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Несмотря на активно проводимые исследования, значительная часть больных эпилепсией страдает
фармакорезистентными формами заболевания. Это делает актуальным поиск новых методов лечения.
В последние годы активно обсуждается возможная роль кишечно-мозговых взаимодействий в патоге-
незе эпилепсии. Последние экспериментальные и клинические исследования показывают корреля-
цию баланса кишечной микробиоты и выраженности эпилептогенеза. При этом различные методы мо-
дификации состава микробиоты показывают существенное влияние на течение эпилепсии. Тем не ме-
нее, остается открытым вопрос основного рецепторного звена оси кишечник–мозг, выступающего в
роли интерфейса между кишечными микроорганизмами и регуляторными системами организма.
Целью настоящего обзора является анализ путей и степени вовлеченности кишечной микробиоты в
патогенез и саногенез эпилепсии. Среди таких путей выделены нервно-проводниковый, метаболит-
ный, иммунный и эндокринный. Анализ полученных на сегодняшний день данных показывает суще-
ственную роль в этих процессах рецепторов, активируемых пролифератором пероксисом (PPARs).
Экспрессия этих рецепторов в основных структурах оси кишечник–мозг, наличие их лигандов среди
метаболитов представителей микробиоты, а также описанные для агонистов некоторых PPARs проти-
восудорожная и/или нейропротекторная активность позволяют выдвинуть гипотезу о роли PPARs в
организме в качестве упомянутого выше сигнального интерфейса в оси кишечник–мозг. Отдельно в
работе рассматривается терапевтический потенциал агонистов PPARs при лечении эпилепсии.

Ключевые слова: эпилепсия, PPARs, ось кишечник–мозг, кишечная микробиота, блуждающий нерв,
кишечные гормоны
DOI: 10.31857/S0044452921040070

ВВЕДЕНИЕ

Височная эпилепсия – одно из наиболее тяже-
лых и сложно поддающихся лечению неврологиче-
ских заболеваний. Распространенность эпилепсии
в развитых странах составляет примерно 50 случаев
на 100000 населения, в менее развитых – 100 и бо-
лее случаев на 100000 человек [1].

Несмотря на активно проводимые исследова-
ния, около 30% пациентов остаются нечувстви-
тельными к применяемой терапии, что делает
чрезвычайно актуальным поиск новых методов ле-
чения. В последние годы активно обсуждается роль
питания и пищеварительной системы в патогенезе
различных видов нервно-психической патологии
[2, 4], включая эпилепсию [5–7].

Значительная часть исследований по данным во-
просам сосредоточена на изучении роли кишечной
микрофлоры в патогенезе нервных расстройств [2].
Было показано, что микробиота кишечника может
влиять на когнитивные функции, настроение, уро-
вень тревожности и депрессивности. Микробный
дисбаланс может коррелировать с различными ней-
родегенеративными расстройствами – болезнью
Альцгеймера [8, 9], болезнью Паркинсона  [10–12],
аутизмом [13], депрессией [14], рассеянным скле-
розом [15], а также предрасположенностью к при-
падкам при эпилепсии [16]. Выявлено, что частота
судорожных припадков повышена у пациентов с
сочетанной патологией – эпилепсией и синдромом
раздраженного кишечника [17]. При этом установле-
но, что патогенез последнего практически всегда свя-
зан с негативными изменениями в балансе микро-
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биоты кишечника (клинический метаанализ –
[18]). С другой стороны, А. Peng и соавт. [19] пока-
зали, что у пациентов с фармакорезистентной эпи-
лепсией значительно изменяется состав кишечной
микрофлоры, у них cущественно увеличиваются
показатели видового разнообразия микробиоты
(α-разнообразие), и отмечается увеличение содер-
жания редких представителей. Содержание бифи-
добактерий и лактобацилл коррелирует с частотой
приступов – их содержание выше у пациентов с че-
тырьмя и менее судорогами в год по сравнению с
больными, имеющими более частые приступы [19].
Изменения структуры микробиоты кишечника
были выявлены также G. Xie и соавт. [20], обследо-
вавшими 14 пациентов с рефрактерной эпилепсией
и 30 здоровых испытуемых. Кроме того значитель-
ное улучшение качества жизни и снижение часто-
ты судорог на 50% и более отмечалось у 28.9% па-
циентов с фармакорезистентной эпилепсией, по-
лучавших смесь из восьми видов бактерий:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lac-
tobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
brevis, Bifidobacterium lactis (два штамма), Streptococ-
cus salivarius subsp. Thermophiles [21].

Механизмы лечебных и побочных эффектов
другого немедикаментозного метода лечения эпи-
лепсии – кетогенной диеты – в последнее время так-
же подвергаются значительному пересмотру в кон-
тексте кишечно-мозговых взаимодействий [22].
Предполагается, в частности, что существенное сни-
жение поступления в организм перевариваемых уг-
леводов при сохранении доли пищевых волокон
при кетогенной диете может приводить к пере-
стройке микробиома кишечника, в частности, к
уменьшению доли дрожжеподобных и плесневых
грибов. Умеренное ограничение потребления бел-
ков при такой диете в свою очередь может снижать
долю гнилостных и условно-патогенных бактерий.
Тем не менее отмечены и случаи негативных изме-
нений микробиоты кишечника в случае кетоген-
ной диеты [6, 23], выражающиеся в снижении доли
полезных для здоровья бактерий, потребляющих
клетчатку. Эти нарушения объясняются, вероятно,
существенными для микробиома различиями в ра-
ционе, прежде всего пониженным содержанием в
нем пищевых волокон и высоким содержанием на-
сыщенных жирных кислот [24]. Изменение балан-
са микробиоты кишечника при кетогенной диете
может существенно сказываться на ее эффектив-
ности [25]. Совместное использование курсового
введения Lactobacillus fermentum MSK 408 кетоген-
ной диеты усиливает защитные свойства послед-
ней в мышиной модели пентилентетразоловых су-
дорог [26].

Данный обзор посвящен описанию основных
механизмов, которые могут опосредовать влияние
кишечной микробиоты и других компонентов пи-
щеварительной системы на развитие эпилептических
изменений в мозге. При этом особое внимание будет

уделено рецепторам, активируемым пероксисомны-
ми пролифераторами, в связи с широкой вовлечен-
ностью этих рецепторов в механизмы реализации
кишечно-мозговых взаимодействий и перспектив-
ностью использования агонистов данных рецепто-
ров для лечения фармакорезистентных форм эпи-
лепсии.

I. ОСЬ КИШЕЧНИК–МОЗГ В ПАТОГЕНЕЗЕ 
ЭПИЛЕПСИИ: МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ ПРОБЛЕМЫ
Одним из методических подходов при изучении

роли кишечной микробиоты в формировании
нервно-психической патологии и, в частности,
эпилепсии, является использование “стерильных”
(свободных от микробов, англ. germ-free, GF) мы-
шей. С помощью данной модели было показано
влияние послеродовой микробной колонизации на
формирование уровня тревожности [27, 28], мозго-
вых механизмов стресс-реакции [29] и нейропла-
стичности [28]. R. Konno и соавт. [30] показали, что
у GF-мышей снижается уровень циркулирующего
d-аланина, являющегося коагонистом NMDA-глу-
таматных рецепторов, после инокуляции бактерий
его уровень восстанавливается. Роль NMDA-ре-
цепторов в развитии эпилептических состояний
была показана неоднократно [31, 32]. Было также
показано, что состав микробиоты кишечника вли-
яет на формирование и функциональную актив-
ность клеток миндалины [33–35] и гиппокампа
[35] – как известно, это структуры мозга непосред-
ственно вовлечены в патогенез эпилепсии. Нару-
шения развития нервной системы у GF-мышей от-
мечаются не только в центральном, но и перифе-
рическом (энтеральном) отделе: в возрасте Р3 у них
выявляются морфологические изменения в ауэр-
баховом сплетении тощей и подвздошной кишки,
характеризующиеся снижением плотности нерв-
ных волокон, уменьшением количества нейронов в
ганглиях и увеличением доли нитрергических ней-
ронов [36], что может влиять на активность вегета-
тивной нервной системы и, как следствие, на раз-
витие эпилептических процессов в мозге.

Другой методический подход – трансплантация
фекальной микробиоты – используется как в до-
клинических, так и в клинических исследованиях.
Было показано, что трансплантация фекальной
микробиоты от здоровых к психически больным
людям приводила к уменьшению у последних де-
прессивных и тревожных симптомов. Также обна-
ружено и обратное – усиление депрессивных и тре-
вожных симптомов в результате трансплантации
микробиоты от психически больных доноров здо-
ровым реципиентам [обзор – [37]]. Z. He и соавт.
сообщают об успешном применении данного ме-
тода при лечении пациентки с болезнью Крона и
эпилепсией. Трансплантация фекальной микро-
флоры привела не только к ремиссии кишечных на-
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рушений, но и позволила предотвратить рецидивы
приступов после отмены противоэпилептических
препаратов [38].

Для изменения состава кишечной микрофлоры
применяют также антибиотики. Bercik и соавт. [39]
вводили мышам смесь из антибиотиков неомици-
на, бацитрацина и пимарицина, что приводило к
существенному изменению видового состава мик-
робиоты. У экспериментальных мышей наблюда-
лись нарушения исследовательского поведения в
темно-светлой камере и изменения продукции в
гиппокампе и миндалине нейротрофического фак-
тора мозга (BDNF), вовлеченность которого в па-
тогенез эпилепсии широко обсуждается в литера-
туре [40].

Еще один методический подход в исследовании
кишечно-мозговых взаимодействий заключается в
хроническом введении экспериментальным жи-
вотным пробиотиков (потенциально полезных
представителей кишечной микробиоты) и пребио-
тиков (не перевариваемых пищевых волокон, сти-
мулирующих рост полезных кишечных бактерий).
Этот подход был использован при изучении дей-
ствия микробиоты кишечника на нейромедиатор-
ные системы мозга, вовлеченные в патогенез эпи-
лепсии. Было показано, что Bifidobacterium infantis
может влиять на метаболизм серотонина в мозге
крыс [41]. При этом известно, что серотонин игра-
ет важную роль в патогенезе эпилепсии [42].

Интересны также исследования влияния про- и
пребиотиков на состояние глутаматергической и
ГАМК-ергической систем мозга, поскольку считает-
ся, что баланс этих нейромедиаторов играет ключе-
вую роль в индукции судорожных состояний [43].
Исследование, проведенное с помощью магнитно-
резонансной спектроскопии, показало, что хрониче-
ское введение Lactobacillus rhamnosus (JB-1) здоро-
вым самцам мышей BALB приводит к увеличению
уровня глутамата и глутамина (Glx), общего N-аце-
тиласпартата и N-ацетиласпартилглутаминовой
кислоты (tNAA), а также ГАМК в головном мозге
[44]. При этом ранее было показано, что уровень
tNAA снижен у пациентов с височной эпилепсией
[45]. Savignac и соавт. [46] исследовали эффекты
хронического введения крысам фруктоолигосаха-
ридов и галактоолигосахаридов – питательных ве-
ществ, являющихся субстратом для пробиотической
микрофлоры кишечника – лактобацилл и бифидо-
бактерий. Взрослые крысы, получавшие галактооли-
госахариды, имели более высокие уровни белка
субъединицы GluN1 NMDA-рецепторов в лобной
коре и GluN2A-субъединицы в гиппокампе по срав-
нению с контрольными животными. Введение фрук-
тоолигосахаридов увеличивало уровень GluN1 в гип-
покампе. Williams и соавт. осуществляли ежедневное
кормление новорожденных (P3-P21) крыс пребио-
тиком галактоолигосахаридом BGOS. В возрасте
P22 они выявили увеличение экспрессии генов

субъединицы GluN2A NMDA-глутаматных рецеп-
торов и мозгового нейротрофического фактора
BDNF в гиппокампе. В отношении BDNF эффект
наблюдался также на Р56 (26 дней после прекраще-
ния кормления) [47]. С другой стороны, J. Bravo и
соавт. [48] показали, что хроническое введение мы-
шам Lactobacillus rhamnosus (JB-1) приводило к изме-
нению экспрессии генов ГАМК-, B1b- и Aα2-рецеп-
торов в гиппокампе, коре и миндалине. Ключевая
роль рецепторов ГАМК в патогенезе эпилепсии
была описана неоднократно [обзор – [49]].

II. МЕХАНИЗМЫ, ОПОСРЕДУЮЩИЕ 
ВЛИЯНИЕ КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТЫ

НА МОЗГ
Среди возможных механизмов, опосредующих

влияние кишечной микробиоты на мозг, можно
выделить следующие основные пути: 1) нервно-
проводниковый; 2) иммунный; 3) нейроэндокрин-
ный; 4) прямое влияние микробных метаболитов
на нейроны мозга.

1) Нервнопроводниковый путь кишечно-мозговых 
взаимодействий

Hервнопроводниковый путь анатомически вклю-
чает кишечную нервную систему (в частности, Мейс-
снерово и Ауэрбахово сплетение), превертебральные
ганглии, симпатические и парасимпатические нер-
вы, вегетативные центры головного мозга.

Ключевую роль в данном пути играет блуждаю-
щий нерв (nervus vagus, вагус), его ядра (в первую
очередь, ядро солитарного тракта) и его проекции в
лимбические структуры мозга. Доказательства ро-
ли вагуса в кишечно-мозговых взаимодействиях
были получены в следующих исследованиях. Было
показано, что увеличение в слепой кишке концен-
трации микробного метаболита индола приводит к
активации блуждающего нерва [50]. Ваготомия по-
давляет действие пребиотического олигосахарида
грудного молока 2-фукозиллактозы на эффектив-
ность ассоциативного обучения и показатели дол-
говременной потенциации в нейронах гиппокампа
[51], а также нивелирует поведенческие эффекты
введений Lactobacillus rhamnosus (JB-1) [48]. Введе-
ние данной бактерии в просвет тощей кишки уве-
личивает частоту спонтанного возбуждения аффе-
рентных волокон брыжеечных нервов [52]. Было
показано также, что вагус опосредует положитель-
ные эффекты Lactobacillus reuteri на социальное по-
ведение в генетической модели расстройства аути-
стического спектра (мыши Shank3B –/–) [53].

С другой стороны, еще в конце 19 века было до-
казано, что стимуляция вагуса (VNS-терапия) по-
ложительно влияет на больных эпилепсией, сни-
жая вероятность возникновения эпилептических
приступов и улучшая психоэмоциональное состоя-
ние пациентов [54]. В настоящее время использова-
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ние данного метода в комплексном лечении эпилеп-
сии и депрессивных состояний разрешено в Евро-
пейском союзе и Канаде [55]. Этот метод лечения
применяется также в России и Беларуси. Механиз-
мы положительных эффектов VNS-терапии до
конца не известны, но предполагается, что они
опосредуются изменениями, происходящими в
корковых проекциях ядра солитарного тракта по-
средством повышения синаптической ативности в
клетках таламуса и таламокортикальных проек-
ций, а также снижением синаптической активно-
сти в нейронах миндалины и гиппокампа [56].

Основным нейротрансмиттером вагусной аф-
ферентной сигнализации к ядру солитарного трак-
та является глутамат [57], однако множество других
нейромедиаторов и нейропептидов также опосреду-
ют кишечно-мозговые взаимодействия на уровне ки-
шечной и вегетативной нервной систем. В частности,
это предшественники и метаболиты триптофана, се-
ротонин, ГАМК и катехоламины [33, 58], а также
пептиды (холецистокинин, субстанция P, пептид
YY, глюкагоноподобный пептид-1, грелин, леп-
тин) [59–61].

2) Роль иммунной системы
в кишечно-мозговых взаимодействиях

В желудочно-кишечном тракте сосредоточено
до 70% иммунных клеток организма, постоянно
взаимодействующих с триллионами микробов, на-
селяющих кишечник. В основном иммунные клет-
ки сосредоточены в лимфоидной ткани кишечни-
ка. Они представлены Т- и В-лимфоцитами, мак-
рофагами, тучными и дендритными клетками.

Исследования, проведенные на GF-мышах, по-
казали, что микробиота влияет на созревание им-
мунной системы хозяина, при этом введение Bacte-
roides fragilis нивелирует нарушения, наблюдаемые
у GF-животных [63]. Специфическая микробиота
направляет дифференцировку Т-хелперов, проду-
цирующих интерлейкин-17 (IL-17), в слизистой
оболочке тонкой кишки [58]. Микробная колони-
зация кишечника GF-мышей приводит к индук-
ции большого числа генов, участвующих в Т-кле-
точном иммунном ответе [64]. Дифференцировка
регуляторных Т-лимфоцитов модулируется бути-
ратом – продуктом метаболизма пробиотической
флоры кишечника, относящегося к короткоцепо-
чечным жирным кислотам (англ. Short chain fatty
acids, SCFA) [65].

Молекулярные механизмы, ответственные за вза-
имодействие микробиоты с клетками организма хо-
зяина, включают в себя множество рецепторов рас-
познавания образов, в том числе, Toll-подобные ре-
цепторы (TLR), расположенные на мембранах
иммунных клеток и клеток кишечника [66, 67].

Активация TLR четвертого типа (TLR4) приво-
дит к индукции в иммунных клетках синтеза про-

воспалительных цитокинов, в частности, интер-
лейкинов 1 и 6 (IL-1, IL-6) и фактора некроза опу-
холи α (TNFα). Причем микробиота может влиять
на изменение уровня провоспалительных цитоки-
нов не только локально (в клетках кишечника), но
и в крови, по крайней мере, при некоторых патоло-
гических состояниях. Исследование детей с неин-
фекционной диареей показало существенное уве-
личение в сыворотке их крови содержания IL-1,
IL-6, TNFα и интерлейкина 17 (IL-17). При этом
уровни IL-1, IL-6, IL-17 и TNF-α в сыворотке по-
ложительно коррелировали с численностью E. coli
и Enterococcus sp. и отрицательно коррелировали с
численностью Bifidobacterium sp. и молочнокислых
бактерий в образцах фекалий [68]. Повышение
уровня IL-1, IL-6 и TNF-α в крови приводит к уси-
лению экспрессии аналогичных белков в глиаль-
ных клетках ЦНС, что в свою очередь может спо-
собствовать развитию эпилептических процессов
[69, 70]. При этом показано, что с повышением
уровня провоспалительных цитокинов в крови и
мозге могут быть связаны не только развитие судо-
рожной активности, но и появление характерных
для эпилепсии нарушений социального и эмоцио-
нального поведения [71, 72].

3) Влияние микробиоты
на гормональные системы организма

Можно выделить два основных уровня таких
взаимодействий: первый связан с действием мик-
робиоты на эндокринные клетки эпителиальной
выстилки желудочно-кишечного тракта (энтероэн-
докринные клетки), производящие серотонин и ки-
шечные пептиды, второй – с регуляцией активности
гипоталамо-гипофизно-надпочечниковой оси.

Серотонин. Наиболее распространенные в же-
лудочно-кишечном тракте энтероэндокринные
клетки – энтерохромаффинные клетки. Они распо-
лагаются рядом с эпителием, выстилающим просвет
пищеварительного тракта. Энтерохромаффинные
клетки модулируют передачу сигналов нейронов в
кишечной нервной системе посредством секреции
серотонина и пептидов. Порядка 90% серотонина в
организме производится в кишечнике [73]. По-
скольку афферентные и эфферентные нервные во-
локна не выступают в просвет кишечника, энтеро-
хромаффинные клетки необходимы для трансдукции
сенсорного сигнала. Кишечный серотонин, действуя
в синергии с другими пищеварительными гормона-
ми, регулирует сенсорные и моторные желудочно-
кишечные рефлексы. Кроме того, он обладает про-
воспалительным действием, воздействуя на рецепто-
ры, расположенные на мембранах T- и B-лимфоци-
тов и дендритных клеток (5-HT7Rs) [74–76]. Показа-
но также влияние периферического серотонина на
углеводный и липидный обмен [74, 77].

Кишечная продукция серотонина регулирует-
ся микробиотой, эффект может опосредоваться
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SCFA-ацетатом и бутиратом [73, 78]. Действие
микробиоты может носить не только локальный,
но и системный характер. Существенное измене-
ние в крови GF-мышей уровня индолсодержащих
метаболитов, таких как индоксилсульфат и анти-
оксидант индол-3-пропионовая кислота (IPA), вы-
явлено в исследовании, проведенном методом
масс-спектрометрии. Интересно отметить, что
производство IPA зависело от микрофлоры и могло
быть скорректировано путем колонизации кишеч-
ника бактериями Clostridium porogenes [79].

Ряд данных указывает на возможное участие пе-
риферического и центрального пула серотонина в
эпилептогенезе. Уровень серотонина в крови увели-
чивается после генерализованных судорог, что поз-
воляет предположить усиление его синтеза энтеро-
хромаффинными клетками кишечника [80]. Предпо-
лагается, что циркулирующий в крови серотонин
может попадать в мозг лишь в ограниченном коли-
честве [81], однако во время интенсивных присту-
пов, таких как эпилептический статус, проницае-
мость гематоэнцефалического барьера увеличивает-
ся [82], потенциально облегчая обмен серотонина
между периферическим кровообращением и цен-
тральной нервной системой. Вовлеченность мозго-
вого серотонина в регуляцию эпилептических про-
цессов в ЦНС показана во многих исследованиях
(обзор – [42]).

