспрессии гена gapdh
не связано с условиями экспериментального ал-
калоза.

Помимо анализа экспрессии мРНК, мы про-
вели анализ экспрессии GAPDH на белковом
уровне методом Вестерн блоттинга на образцах
тотальных лизатов почек мышей дикого типа и
нокаутных по гену insrr, содержащихся в нор-
мальных условиях и в условиях щелочной нагруз-
ки. В каждой группе было по 4 животных. Для по-
лучения белковых лизатов из животных извлека-
ли почки, гомогенизировали в бездетергентном
буфере на керамических шариках Lysing matrix D
(MP Biomedicals) с использованием классической
настольной системы для лизиса FastPrep-24 (MP
Biomedicals), содержащем Tris-HCl 100 мМ, кок-
тейль ингибиторов протеаз (Sigma Aldrich), PMSF
1 мМ. Затем добавляли додецилсульфат натрия
(SDS) до конечной концентрации 2%. Концен-
трацию белка определяли реагентом Coomassie
Protein Assay kit (Sigma Aldrich) согласно протоко-
лу производителя.

Белковые лизаты анализировали методом ве-
стерн блоттинга с антителами anti-GAPDH 1:1000
(SC #25778), anti-β-actin 1:5000 (Cell Signaling

#3700). Для количественного анализа вестерн
блоттинга использовали программу Fusion Solo
(Vilber Lourmat). Сигналы на блотах анализирова-
ли денситометрией. В качестве контрольного
белка использовали β-актин, экспрессия которо-
го не меняется в почках мышей обоих генотипов
в двух условиях по данным РНК-секвенирова-
ния. Определено отношение сигнала GAPDH к
актину в каждом из образцов белковых лизатов
почки. Отношение плотности сигнала пересчита-
ли в процентах, где за 100% приняли среднее зна-
чение сигнала в лизатах почки животных дикого
типа в нормальных условиях. По данным вестерн
блоттинга (см. рис. 2) было выявлено снижение
количества белка GAPDH в почках животных,
нокаутных по гену insrr как при нормальных усло-
виях (на 19%), так и в условиях щелочной нагруз-
ки (на 39%, p < 0.05).

Ген gapdh, который относится к генам “до-
машнего хозяйства”, кодирует фермент глице-
ральдегид-3-фосфатдегидрогеназу (GAPDH). Эти
гены являются конститутивными генами, кото-
рые необходимы для поддержания основных кле-
точных функций и стабильно экспрессируются
во всех клетках организма при любых условиях и
на всех стадиях развития [11]. Однако ранее были
показаны различия в уровнях экспрессии мРНК
gapdh между разными тканями. Ген gapdh экс-
прессируется во всех органах, наибольшее коли-
чество мРНК обнаруживается в тканях с актив-
ным энергопотреблением, в скелетных и сердеч-

Рис. 2. а – Вестерн-блот анализ тотальных лизатов почек мышей. Слева указано положение белковых маркеров в геле,
кДа, сверху указаны антитела, которыми производили окраску; б – количественный анализ экспрессии глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназы (количество животных в каждой группе n = 4, *p < 0.05). Отрезками отмечены значения
среднеквадратической ошибки (SEM). WT – мыши дикого типа, КО – мыши, нокаутные по гену insrr.
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ной мышцах [12]. Уровень экспрессии мРНК
GAPDH может меняться с возрастом и статусом
питания, что было показано на модели цыплят на
ранних сроках после вылупления [13]. Так же есть
сведения, что уровень мРНК гена gapdh примерно
одинаков для тканей почки, печени и мозга [14].
Далее мы провели исследования образцов кДНК
из печени и мозга мыши методом TaqMan ПЦР в
реальном времени, чтобы понять, характерно ли
снижение экспрессии гена gapdh, наблюдаемое в
почках, для других органов. Результаты показаны
на рис. 3, где видно, что снижение экспрессии ге-
на gapdh у нокаутных по insrr животных характер-
но также для печени (рис. 3а) и мозга (рис. 3б), все
изменения достоверны (p < 0.01). Для печени и
мозга показано снижение экспрессии гена gapdh
на 30.5 и 13.7% соответственно.

GAPDH хорошо известен как один из ключе-
вых ферментов, участвующих в гликолизе. Поми-
мо своей роли в гликолизе GAPDH участвует во
множестве внутриклеточных процессов, таких
как апоптоз, транспорт железа, слияние мембран,
регуляция транскрипции, транспорт везикул от
эндоплазматического ретикулума к аппарату
Гольджи, а также клеточная реакции на воздей-
ствия окружающей среды, например, при окис-
лительном стрессе или гипоксии [15]. В почке
млекопитающих показано, что GAPDH связан с
хлоридно-бикарбонатным обменником AE1
(slc4a1), который отвечает за реабсорбцию бикар-
боната в α-вставочных клетках собирательной
трубочки. Α-вставочные клетки почек отвечают

за выведение избытка кислот из организма и ре-
абсорбцию бикарбоната в кровь, участвуя таким
образом в поддержании кислотно-основного го-
меостаза. Для C-конца белка AE1 в почке харак-
терно связывание с глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназой, которое обеспечивает его локали-
зацию на мембране [16]. Исходя из этого, можно
предположить участие GAPDH в регуляции кис-
лотно-основного баланса в почке.