Кишечные пептиды. Помимо доминирующих эн-
терохромаффинных клеток в диффузной энтероэн-
докринной системе обнаружено множество других
клеток, обладающих секреторной активностью.
В контексте рассматриваемой проблемы наиболь-
ший интерес представляют некоторые пептиды, об-
ладающие нейротропным, в том числе противосу-
дорожным или нейропротекторным действием.
Так, K-клетки кишечника секретируют глюкозоза-
висимый инсулинотропный полипептид (GIP),
стимулирующий выделение инсулина в ответ на
рецепцию жиров и углеводов. Рецепторы этого
пептида обнаружены в головном мозге [83] и в том
числе в гиппокампе, где их активация усиливает
пролиферацию прогениторных клеток субграну-
лярного слоя зубчатой извилины [84]. Повышение
экспрессии рецепторов GIP отмечается на разных
стадиях литий-пилокарпиновой модели височной
эпилепсии [85], а их агонисты показали нейропро-
текторный эффект в данной модели [86]. Вместе с
тем отмечено, что уровень этого пептида в плазме
крови растет после внутрижелудочного введения
мышам SCFA [87].

I-клетки тонкого кишечника выделяют в кровь
холецистокинин (CCK), пептидный гормон, сти-
мулирующий выделение желчи и панкреатическо-
го сока, а также вызывающий чувство сытости.
При этом нужно отметить, что как рецепторы к хо-
лецистокинину, так и сами холецистокинин-поло-
жительные интернейроны обнаружены в мозге, в

том числе, в гиппокампе [88]. Этот факт суще-
ственно затрудняет оценку вклада этого гормона в
реализацию кишечно-мозговых взаимодействий.
Тем не менее уменьшение плотности CCK-имму-
нореактивных волокон наблюдается в зубчатой из-
вилине в модели височной эпилепсии [89]. Отме-
чено, что у GF-мышей концентрация CCK в ки-
шечнике снижена [90].

Пептид нейротензин, секретируемый N-клетками
тонкого кишечника, также имеет центральный пул.
Аналоги нейротензина обладают антиконвульсант-
ным действием [91]. L-клетки толстого кишечника
выделяют еще два пептидных гормона – глюкого-
ноподобный пептид-1 (GLP-1) и пептид YY (PYY).
В отдельных исследованиях установлено, что дан-
ные пептиды обладают выраженным влиянием на
мозг и могут играть существенную роль в патогене-
зе эпилепсии. В частности, пептид YY является
естественным лигандом рецепторов нейропептида
Y (Y1R и Y2R). Активация этих рецепторов оказы-
вает противосудорожный и нейропротекторный
эффект в экспериментальных моделях эпилепсии
[92], а нарушение экспрессии Y1R и Y2R в мозге
отмечается у пациентов с фокальной кортикальной
дисплазией – распространенной причиной фарма-
корезистентной эпилепсии [93]. В свою очередь,
активация центральных рецепторов GLP-1 усили-
вает долговременную потенциацию в гиппокампе,
стимулирует нейрогенез и оказывает нейропротек-
торное действие [94]. Отмечено, что у GLP-1R-но-
каутных мышей развиваются более тяжелые судо-
роги и нейрональные повреждения после введения
конвульсанта каината [95]. Уровень экспрессии
GLP-1 коррелирует с изменениями состава кишеч-
ной микробиоты. Применение пробиотика Lacto-
bacillus reuteri усиливает секрецию GLP-1 у здоровых
людей после введения глюкозы [96]. Использование
галактоолигосахаридов увеличивает секрецию GLP-1
и PYY [97].

Степень проникновения обсуждаемых пепти-
дов через гематоэнцефалический барьер остается
малоизученной. Тем не менее показано, что при
наличии центральных рецепторов GIP мРНК са-
мого пептида в мозге не обнаружено [83]. Вероят-
но, проникновение через гематоэнцефалический
барьер происходит в циркумвентрикулярных обла-
стях. Это предположение доказано, в частности, для
GLP-1 [98] и для нейротензина [99]. Кроме того, для
многих нейротропных кишечных пептидов показано
опосредованная реализация их влияния на структуры
мозга через активацию собственных рецепторов на
афферентных волокнах вагуса [100, 101].

Увеличение синтеза и высвобождение GLP-1 и
PYY может происходить под действием, SCFA, вы-
деляемых микробиотой [103–104].

Регуляция активности гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковой системы. Выраженность припадков
у животных в различных моделях эпилепсии также
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существенно зависит от уровня гормонов стресса
[105, 106]. При этом стресс-реактивность связана с
составом микробиоты (обзор – [107]). GF-мыши по-
казывают повышенную стресс-реактивность (увели-
чение уровня кортикостерона и АКТГ) в условиях
иммобилизации, заражение их Bifidobacterium in-
fantis нивелирует эти нарушения [30]. У чувстви-
тельных к стрессу GF-крыс линии F344 в условиях
умеренного стресса (при помещении в новое про-
странство) также отмечается более выраженное
увеличение уровня кортикостерона в крови, изме-
нения экспрессии генов кортикотропин-рили-
зинг-фактора в гипоталамусе и глюкокортикоид-
ных рецепторов в гиппокампе [108].

Пре- и пробиотики могут влиять на уровень сте-
роидных гормонов и их динамику при стрессе.
У людей пребиотики галактоолигосахариды сни-
жали уровень кортизола в слюне, измеренный сра-
зу после пробуждения [109]. Схожие результаты
были получены у испытуемых, принимавших ком-
бинированный препарат пробиотиков из Lactoba-
cillus helveticus R0052 и Bifidobacterium longum R0175,
при измерении кортизола в моче [110]. Еще одно
исследование было проведено с использованием
бактерии Bifidobacterium longum 1714, которая рас-
сматривается как психобиотик, т.е. пробиотик,
способный влиять на поведение и когнитивные
функции. В ситуации стресса (испытуемые опуска-
ли руки в ледяную воду) люди, принимавшие дан-
ный препарат в течение четырех недель, показали
меньшее увеличение кортизола в слюне по сравне-
нию с нелечеными испытуемыми [111]. В экспери-
менте, проведенном на мышах, введение Bifidobacte-
rium breve CCFM1025 в течение 5 нед уменьшало из-
менения, вызванные непредсказуемым стрессом:
поведенческие нарушения, увеличение уровня
кортикостерона и TNFα в крови, уровня IL-1β в
гиппокампе, изменения продукции кортикотро-
пин-рилизинг-фактора в гипоталамусе и экспрессии
генов глюкокортикоидных рецепторов в гиппокампе
[112]. Было показано также, что стресс-индуцирован-
ное увеличение уровня кортикостерона может быть
ослабленно введением SCFA [113]. При этом нужно
отметить, что связь между гипоталамо-гипофизар-
но-надпочечниковой системой и кишечной мик-
робиотой носит двунаправленный характер, по-
скольку стресс в свою очередь влияет на состояние
и видовой состав микробиоты, что было выявлено
у взрослых животных [114, 115] и у потомства стрес-
сированных самок [116].

4) Прямое влияние микробных метаболитов
на нейроны мозга

Еще одним путем взаимодействия кишечной
микробиоты с мозгом является прямое влияние
микробных метаболитов на нейроны мозга. К та-
ким соединениям можно отнести, в частности, ко-
роткоцепочечные жирные кислоты (SCFA–ацетат,

пропионат, бутират и др. [117]), которые произво-
дятся микробиотой в толстом кишечнике при фер-
ментации пищевых волокон, причем микроорга-
низмы различаются по способности продуциро-
вать SCFA, а состав микробиоты зависит от диеты
[118, 119]. SCFA могут непосредственно действо-
вать на нейроны, что было показано на культуре
клеток, выделенных из узловатого ганглия вагуса
[120]. Также возможно прямое, не опосредованное
вегетативной нервной системой, действие SCFA на
клетки ЦНС, поскольку, попав в кровь, они могут
в ограниченном количестве проникать в мозг,
влияя на активность центральных нейронов [121].
SCFA являются лигандами рецепторов, активируе-
мых пролифераторами пероксисом (PPARs) [122],
о которых речь пойдет ниже.

III. РЕЦЕПТОРЫ, АКТИВИРУЕМЫЕ 
ПРОЛИФЕРАТОРОМ ПЕРОКСИСОМ,
И ИХ ЛИГАНДЫ КАК ВОЗМОЖНЫЕ 

РЕГУЛЯТОРЫ ФОРМИРОВАНИЯ 
ЭПИЛЕПТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ В МОЗГЕ

Как уже было сказано выше, важную роль в ки-
шечно-мозговых взаимодействиях и механизмах
нейропротекторного действия модификации кишеч-
ной микробиоты могут играть SCFA, которые явля-
ются естественными лигандами рецепторов, активи-
руемых пролифератором пероксисом (PPARs).
PPARs – это ядерные транскрипционные факторы,
регулирующие экспрессию целого ряда генов,
участвующих в обмене углеводов и липидов, в раз-
витии воспалительных реакций и других процес-
сах, включая клеточную дифференцировку и апо-
птоз [123–125].

Семейство PPARs включает три типа рецепто-
ров: PPARα, PPAR β/δ и PPARγ [126], которые от-
личаются друг от друга по распределению в тканях,
некоторой специфичности лигандов и физиологи-
ческих функций [127]. Экспрессия PPARs выявлена в
различных клетках организма, включая кишечник и
мозг. В клетках нервной системы она обнаружена у
разных биологических видов: крыс [128], мышей и
человека [129]. PPARs обнаружены в нейронах
[130–133], олигодендроцитах [133, 134], микроглии
[135] и астроцитах [136, 137]. При этом отмечается
региональная специфичность экспрессии PPARα,
PPARγ и PPAR β/δ в мозге [128]. В частности, экс-
прессия PPARγ повышена в таких областях, как ко-
ра, обонятельный бугорок, ядра таламуса и ретику-
лярная формация [128].

PPARs представляют большой интерес как один
из основных интерфейсов взаимодействия кишеч-
ной микробиоты и центральных регуляторных си-
стем организма (рис. 1).

Прежде всего, важно отметить высокую степень
экспрессии рецепторов как в кишечнике, так и в го-
ловном мозге [127]. Кроме того, как было сказано вы-
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ше [123], PPARs могут быть активированы SCFA
микробиоты кишечника, причем как в кишечнике,
так и в головном мозге. PPARs также могут играть су-
щественную роль в организации нервно-проводни-
кового пути кишечно-мозговых взаимодействий на
всех уровнях: окончаний афферентных волокон в
кишечнике, периферических ганглиев вагуса, ядра
солитарного тракта и его проекций в различных об-
ластях мозга. Так, активация в кишечнике PPARα
эндогенным агонистом олеоилэтаноламином
приводит к изменениям в уровне экспрессии ре-
цепторов дофамина в стриатуме только в услови-
ях интактного вагуса [138], что указывает на вовле-
ченность PPARα в регуляцию активности аффе-
рентных волокон блуждающего нерва. Доказано,
что экспрессия PPARγ в нижнем ганглии вагуса
связана с характером питания [139]. Показано так-
же, что стимуляция блуждающего нерва после мо-
делирования ишемического инсульта у крыс уве-
личивает экспрессию PPARγ в перифокальных об-
ластях коры [140]. Эти данные указывают на то, что

микробиота за счет активация PPARs может моду-
лировать активность афферентов блуждающего
нерва, что, учитывая доказанную эффективность
VNS-терапии, может сказываться на эпилептоге-
незе. Вместе с тем PPARs могут регулировать
синтез кишечных пептидов, предположительно
вовлеченных в патогенез эпилепсии, поскольку
показано, что увеличение синтеза и высвобожде-
ние GLP-1 и PYY может происходить под действи-
ем SCFA, выделяемых микробиотой [103–104].
Выявлено также, что выделение GLP-1 в кишечни-
ке стимулируется агонистами PPARβ/δ [141]. На-
конец, наличие экспрессии PPARγ в гипоталамусе,
гипофизе и надпочечниках и ее увеличение в моде-
ли иммунного стресса (ЛПС-индуцированной ли-
хорадки) [142] указывают на возможную вовлечен-
ность PPARs в стресс-модулирующие эффекты
микробиоты кишечника, в том числе, при эпилеп-
сии.

Рис. 1. Схема основных путей оси кишечник–мозг в условиях эпилептогенеза и роль PPARs в них. I – нервно-проводни-
ковый путь; II – иммунный путь; III – нейроэндокринный путь; IV – прямой метаболитный путь; SCFA – короткоцепо-
чечные жирные кислоты; CCK – холецистокинин; GLP-1 – глюкогоноподобный пептид-1; GIP – глюкозозависимый ин-
сулинотропный полипептид; PYY – пептид YY; IL-1 – интерлейкин 1; IL-6 – интерлейкин 6; IL-17 – интерлейкин
17; TNFα – фактор некроза опухоли α; PPARs – рецепторы, активируемые пероксисомным пролифератором.
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Большой интерес представляет тот факт, что ак-
тивация PPARs приводит к подавлению воспали-
тельных процессов [143] – важного патофизиоло-
гического механизма эпилепсии [144]. Свидетель-
ство того, что PPARs играют роль в воспалении,
было продемонстрировано на мышах, нокаутных
по гену PPARα. Макрофаги этих мышей демон-
стрируют повышенный ответ на действие провос-
палительных стимулов [145]. Лиганд-индуциро-
ванная активация PPARα и PPARγ ингибирует
продукцию многих медиаторов воспаления (про-
воспалительных цитокинов IL-1, IL-6, TNF-α и
других) в иммунных и иных клетках организма
[146], включая микроглию [147] и астроциты [148].
Эти эффекты могут быть опосредованы через инги-
бирование экспрессии провоспалительных генов, в
частности, NF-κB и AP-1 [149]. С другой стороны,
активация PPARα приводит к усилению экспрессии
гена противовоспалительного цитокина – есте-
ственного антагониста рецепторов IL-1 (IL-1ra)
[150], способного ослаблять развитие судорог и со-
путствующих нарушений поведения при эпилеп-
сии [71].

Еще одним возможным механизмом участия
PPARs в эпилептогенезе может быть их вероятное
влияние на уровень глутамата в синаптической ще-
ли: было показано, что PPARγ усиливает продук-
цию астроглиального транспортера глутамата GLT-1
(EAAT2) [151], необходимого для удаления глута-
мата из синаптической щели.

Нейропротекторное действие агонистов PPARγ
было показано в модели острых судорог, индуциро-
ванных пентилентетразолом [147] и в хронической
литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии
[153–155]. В частности, было выявлено, что исполь-
зование агониста PPARγ росиглитазона в литий-пи-
локарпиновой модели эпилепсии предотвращает ко-
гнитивный дефицит, активацию астроцитов и раз-
витие спонтанных рецидивирующих судорог [153,
154], снижает воспалительную реакцию микроглии
[155, 156], уменьшает оксидативный стресс [155],
ингибирует воспалительные реакции в гиппокампе
[155] и подавляет NMDA-опосредованные эпилеп-
тиформные разряды [157]. Также показано, что фе-
нофибрат и безафибрат, агонисты PPARα, проявля-
ют противосудорожные свойства в пентилентеразо-
ловой и литий-пилокарпиновой моделях [158, 159].

Эти данные позволяют рассматривать агонисты
PPAR как перспективные препараты для лечения
фармакорезистентной эпилепсии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на активно проводимые исследова-
ния, значительная часть больных эпилепсией стра-
дает фармакорезистентыми формами заболевания.
Опубликованные данные указывают на возмож-
ную вовлеченность кишечно-мозговых взаимодей-

ствий в модуляцию эпилептогенеза. Появляются
данные о нейропротекторных свойствах конкретных
про- и пребиотиков в регуляции эпилептических
процессов. Систематизируются данные о путях и ме-
ханизмах, опосредующих влияние кишечной микро-
биоты на мозг. В рамках данной проблемы одним из
наиболее перспективных направлений является
исследование свойств лигандов рецепторов, акти-
вируемых пролифератором пероксисом. Благодаря
своим противовоспалительным и нейропротектор-
ным свойствам PPARs могут быть потенциальны-
ми терапевтическими мишенями для лечения эпи-
лепсии [160], а их экспрессия в органах и тканях
указывает на возможную вовлеченность в реализа-
цию кишечно-мозговых взаимодействий, в том
числе, в условиях эпилептогенеза.

При этом ряд актуальных вопросов в этом направ-
лении остается нерешенным. В частности, основные
экспериментальные исследования в моделях эпилеп-
сии выполнены с применением агонистов PPARα и
PPARγ, но действие агонистов PPARβ/δ на процес-
сы эпилептогенеза остается малоизученным. В ли-
тературе практически отсутствуют данные о дина-
мике экспрессии генов PPARα, PPARγ и PPARβ/δ
в клетках нервной системы в ходе эпилептогенеза.
Аналогично, накоплено недостаточно данных об
экспрессии PPARs в толстом кишечнике и перифе-
рической нервной системе при применении их аго-
нистов, модификации кишечной микробиоты, а
также в условиях эпилептогенеза.

Понимание данных вопросов необходимо для
разработки эффективных схем терапии эпилепсии и
судорожных состояний, в связи с чем они должны
быть разрешены в ходе дальнейших исследований.
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THE GUT-BRAIN AXIS AND PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED 
RECEPTORS IN THE REGULATION OF EPILEPTOGENESIS

O. E. Zubarevaa and T. B. Melik-Kasumovb

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

b Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus,
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A large proportion of patients with epilepsy suffer from pharmacoresistant forms of the disease, and this makes
the search for new treatments urgent. The possible role of gut-brain interactions in the pathogenesis of epilepsy
is widely discussed. Recent experimental and clinical studies show a correlation between the balance of gut mi-
crobiota and the severity of epileptogenesis. Various methods to modify the microbiota composition demonstrate
its significant impact on the clinical course of epilepsy. Nevertheless, the question remains open as to the basic
receptor element of the gut-brain axis, a sort of an interface between the gut microorganisms and the body’s reg-
ulatory systems.
This review aims to analyze the pathways and levels of gut microbiota involvement in the pathogenesis and sano-
genesis of epilepsy. Among these pathways, the neural, metabolic, immune, and endocrine pathways are distin-
guished. Analysis of the data obtained to date shows a significant role for peroxisome proliferator-activated re-
ceptors (PPARs) in these processes. The expression of these receptors in the main structures of the gut-brain axis,
the presence of their ligands among the metabolites of microbiota, as well as anticonvulsant and/or neuroprotec-
tive activities described for some PPAR agonists, allow a hypothesis to be proposed on the role of PPARs as the
above-mentioned signaling interface in the gut-brain axis. Separate attention is paid to the therapeutic potential
of PPAR agonists in epilepsy treatment.

Keywords: epilepsy, PPARs, gut-brain axis, gut microbiota, vagus nerve, gut hormones
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Общеизвестно, что глубокая гипотермия приводит к нарушениям в работе сердца вплоть до полной
остановки, в то же время гипотермия может предотвращать гипоксические повреждения. При этом
значительная часть работ, посвященных глубокой гипотермии, проведена на крысах и мышах, миокард
которых значительно отличается от человеческого. В данной работе мы исследовали влияние глубокой
гипотермии на ритмоинотропные явления в миокарде морской свинки, который во многом схож с
миокардом человека. Проведено исследование зависимости частота–сила, эффекта потенциации пау-
зой и частотно-зависимого ускорения расслабления в диапазоне 0.1–3.0 Гц в папиллярных мышцах
правого желудочка морской свинки, при температурах 30, 20 и 10°С. Показано, что при охлаждении до
температуры 10°С включительно сохраняется положительная зависимость частота–сила, в формиро-
вании которой ведущую роль играет Са2+ ток L-типа, что говорит о том, что данный механизм сохра-
няет свою функцию даже в условиях глубокой гипотермии. Эффект потенциации паузой сохраняется
до 20°С включительно, при дальнейшем охлаждении потенциация сменяется спадом. Данный факт
может свидетельствовать о том, что при 10°С нарушается функционирование саркоплазматического
ретикулума, что проявляется в инвертировании эффекта потенциации паузой. Эффект частотно-зави-
симого ускорения кинетики сокращения также сохраняется до 20°С включительно. Это может служить
подтверждением того, что проявление данного эффекта в миокарде связано с работой саркоплазмати-
ческого ретикулума. Таким образом, нами было обнаружено, что среди исследованных нами частотно-
зависимых эффектов есть блокируемые глубокой гипотермией (эффект потенциации паузой и частот-
но-зависимое ускорение расслабления) и устойчивые к данному воздействию (зависимость, частота,
сила), что может отражать различия в температурной чувствительности лежащих в их основе Са2+

транспортирующих механизмов.

Ключевые слова: сердце, папиллярная мышца, сила сокращения, ритмоинотропные отношения, мор-
ская свинка
DOI: 10.31857/S0044452921040021

ВВЕДЕНИЕ
Частота сокращений сердца (ЧСС) является од-

ним из важнейших показателей работы миокарда.
Помимо этого, показано, что ЧСС является также
важным внутренним регулятором, позволяющим
адаптировать производительность сердца согласно
потребностям организма. В миокарде большинства
млекопитающих рост ЧСС ведет к увеличению си-
лы сокращения (положительный инотропный эф-

фект) [1]. Исключение составляет миокард крыс и
мышей, для которых описан двухфазный тип зави-
симости частота–сила (ЧС) [2, 3]. Особый интерес
представляет сердце зимоспящих, способное ме-
нять тип зависимости ЧС в различных физиологи-
ческих состояниях [4–7], и патологический мио-
кард, демонстрирующий отсутствие роста силы со-
кращения или ее снижение при увеличении
частоты стимуляции [8, 9].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Также увеличение ЧСС ведет к ускорению ки-
нетики сокращения (положительный лузитропный
эффект) – так называемое частотно-зависимое
ускорение релаксации, что позволяет поддержи-
вать нормальную наполняемость желудочков в
здоровом миокарде [9, 10].

Еще одним важным показателем работы мио-
карда является эффект потенциации паузой, кото-
рый может служить не только качественным пока-
зателем содержания Са2+ в саркоплазматическом
ретикулуме (СР) [12], но и важным диагностиче-
ским признаком [13–15].

Все эти явления в миокарде могут меняться в
различном сочетании при развитии патологии [10,
14, 16].

Широко известно кардио-, и нейропротектив-
ное влияние умеренной гипотермии как в экспери-
ментальных моделях [17, 18], так и в клинической
практике [19]. С другой стороны, более глубокое
охлаждение ведет к нежелательным явлениям в
миокарде, таким как перегрузка клеток кальцием,
рост напряжения покоя, нарушение проводимо-
сти, фибрилляция желудочков и др. [20–23].

В качестве объекта исследования нами был вы-
бран миокард морской свинки, который по своим
ритмоинотропным характеристикам гораздо бли-
же к миокарду человека, чем миокард крысы или
мыши [1]. Существующие исследования гипотер-
мии миокарда морской свинки и животных, сход-
ных по типу ритмоинотропных отношений, как
правило, проводились при одной частоте стимуля-
ции, при этом нижняя граница гипотермии была
близка к 20°С [22, 24, 25]. В исследованиях, охваты-
вающих более широкий частотный диапазон, на-
против, весьма ограниченными были изменения
температуры всего 7°С [26]. Также значительная
часть исследований по данной тематике была про-
ведена на крысах или мышах, миокард которых
имеет значительные отличия по сравнению с мио-
кардом человека [27, 28]. Таким образом, ритмо-
инотропные характеристики миокарда морской
свинки в условиях глубокой гипотермии остаются
малоисследованными.

Понимание отдельных механизмов устойчиво-
сти ткани миокарда к охлаждению и их взаимосвязь
могут помочь в дальнейшем для минимизации нега-
тивных последствий гипотермии, в первую очередь
снижения сократимости. Задачей данного исследо-
вания было изучить влияние глубокой гипотермии
(10°С) на следующие частотно-зависимые явления в
миокарде морской свинки: зависимость частота–
сила, эффект потенциации паузой и частотно-зави-
симое ускорение релаксации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводились (в соответствии с

требованиями Европейской конвенции по защите
животных 1986, 86/609/EEC) на папиллярных
мышцах (ПМ) правого желудочка морских свинок.
В экспериментах использовали морских свинок
породы Агути (n = 19, самцы, возраст 4–6 недель,
вес 200–250 г). Животных содержали в виварии
ИБК РАН в стандартных условиях в соответствии с
правилами по устройству, оборудованию и содержа-
нию экспериментально-биологических клиник (ви-
вариев): в проветриваемых помещениях, исключаю-
щих возникновение сквозняков, резких перепадов
температур. Световой режим составлял 12 ч света и
12 ч темноты, режим кормления – ad libitum. Темпе-
ратуру воздуха поддерживали в пределах 18–21°C.

Всех морских свинок, отобранных в экспери-
мент, доставляли в экспериментальное помещение
из вивария не менее чем за 1 ч до его начала. Жи-
вотных предварительно наркотизировали диэтило-
вым эфиром (Diethylether). Выделенное сердце по-
мещали в раствор Тироде (20°С) следующего соста-
ва (мМ): NaCl, 135; KCl, 4; MgCl2, 1; CaCl2, 1.8;
NaHCO3, 13.2; NaH2PO4, 1.8; глюкоза, 11; (pH 7.4).
Раствор аэрировали газовой смесью: О2(95%) +
+ СО2 (5%). Выделение ПМ, стимуляцию и изме-
рение амплитуды сокращения в изометрическом
режиме проводили по ранее описанной методике
[29] при температуре перфузирующего раствора
30 ± 0.1°С. Диаметр папиллярных мышц варьиро-
вал от 0.6 до 1.0 мм, а длина – от 1.0 до 3.0 мм. Для
исследования их механической активности ис-
пользовали автоматизированную установку на ос-
нове персонального компьютера и плат АЦП-ЦАП
(L-Сard 154 и L-Card E14–440). Механическую ак-
тивность мышц регистрировали с помощью меха-
нотрона 6Х–2М. В начале каждого опыта препарат
стимулировали прямоугольными импульсами (на-
пряжение 5 В, длительность 5 мс, силой тока, в
2 раза превышающей пороговую) частотой 1 Гц в
течение 1 ч для стабилизации силы сокращения.

Зависимость “частота–сила” в изометрическом
режиме регистрировали в интервале частот стиму-
ляции от 0.1 до 3.0 Гц. При построении зависимо-
сти ЧС величину силы сокращения для каждой из
частот стимуляции в исследуемом диапазоне выра-
жали в процентах по отношению к ее величине на
частоте стимуляции 1 Гц при 30°С, принимаемой
за 100% [5, 7].

Регистрация эффекта паузы. На фоне постоян-
ной стимуляции с заданной частотой, при которой
сила сокращения находится на стабильном уровне
(базовое сокращение), вносится пауза в стимуля-
ции, что приводит к потенциации первого после
паузы сокращения (тестового). Величину эффекта
выражали в процентах по отношению к силе сокра-
щения на базовой частоте стимуляции (3 Гц при
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30°С и 0.3 Гц для 20 и 10°С). Данные проверяли на
нормальность распределения при помощи теста
Шапиро–Уилка. Достоверность полученных ре-
зультатов оценивали с помощью парного теста
Стьюдента и однофакторного дисперсионного анали-
за (one way ANOVA) (по уровню значимости p < 0.05).
Данные представлены как средние значения ±
стандартная ошибка среднего. Статистический
анализ данных проводили с использованием паке-
та статистических программ Microsoft Excel 2019 и
GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Частота–сила

При температуре 30°С в диапазоне 1–3 Гц на-
блюдался рост силы сокращения ПМ в 7.5 ± 1.3 ра-
за относительно 1 Гц (рис 1a, 1b). Данный тип зави-
симости ЧС характерен для здорового миокарда
большинства млекопитающих [1] и морских сви-
нок, в частности [30]. При понижении температу-
ры до 20°С происходит рост силы сокращения ПМ,
как описано в литературе для миокарда морской
свинки [24, 31] и для большого числа других живот-
ных: собак [32], кроликов и крыс [25]. С увеличе-
нием частоты стимуляции, начиная с 0.4 Гц сила
сокращения ПМ увеличивается при переходе к
каждой последующей частоте, в итоге увеличива-
ясь в 5.5 ± 1.1 раза от 0.1 к 1 Гц (рис. 1a, 1c). Помимо
этого, как видно из рис. 1, при понижении темпе-
ратуры положительная ветвь зависимости ЧС сме-

щается влево, в область более низких частот, что
сходно с результатами, полученными в условиях
умеренной гипотермии на крысах [27], мышах [28]
и кроликах [26]. При дальнейшем охлаждении до
10°С переход с 0.1 до 0.2 Гц не сопровождается ро-
стом силы сокращения, и лишь при увеличении ча-
стоты стимуляции до 0.3 Гц происходит достовер-
ное увеличение силы сокращения в 2.0 ± 0.5 раза от
0.1 к 0.3 Гц (рис. 1a, 1d). Следует отметить, что 5 из
12 ПМ утрачивали способность к сокращению при
достижении 10°С (при этом увеличение порога не
приводило к восстановлению сокращений). Пред-
полагаем, что причиной подобной неоднородности
могут быть индивидуальные особенности миокарда
животных, для установления которых необходимы
дальнейшие исследования по изучению корреляции
между физиологическим ответом ткани на гипотер-
мию и качественным и количественным составом
основных белков участвующих в электромеханиче-
ском сопряжении в миокарде.

Сохранение положительной зависимости ЧС во
всем исследованном диапазоне температур может
свидетельствовать о сохранении значительной ро-
ли Са2+ тока L-типа в активации сокращения [2].
Для подтверждения этого предположения были
проведены опыты с использованием блокатора
Са2+ каналов L-типа нифедипином (2 мкМ). Как
видно из рис. 2a и 2b при температуре 30°С нифе-
дипин в значительной степени снижает силу со-
кращений на 77 ± 11% и 89 ± 3% при частоте стиму-
ляции 1 и 3 Гц соответственно, на 20°С (рис. 2c, 2d)

Рис. 1. Влияние температуры на зависимость частота–сила в папиллярных мышцах правого желудочка морской свинки
(n = 12). Кривые зависимости силы сокращения от частоты стимуляции (a). По оси ординат: сила изометрического сокра-
щения по отношению к частоте стимуляции на 1 Гц при 30°С, принимаемой за 1. По оси абсцисс: частота стимуляции, Гц.
Данные представлены как средние значения ± ошибка среднего (* – достоверное отличие от начальной частоты для каж-
дой температуры p < 0.05). Оригинальные записи сокращений при температуре 30(b), 20(с) и 10°С (d).
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это снижение составляет 91 ± 2% и 95 ± 1% при ча-
стоте стимуляции 0.1 и 0.3 Гц соответственно. Также
предобработка нифедипином препятствует форми-
рованию положительной зависимости ЧС при обе-
их исследованных температурах. В целом получен-
ные данные подтверждают предположение о том,
что Са2+ ток L-типа играет ведущую роль в форми-
ровании положительной зависимости ЧС при тем-
пературах 20 и 30°С. Следует отметить, что по на-
шим предварительным данным при достаточно
низкой температуре такой, как 10°С, может быть
существенно замедлено действие блокатора, при
этом выход эффекта на плато может занять дли-
тельное время, что само может вносить погреш-
ность в получаемые результаты. Также, согласно
данным литературы, в таких условиях необходимо
использовать значительно более высокие концен-
трации нифедипина, что может сказаться на селек-
тивности его воздействия [33]. Таким образом, не-
обходимо более детальное исследование особенно-
стей эффектов нифедипина на силу сокращения
при 10°С и, возможно, поиск более подходящих
подходов для блокирования Са2+ тока L-типа.

Существуют два основных источника поступле-
ния внеклеточного Са2+ в кардиомиоциты – Са2+

ток L-типа и натрий-кальциевый обменник(NCX).
Натрий-кальциевый обменник может напрямую
поставлять Са2+ в цитоплазму в обратном режиме,
во время потенциала действия [34]. Такому функ-
ционированию NCX может способствовать повы-
шенное накопление внутри клетки ионов Na+ под
воздействием гипотермии [35] и возрастающей ча-
стоты стимуляции [36]. Также NCX способен акти-
вировать сокращение миокарда при возобновле-
нии электрической стимуляции в условиях блоки-
рования Са2+ тока L-типа и саркоплазматического
ретикулума [37]. Помимо этого рост силы сокраще-
ния может происходить в результате того, что ак-
тивность прямого режима NCX значительно падает
[31], давая возможность закачать большее количе-
ство Са2+ в СР. Положительный инотропный эф-
фект угнетения прямого режима NCX сопровожда-
ется трансформацией зависимости ЧС из положи-
тельной в отрицательную [30]. Таким образом, NCX
может вносить свой вклад в рост силы сокращения
при охлаждении и увеличении частоты стимуляции,
но не является основным механизмом, в противном
случае это отразилось бы на зависимости ЧС.

Несмотря на то что Са2+ ток L-типа играет веду-
щую роль в формировании положительной ветви
ЧС [2] и роста силы сокращения в ответ на охла-
ждение [25, 38], ситуация с ним выглядит неодно-
значной. В миокарде морской свинки были пока-
заны как снижение Са2+ тока с увеличением часто-
ты стимуляции [39], так и его рост с последующим
подавлением [40]. С понижением температуры ам-

плитуда Са2+ тока в кардиомиоцитах кролика сни-
жается, однако замедляется его инактивация и об-
щее количество Са2+, вошедшего в клетку, остается
на уровне, близком к исходному [41]. Для миокарда
морской свинки также было показано снижение
пиковых значений Са2+ тока, которое, однако,
не отменяло роста силы сокращения и выброса
Са2+ из СР, вызванного гипотермией [24, 42]. По-
лученные нами данные, с сохранением положи-
тельной зависимости ЧС и практически полное ее
подавление блокатором Са2+ каналов нифедипи-
ном (рис. 2) свидетельствуют в пользу того, что в
миокарде морской свинки Са2+ ток сохраняет свое
ведущее значение в активации сокращения. Также
следует отметить сохранение его частотно-зависи-
мой регуляции, даже в условиях глубокой гипотер-
мии, что проявляется в сохранении положитель-
ной зависимости ЧС при 10°С.

Потенциация паузой
При 30°С и частоте стимуляции 3 Гц мы реги-

стрировали эффект потенциации паузой в диапа-
зоне 0.6–1.8 с (рис. 3a, 3b), Начиная с 0.6 с эффект
потенциации является достоверным и составляет
33 ± 2%, достигая максимального значения в 60 ± 5%
при 1.5 с, незначительно снижаясь при дальней-
шем увеличении длительности паузы до 1.8 с (58 ±
± 5%). При 20°С эффект потенциации паузой реги-
стрировали при существенно более низкой частоте
стимуляции в 0.3 Гц (рис. 3c, 3d), это связано с тем,
что при более высокой частоте в 1 Гц эффект паузы
маскировался высоким базовым сокращением, и
внесение паузы вызывало снижение тестового со-
кращения. При частотах выше 1 Гц, из-за более
медленной кинетики сокращения, процесс релак-
сации не успевал произойти полностью, и могли
наблюдаться нарушения в работе ПМ, такие как
альтернация и рост диастолического напряже-
ния. Достоверная потенциация наблюдалась при
длительности паузы 10 с, составляя 28 ± 7%. При
дальнейшем увеличении паузы потенциация пе-
реходила в спад в 16 ± 15% при 60 с. Дальнейшее
охлаждение до 10°С приводило к смене потенци-
ации спадом в ответ на паузу, который увеличи-
вался с ростом длительности, достигая 53 ± 10%
относительно базового сокращения при длитель-
ности паузы 60 с (рис. 3e, 3f).

Установлено, что эффект паузы является каче-
ственным показателем содержания Са2+ в СР: уве-
личение амплитуды первого сокращения после пау-
зы коррелирует с увеличением концентрации сво-
бодного кальция в цитоплазме, выбрасывающегося
из СР при возобновлении стимуляции ПМ [12].
Сходно с данными других авторов, при снижении
температуры потенциация паузой проявлялась при
более длительных интервалах и меньшей частоте
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стимуляции [43]. В условиях умеренной гипотер-
мии потенциация паузой в миокарде морской
свинки увеличивается [43, 44], при этом крайне ма-
ло данных о влиянии глубокой гипотермии (около
10°С), и большая их часть касается гибернирующих
животных, имеющих природные адаптации для
поддержания нормальной функции миокарда в
условиях низкой температуры. Тем не менее даже у
этих животных наблюдается снижение эффекта
потенциации паузой [4, 45]. Такое снижение может
происходить как вследствие повышения утечки
Са2+ из СР [46], так и в результате снижения скоро-
сти его закачки [47]. В нашей работе впервые на

миокарде морской свинки продемонстрирована
смена направления эффекта паузы с потенциации
на подавление при температуре –10°С.

Частотно-зависимое ускорение релаксации

Как видно из рис. 4a и 4b, на 30°С увеличение
частоты стимуляции с 1 до 3 Гц приводило к росту
силы сокращения и ускорению его кинетических
параметров. Так, время достижения максиму-
ма(ВДМ) ускорялось со 144 ± 7 до 110 ± 3 мс, а вре-
мя полурасслабления (ВР50%) с 80 ± 7 до 55 ± 4 мс.
При охлаждении до 20°С наблюдалась схожая кар-

Рис. 2. Влияние нифедипина 2 мкМ на зависимость частота–сила в папиллярных мышцах правого желудочка морской
свинки при 30°С, n = 3 (a, b) и 20°С, n = 4 (c, d). По оси ординат: сила изометрического сокращения по отношению к ча-
стоте стимуляции на 1 Гц при 30°С и 0.1 Гц при 20°С, принимаемой за 1. По оси абсцисс: частота стимуляции, Гц. Данные
представлены как средние значения ± ошибка среднего (* – достоверное отличие от начальной частоты p < 0.05). Ориги-
нальные записи сокращений при температуре 30°С (b), 20°С (d).
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тина, при переходе с 0.1 до 1 Гц ВДМ ускорялось с
379 ± 11 до 265 ± 7 мс, а ВР50% с 256 ± 36 до 132 ±
± 11 мс (рис. 4c, 4d). При дальнейшем понижении
температуры до 10°С, в ответ на увеличение часто-
ты стимуляции с 0.1 до 0.3 Гц сила сокращения
по-прежнему увеличивалась, однако ускорения
временных параметров сокращения не происходи-
ло, напротив, намечается тенденция к их замедле-
нию. Значение ВДМ составляло с 847 ± 35 до 924 ±
± 46 мс, а ВР50% с 642 ± 48 до 718 ± 45 мс (рис. 4e,
4f). Эти данные хорошо согласуются с общепри-
знанным фактом, что частотно-зависимое ускоре-

ние релаксации является неотъемлемым свойством
здорового миокарда вне зависимости от свойствен-
ного ему типа ритмоинотропии: двухфазного
(мышь и крыса) или полностью положительного,
характерного для большинства млекопитающих
[48].

Ранее широко описывался факт того, что при
физиологической или повышенной температуре
эффект частотно-зависимого ускорения релакса-
ции проявляется слабо, или отсутствует, в то время
как умеренная гипотермия способствует более яр-
кому проявлению данного эффекта [26, 27], однако

Рис. 3. Влияние температуры на эффект потенциации паузой в папиллярных мышцах правого желудочка морской свин-
ки; при температуре 30(a) и 20(c), n = 12, и при 10°С, n = 6 (e). По оси ординат: сила первого после паузы сокращения в
долях от единицы к силе стационарного сокращения на частоте стимуляции на 3 Гц при 30°С, 0.3 Гц 20°С и 0.3 Гц для
10°С, принимаемой за 100%. По оси абсцисс: длительность паузы, с. Данные представлены как средние значения ± ошиб-
ка среднего (* – достоверное отличие от силы базового сокращения p < 0.05). Оригинальные записи эффекта паузы при
температуре 30(b), 20(d) и 10°С (f).
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сведения о его поведении в условиях глубокой ги-
потермии крайне ограничены. В условиях близких
к физиологическим при температуре 37–30°С, в
формировании частотно-зависимого ускорения
релаксации может принимать участие как десенсе-
тизация миофиламентов [11], так и увеличение ак-

тивности Са2+ АТФазы СР [49], хотя существуют
работы, где показано, что главным ограничителем
скорости расслабления при физиологических
условиях является скорее кинетика взаимодей-
ствия миофиламентов с Са2+, нежели СР, и только
с понижением температуры активность СР стано-

Рис. 4. Влияние температуры на частотно-зависимое ускорение кинетических параметров сокращения в папиллярных
мышцах правого желудочка морской свинки (n = 8); ВДМ – время достижения максимума сокращения, ВР 50%-время
расслабления до уровня 50% от максимума. По оси ординат: время в мс. По оси абсцисс: частота стимуляции, Гц. Данные
представлены как средние значения ± ошибка среднего (* – достоверное отличие от 0.1 Гц p < 0.05). Оригинальные записи
сокращений при температуре 30(b), 20(d) и 10°С(f).
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вится ключевым фактором [50]. В то же время необ-
ходимо учитывать возможность межвидовых разли-
чий, так, подавление СР в миокарде крысы приво-
дило к полному блокированию частотно-
зависимого ускорения релаксации [51], в то время
как в миокарде морской свинки этого не происхо-
дило [52]. В полученных нами данных блокировка
частотно-зависимого ускорения релаксации при
глубокой гипотермии происходит одновременно с
подавлением эффекта паузы, что может служить
косвенным доказательством того, что для проявле-
ния частотно-зависимого ускорения кинетики не-
обходим нормально функционирующий СР.