Показано, что GAPDH участвует во многих
событиях, которые связаны с общим процессом
передачи сигналов инсулина, включая сигналь-
ные пути белков PI3K, Akt, Rab [14]. Интересно,
что взаимодействие между GAPDH (т.е. фосфо-
рилированной формой фермента) и фосфорили-
рованным Akt в сердечной мышце крыс возника-
ет при повышении глюкозы в крови [17]. Рецеп-
торы инсулинового семейства, в том числе и IRR,
так же задействуют сигнальные пути, связанные с
PI3K и Akt белками. Снижение уровня экспрес-
сии белка GAPDH может приводить к изменению
уровня метаболизма у мышей, нокаутных по гену
insrr, о чем свидетельствуют и наши предыдущие
исследования [18]. Ранее мы показали, что у мы-
шей, несущих нокаут insrr -/-, наблюдаются пове-
денческие особенности в виде снижения агрес-
сивно-оборонительного поведения [19], что мо-
жет быть связано с изменением экспрессии ряда
генов, в том числе gapdh в мозге нокаутных мы-
шей.

Ген gapdh используется в качестве гена сравне-
ния для ПЦР в реальном времени в большинстве

Рис. 3. а – Результаты ПЦР в реальном времени для образцов кДНК из печени мыши для гена gapdh, б – результаты
ПЦР в реальном времени для образцов кДНК из печени мыши для гена gapdh (количество животных в каждой группе
n = 4, *p < 0.05). Отрезками отмечены значения среднеквадратической ошибки (SEM). WT – мыши дикого типа, КО –
мыши, нокаутные по гену insrr.
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современных исследований. Полученные в ходе
наших экспериментов данные не позволяют ис-
пользовать этот ген как референсный для анализа
экспрессии генов мышей, нокаутных по insrr. Для
животной модели, используемой в эксперименте,
нами был выбран ген Ap3d1 в качестве рефе-
ренсного. В данной работе мы показали сниже-
ние экспрессии гена gapdh в почках мышей, нока-
утных по insrr, методами РНК-секвенирования,
TaqMan ПЦР в реальном времени и Вестерн блот-
тинга, как на уровне мРНК, так и на уровне белка.
Методом TaqMan ПЦР в реальном времени мы
выявили также снижение уровня экспрессии
gapdh не только в почках, но и в печени и мозге
мышей, нокаутных по insrr. Ранее нами было по-
казано, что у мышей, нокаутных по гену insrr, при
щелочной нагрузке на организм наблюдается по-
ниженная секреция бикарбоната в мочу [20]. При
этом нокаут гена insrr приводит к снижению экс-
прессии Cl–/HCO3

–обменника SLC26A4, кото-
рый локализуется в β-вставочных клетках почеч-
ных канальцев, участвующих в секреции ионов
бикарбоната почками. Таким образом, измене-
ние экспрессии гена gapdh в почках мышей, нока-
утных по insrr, может свидетельствовать о функ-
циональной взаимосвязи генов, и о возможной
роли GAPDH в ранее не описанных молекуляр-
ных механизмах регуляции кислотно-основного
баланса в организме.
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The most important property of a living organism is the maintenance of optimal acid-base balance and the
ionic composition of the internal environment. The kidneys are one of the main pH-regulating organs in the
body. Receptor tyrosine kinase IRR (an insulin receptor-like receptor) is an alkaline pH-sensor. In mice (Mus
Musculus) with a knockout of the insrr gene encoding the IRR receptor, under conditions of alkaline loading,
a violation of bicarbonate secretion is observed, which indicates the role of the receptor tyrosine kinase IRR
in the regulation of acid-base balance in the body. In order to search for proteins functionally associated with
the receptor tyrosine kinase IRR, we performed a large-scale sequencing of the kidney transcriptome of wild-
type and insrr knockout mice, which were kept under normal conditions and under alkaline conditions. As a
result, we found a decrease in gapdh gene expression in the kidneys of insrr knockout mice compared to wild-
type mice. RNA sequencing data were confirmed by TaqMan real-time PCR and Western blotting. Using the
TaqMan real-time PCR method, we revealed a decrease in the level of gapdh expression not only in the kid-
neys, but also in the liver and brain of insrr knockout mice. Thus, changes in gapdh gene expression in the
kidneys of insrr knockout mice may indicate a functional relationship between genes and a possible role of
GAPDH in previously undescribed molecular mechanisms of regulation of acid-base balance in the body.
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