ВЫВОДЫ

Впервые было показано, что положительная за-
висимость ЧС в ПМ морской свинки сохраняется
даже в условиях глубокой гипотермии до 10°С
включительно, что может свидетельствовать о со-
хранении значительного вклада внеклеточных ис-
точников Са2+, в первую очередь Са2+ тока L-типа,
в активацию сокращения. Впервые показано, что
при 10°С эффект внесения паузы на фоне постоян-
ной стимуляции вместо потенциации вызывает
спад силы первого сокращения после паузы, дан-
ный эффект можно трактовать как нарушение спо-
собности СР аккумулировать Са2+. Также было по-
казано, что эффект частотно-зависимого ускорения
релаксации демонстрирует большую температур-
ную чувствительность и не регистрируется при
10°С, что может быть связано с нарушением функ-
ции СР, при этом конкретные механизмы, вызыва-
ющие дисфункцию СР, будь - то утечка через РиР
или снижение активности Са2+ АТФазы СР, оста-
ются неясными и могут служить дальнейшим объ-
ектом исследований.
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EFFECT OF COOLING ON FORCE-FREQUENCY RELATIONSHIP, EFFECT
OF REST POTENTIATION, AND FREQUENCY-DEPENDENT ACCELERATION 

OF RELAXATION IN THE GUINEA PIG MYOCARDIUM
A. S. Averina, N. M. Zakharovaa, and S. V. Tarlachkovb,c

a Institute of Cell Biophysics Russian Academy of Sciences, PSCBR RAS, Pushchino, Russia
b G.K. Scriabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms Russian Academy of Sciences, PSCBR RAS,

Pushchino, Russia
c M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

Pushchino, Russia

While deep hypothermia is well known to lead to cardiac malfunction up to circulatory arrest, moderate hypo-
thermia can prevent hypoxic damage to the heart. Importantly, a large body of research on deep hypothermia was
carried out on rats and mice whose myocardium is significantly different from the human. In the present work,
we investigated the effect of deep hypothermia on rhythmoinotropic phenomena in the guinea pig (GP) whose
myocardium is more alike the human. The force-frequency relationship, effect of rest potentiation, and frequen-
cy-dependent acceleration of relaxation were studied in GP right ventricular papillary muscles (PM) within a
range of 0.1−3.0 Hz at temperatures of 30, 20 and 10°C. It was shown that a positive force-frequency depen-
dence, mediated mainly by inward Ca2+ current through the L-type Ca2+ channel, persists when cooling to 10°C,
suggesting that this mechanism retains its function even under deep hypothermia. The effect of rest (pause-in-
duced) potentiation persists down to 20°C, while further cooling replaces potentiation by depression. This may
indicate that at 10°C the functioning of the sarcoplasmic reticulum is impaired, as manifested in the pause-in-
duced inversion of the potentiating effect. The effect of frequency-dependent acceleration of the kinetics of mus-
cular contraction also persists down to 20°C, supporting the suggestion that this effect in the GP myocardium
relies on the sarcoplasmic reticulum. Thus, we found that among the studied frequency-dependent effects, there
are those affected by deep hypothermia (pause-induced potentiating effect, frequency-dependent acceleration of
relaxation) and those resistant to this exposure (force-frequency dependence), which may reflect the differences
in thermal sensitivity of the underlying mechanisms of Ca2 + transport.

Keywords: heart, papillary muscle, contractility, rhythmoinotropic relationships, guinea pig
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В связи с высокой распространенностью сахарного диабета (СД) и его осложнений большой интерес
представляют инсулин+-клетки, обнаруженные в различных органах, которые, вероятно, могут ча-
стично компенсировать дефицит инсулина при сахарном диабете. Транскрипционные факторы, такие
как Pdx1, MafA и Ngn3 играют важную роль в развитии и функционировании поджелудочной железы.
Так, Pdx1 необходим как на начальных этапах развития поджелудочной железы, так и в процессе диф-
ференцировки и созревания β-клеток. MafA имеет важное значение в функциональной активности
островковых β-клеток. Ngn3 важен для образования эндокринных клеток-предшественников. Цель
исследования: дать характеристику инсулин+-клеток печени и оценить экспрессию транскрипцион-
ных факторов Pdx1, MafA и Ngn3, вовлеченных в их дифференцировку, при аллоксановой модели СД1
и стрептозотоцин-никотинамидной модели СД2. Эксперимент проводился на крысах-самцах линии
Wistar. В крови экспериментальных животных определяли концентрацию глюкозы, гликированного
гемоглобина, инсулина, выполняли глюкозотолерантный тест, рассчитывали индекс HOMA-IR. Экс-
прессию Pdx1 +, MafA + и Ngn3 + исследовали иммуногистохимически. Клетки инсулин +, Pdx1 +,
MafA + и Ngn3 + были обнаружены в печени как здоровых животных, так и животных с эксперимен-
тальными моделями СД 1-го и 2-го типа. Наибольшее число инсулин+-клеток определяется у живот-
ных со стрептозотоцин-никотинамидной моделью СД2, при этом клетки локализуются во всех зонах
печеночной дольки. При аллоксановой модели СД1 данные клетки определяются в большей степени в
периферической зоне печеночной дольки. Выявлены различия в количестве Pdx1+, MafA+ и Ngn3+-
клеток печени у интактных животных и при экспериментальном моделировании СД. Была установле-
на корреляция между количеством клеток Ngn3 + и инсулин + клеток в аллоксан-индуцированном СД,
а также между количеством MafA + клеток и инсулин + клеток в обоих типах экспериментального СД.
Установлено, что у животных с экспериментальными моделями СД в печени возрастает число инсу-
лин+, Pdx1+ и MafA+-клеток относительно интактных животных. В зависимости от модели СД меня-
ется локализация инсулин+-клеток, а также их количество. Вместе с тем обнаружено, что число
Pdx1+ и MafA+-клеток увеличивается при аллоксановой модели СД, относительно стрептозотоцин-
никотинамидной модели СД2. Выявлена корреляционная связь между количеством инсулин+-
клеток и MafA+-клеток как при СД1, так и при СД2, и между количеством инсулин+-клеток и
Ngn3+-клеток только при СД1.

Ключевые слова: сахарный диабет, печень, гепатоциты, инсулин+-клетки, Pdx1, MafA и Ngn3
DOI: 10.31857/S0044452921030037

ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на принципиальные различия в пато-

генезе СД1 и СД2, при обоих типах заболевания
имеет место изменение количества и секреторной
активности β-клеток поджелудочной железы. Если

для СД1 снижение количества β-клеток характерно
с начала заболевания, то при СД2 масса функцио-
нирующих β-клеток снижается значительно мед-
леннее и становится значимой при многолетнем
течении болезни [1, 2]. Исследования последних

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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лет направлены на поиск возможности замещения
потери β-клеток поджелудочной железы для дости-
жения стабильного эугликемического состояния
[3]. Восстановление массы инсулин-продуцирую-
щих клеток можно рассматривать в качестве аль-
тернативной стратегии терапии СД.

Известно, что инсулин+-клетки ранее были об-
наружены в головном мозге, костном мозге, селе-
зенке, жировой ткани и печени [4, 5].

Поскольку клетки печени и поджелудочной же-
лезы в онтогенезе имеют энтодермальное проис-
хождение, заслуживает внимания способность ге-
патоцитов дифференцироваться в инсулин-проду-
цирующие клетки [6]. Кроме того, зрелые
гепатоциты и β-клетки поджелудочной железы де-
монстрируют сходство в профилях экспрессии ге-
нов, включая гены, кодирующие транскрипцион-
ные факторы, транспортер глюкозы GLUT2 и глю-
козофосфорилирующий фермент глюкокиназу [7].
Ключевыми факторами транскрипции в развитии
поджелудочной железы являются Pdx1, Ngn3 и
MafA. Pdx1 необходим для роста почки поджелу-
дочной железы, Ngn3 – для образования эндо-
кринных клеток-предшественников и MafA для
созревания бета-клеток. [8].

Транскрипционный фактор Pdx1 участвует не
только в раннем развитии поджелудочной железы,
а также в дифференцировке и созревании β-кле-
ток. Вместе с тем Pdx1 связывается с регуляторны-
ми элементами гена инсулина и увеличивает транс-
крипцию м-РНК инсулина [9]. Ngn3 необходим
для формирования эндокринных клеток-предше-
ственниц при развитии поджелудочной железы [8].
Мыши с нокаутом Ngn3 характеризовались отсут-
ствием эндокринных клеток в островках поджелу-
дочной железы, следовательно, экспрессия Ngn3
необходима для развития всех типов эндокринных
клеток поджелудочной железы у мышей [10]. Транс-
крипционный фактор MafA посредством регуля-
ции синтеза инсулина и GLUT2 имеет решающее
значение для функциональной активности β-кле-
ток. MafA функционирует как непосредственный
активатор гена инсулина и обнаруживается уже в
зрелых β-клетках [11]. Вместе с тем у мышей db/db
и в панкреатических островках людей с СД2 было
обнаружено снижение уровня MafA, что расцени-
вают как признак секреторного дефекта β-клеток
[12].

Цель данного исследования – дать характери-
стику инсулин+-клеток печени и оценить экспрес-
сию транскрипционных факторов Pdx1, MafA и
Ngn3, вовлеченных в их дифференцировку, при ал-
локсановой модели СД1 и стрептозотоцин-нико-
тинамидной модели СД2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Эксперимент на животных был выполнен в со-

ответствии с принципами Директивы Европейско-
го парламента и Совета Европейского Союза
2010/63/ЕС и одобрен этическим комитетом Ин-
ститута иммунологии и физиологии УрО РАН
(Протокол № 04/19 от 18.12.2019).

Эксперимент выполнен на 25 крысах-самцах
линии Wistar. Экспериментальные животные были
распределены на 3 группы: 1-я – интактные живот-
ные (n = 10), 2-я – животные с аллоксановой моде-
лью сахарного диабета 1-го типа (СД1), (n = 8),
3-я – животные со стрептозотоцин-никотинамид-
ной моделью сахарного диабета 2-го типа (СД2) (n = 7).

СД1 моделировали путем внутрибрюшинного
введения аллоксана, разведенного в 0.85% растворе
хлорида натрия, в суммарной дозе 170 мг/кг массы
тела животного по модифицированной авторской
методике [13]. Для моделирования СД2 животным
вводили внутрибрюшинно стрептозотоцин, разве-
денный в цитратном буфере в дозе 65 мг/кг массы
тела животного, с предварительным (за 15 мин)
внутрибрюшинным введением водного раствора
никотинамида в дозе 110 мг/кг массы тела живот-
ного [14]. Животных выводили из эксперимента на
30-е сутки после индукции диабета. Перед выведе-
нием животные были лишены пищи за 12 ч до экс-
перимента, доступ к воде оставляли свободным.
Предварительно у крыс брали кровь из хвостовой
вены для верификации воспроизведения моделей
СД. После проведения срединной лапаротомии у
животных извлекали печень. Фрагменты ткани
фиксировали в 10% водном растворе нейтрального
формалина в течение 24 ч. После 8-часовой про-
мывки материал подвергали стандартной гистоло-
гической проводке в автоматизированном ткане-
вом процессоре Leica TP 1020 (Leica Microsystems,
Германия) с последующей заливкой материала в
парафин в системе Leica EG 1160 (Leica Microsys-
tems, Германия). Срезы изготавливали на микрото-
ме Leica SM 2000R (Leica Microsystems, Германия)
толщиной 3–4 мкм.

В крови животных определяли концентрацию
глюкозы, гликированного гемоглобина (HbA1с) и
инсулина. Концентрацию глюкозы определяли в
плазме крови глюкозооксидазным методом набо-
рами реагентов производства “Вектор-Бест” (Рос-
сия) HbA1с – в цельной крови методом колоночной
хроматографии низкого давления наборами “Гли-
когемотест” (“Элта”, Россия). Концентрацию ин-
сулина в плазме крови определяли иммунофер-
ментным методом с использованием набора
Rat/Mouse Insulin ELISA (Millipore, США) на им-
муноферментном автоматическом анализаторе
LAZURITE (Dynex Technologies, США). Для вери-
фикации СД2 дополнительно оценивали толерант-



302

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 4  2021

БАЙКЕНОВА и др.

ность к глюкозе и инсулинорезистентность (ин-
декс HOMA-IR). При проведении теста толерант-
ности к глюкозе животным после 12-часового
голодания перорально с помощью стальных зондов
для перорального дозирования (VetTech Solutions
Ltd., Великобритания) вводился раствор глюкозы в

воде в дозе 1 г/кг массы тела животного. Образцы
крови были собраны в 0, 30, 60 и 120 мин [15]. Кон-
центрацию глюкозы определяли глюкозооксидаз-
ным методом. Индекс HOMA-IR для оценки инсу-
линорезистентности рассчитывали по формуле 1.

Формула 1 Оценка инсулинорезистентности

Иммуногистохимический и иммунофлюорес-
центный анализ проводили с использованием
антител к инсулину и проинсулину (clone
INS04+INS05, Invitrogen, США), к Pdx1 (Abcam,
США) и антител к MafA и Ngn3 (Biorbyt, Велико-
британия) по стандартным протоколам производи-
телей антител. Первичные антитела использовали
в рабочем разведении 1:200 и инкубировали при
4°C в течение 16 ч. Выявление инсулина велось с
использованием авидин-биотин-пероксидазного
комплекса, для выявления Pdx1 использовали ко-
зьи IgG (H + L) к антигенам мыши, конъюгирован-
ные с флуоресцентным красителем (Thermo Fisher,
США), для выявления MafA и Ngn3 использова-
лись козьи IgG (H + L) к антигенам кролика, также
конъюгированные с флуоресцентным красителем
(Thermo Fisher, США). Для проверки протокола и
исключения неспецифического окрашивания про-
водили постановку негативного и позитивного
контроля. Позитивным контролем для иммуноги-
стохимического выявления инсулина, Pdx1, MafA
и Ngn3 являлись срезы поджелудочной железы ин-
тактных крыс [16, 17]. Негативный контроль окра-
шивания производили на аналогичных срезах под-
желудочной железы по соответствующим протоко-
лам, исключая первичные антитела [17, 18].

Для подсчета инсулин+-клеток использовался
световой микроскоп Leica (Leica DM 2500, Герма-
ния) при увеличении Х400, анализ изображений
выполняли в программе Leica Application Suite
(Leica, Германия), подсчет Pdx1+, MafA+ и Ngn3+-
клеток осуществляли на лазерном сканирующем
конфокальном микроскопе LSM 710 (Carl Zeiss,
Германия) при увеличении Х400 с использованием
программы ZEN 2.0 (Carl Zeiss, Германия).

Подсчитывали количество инсулин+, Pdx1+,
MafA+ и Ngn3+-клеток в печеночных пластинках
во всех зонах печеночной дольки в 20 полях зрения
каждого образца с пересчетом на 1 мм2 среза пече-
ни.

Статистическую обработку проводили с помо-
щью программ Statistica 6.0 (DELL, США) и Micro-
soft Excel 2003 (Microsoft, США). Данные представ-
лены в виде среднего ± ошибки среднего (М ± m).

Для проверки гипотезы об однородности двух не-
зависимых выборок применялся непараметриче-
ский U-критерий Манна–Уитни, а также критерий
Краскела–Уоллиса. При проверке статистических
гипотез использовался уровень значимости p <
< 0.05. Для выявления взаимосвязи количества
Pdx1+ MafA+ и Ngn3+-клеток и инсулин+-клеток
вычисляли коэффициент парной линейной корре-
ляции (r) Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для верификации моделей СД в крови исследу-

емых групп определяли концентрацию глюкозы,
HbA1с и инсулина. В результате было установлено,
что в крови крыс с экспериментальным аллоксано-
вым и стрептозотоцин-никотинамидным диабетом
отмечалось достоверное увеличение концентрации
глюкозы и HbA1с по сравнению с показателями ин-
тактных животных. В группе крыс с аллоксановым
диабетом отмечалось снижение концентрации ин-
сулина в плазме крови относительно таковой в ин-
тактной группе в 2.6 раза, тогда как при стрептозо-
тоцин-никотинамидной модели концентрация
инсулина в плазме крови не обнаруживала стати-
стически значимых отличий от интактной группы,
что принципиально отличает данную модель от ал-
локсанового диабета (табл. 1).

Для верификации модели СД2 был проведен пе-
роральный глюкозотолерантный тест. Установле-
но, что гликемия натощак и через 30, 60 и 120 мин
после нагрузки глюкозой у животных с моделью
СД2 была статистически значимо выше гликемии у
интактных животных в 1.6 – 2.1 раза. Гликемия на-
тощак у животных со стрептозотоцин-никотина-
мидным сахарным диабетом составила 9.9 ± 0.3, а
через 2 ч после нагрузки глюкозой – 11.15 ±
± 0.7 ммоль/л (рис. 1), что указывало на формиро-
вание СД.

Также для верификации модели СД2 был установ-
лен индекс инсулинорезистентности HOMA-IR. По-
лученные данные свидетельствуют об увеличении
индекса HOMA-IR у животных с эксперименталь-
ной моделью СД 2 на 74% по сравнению с интакт-
ными, что свидетельствовало о формировании ин-

×= инсулин натощак (мкЕд/мл) глюкоза натощак (ммоль/л) HOMA-IR  
22.5
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сулинорезистентности, характерной для СД2
(табл. 1).

Инсулин+-клетки определялись в печени всех
исследуемых групп. При аллоксановом диабете ин-
сулин+-клетки отмечались преимущественно вблизи
портальных трактов, тогда как при стрептозото-
цин-никотинамидном диабете данные клетки бы-
ли обнаружены во всех зонах печеночной дольки.

Морфометрический анализ показал, что содер-
жание инсулин+-клеток увеличивается у животных
с экспериментальным СД по сравнению с анало-
гичным показателем у интактных животных. Наи-
большее количество инсулин+-клеток наблюдает-

ся у группы со стрептозотоцин-никотинамидным
диабетом, превышая приблизительно в 11 и 6 раз
число данных клеток у здоровых животных и крыс
с аллоксановым диабетом соответственно.

Иммунофлуоресцентное окрашивание печени
показало присутствие Pdx1+, MafA+ и Ngn3+-кле-
ток, которые определялись у интактной группы и
групп с обеими моделями диабета (рис. 2).

Однако при сравнении количества Pdx1+-кле-
ток у интактных животных и животных с экспери-
ментальным СД увеличение числа данных клеток
было зафиксировано только у животных с аллокса-
новым диабетом.

У групп с СД обнаруживалось достоверное уве-
личение количества MafA+-клеток. При аллокса-
новом диабете число MafA+-клеток превышает
аналогичный показатель интактной группы в 2 ра-
за, тогда как при стрептозотоцин-никотинамид-
ном диабете количество данных клеток выше в
1.5 раза.

Анализ числа Ngn3+-клеток показал, что коли-
чество этих клеток одинаково в контроле и у крыс
с обеими моделями СД (табл. 2).

Для выявления взаимосвязи количества Pdx1+

MafA+ и Ngn3+-клеток и числа инсулин+-клеток
вычисляли коэффициент парной линейной корре-
ляции. Результаты корреляционного анализа пока-
зали слабую обратную корреляцию между количе-
ством инсулин+- и Pdx1+-клеток. Взаимосвязь
между инсулин+-клетками и MafA+-клетками ха-
рактеризуется высоким положительным коэффи-

Таблица 1. Показатели массы тела, концентрации глюкозы, HbA1с, инсулина и индекса HOMA-IR в эксперимен-
тальных группах, М ± m

* – различие по сравнению с показателем интактной группы (p < 0.05);
# – различие по сравнению с показателем группы аллоксанового диабета (p < 0.05).

Показатель
Экспериментальная группа

Index
Experimental group

Интактные 
животные

Intact
animals

Животные с аллокса-
новым сахарным 

диабетом
Animals with alloxan-

induced diabetes mellitus

Животные со стрептозотоцин-
никотинамидным сахарным диабетом

Animals with streptozotocin-
nicotinamide-induced diabetes mellitus

Масса тела животных перед выведе-
нием из эксперимента
Body weight of animals before euthanasia

312 ± 5.5 270 ± 5.8* 294 ± 6.8*#

Глюкоза, ммоль/л
Glucose, mmol/L 5.0 ± 0.3 10.9 ± 0.5* 10.9 ± 0.5*

HbA1с, % 4.4 ± 0.3 6.7 ± 0.8* 6.6 ± 1.0*

Инсулин, мкг/л
Insulin, μg/L 1.3 ± 0.2 0.5 ± 0.1* 1.0 ± 0.1#

Индекс HOMA-IR 6.7 ± 1.1 5.8 ± 0.4* 11.6 ± 0.5*#

Рис. 1. Тест толерантности к глюкозе.
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циентом парной линейной корреляции как при
обоих типах экспериментального диабета. В то же
время между количеством инсулин+-клеток и
Ngn3+-клеток при аллоксановом диабете обнару-

жена высокая обратная корреляция, тогда как при
стрептозотоцин-никотинамидном диабете отмеча-
ется более низкая взаимосвязь этих параметров
(табл. 3).

Рис. 2. Печень интактных животных, животных с аллоксановым и стрептозотоцин-никотинамидным диабетом. Иммуно-
гистохимическое окрашивание на инсулин (а) и иммуногистохимическое (иммунофлуоресцентное) окрашивание на
Pdx1, MafA и Ngn3 (b, c и d). Стрелками показаны инсулин+-клетки, Pdx1+, MafA+ и Ngn3+-клетки. Увеличение ×400.

Intact group

(a)

(b)

(c)

Alloxan diabetes Streptozotocin-
nicotinamide diabetes

50 �m

50 �m 50 �m 50 �m

50 �m 50 �m 50 �m

50 �m 50 �m 50 �m

50 �m 50 �m

(d)



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 4  2021

ИНСУЛИН+-КЛЕТКИ И ОСНОВНЫЕ ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ 305

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

СД характеризуется хронической гиперглике-
мией, вызванной абсолютным дефицитом инсули-
на при СД1 и секреторным дефектом β-клеток в со-
четании с инсулинорезистентностью при СД2 [19].
Восстановление массы и функциональной актив-
ности β-клеток можно рассматривать в качестве
перспективной стратегии для лечения обоих типов
диабета. Тот факт, что β-клетки поджелудочной
железы являются не единственным источником
секреции инсулина в организме, подтверждается
рядом исследований: данные клетки были найдены
в экзокринной части поджелудочной железы, пе-
чени, жировой ткани, костном мозге и селезенке, а
также в головном мозге. Согласно литературным
данным, обнаруженные инсулин+-клетки в печени
определялись как у диабетических животных, так и
у здоровых, причем доказано, что инсулин был

синтезирован именно этими клетками [4]. Вероят-
но, в норме данные клетки содержатся в организме
в небольшом количестве, и при возникновении ги-
пергликемии и связанной с ней СД количество
внепанкреатических инсулин+-клеток увеличива-
ется. Однако, несмотря на имеющиеся в литерату-
ре данные, механизм самопроизвольного появле-
ния внепанкреатических инсулин+-клеток остает-
ся до конца не изученным.

Гепатоциты представляют собой потенциаль-
ную мишень для преобразования в инсулин-про-
дуцирующие клетки, ввиду энтодермального про-
исхождения, общих характеристик их раннего раз-
вития, включая экспрессию общих регуляторных
транскрипционных факторов [6].

Инсулин+-клетки определяются в печени как
здоровых животных, так и у крыс с эксперимен-
тальными моделями СД 1-го и 2-го типа. Данные

Таблица 2. Количество инсулин+-клеток, Pdx1+, MafA+ и Ngn3+-клеток в печени (шт./мм2 среза органа), М ± m

* – различие по сравнению с показателем интактной группы (p < 0.05);
# – различие по сравнению с показателем группы аллоксанового диабета (p < 0.05).

Показатель
Index

Интактные 
животные 

Intact
animals

Животные с
аллоксановым 

сахарным диабетом
Animals with

alloxan-induced 
diabetes mellitus

Животные со стрептозо-
тоцин-никотинамидным 

сахарным диабетом
Animals with streptozoto-
cin-nicotinamide-induced

diabetes mellitus

Количество инсулин+-клеток в 1 мм2 среза печени, N/мм2

Number of hepatic insulin+ cells, N per 1 mm2 of section
14.3 ± 0.8 24.9 ± 2.4* 151.5 ± 7.3*#

Количество Pdx1+-клеток в 1 мм2 среза печени, N/мм2

Number of hepatic Pdx1+ cells, N per 1 mm2 of section
32.1 ± 2.1 42.7 ± 1.6* 34.1 ± 2.5

Количество MafA+-клеток в 1 мм2 среза печени, N/мм2

Number of hepatic MafA+ cells, N per 1 mm2 of section
17.3 ± 1.0 34.6 ± 1.1* 25.6 ± 2.7*#

Количество Ngn3+-клеток в 1 мм2 среза печени, N/мм2

Number of hepatic Ngn3+ cells, N per 1 mm2 of section
91.0 ± 2.5 90.6 ± 2.7 91.9 ± 2.0

Таблица 3. Коэффициенты парной линейной корреляции между количеством инсулин+-клеток и Pdx1+, MafA+ и
Ngn3+-клеток печени у крыс

Тип клеток
Hepatic cell type

Инсулин+-клетки при аллоксановом 
сахарном диабете

Insulin+ cells, alloxan-induced diabetes 
mellitus

Инсулин+-клетки при стрептозотоцин-
никотинамидном сахарном диабете

Insulin+ cells, streptozotocin-
nicotinamide-induced diabetes mellitus

Pdx1+-клетки печени/Pdx1+ cells –0.49 –0.25

MafA+-клетки печени/MafA+ cells 0.88 0.70

Ngn3+-клетки печени/Ngn3+ cells –0.87 –0.18
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инсулин+-клетки гистологически по структуре,
размерам и расположению соответствуют гепато-
цитам. Количество и локализация данных клеток
неодинаковы при различных типах диабета. При
стрептозотоцин-никотинамидном диабете инсу-
лин+-гепатоциты отмечаются в большем количе-
стве и обнаруживаются на протяжении всей пече-
ночной дольки. Тогда как при аллоксановом диа-
бете данные клетки характеризуются небольшим
количеством в сравнении со стрептозотоцин-ни-
котинамидной моделью и отмечаются преимуще-
ственно в периферической зоне печеночной доль-
ки. Одной из возможных причин их образования
считают гипергликемию. Перипортальные гепато-
циты (в периферической зоне) имеют доступ к на-
сыщенной кислородом крови из печеночной арте-
рии и питательным веществам, доставляемым из
кишечника с портальным кровотоком. Уровень
кислорода и питательных веществ снижается по
направлению к центральной вене (к центральной
зоне печеночной дольки) [20]. В ряде работ было
показано образование инсулин+-клеток при изме-
нении уровня глюкозы [21]. В нашем эксперименте
мы исключаем влияние данного фактора, посколь-
ку гликемия при моделировании обоих типов СД
достоверно не отличалась. Можно предположить,
что инсулинорезистентность играет определяющую
роль в возникновении этих клеток, а наличие инсу-
лина в гепатоцитах связано с нарушением функции
инсулинового рецептора и последующей интернали-
зацией гормона в цитоплазму гепатоцита. Однако в
экспериментах H. Kojima и соавт. установлено, что
эти клетки могут самостоятельно синтезировать
инсулин [4].

Развитие поджелудочной железы и дальнейшая
ее деятельность регулируются группой транскрип-
ционных факторов. Среди основных, задейство-
ванных в созревании, функционировании β-кле-
ток и секреции инсулина в них выделяют – Pdx1,
Ngn3, MafA [22].

В срезах печени исследуемых групп были обна-
ружены Pdx1+, MafA+ и Ngn3+-клетки, количество
которых отличалось в зависимости от типа СД.
Так, число Pdx1+ и MafA+-клеток увеличивается у
животных с экспериментальным СД относительно
здоровых животных. Однако достоверное увеличе-
ние числа Pdx1+-клеток обнаруживается только
при аллоксановом диабете, тогда как количество
MafA+-клеток при аллоксановом диабете превы-
шает показатель интактной группы в 2 раза, при
стрептозотоцин-никотинамидном диабете – в
1.5 раза, что указывает на дальнейшее формирова-
ние этих клеток в инсулин+-клетки. Анализ числа
Ngn3+-клеток показал, что данный показатель
остается одинаковым у всех исследуемых групп,

отсюда можно предположить, что неизменное ко-
личество этих клеток указывает на наличие пред-
шественников эндокринных клеток, которые при
возникновении определенных факторов способны
дать начало инсулин-продуцирующим клеткам.

Анализ парной линейной корреляции показал
высокую положительную взаимосвязь между коли-
чеством инсулин+- и MafA+-клеток при обоих ти-
пах экспериментального СД. В то же время высо-
кий коэффициент парной линейной корреляции
указывал на обратную зависимость между количе-
ством инсулин+- и Ngn3+-клеток, однако, только
при моделировании СД 1-го типа. Между количе-
ством инсулин+- и Pdx1+-клеток отмечалась слабая
отрицательная корреляция. Так, у животных с ал-
локсановым диабетом количество инсулин+-кле-
ток в печени меньше, однако, количество Pdx1+-
клеток увеличивается по сравнению с группой
стрептозотоцин-никотинамидного диабета. Из-
вестно, что Pdx1 также играет важную роль в фор-
мировании раннего панкреатического эпителия, в
то время как MafA способен регулировать гены,
участвующие в функции β-клеток, такие как
GLUT2, GLP1R (рецептор глюкагоноподобного
пептида-1), что может указывать на отсутствие вза-
имосвязи между показателями инсулин+-клеток и
транскрипционных факторов [23]. Однако наличие
в печени транскрипционных факторов поджелу-
дочной железы говорит о том, что инсулин+-клет-
ки печени способны в определенных условиях син-
тезировать инсулин.

Известно, что Ngn3 может быть обнаружен в
поджелудочной железе взрослого грызуна только
после определенных типов повреждений, когда он
временно экспрессируется экзокринными клетка-
ми, подвергающимися перепрограммированию в
эндокринную сторону. Экспрессия Ngn3 в экзо-
кринной части поджелудочной железы указывает
на дедифференцирующую клеточную популяцию,
способную функционировать подобно эндокрин-
ным клеткам [24]. Развитие печени и поджелудоч-
ной железы в процессе органогенеза в примитив-
ной вентральной эндодерме, возможно, оставило
обе ткани с плюрипотентными клетками, которые
способны дать начало как печеночной, так и пан-
креатической линиям [25]. Например, клетки со
свойствами, практически идентичными свойствам
овальных клеток печени, также могут появляться в
поджелудочной железе, особенно после абляции
ацинарных клеток [26].

В литературе описано несколько процессов пе-
репрограммирования гепатоцитов в инсулин-про-
дуцирующие панкреатические клетки. Одним из
наиболее распространенных является аденовирус-
ная трансдукция одного или нескольких ключевых
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транскрипционных факторов поджелудочной же-
лезы. Экспрессия выбранных генов приводила к
увеличению содержания иммунореактивного ин-
сулина в печени и в плазме крови [27, 28]. Установле-
но, что перепрограммированные гепатоциты демон-
стрировали секрецию инсулина в ответ на стимуля-
цию глюкозой и были способны предотвращать
гипергликемию [29]. Также имеются данные, ука-
зывающие на синтез инсулина в печени животных
при гипергликемии. Так, в исследовании R. Ghosh
и соавт. показан синтез инсулина в гепатоцитах,
культивируемых с глюкозой, а также в меньшем
содержании в контрольной группе [21].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлено, что инсулин+-клетки определя-
ются в печени здоровых крыс и крыс при экспери-
ментальном моделировании СД 1-го и 2-го типа.
Установлена зависимость количества инсулин+-
клеток от типа СД. Вместе с тем было обнаружено,
что в зависимости от типа СД меняется и локализа-
ция данных клеток. Также в зависимости от типа
СД изменялось количество Pdx1+ и MafA+-клеток.
При моделировании СД1 инсулин+-клеток отме-
чалось меньшее количество по сравнению с моде-
лью СД2, тогда как число Pdx1+ и MafA+-клеток
увеличивалось. При моделировании СД2, напро-
тив, количество инсулин+-клеток увеличивается,
при этом число Pdx1+ и MafA+-клеток снижается
относительно группы с моделью СД1. Исходя из
этого можно предположить, что большое количе-
ство инсулин+-клеток сопровождается уменьше-
нием Pdx1 и MafA. Число Ngn3+-клеток оставалось
одинаковым во всех исследуемых группах. Ngn3
действует как своего рода переключатель, опреде-
ляющий судьбу эндокринных клеток у панкреати-
ческих предшественников [30].
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Due to a high occurrence of diabetes mellitus (DM) and its complications, insulin-positive cells detected in dif-
ferent organs are of great interest as they can probably partially compensate for insulin deficiency in diabetes mel-
litus. The development of pancreatic β-cells is regulated by the consecutive expression of transcription factors,
among which Pdx1, MafA and Ngn3 are most extensively explored. Specifically, these factors have been reported
to be able to transdifferentiate a broad variety of cell types into insulin-positive cells. The goal of this study was
to characterize insulin-positive (insulin+) cells in the liver and to evaluate the expression of transcription factors
Pdx1, MafA and Ngn3 involved in their differentiation in an alloxan-induced rat model of type 1 diabetes melli-
tus (T1D) and streptozotocin-nicotinamide-induced rat model of type 2 diabetes mellitus (T2D). Experiments
were carried out on male Wistar rats. In experimental animals, plasma levels of glucose, glycosylated hemoglobin
and insulin were determined. The oral glucose tolerance test was performed and the insulin resistance index
(HOMA-IR) was calculated. The expression of Pdx1+, MafA+ and Ngn3+ was investigated immunohistochem-
ically. Insulin+, Pdx1+, MafA+ and Ngn3+ cells were detected in the liver both of healthy animals and those with
experimental models of T1D and T2D. The largest number of insulin+ cells was found in animals with strepto-
zotocin-nicotinamide-induced T2D, wherein cells were localized throughout the hepatic lobule. In an alloxan-
induced model of T1D, these cells were detected mainly at the periphery of the hepatic lobule. The number of
Pdx1+, Mafa+ and Ngn3+ hepatic cells was different in intact animals vs. those with experimental DM. A cor-
relation was established between the number of Ngn3+ cells and insulin+ cells in alloxan-induced DM, as well as
between the number of MafA+ cells and insulin+ cells in both types of experimental DM. Thus, in rats with both
experimental models of DM, the number of insulin+, Pdx1+ and MafA+ cells in the liver increases compared to
intact animals. Localization and the number of insulin+ cells varies depending on the experimental model of
DM. At the same time, the number of Pdx1+ and MafA+ cells increases in an alloxan-induced model of T1D
compared to a streptozotocin-nicotinamide-induced model of T2D. There is a correlation between the number
of insulin+ and MafA+ cells both in T1D and T2D models and between the number of insulin+ and Ngn3+ cells
in a T1D model only.

Keywords: diabetes mellitus, liver, hepatocytes, insulin-positive cells, Pdx1, MafA, Ngn3
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Среди всего многообразия отдельный интерес представляют наночастицы на основе оксида железа
ввиду наличия магнитных свойств, возможности придания им необходимых физико-химических
свойств, а также модификации их поверхности биосовместимыми, биоактивными материалами, ли-
гандами и антителами. Важным аспектом, определяющим возможность и спектр клинического приме-
нения наночастиц, является профиль биосовместимости. Учитывая опосредованный активными фор-
мами кислорода (АФК) механизм в реализации токсического эффекта наночастиц, особое внимание
на этапе их разработки для биомедицинских применений должно уделяться оценке их безопасности с
позиции развития окислительного стресса. В связи с этим в данной работе было изучено дозозависи-
мое влияние наночастиц магнетита (МНЧ), модифицированных различными оболочками (на основе
полилактида, полисахарида и альбумина), на генерацию АФК, стимулированными клетками крови че-
ловека, а также на динамику индуцированного окислительного гемолиза эритроцитов. Установлено,
что МНЧ с оболочкой из полилактида, альбумина и полисахарида в диапазоне всех используемых кон-
центраций (0.1–2.0 мг/мл) в условиях всего периода инкубации (0–180 мин) не влияют на кинетику хе-
милюминесцентного ответа, обеспечивая при этом однонаправленное, но различное по выраженности
снижение максимальной интенсивности индуцированной хемилюминесценции и суммарной выра-
ботки АФК. Все виды исследуемых наночастиц в ряду концентраций 1.0–2.0 мг/мл обеспечивают до-
зозависимое усиление данного влияния. В условиях индуцированной генерации АФК различные обо-
лочки МНЧ не обусловливают изменения оказываемых эффектов, регулируя лишь их интенсивность.
Максимальным эффектом обладают МНЧ с оболочкой из полилактида.

Ключевые слова: наночастицы магнетита, оболочка, цельная кровь, индуцированная хемилюминесцен-
ция, гемолиз, АФК, дозозависимость
DOI: 10.31857/S0044452921040069

ВВЕДЕНИЕ

Наноматериалы обладают целым рядом свойств,
обусловливающих их пригодность для широкого
спектра биомедицинских применений. Наноча-
стицы характеризуются наноразмерностью (от 1 до
100 нм) и большой площадью поверхности, кото-
рые в значительной степени определяют их уни-
кальные физико-химические свойства. На сего-

дняшний день большое количество наночастиц на-
ходится на стадии разработки [1–3], в то время как
их отдельные виды уже используются в клиниче-
ской практике или находятся на стадии клиниче-
ских испытаний [4, 5]. Среди всего многообразия
отдельный интерес представляют наночастицы на
основе оксида железа ввиду наличия магнитных
свойств, возможности придания им необходимых
для обеспечения конкретного биологического эф-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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фекта физико-химических свойств за счет измене-
ний условий синтеза, а также модификации их по-
верхности биосовместимыми, биоактивными ма-
териалами, лигандами и антителами [6, 7]. Кроме
того, магнитные свойства наноразмерного оксида
железа обусловливают их многофункциональ-
ность, поскольку определяют возможность их на-
грева для обеспечения магнитной гипертермии,
применяющейся для деструктивного воздействия
на опухоль [8], а также возможность управления их
накоплением в определенных участках тела с по-
мощью приложенного внешнего магнитного поля
в рамках обеспечения адресной доставки лекар-
ственных средств [9]. Сочетание диагностических
свойств [10] с возможностью обеспечения адрес-
ной доставки лекарств позволяет рассматривать
наночастицы магнетита (МНЧ) в качестве пер-
спективных агентов для тераностики, предполага-
ющих совмещение терапевтического воздействия с
отслеживанием результатов лечения [11].

Ключевым аспектом, определяющим возмож-
ность и спектр клинического применения наноча-
стиц, является профиль биосовместимости, харак-
теризующий характер и выраженность взаимодей-
ствия наночастиц с биологическими структурами
на уровне клеток, тканей и органов. С учетом клю-
чевой роли опосредованного активными формами
кислорода (АФК) механизма в реализации токси-
ческого эффекта наночастиц, особое внимание на
этапе их разработки для биомедицинских приме-
нений должно уделяться оценке их безопасности с
позиции развития окислительного стресса [12]. Из-
вестно, что биологический эффект наночастиц
определяется множеством факторов, среди кото-
рых можно выделить размер, форму, характеристи-
ку поверхности, а также наличие оболочки и ее ка-
чественный состав [13].

Ранее в условиях in vitro и in vivo было показано
ингибирующее время- и дозозависимое влияние
МНЧ с немодифицированной поверхностью и по-
крытых различными оболочками, на выработку сво-
бодных радикалов. Полученные результаты позво-
лили предполагать вероятность связывания указан-
ными наночастицами АФК, а также возможную
взаимосвязь эффекта с качественным составом обо-
лочки наночастиц [14, 15]. Между тем в другой ра-
боте [16] было показано, что МНЧ с различными
оболочками обеспечивают усиление выработки
АФК клетками цельной крови.

Для того, чтобы составить представление о воз-
можных ингибирующих эффектах наночастиц окси-
да железа, модифицированных различными оболоч-
ками, в отношении генерации АФК, необходимо
изучить их эффекты в условиях стимулированной
выработки АФК с сопоставлением полученных ре-
зультатов с характеристиками наночастиц, их до-
зой, а также длительностью воздействия.

Целью данной работы явилось сравнительное
изучение дозозависимого влияния МНЧ с различ-
ными оболочками на динамику генерации АФК
стимулированными клетками крови человека, а
также на динамику гемолиза эритроцитов в усло-
виях индуцированного окислительного стресса.
Для модификации поверхности МНЧ были выбра-
ны оболочки на основе сложного полиэфира мо-
лочной кислоты, поликонденсированной глюкозы
и на основе сывороточного альбумина. Выбор обо-
лочек обусловлен относительной изученностью,
биоразлагаемостью и степенью биосовместимости
данных полимеров, позволяющих использовать их
в медицинских целях, в том числе и в качестве
средства адресной доставки лекарств за счет вклю-
чения последних в состав оболочки [17–19].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись МНЧ с обо-
лочками на основе сложного полиэфира молочной
кислоты (полилактид), на основе поликонденси-
рованной глюкозы (полисахарид) и на основе аль-
бумина (МНЧ + полилактид, МНЧ + полисахарид
и МНЧ + альбумин соответственно). Синтез МНЧ
описан в работе [20]. Модификацию поверхности
МНЧ различными оболочками осуществляли опи-
санными ранее методами [16, 21, 22]. Гидродина-
мический радиус, индекс полидисперсности (PDI)
и электрокинетический потенциал (ζ-потенциал)
наночастиц исследовался методами динамическо-
го и электрофоретического рассеяния света на
приборе Photocor Compact-Z (Photocor, Россия).

Опытные группы были сформированы в соответ-
ствии с исследуемыми наночастицами: МНЧ + поли-
лактид, МНЧ + полисахарид и МНЧ + альбумин.
Группами контроля являлись образцы крови с до-
бавлением эквивалентного объема физиологиче-
ского раствора (ФР). Объем выборки в каждой экс-
периментальной группе составил 8 образцов. Для
оценки дозозависимости исследуемые виды МНЧ
изучали в концентрациях 0.2, 1.0 и 2.0 мг/мл.

Генерацию АФК и выраженность индуцирован-
ного окислительного гемолиза эритроцитов в усло-
виях воздействия модифицированных различными
оболочками МНЧ проводили в условиях in vitro в
соответствии с Хельсинкской Декларацией Все-
мирной медицинской ассоциации (1964, 2013 ред.)
с использованием свежей гепаринизированной
цельной крови человека, полученной от некуря-
щих мужчин в возрасте 20–35 лет.

Генерацию АФК изучали с помощью метода ин-
дуцированной люминолзависимой клеточной хеми-
люминесценции (ХЛ) на хемилюминометре Lum-
1200 (ДИСофт, Россия), позволяющей определить
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степень связывания наночастицами АФК, генери-
руемых клетками крови при их стимуляции зимо-
заном.

Предварительно были подготовлены растворы
люминола (1 мМ) и зимозана (2.0 мг/мл). Для каж-
дого вида МНЧ готовили инкубационную взвесь: к
100 мкл крови при постоянном перемешивании до-
бавляли 100 мкл раствора МНЧ. Полученную
взвесь инкубировали при комнатной температуре
при постоянном перемешивании на возвратно-
поступательном шейкере (Heidolph Instruments
GmbH & Co KG, Германия) при 200 об/мин.

С целью измерения ХЛ каждого образца к 100 мкл
инкубационной взвеси добавляли 700 мкл раствора
Хэнкса и 100 мкл раствора люминола, после чего в
каждую кювету добавляли 100 мкл опсонизирован-
ного зимозана с дальнейшей регистрацией показа-
телей индуцированной ХЛ в течение 30 мин.

Оценивали следующие показатели: интеграль-
ные значения интенсивности ХЛ (Sind), характери-
зующие суммарный синтез АФК за 30 мин иссле-
дования; время достижения максимальной интен-
сивности ХЛ (Xmax), характеризующее скорость
развития ХЛ-реакции; максимальную интенсив-
ность свечения (Imax), отражающую максимальный
уровень синтеза АФК [23]. Из регистрируемых зна-
чений ХЛ вычитали фоновое свечение хемилюми-
нометра. Регистрация данных проходила в форма-
те записи последовательно измеряемых значений
интенсивности ХЛ и отображалась в виде графиков
в программе PowerGraph.

Изучение выраженности индуцированного
окислительного гемолиза эритроцитов проводили
с помощью спектрофотометра SQ-2802S (UNICO,
США) на взвеси изолированных эритроцитов, от-
деленных от плазмы и других форменных элемен-
тов крови посредством центрифугирования в ре-
жиме 10 мин при 2800 об/мин. Изолированные
эритроциты троекратно промывали в 0.9% физио-
логическом растворе. Полученную эритроцитар-
ную массу разбавляли забуференным физиологи-
ческим раствором (0.15 М натрия хлорида и 0.01 М
натрий-фосфатного буферного раствора, рН 7.4)
до получения конечной взвеси. К полученной взве-
си добавляли гипохлорит натрия (NaOCl) в кон-
центрации 250 мМ. В опытных группах сразу после
добавления индуктора окислительного гемолиза
осуществляли помещение в инкубационную взвесь
исследуемых видов МНЧ (1:1 по отношению к объ-
ему взвеси). Для оценки количества освобожден-
ного гемоглобина осуществляли измерение оптиче-
ской плотности полученных образцов (λ = 540 нм) на
спектрофотометре UNICO-2802S (UNICO SYS,
США) на следующих дискретных точках: 5 мин по-
сле добавления индуктора (исходный уровень), че-
рез 60 и 180 мин индукции окислительного стресса
[14] при постоянном перемешивании на возврат-

но-поступательном шейкере (Heidolp, Германия)
(200 об/мин) и комнатной температуре.

В качестве позитивного контроля выступали об-
разцы со 100%-ным гемолизом, индуцированным
добавлением 0.01% раствора додецилсульфата на-
трия при соотношении образец: реагент 1 : 10. За
негативный контроль принимали образцы с добав-
лением 0.9% физиологического раствора.

Коэффициент гемолиза (КГ) рассчитывали с
использованием уравнения:

КГ, % = (ОПОП – ОПНК)/(ОППК – ОПНК) * 100%,
где ОП – оптическая плотность (λ = 540 нм), нк –
негативный контроль, пк – позитивный контроль,
оп – опытный образец.

За контрольные принимались значения, полу-
ченные после добавления в инкубационную среду
NaOCl при отсутствии воздействия МНЧ. Реги-
страцию изучаемых параметров в каждом образце
на каждой дискретной точке осуществляли в трое-
кратных повторах.

Статистическую обработку экспериментальных
данных проводили с помощью программы “Graph-
PadPrism 8”. Проверку гипотезы о равенстве сред-
невыборочных величин в нескольких зависимых
выборках проводили методами дисперсионного
анализа для повторных измерений, в независимых
выборках – с использованием критерия Манна–
Уитни. Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартная ошибка среднего (М ± SEM).
Статистически значимыми считали различия при
уровне значимости р < 0.05.

Ограничения данной работы:
В настоящем исследовании не производилась

оценка изменений физико-химических характери-
стик наночастиц до и после нанесения оболочек, а
также в условиях их инкубации с цельной кровью
человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Основные физико-химические характеристики

МНЧ (морфология, гидродинамический радиус и
ζ-потенциал) изучены нами в предыдущей работе
[16] и для удобства обобщены в табл. 1.

По данным электронной микроскопии [16] все
виды исследуемых МНЧ характеризуются сфери-
ческой формой. МНЧ с оболочкой из альбумина и
полилактида обладают близким к нулю электроки-
нетическим потенциалом, тогда как МНЧ с обо-
лочкой из полисахарида характеризуется значи-
тельным отрицательным ζ-потенциалом. По-ви-
димому, это связано со значительным количеством
концевых карбоксильных групп, образовавшихся в
результате синтеза полисахарида из глюкозы гид-
ротермальным методом [22]. Методом динамиче-
ского светорассеяния показано, что во всех случаях
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распределение частиц по размеру является моно-
модальным, при этом гидродинамический радиус
МНЧ + полисахарид был в 2–3 раза меньше по
сравнению с образцами МНЧ + полилактид и
МНЧ + альбумин. PDI во всех случаях был менее
0.1 (табл. 1), что свидетельствует о достаточно уз-
ком распределении МНЧ по размеру.

Динамика параметров индуцированной ХЛ цель-
ной крови в условиях воздействия МНЧ с различны-
ми оболочками в концентрациях 0.2, 1.0 и 2.0 мг/л от-
ражена в табл. 2.

Время достижения максимальной интенсивно-
сти свечения индуцированной ХЛ (Xmax), характе-
ризующее скорость развития “респираторного
взрыва” и отражающее специфический ответ фаго-
цитов на стимул (зимозан), во всех исследуемых
группах при использовании всего диапазона кон-
центраций (0.2–2.0 мг/мл) МНЧ в динамике экс-
перимента оставалось на уровне исходных значе-
ний (p > 0.05 по сравнению с исходным, между
группами). Данный факт косвенно свидетельствует
об отсутствии влияния всех видов МНЧ на ско-
рость образования АФК.

Максимальная интенсивность ХЛ, отражающая
максимальный уровень синтеза АФК, в группе кон-
троля на всех этапах эксперимента не изменялась,
оставаясь на уровне исходных значений (p > 0.05 по
сравнению с исходным). Добавление в инкубаци-
онную среду всех видов МНЧ в диапазоне концен-
траций 0.2–1.0 мг/мл не обеспечивало изменения
Imax через 5 мин после воздействия. На фоне влия-
ния указанных концентраций МНЧ + полилактид
через 60 мин инкубации отмечалось достоверное
снижение данного показателя (относительно кон-
трольных значений, а также значений в группах с
воздействием МНЧ + альбумин и МНЧ + полиса-
харид), сохраняющееся к моменту окончания экс-
перимента (180 мин инкубации). При использова-
нии всех исследуемых видов МНЧ в максимальных
концентрациях (2.0 мг/мл) через 5 мин их воздей-
ствия отмечалось достоверное равнозначное сни-
жение максимальной интенсивности свечения от-
носительно контрольных значений, сохраняющее-
ся на всех этапах эксперимента. Максимальным

эффектом в отношении снижения показателя Imax
обладали МНЧ с оболочкой из полилактида.

Интегральное значение интенсивности индуци-
рованной ХЛ (Sind), отражающее суммарный син-
тез АФК, в группе контроля в динамике экспери-
мента не претерпевало изменений. На фоне 5-ми-
нутного воздействия всех видов МНЧ во всем
диапазоне концентраций (0.2–2.0 мг/мл) данный
показатель не изменялся относительно контроль-
ных значений. При использовании МНЧ + поли-
лактид через 60 мин инкубации отмечалось досто-
верное снижение данного показателя относитель-
но контрольных значений, сохраняющееся к 180-й
минуте воздействия. Данный эффект отмечался
при использовании всех концентраций МНЧ + по-
лилактид и характеризовался дозозависимостью –
увеличение концентрации обусловливало более
выраженное снижение суммарного синтеза АФК.
МНЧ с оболочками из полисахарида и альбумина в
концентрации 2.0 мг/мл через 60 мин воздействия
также обеспечивали снижение Sind, которое харак-
теризовалось меньшей выраженностью по сравне-
нию с МНЧ + полилактид.

Динамика индуцированного окислительного
гемолиза в условиях воздействия различных кон-
центраций (0.2–2.0 мг/мл) исследуемых видов
МНЧ представлена на рис. 1.

При воздействии NaClO в динамике эксперимента
наблюдалось увеличение КГ. Так, через 60 мин после
добавления NaClO в инкубационную среду данный
показатель составил 22%, тогда как на момент
окончания эксперимента – 38%.

Минимальные концентрации (0.2 мг/мл)
МНЧ с оболочками из полисахарида и альбумина
не обусловливали изменений КГ относительно кон-
трольных значений. В условиях 180-минутного воз-
действия МНЧ + полилактид в концентрации
0.2 мг/мл отмечалось снижение КГ относительно
контрольных значений на 29.2% (после 60 мин ин-
кубации) и 36% (после 180 мин инкубации).

При использовании МНЧ в концентрации 1.0 мг/мл
динамика КГ значимо не менялась относительно
таковой при использовании минимальных кон-
центраций МНЧ. Максимальное снижение ГК от-

Таблица 1. Характеристика наночастиц магнетита, покрытых различными оболочками [16]

Примечание: * p < 0.05 по сравнению с МНЧ + полисахарид.

Вид наночастиц Форма Средний гидро-
динамический радиус, нм PDI ζ- потенциал МНЧ, 

покрытых оболочками, мВ

МНЧ + полилактид Сферическая 122 ± 38* 0.10 –0.1 ± 2.7

МНЧ + полисахарид Сферическая 66 ± 19 0.08 –21.4 ± 0.9

МНЧ + альбумин Сферическая 192 ± 58* 0.09 4.0 ± 2.2
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Таблица 2. Динамика интенсивности индуцированной ХЛ цельной крови в условиях воздействия МНЧ с различны-
ми оболочками в концентрациях 0.2, 1.0 и 2.0 мг/мл

Примечание: *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 – по сравнению с контролем. #p < 0.05, ##p < 0..001, ###p < 0.0001 – по сравнению
с исходными значениями в данной группе. $p < 0.05, $$p < 0.001, $$$p < 0.0001 – по сравнению со значениями в группе МНЧ +
+ полилактид в аналогичной концентрации и на аналогичной точке. @p < 0.05, @@p < 0.001, @@@p < 0.0001 – по сравнению с дан-
ным видом МНЧ в минимальной концентрации на аналогичной точке.

Концентрация
МНЧ, мг/мл Вид МНЧ

Время инкубации, мин/Incubation time, min

5 60 180

Xmax, с

0.2

МНЧ + полилактид 926 ± 102 940 ± 118 1041 ± 39

МНЧ + альбумин 852 ± 88 835 ± 50 717 ± 154

МНЧ + полисахарид 938 ± 115 893 ± 106 1137 ± 202

1.0

МНЧ + полилактид 1008 ± 115 866 ± 102 1008 ± 137

МНЧ + альбумин 859 ± 45 828 ± 108 819 ± 57

МНЧ + полисахарид 886 ± 60 1147 ± 134 957.00 ± 26

2.0

МНЧ + полилактид 967 ± 43 1159 ± 150 981 ± 88

МНЧ + альбумин 725 ± 81 816 ± 92 849 ± 127

МНЧ + полисахарид 967 ± 92 1015 ± 126 855 ± 127

0 Контроль 783 ± 56 948 ± 141 831 ± 112

Imax, имп/с

0.2

МНЧ + полилактид 9 ± 3 3,4 ± 0.8*/## 2.7 ± 0,6***/##

МНЧ + альбумин 12 ± 5 9,5 ± 1.4$$$ 19 ± 6$$$

МНЧ + полисахарид 15 ± 5 13 ± 5$$$ 10 ± 5$$

1.0

МНЧ + полилактид 7 ± 5 1.3 ± 0.2***/### 1.8 ± 0,5***/###

МНЧ + альбумин 7.9 ± 1,7 9.1 ± 1.8$$$ 10.0 ± 1.7$$$

МНЧ + полисахарид 7 ± 2 4.4 ± 1.6$ 4.6 ± 1.1$

2.0

МНЧ + полилактид 5 ± 3* 0.8 ± 0.3***/###/@ 1.4 ± 0.2***/###/@

МНЧ + альбумин 5.5 ± 1.4* 3.3 ± 0.7***/@ 3.8 ± 0.9***/@

МНЧ + полисахарид 5.0 ± 1.2*/@@@ 5 ± 2*/@ 3.4 ± 1.1***/@@@

0 Контроль 15 ± 6 11 ± 5 13 ± 5

Sind, о.е.

0.2

МНЧ + полилактид 11197 ± 3873 4331 ± 1024*** 3364 ± 766***

МНЧ + альбумин 15299 ± 5990 17615 ± 4912 27727 ± 9497

МНЧ + полисахарид 18086 ± 5106 15755 ± 5840 12977 ± 6101

1.0

МНЧ + полилактид 8584 ± 5759 1635 ± 326*** 2258 ± 602***

МНЧ + альбумин 10620 ± 2157 11812 ± 2315 13285 ± 1919

МНЧ + полисахарид 9731 ± 2814 5397 ± 1977* 5955 ± 1317*

2.0

МНЧ + полилактид 6304 ± 3698 988 ± 360*** 1695 ± 305***

МНЧ + альбумин 7054 ± 1655 4263 ± 938***/$$ 5097 ± 1188***/$

МНЧ + полисахарид 6535 ± 3608 6128 ± 2873*/$$$ 4284 ± 1341***/$

0 Контроль 20600 ± 8446 15507 ± 6490 16096 ± 6165
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носительно контрольных значений обеспечивали
МНЧ + полилактид – на 49% (после 60 мин) и на
40% после 180 мин инкубации. МНЧ с оболочкой
из полисахарида в указанной концентрации через
180 мин воздействия обеспечивали защитный эф-
фект в отношении окислительного гемолиза – ГК в
данной группе на момент окончания эксперимента
оказался на 8% ниже относительно контрольных
значений.

При использовании всех видов МНЧ в макси-
мальных концентрациях (2.0 мг/мл) через 180 мин их
воздействия отмечалось равнозначное снижение ГК
(31–41%) относительно контрольного уровня.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время магнитные наночастицы ок-
сида железа рассматриваются как перспективные
материалы для решения широкого спектра биоме-
дицинских задач. Поверхностная модификация
магнитных наночастиц позволяет не только повы-
сить их биосовместимость, но и придать им необ-
ходимые для конкретного планируемого клиниче-
ского использования свойства (например, обеспе-

чение дозирования лекарственного препарата за
счет его контролируемого высвобождения с по-
верхности наночастиц, тропности к конкретным
органам-мишеням и т.д.). При этом качественный
состав оболочки в значительной степени определяет
биологические эффекты наночастиц [13]. С учетом
ключевой роли АФК-опосредованного механизма в
реализации их токсического эффекта, в настоящем
исследовании изучали дозозависимое влияние МНЧ,
модифицированных различными оболочками (на ос-
нове полилактида, полисахарида и альбумина), на
генерацию АФК стимулированными клетками
крови человека, а также на динамику индуциро-
ванного окислительного гемолиза эритроцитов.

Установлено, что МНЧ с оболочкой из поли-
лактида, альбумина и полисахарида в диапазоне
всех используемых концентраций (0.1–2.0 мг/мл) в
условиях всего периода инкубации (0–180 мин) не
влияют на кинетику хемилюминесцентного ответа,
обеспечивая при этом однонаправленное, но раз-
личное по выраженности снижение максимальной
интенсивности индуцированной ХЛ и суммарной
выработки АФК. Все виды исследуемых МНЧ в ряду
концентраций 1.0–2.0 мг/мл обеспечивают дозозави-

Рис. 1. Коэффициент гемолиза в динамике 180-минутного воздействия МНЧ с различными оболочками. (a) Концентра-
ция всех видов МНЧ 0.2 мг/мл; (b) Концентрация всех видов МНЧ 1.0 мг/мл; (c) Концентрация всех видов МНЧ
2.0 мг/мл. Примечание: *p < 0.05 – по сравнению с контролем; @p < 0.05 – по сравнению со значениями в группе МНЧ +
+ полилактид в аналогичной концентрации и на аналогичной точке; #p < 0.05 – по сравнению с исходными значениями
в данной группе.
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симое усиление данного влияния. Максимальным

эффектом при этом обладают МНЧ + полилактид.

Полученные данные позволяют предполагать нали-

чие антиоксидатного эффекта у исследуемых видов

МНЧ в условиях индуцированного окислительного

стресса, различающегося по степени выраженности в

зависимости от качественного состава оболочки

МНЧ и их физических характеристик. В пользу дан-

ного предположения свидетельствуют результаты,

полученные при изучении влияния МНЧ на изоли-

рованные эритроциты, находящиеся в условиях

окислительного стресса. Так, показано, что МНЧ с

оболочками из полисахарида и альбумина в диапа-

зоне концентраций 0.2–1.0 мг/мл не влияют на сте-

пень индуцированного окислительного гемолиза.

При этом увеличение концентрации данных видов

МНЧ (2.0 мг/мл) при 180-минутном воздействии

обеспечивает защитный эффект в виде снижения

индуцированного окислительного гемолиза. МНЧ

с оболочкой из полилактида во всем диапазоне ис-

пользуемых концентраций (0.2–20 мг/мл) обеспе-

чивают снижение степени окислительного гемоли-

за эритроцитов.

Следует отметить, что в условиях индуцирован-

ной генерации АФК различные оболочки МНЧ не

обусловливают изменения их оказываемых эффек-

тов, регулируя лишь их интенсивность. Макси-

мальным эффектом при этом обладают МНЧ с

оболочкой из полилактида.

Большое количество работ свидетельствует о

том, что наночастицы оксида железа за счет высо-

кой реакционной способности обеспечивают уве-

личение выработки АФК, что может рассматри-

ваться, с одной стороны, как один из ключевых ме-

ханизмов токсичности данного вида наночастиц, а

с другой стороны, может являться основой для их

АФК-опосредованного воздействия на опухоле-

вую ткань с целью лечения [24–27]. При этом про-

демонстрировано, что покрытие наночастиц обо-

лочками может способствовать снижению их реак-

ционной способности [28]. Однако, полученные в

ходе настоящего исследования результаты согласу-

ются с представлением отдельных авторов о воз-

можности наночастиц оксида железа обеспечивать

антиоксидантный эффект. Так, в отдельных рабо-

тах показана антиоксидантная активность нано-

частиц оксида железа [29], а также зависимость

выраженности данного эффекта от характери-

стик наночастиц (в частности, от размера) [30]. В

связи с этим составленное в ходе эксперимен-

тальных исследований представление о влиянии

МНЧ на выработку АФК может явиться основой

для определения спектра их клинического ис-

пользования.

Полученные в ходе настоящей работы данные

имеют некоторое расхождение с результатами, по-

лученными ранее авторами при оценке непосред-

ственного влияния вышеуказанных видов наноча-

стиц на генерацию АФК клетками крови в услови-

ях отсутствия воздействия АФК-индуцирующих

стимулов. Так, Я.Г. Тороповой и соавт. было пока-

зано [16], что МНЧ с оболочкой из полисахарида

обеспечивали дозозависимое повышение генера-

ции АФК, в то время как МНЧ с оболочкой из по-

лилактида не влияли на их выработку. В то же вре-

мя МНЧ с оболочкой из альбумина при используе-

мой концентрации 0.2 мг/мл повышали генерацию

АФК, при этом при увеличении концентрации

данного вида МНЧ эти изменения нивелирова-

лись. Полученные данные позволили предпола-

гать, что отсутствие воздействия МНЧ с оболочкой

из полилактида на генерацию АФК обусловлено не

их способностью к связыванию свободных радика-

лов, а их АФК-токсическим эффектом, реализую-

щимся за счет индукции выработки большого ко-

личества АФК, приводящего к быстрому расходо-

ванию антиоксидантной емкости крови и

окислительной модификации ее компонентов.

Итогом данных событий могла явиться неспособ-

ность антиоксидантных систем редуцировать даль-

нейшее развитие окислительного стресса, что, в

свою очередь, предположительно, обусловливало

гибель клетки и ее неспособность к генерации

АФК [16]. Принимая во внимание данное предпо-

ложение, можно предполагать, что описанные раз-

ночтения обусловлены различными эксперимен-

тальными условиями. Вероятно, оказываемые эф-

фекты МНЧ в отношении генерации АФК (а

следовательно, и их потенциальная АФК-опосре-

дованная токсичность) определяются не только та-

кими общеизвестными факторами, как физико-хи-

мические характеристики наночастиц, их доза, дли-

тельность воздействия, но и условиями, в которых

исходно находятся клетки-мишени для воздействия

наночастиц. Полученные данные позволяют реко-

мендовать при разработке подходов к биомедицин-

скому использованию МНЧ в дополнение к стан-

дартным тестам, посвященным оценке безопасности

и эффективности МНЧ проведение комплексной

оценки характера оказываемых воздействий МНЧ в

отношении генерации АФК в условиях, отражающих

основные звенья патогенеза конкретного заболева-

ния, при котором планируется использование

МНЧ. Так, условия, при которых проводилось изу-

чение влияния МНЧ на генерацию АФК нативными

клетками крови, отражают физиологический ответ

клеток на воздействие МНЧ. В частности, в данных

условиях МНЧ с оболочкой из полилактида прояв-

ляют АФК-опосредованную токсичность. В то же

время в условиях воздействия МНЧ на клетки крови,

уже находящиеся в условиях окислительного стресса,

тот же вид МНЧ обеспечивает снижение генерации

АФК. Можно предполагать, что реализация данно-

го эффекта обеспечивается высвобождением
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ионов железа при постепенной частичной деграда-

ции магнитного материала, концентрация которых

является достаточной для разложения гидропере-

кисей [31]. При этом различия по выраженности

оказываемых эффектов МНЧ с различными обо-

лочками в отношении снижения генерации АФК в

условиях индуцированного окислительного стрес-

са обусловлены различиями в интенсивности их

биодеградации. С другой стороны, нельзя исклю-

чать и влияние МНЧ на образование АФК клетка-

ми, находящимися в условиях окислительного

стресса [14].
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INFLUENCE OF IRON OXIDE-BASED NANOPARTICLES MODIFIED 
BY DIFFERENT SHELLS ON THE GENERATION OF REACTIVE OXYGEN 

SPECIES IN STIMULATED HUMAN BLOOD CELLS in vitro
Ya. G. Toropovaa, M. N. Gorshkovaa, D. S. Motorinaa, D. V. Koroleva, Yu. A. Skorika,b,

G. A. Shulmeistera, E. Yu. Podyachevaa, and A. Ya. Bagrovc

a V.A. Almazov National North-West Medical Research Center, Ministry of Health of the Russian Federation,
St. Petersburg, Russia

b Institute of Macromolecular Compounds, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
c Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg, Russia

Among the variety of nanoparticles, those based on iron oxide are of particular interest due to their biological
safety, magnetic properties, as well as the possibility to give them the required physico-chemical properties and
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to modifying their surface with biocompatible, bioactive materials, ligands and antibodies. An important aspect
that determines the possibility and range of clinical applications of nanoparticles is their biocompatibility profile.
Considering the mechanism mediated by reactive oxygen species (ROS) and involved in the implementation of
the toxic effect of nanoparticles, special attention at the stage of their development for biomedical applications
should be paid to assessing their safety in terms of the development of oxidative stress. In this regard, we studied
the dose-dependent effect of magnetite nanoparticles (MNPs) modified with various shells (based on polylac-
tide, polysaccharide, and albumin) on the generation of ROS in stimulated human blood cells, as well as on the
dynamics of induced oxidative hemolysis of erythrocytes. It was found that MNPs with a shell of polylactide, al-
bumin, and polysaccharide, in the range of all the used concentrations (0.1–2.0 mg/mL) and throughout the en-
tire incubation period (0–180 min), do not affect the kinetics of the chemiluminescent response, while providing
a unidirectional but differently pronounced decrease in the maximum intensity of induced chemiluminescence
and total ROS production. All types of investigated nanoparticles in the range of concentrations from 1.0 to
2.0 mg/mL provide a dose-dependent enhancement of this effect. Under conditions of induced ROS generation,
various MNP shells do not modify the effects of these nanoparticles and only regulate their intensity. MNPs with
a polylactide shell have maximum effect.

Keywords: magnetite nanoparticles, shell, whole blood, induced chemiluminescence, hemolysis, ROS, dose de-
pendence



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2021, том 57, № 4, с. 320–330

320

ПОДАВЛЕНИЕ МАЛОНОВЫМ ДИАЛЬДЕГИДОМ И МЕТИЛГЛИОКСАЛЕМ 
ЭНДОТЕЛИЙ-ЗАВИСИМОЙ ДИЛАТАЦИИ ПОДВЗДОШНОЙ АРТЕРИИ 

КРЫС, ВЫЗЫВАЕМОЙ УВЕЛИЧЕНИЕМ КРОВОТОКА
© 2021 г.   В. В. Ермишкин1,*, Е. В. Лукошкова1, А. М. Мелькумянц1

1 Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии, Москва, Россия
*e-mail: v.v.erm@mail.ru

Поступила в редакцию 30.12.2020 г.
После доработки 11.02.2021 г.

Принята к публикации 02.04.2021 г.

Артериальные сосуды расширяются при увеличении скорости течения крови. Эта регуляция осуществ-
ляется благодаря способности эндотелиоцитов расслаблять гладкие мышцы при увеличении действу-
ющего на стенку напряжения сдвига. Ранее мы показали, что уменьшение деформируемости эндоте-
лиоцитов димером глутарового альдегида (DGA) избирательно подавляет опосредуемую эндотелием
способность артерий расширяться в ответ на увеличение кровотока. В настоящей работе в острых опы-
тах на анестезированных крысах мы выясняли, обладают ли подобным свойством и продукты оксида-
тивного и карбонильного стресса – малоновый диальдегид (MDA) и метилглиоксаль (MG). С этой це-
лью регистрировали изменения гидравлической проводимости интактной подвздошной артерии, вы-
зываемые увеличением в ней кровотока, до и после воздействия на сосудистую стенку MDA, либо MG,
либо DGA. Одновременно, до и после этих воздействий, регистрировали реакцию артерии на внутри-
артериальное введение ацетилхолина (Ach), дилататорное действие которого опосредуется эндотели-
ем, чтобы убедиться в сохранности функции эндотелия расслаблять гладкие мышцы. В наших экспе-
риментах MDA и DGA избирательно подавляли дилатацию артерии в ответ на ступенчатое увеличение
кровотока при сохранении практически неизменного ответа, вызываемого введением ACh. MG при
сильно выраженном подавлении дилататорной реакции артерии на увеличение кровотока, как прави-
ло, уменьшал и ответ на ACh, но в значительно меньшей степени. Поскольку согласно новым представ-
лениям механосенсором, обеспечивающим восприятие сосудистой стенкой напряжения сдвига, явля-
ется эндотелиальный гликокаликс, полученные данные позволяют сделать вывод, что конечные про-
дукты перекисного окисления липидов, образующиеся при оксидативном и карбонильном стрессе,
повреждая эндотелиальный гликокаликс, могут приводить к дисфункции эндотелия, проявляющейся
в утрате артериями способности регулировать гидравлическое сопротивление при изменениях скоро-
сти кровотока.

Ключевые слова: малоновый диальдегид, метилглиоксаль, димер глутарового альдегида, эндотелий-зависи-
мая дилатация, механочувствительность эндотелия, гликокаликс
DOI: 10.31857/S0044452921040045

В наше время ни у кого не вызывает сомнений,
что обусловленная функцией эндотелия регуляция
кровеносных сосудов имеет важнейшее значение
для нормального функционирования системы кро-
вообращения. В частности, имеет место эндоте-
лий-зависимое приспособление гидравлического
сопротивления сосудов к величине текущего в них
кровотока. Это свойство реализуется благодаря ме-
ханочувствительности эндотелия, т.е. способности
эндотелиоцитов реагировать на увеличение дей-
ствующей на стенку сосуда со стороны текущей
крови силы вязкого трения – напряжения сдвига
[1, 2]. Механочувствительность эндотелия обеспе-
чивает достижение максимального кровотока при
рабочей гиперемии, ослабляет констрикторные ре-

акции, противодействуя тем самым развитию сосу-
дистого спазма, и обеспечивает острую стадию раз-
вития коллатерального кровоснабжения при ок-
клюзии магистральных стволов [2, 3]. Само собой
разумеется, что повреждение способности эндоте-
лия реагировать на изменения действующего на
него со стороны текущей крови напряжения сдвига
должно приводить к развитию ряда патологиче-
ских состояний, таких, например, как спазм арте-
рий, артериальная гипертензия, недостаточное
кровоснабжение органов и тканей и т.п.

Первоначально полагали, что механорецепто-
ром сосудистой стенки является мембрана эндоте-
лиоцитов, однако последующие исследования по-
казали, что первичным механорецептором являют-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ся волокна эндотелиального гликокаликса [4–8].
Именно они, деформируясь под действием напря-
жения сдвига, передают механический сигнал на
клетки эндотелия, которые, в свою очередь, дефор-
мируясь, выделяют оксид азота, расслабляющий
сосудистые гладкие мышцы.

Еще до этих работ было показано, что величина
дилататорного ответа артерий на повышение кро-
вотока зависит от деформируемости эндотелиоци-
тов: чем выше деформируемость клеток эндотелия,
тем в большей мере увеличивается диаметр сосуда
в ответ на один и тот же стимул. Этот вывод был
сделан на основании результатов опытов, осу-
ществленных как на магистральных артериях ко-
шек, так и на культуре эндотелиальных клеток.
В опытах на перфузируемых in situ магистральных
артериях кошек реакция на повышение кровотока
значительно уменьшалась или полностью исчезала
после кратковременного (в течение 30 с) воздей-
ствия на интиму артерий 0.01–0.025%-ными рас-
творами димера глутарового альдегида (DGA) [9].
Измерения же, проведенные на культуре клеток
эндотелия, показали, что такое воздействие DGA
вызывает значительное увеличение жесткости эн-
дотелиальных клеток [10] и, следовательно, умень-
шает величину их сдвиговых деформаций, проис-
ходящих в ответ на повышение напряжения сдвига
на стенке.

Результаты этих опытов позволили заключить,
что любое воздействие, повышающее жесткость
эндотелиальных клеток, должно вызывать ослаб-
ление эндотелий-зависимой дилатации, определя-
емой чувствительностью сосудистой стенки к на-
пряжению сдвига. Однако использовавшийся в
этих исследованиях DGA представляет собой био-
логический яд и в организме не встречается. В то
же время продукты перекисного окисления липи-
дов – малоновый диальдегид (МDA) и метилглиок-
саль (MG) сходны по структуре с DGA и, по-види-
мому, должны также обладать способностью влиять
на деформируемость эндотелиального гликокалик-
са и/или эндотелиоцитов [11]. При этом известно,
что при оксидативном и карбонильном стрессе кон-
центрация MDA и MG в крови человека может
многократно возрастать от нормальных значений
до величин, превосходящих норму на 1–3 порядка
[12].

Цель предпринятого нами исследования состо-
яла в том, чтобы выяснить, как влияют MDA и MG
на регуляцию гидравлического сопротивления ма-
гистральной артерии крыс при изменениях скоро-
сти кровотока.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведено 15 острых опытов на самцах крыс ли-
нии Вистар массой 414–562 г, наркотизированных
уретаном (1.0–1.2 г/кг, внутрибрюшинно). Иссле-

дования проводились в соответствии с Директивой
2010/63/EU Европейского Парламента и Совета
Европейского союза по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях и рекомендациями Этиче-
ского комитета НМИЦ кардиологии МЗ РФ. В хо-
де опыта животные находились на естественном
дыхании. Температуру животных поддерживали на
уровне 37°С, используя регулируемый термостати-
руемый столик и верхний ламповый обогрев.

Схема опыта представлена на рис. 1a. Крысам в
положении лежа на спине производили трахеото-
мию для обеспечения нормального дыхания, после
чего выделяли из тканей левую и правую бедренные
артерии и правую бедренную вену для последующе-
го канюлирования. Выделенные сосуды перевязы-
вали дистально, после чего в левую бедренную арте-
рию вводили длинную (20 мм) полиэтиленовую ка-
нюлю, которую продвигали почти до бифуркации
аорты. Ее использовали для регистрации артери-
ального давления (BP). Далее, в правую бедренную
артерию вблизи пупартовой связки вводили не-
большую (5 мм) тонкостенную (60 мкм) металличе-
скую канюлю с наружным диаметром d = 0.72 мм, а
в правую бедренную вену – канюлю из полиэтиле-
на наружным диаметром d = 1.3 мм. Перед началом
измерений эти канюли подсоединяли к трубкам
внешнего контура перфузии, предварительно запол-
ненного раствором Рингера с гепарином (100 МЕ/мл),
через вену дополнительно вводили гепарин (1000–
1500 МЕ), после чего, плавно ослабляя винтовой
зажим, запускали кровь в перфузионный контур.

Реакции подвздошной артерии крысы на изме-
нение в ней кровотока и на внутриартериальное
введение вазодилататора оценивали, регистрируя
изменения гидравлической проводимости этой ар-
терии. Гидравлическая проводимость сосуда есть
отношение величины кровотока в нем к величине
перепада давлений на его концах. Следовательно,
для определения величины проводимости необхо-
димо в каждый момент времени измерять кровоток
в артерии и разность давлений на ее концах. Мето-
дика измерения проводимости артерии схематич-
но изображена на рис. 1(a и b).

Измерение проводимости подвздошной артерии.
Кровь из подвздошной артерии поступает во внеш-
ний перфузионный контур и, проходя через жест-
кую длинную трубку, имеющую гидравлическое со-
противление Rc, а затем через ограничитель потока
Q (винтовой зажим на трубке), возвращается в орга-
низм по бедренной вене. Для определения кровото-
ка измеряли перепад давлений ΔPc = (P1–P2) на по-
стоянном гидравлическом сопротивлении (жесткой
трубке), включенном последовательно с артерией, а
разность давлений на концах артерии определяли,
регистрируя перепад давлений ΔPa = (Pao–Pfa) на
тройниках, установленных на входе и выходе из
подвздошной артерии (рис. 1a).
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По закону Пуазейля при ламинарном течении
жидкости с вязкостью η в трубке кругового сечения
длиной L и диаметром d на его концах создается
перепад давления ΔP, равный:

где  – гидравлическое сопротивление

участка сосуда. Видно, что R обратно пропорцио-
нально четвертой степени диаметра сосуда. А так
как проводимость σ есть величина, обратная со-
противлению, то она прямо пропорциональна чет-
вертой степени диаметра. Таким образом, даже не-
значительное увеличение диаметра артерии должно
приводить к заметному увеличению ее гидравличе-
ской проводимости, что и обеспечивает высокую
чувствительность использованного метода.

Поскольку артерия и жесткая трубка соединены
последовательно (рис. 1b), через них проходит
один и тот же поток Q. В этом случае отношение
падений давления на этих участках равно отноше-
нию их проводимостей: ΔPс/ΔPа = σa/σc. Так как

ηΔ = Δ = ×
π 4128 , или ,LP Q P Q R

d

η=
π 4128 LR

d

проводимость жесткой трубки σс – величина по-
стоянная, то для оценки гидравлической проводи-
мости сосуда σа достаточно измерить и вычислить
отношение перепадов давлений..

Таким образом, разработанная нами методика
позволяла измерять проводимость (или гидравли-
ческое сопротивление) протяженного участка ар-
терии крыс, сохраняя саму артерию интактной.

Разность давлений на входе и выходе из под-
вздошной артерии ΔPa и на концах жесткой трубки
ΔPc регистрировали с помощью двух прецизион-
ных дифференциальных манометров APZ 3020
(ООО Пьезус, Россия). Для регистрации системно-
го давления BP (рис. 1a) использовали электрома-
нометр Statham P23AA (Gould Instruments, США).
Сигналы от датчиков подавали на входы АЦП NI
USB-6009 (National Instruments, США) и записы-
вали в компьютер с частотой оцифровки 1 кГц. Пе-
ред обработкой их сначала усредняли за 2-секунд-
ный интервал. На мониторе отображались величи-
ны проводимости ~ΔPс/ΔPа, кровотока в артерии
~ΔPс и среднего артериального давления BP. За-
пись и обработку сигналов с выводом исследуемых

Рис. 1. Регистрация реакций подвздошной артерии крысы in vivo.
(a) – подвздошная артерия, перфузируемая кровью под системным артериальным давлением BP. (Артерия не отпрепаро-
вана из окружающих тканей: область, незатронутая препаровкой, выделена серым цветом). Кровоток в артерии задается
внешним перфузионным контуром, соединяющим бедренную артерию и бедренную вену. (b) – схема измерений. Пере-
пад давлений на артерии ΔPа = Q/σа зависит от величины потока Q и проводимости артерии σа. Перепад давлений на
жесткой трубке ΔPс = Q/σс отражает только изменение кровотока, т.к. σс = const. Поток Q, проходящий через артерию и
трубку, одинаков. Для оценки гидравлической проводимости сосуда достаточно вычислить отношение перепадов давле-
ний, т.е. σа ~ ΔPс /ΔPа.
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параметров на экран монитора производили, ис-
пользуя собственное программное обеспечение,
разработанное в среде LabView.

Порядок осуществления опытов. После заверше-
ния хирургической процедуры к сосудам подклю-
чали перфузионный контур и начинали перфузию,
устанавливая с помощью винтового зажима крово-
ток в артерии на уровне 1.5–2.0 мл/мин. После
20-минутной стабилизации регистрировали ответ
артерии на ступенчатое увеличение кровотока (в
2–4 раза). Для этого открывали трубку, шунтирую-
щую сопротивление, задаваемое винтовым зажи-
мом (рис. 1a). Увеличенный кровоток удерживали
в течение 20–30 с – до тех пор, пока кривая прово-
димости не стабилизировалась на новом, более вы-
соком, чем фоновый, уровне. Далее трубку пере-
жимали, возвращая кровоток в артерии к исходному
уровню. Воздействие с увеличенным кровотоком по-
вторяли как минимум дважды. Далее дважды вы-
зывали расширение подвздошной артерии, вводя
внутриартериально ацетилхолин хлорид (Ach) (Sig-
ma, США). Для этого на 30 с перекрывали кровоток
на входе в перфузируемый контур и через тройник
ретроградно в артерию медленно (в течение 20 с)
вручную вводили 0.5 мл ACh в концентрации 10–6–
10–5М.

По окончании этого периода опыта, служивше-
го контролем, в артерию вводили один из альдеги-
дов: DGA (25 мМ), MDA (12–18 мМ) или MG (30–
60 мМ), пытаясь повредить эндотелий-зависимые
реакции подвздошной артерии. Раствор DGA гото-
вили из водного раствора глутарового альдегида
(GA, 25%, Sigma-Aldrich, США), как описано в ра-
боте [9]. Раствор MG получали из готового 40%-
ного водного раствора MG (Sigma-Aldrich, США).

MDA получали методом кислотного гидролиза из
1,1,3,3-тетраэтоксипропана [13], его концентрацию
определяли при разбавлении 1:1000 по оптической
плотности при 267 нм на спектрофотометре Hitachi
220A (Hitachi Inc., Япония), используя коэффици-
ент экстинкции 31800 л/(моль см). Все альдегиды
доводили до необходимой концентрации, добавляя
раствор Рингера (в мМ: NaCl 154; KCl 5.6; CaCl2 2,2;
Na2HPO4 ⋅ 2H2O 0.4; NaH2PO4 ⋅ 2H2O 0.1). Кислот-
ность растворов альдегидов доводили до pH 7.3–7.8,
добавляя NaOH. Альдегиды вводили тем же путем,
что и ACh, с помощью инъектора Sage 341A (Sage
Instruments, США). Время введения DGA составляло
1 мин, а MDA и MG 7–10 мин. Спустя 30–60 мин по-
вторяли те же реакции, которые осуществляли в
контрольном периоде опыта.

Обработка результатов опытов. Эффекты аль-
дегидов на опосредуемые эндотелием реакции ар-
терий, вызываемые механическим (повышение
кровотока) и фармакологическим (ACh) стимула-
ми (показаны на рис. 2), оценивали, сравнивая ве-
личины реакций до и после введения альдегидов в
русло сосуда. Величину реакций, регистрируемых в
контрольном периоде опыта, принимали за 100%, а
реакции после введения MDA, DGA и MG оцени-
вали в % к величинам соответствующих реакций в
контроле для каждого опыта и затем усредняли. Ре-
зультаты представлены в виде среднего и ошибки
среднего (M ± m). Статистическую достоверность
различий определяли, используя непараметриче-
ские критерии Манна–Уитни для непарных и Вил-
коксона для парных сравнений с уровнем значимо-
сти p < 0.05. Построение графиков и статистический
анализ осуществляли, используя пакет программ
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, США).

Рис. 2. Динамика изменений проводимости подвздошной артерии крысы в ответ на ступенчатое увеличение кровотока (a)
и на введение ACh в артерию (b). Величину изменения проводимости Δσ оценивали в процентах к уровню проводимости
до начала воздействия. Проводимость артерии σ определяли как отношение ΔPc/ΔPа. Во время введения ACh сигналы ΔPc

и ΔPа не регистрировали, поскольку кровоток во внешнем контуре был перекрыт.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На рис. 2a показана типичная запись изменения

во времени проводимости подвздошной артерии
крысы в ответ на ступенчатое увеличение кровото-
ка. Величина перепада давления на жесткой трубке
ΔPc (жирная линия на нижнем графике) отражает
изменение кровотока Q в артерии. (Скорости кро-
вотока 1 мл/мин соответствует величина ΔPc ≈ 4 мм
рт.ст.). При открывании шунта, естественно, про-
исходило увеличение кровотока как в артерии, так
и во всей перфузионной системе, о чем свидетель-
ствовало резкое увеличение как сигнала ΔPc, так и
сигнала ΔPа.

Перепад давления на артерии ΔPa тоже сначала
быстро рос, достигая максимума, но, задержав-
шись на нем всего на несколько секунд, начинал
плавно уменьшаться, что свидетельствовало об
увеличении проводимости артерии. Из верхней за-
писи на рис. 2a видно, что немедленно вслед за уве-
личением кровотока в артерии ее проводимость
несколько уменьшалась. Это объясняется тем, что,
согласно законам гидродинамики, при увеличении
кровотока во всей магистрали трансмуральное давле-
ние в артерии несколько уменьшается, а это, в свою
очередь, приводит к пассивному уменьшению диа-
метра сосуда, а значит и к уменьшению проводимо-
сти. Однако это уменьшение проводимости непро-
должительно. И спустя 5–7 с после повышения кро-
вотока проводимость подвздошной артерии начинает
увеличиваться, что свидетельствует о ее расширении.
Это расширение происходит, несмотря на снизив-
шееся растягивающее давление. Особенно отчет-
ливо увеличение проводимости артерии проявля-
ется после восстановления исходного кровотока,
когда происходит восстановление первоначально-
го трансмурального давления. Поскольку гидроди-
намически состояния сосуда до увеличения и сразу
после восстановления кровотока были одинаковы
(одинаковые растягивающее давление и кровоток),
именно эти моменты в наибольшей степени при-
годны для оценки степени расширения подвздош-
ной артерии. Кровоток при полном открывании
шунта увеличивался в среднем в 3.0 ± 0.2 раза (n = 18),
что вызывало увеличение проводимости под-
вздошной артерии на 43 ± 6%. Поскольку для нас
имели значение только изменения проводимости,
вызываемые альдегидами, а не абсолютные вели-
чины реакции артерии, то далее на всех графиках
величины кровотока Q и проводимости σ приво-
дятся в относительных единицах.

На рис. 2b показана реакция той же артерии в
ответ на введение в ее русло ACh. Так как кровоток
на время введения был пережат, условия измере-
ния величин ΔPc и ΔPа полностью нарушались, этот
период исключали из рассмотрения (закрашен се-
рым). Однако сразу после возобновления кровото-
ка можно видеть характерную динамику увеличе-

ния проводимости, аналогичную той, что наблю-
дали в ответ на механический стимул.

Следует подчеркнуть, что анализу подвергали
данные только тех опытов, в которых увеличение
проводимости подвздошной артерии в контроле в
ответ на увеличение кровотока и введение ACh со-
ставляло не менее 15%. Только в таких опытах ис-
следовали затем действие альдегидов.

На начальном этапе этой работы в трех опытах
для подавления реакции на поток мы использовали
DGA, для того чтобы убедиться в том, что резуль-
тат, получаемый на крысах и при использовании
другой методики, соответствует результату, ранее
полученному на артериях кошки [9]. Мы выясни-
ли, что вводимый в артерию DGA (25 мМ, 1 мин)
также полностью подавляет дилататорные ответы
на поток, оставляя практически неизменными ре-
акции, вызываемые Ach (Записи не показаны.)

На рис. 3 представлен результат одного из опы-
тов, в котором сопоставлены реакции подвздошной
артерии на повышение кровотока и Ach до и после
введения в артериальное русло в течение 10 мин
MDA (16 мМ). Как видно, в данном опыте MDA
полностью устранил реакцию на увеличение пото-
ка, тогда как дилататорная реакция, вызванная
ACh, при этом практически не изменилась.

В следующей серии опытов исследовали дей-
ствие на сосуд другого эндогенного альдегида –
MG. В 2 из 7 опытов наблюдался эффект, сходный
с таковым при действии MDA: расширение, вызы-
ваемое повышением кровотока, уменьшалось
весьма значительно, тогда как ответ на Ach оста-
вался практически таким же, как в контроле. (За-
писи не показаны.)

Однако в остальных опытах с MG, выполненных
по такому же протоколу, наблюдалось подавление
реакций на оба стимула, как на механический, так и
химический. Запись реакций одного такого опыта, в
котором подавление обеих реакций проявилось до-
статочно полно, представлена на рис. 4. Слева пока-
заны записанные в контроле значительные по ве-
личине реакции на ступеньку кровотока и на ACh,
а справа –значительное подавление обоих ответов
артерии, наблюдавшееся спустя 60 мин после воз-
действия MG (30 мМ, 10 мин). Важно отметить, что
в течение этих 60 мин реакции и на увеличение
кровотока, и на Ach уменьшались постепенно, ста-
новясь в конце опыта малозаметными.

Данные сравнения относительных величин ре-
акций до и после применения каждого из альдегидов
по всем опытам собраны в табл. 1 и, кроме того, пред-
ставлены в виде суммарных графиков на рис. 5.

На графиках a, b и c (рис. 5) величины реакций в
контроле (столбики C) приняты за 100%. Столбики
рядом показывают среднюю (M ± m) величину ре-
акции (Δσ) после введения в русло артерии MDA,
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DGA и MG (в % к величине Δσ в контроле). Свет-
лые столбики соответствуют реакциям на поток,
темные – на ACh. Значимость отличий определяли
по критерию Манна-Уитни, сравнивая величины
реакций Δσ, полученных в 7 опытах до и после вве-
дения соответствующего альдегида.

Представленные в табл. 1 и на рис. 5 результаты
опытов показывают, что эффект избирательного
действия MDA на механочувствительное звено эн-
дотелий-зависимой реакции сосуда является ста-
тистически значимым (p < 0.01) и сильно выражен-
ным – амплитуда остаточных реакций в среднем
составила 10 ± 4% исходной величины (график (a)).
При этом амплитуда реакций на ACh в среднем не
уменьшилась (недостоверное увеличение на 26 ± 27%,
p = 0.4). Аналогичное действие оказывал и DGA
(график (b)): амплитуда остаточных реакций на
увеличение кровотока в среднем составила 13 ± 4%
исходной величины, а на ACh незначимо умень-
шилась – на 13 ± 15% (p = 0.4).

Усредненные данные по всем 7 опытам с приме-
нением MG (рис. 5c) на первый взгляд не позволя-
ют говорить о его избирательном действии в отно-
шении механочувствительного компонента реак-

ций эндотелия. Действительно, MG достоверно
подавлял обе реакции: и на увеличение потока (Q↑,
p < 0.001) и на ACh (p < 0.05). Однако можно заме-
тить, что оставшаяся после воздействия MG реак-
ция на ACh (38 ± 17%) значительно больше оста-
точной реакции на поток (14 ± 6%). Чтобы убедить-
ся в достоверности этих отличий, мы определили
для каждого из 7 опытов отношение амплитуд (Δσ)
реакций на повышение кровотока (Q↑) и на ACh и
сравнили величины этого отношения в контроле
и после введения MG. Результат показан на диа-
грамме (рис. 5d), отражающей изменение величин
(Δσ–Q↑/ Δσ–ACh) под действием MG для каждого
из опытов.

На графике видно, что за единственным исклю-
чением все стрелки направлены вниз. Это означа-
ет, что во всех опытах, кроме одного, поток-зави-
симая дилатация артерии в результате действия
MG уменьшалась сильнее, чем реакция на ACh.
Статистический анализ показывает высокую до-
стоверность различий в вызываемом MG ослабле-
нии ответов на поток и на ACh (p = 0.008 по крите-
рию Вилкоксона).

Рис. 3. Влияние MDA на эндотелий-зависимые реакции подвздошной артерии крысы на увеличение кровотока (a, b) и на
ACh (c, d).
 (a, с) – контроль до, (b, d) – через 30 мин после введения MDA в русло артерии.
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Рис. 4. Неизбирательное ингибирование MG опосредуемой эндотелием реакции артерии на увеличение кровотока (a, b)
и на ACh (c, d).
(a, с) – контроль до, (b, d) – через 60 мин после введения MG в русло артерии.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Общепризнано, что в основе многих заболева-
ний сердечно-сосудистой системы лежит дисфунк-
ция сосудистого эндотелия. Среди заболеваний, вы-
зывающих нарушение нормального функциониро-
вания эндотелия, наиболее распространенными
являются атеросклероз и сахарный диабет. Развитие
патологии эндотелия на ранних этапах этих заболе-
ваний связано с окислительным и карбонильным
стрессами, когда при перекисном окислении липи-
дов образуются дикарбонилы, повреждающие клет-
ки эндотелия и подавляющие их способность вы-
полнять свои функции [14].

Одной из основных функций сосудистого эндо-
телия является его способность реагировать на из-
менения действующего на стенку со стороны теку-
щей крови напряжения сдвига, благодаря чему
происходит приспособление гидравлического со-
противления сосудов к скорости кровотока в них
[2]. Однако исследования последних двух десяти-
летий показали, что возникновению дисфункции
эндотелия предшествует повреждение эндотели-
ального гликокаликса, слоя макромолекул, обра-
щенных в просвет сосуда и производимых эндоте-
лиоцитами. Это “покрытие” эндотелиальных кле-

ток, по структуре напоминающее “кустарник”,
состоит из заякоренных в плазмалемме гликозами-
ногликанов, протеогликанов, гликопротеинов и
гликолипидов [5, 15]. Гликокаликс защищает эн-
дотелиальные клетки от повреждающих воздей-
ствий, а его повреждение приводит к увеличению
проницаемости сосудистой стенки, к быстрому
прогрессированию атеросклеротического процес-
са и к утрате способности регулировать тонус сосу-
дистых гладких мышц при изменениях действую-
щего на стенку напряжения сдвига [15].

В многочисленных исследованиях показано,
что основным фактором, вызывающим поврежде-
ние гликокаликса и нарушение функции эндоте-
лия при атеросклерозе и сахарном диабете, являет-
ся окислительный стресс [16–19], при котором в
избытке производятся активные формы кислоро-
да, индуцирующие окисление таких субстратов,
как липиды и углеводы. В процессе этого свобод-
норадикального окисления образуются вторичные
продукты карбонильной природы, причем в про-
цессе окисления ненасыщенных липидов образу-
ется, главным образом, MDA, а в процессе окисле-
ния углеводов образуются гомологи MDA – глиок-
саль и MG [19, 20]. Заметим, что все эти соединения
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являются структурными аналогами глутарового аль-
дегида.

Ранее в опытах на циркуляторно изолирован-
ных магистральных артериях кошек мы показали,
что DGA избирательно повреждает способность
эндотелия регулировать просвет сосудов при изме-
нениях скорости кровотока [9]. Естественно было
предполагать, что и образующиеся в процессе ок-
сидативного и карбонильного стресса продукты
перекисного окисления липидов – MDA и MG –
также способны вызывать дисфункцию эндотелия,
лишая его способности регулировать гидравличе-
ское сопротивление сосудов при изменениях дей-
ствующего на стенку напряжения сдвига.

Опыты, результаты которых приведены в этой
статье, подтвердили сделанное предположение.
Использовав метод резистографии, что позволило
регистрировать изменения гидравлического со-
противления интактной подвздошной артерии
крыс, вызываемые повышением в ней кровотока и
Ach, мы показали, что MDA подавляет дилататор-
ные ответы на повышение напряжения сдвига,
практически не влияя на расширение артерии, вы-
зываемое Ach (рис. 3 и 5). Из этого следует, что
MDA, так же как и димер глутарового альдегида,
способен селективно повреждать механорецептор
эндотелиоцитов, каковым является слой эндотели-
ального гликокаликса [4, 6–8], не затрагивая при
этом способность клеток эндотелия расслаблять

гладкие мышцы при действии фармакологических
дилататоров.

Менее определенный результат был получен в
опытах, в которых на сосудистую стенку воздей-
ствовали MG. С одной стороны, действие этого

Таблица 1. Величины реакций подвздошной артерии
крыс (Δσ) в ответ на увеличение кровотока и введение
вазодилататора ACh до и после инфузии DGA, MDA или
MG в русло артерии (в % от контроля)

Q↑ – реакция на увеличение кровотока flow, ACh – на введе-
ние вазодилататора.

Контроль DGA MDA MG

Q↑ ACh Q↑ ACh Q↑ ACh Q↑ ACh

100.0 100.0 9.3 57.2 4.5 74.1 0.7 0.0
100.0 100.0 9.6 103.1 1.6 90.6 4.8 5.1
100.0 100.0 20.3 102.0 20.1 94.1 5.0 10.0
100.0 100.0 – – 21.3 152.5 13.9 30.6
100.0 100.0 – – 3.8 220.7 4.7 22.5
100.0 100.0 – – – – 44.0 87.2
100.0 100.0 – – – – 26.9 113.1

M ± SEM

100.0 100.0 13.1 87.4 10.3 126.4 14.3 38.3
±0.0 ±0.0 ±3.6 ±15.1 ±4.3 ±27.1 ±6.0 ±16.7

Рис. 5. Влияние MDA (a), DGA (b) и MG (c) на величину реакций подвздошной артерии крысы на ступенчатое увеличение
кровотока (Q↑, светлые столбики) и ACh (темные столбики). Величина реакций в контроле принята за 100%. Величины
столбиков, соответствующих введениям МDА, DGA и МG характеризуют средние величины реакций, измеренные в % к
исходным в каждом опыте. (d) – изменение под действием MG, отношения величин реакции на поток (Q↑) к реакции на
Аch. Стрелки указывают направление и величину изменений в каждом опыте. Начальная точка C соответствует отноше-
нию величин реакций в контроле до введения MG.
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альдегида было сходно с действием DGA и MDA:
дилатация, вызываемая механическим стимулом
(повышением скорости кровотока), подавлялась в
большей степени, чем расширение, вызываемое
Ach (рис. 4 и 5). Однако и расширение, вызываемое
фармакологическим стимулом, подавлялось весь-
ма существенно. Такой результат заставляет пола-
гать, что либо MG, в отличие от MDA, взаимодей-
ствует также с мембранными белками хеморецеп-
торов, включая холинорецептор, что и определяет
ослабление ответа на Ach, либо MG не только из-
меняет жесткость гликокаликса и эндотелиоцитов,
но также повреждает и внутриклеточный механизм,
приводящий к высвобождению оксида азота или дру-
гих факторов, расслабляющих гладкие мышцы.

Сравнение действия этих двух альдегидов, име-
ющих близкие молекулярные массы и являющихся
изомерами, позволяет, хотя и с большой осторож-
ностью, высказать предположение о том, что сахар-
ный диабет должен быстрее, чем атеросклероз, при-
водить к серьезным нарушениям функционирования
сердечно-сосудистой системы. Такое предположение
уже высказывалось [21] на основе сравнения резуль-
татов свободнорадикального окисления липопроте-
идов низкой плотности глюкозой и MG. В пользу это-
го предположения свидетельствуют также получен-
ные нами данные, выявившие некоторые различия
в действии MG и MDA на эндотелий-зависимые
реакции магистральной артерии крыс, что, как мы
полагаем, связано с их различной проникающей
способностью и с преимущественным действием
одного из них извне на мембрану эндотелиоцитов
и защищающий их слой гликокаликса, а другого –
и на внутриклеточный биохимический механизм,
который обеспечивает, в конечном итоге, расслаб-
ление гладких мышц. Поднятые вопросы, очевид-
но, весьма важны и нуждаются в дальнейшем ис-
следовании.

Подводя итог, можно сказать, что альдегиды,
образующиеся при свободнорадикальном окисле-
нии липидов и углеводов – MDA и MG, в целом
действуют на сосудистый эндотелий сходным об-
разом: они повышают жесткость гликокаликса
и/или эндотелиоцитов, подавляя, таким образом,
дилататорную реакцию, вызываемую механиче-
ским стимулом – повышением кровотока. При этом
степень селективности такого подавления выше у
MDA, это позволяет предполагать, что образую-
щийся в избытке при гипергликемии MG, нарушая
способность эндотелиоцитов расслаблять гладкие
мышцы при действии на стенку сосуда не только ме-
ханического, но и фармакологических стимулов,
вызывает более серьезную, чем MDA, дисфункцию
эндотелия.
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MALONDIALDEHYDE- AND METHYLGLYOXAL-INDUCED SUPPRESSION 
OF ENDOTHELIUM-DEPENDENT DILATION OF THE RAT ILIAC ARTERY 

IN RESPONSE TO ELEVATION IN BLOOD FLOW
V. V. Ermishkinа, E. V. Lukoshkovaа, and A. M. Melkumyantsа

а National Medical Research Center of Cardiology, Moscow, Russia

Arterial vessels dilate in response to an increase in blood flow. This regulation is based on the ability of endothe-
lial cells to induce relaxation of vascular smooth muscle cells in response to a rise in wall shear stress. Previously,
we demonstrated that dimeric glutaraldehyde (DGA) selectively inhibits endothelium-dependent f low-mediated
vasodilation via reinforcing endothelial cell stiffness. The present study aims to find out whether the products of
oxidative and carbonyl stress, malonyldialdehyde (MDA) and methylglyoxal (MG), are also able to selectively
suppress endothelium-dependent f low-mediated dilation. In experiments on anesthetized rats, the changes in
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vascular conductance of the intact iliac artery, induced by a stepwise f low rise, were studied under control and
after infusion of MDA, MG, or DGA into the arterial bed. Simultaneously, a dilation of the artery in response
to intra-arterial injection of ACh was tested before and after exposure of the artery to any of the above aldehydes
in order to make sure that endothelium retains its ability to relax smooth muscles. Both MDA and DGA strongly
and selectively suppressed the f low-mediated dilation of the iliac artery with virtually no effect on the response
to ACh. MG suppressed both arterial responses, with a more profound effect exerted on the f low-mediated di-
lation and a much lesser effect on the response to ACh. These data suggest that aldehydes produced in the process
of lipid peroxidation can lead to endothelial dysfunction. Since the endothelial glycocalyx is referred to as a po-
tential mechanosensor that provides the transduction of wall shear stress into the endothelial cell response, the
observed detrimental effects of the tested aldehydes on the ability of the iliac artery to tune its diameter in accor-
dance with blood flow can result from the structural derangement of the endothelial glycocalyx.

Keywords: malonyldialdehyde, methylglyoxal, dimeric glutaraldehyde, endothelium-dependent dilation, mechano-
sensitivity of the endothelium, glycocalyx
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У крыс, подвергнутых раннему провоспалительному стрессу (введение липополисахарида (ЛПС) на
3-й и 5-й день после рождения в дозе 50 мкг/кг), исследовали влияние содержания в условиях социаль-
ной изоляции или обогащенной среды в возрасте с 1.5 до 4 мес на выработку и угашение условноре-
флекторного страха. Тестирование через 24 ч после обучения показало, что после социальной изоля-
ции у самцов и самок ухудшалась выработка условнорефлекторного страха, что проявилось в уменьше-
нии времени замирания. Наибольшую чувствительность к социальной изоляции показали крысы с
ранним провоспалительным стрессом, у которых снижалось время замирания как на сигнал, так и кон-
текст. Предполагается, что уменьшение страха связано с дефицитом памяти. Обогащение среды сни-
жало время замирания, но в меньшей степени, чем социальная изоляция, при этом уменьшался страх
только на контекст. Угашение страха у самцов ЛПС-группы ускорялось после социальной изоляции и
обогащения среды по сравнению с животными этой группы, содержащимися в стандартных условиях.
Полученные результаты свидетельствуют, что после раннего провоспалительного стресса взрослые
животные были более уязвимы к изменениям условий содержания.

Ключевые слова: социальная изоляция, обогащение среды, липополисахарид, ранний провоспалитель-
ный стресс, условнорефлекторный страх, угашение рефлекса
DOI: 10.31857/S0044452921040057

Известно, что вмешательства в нормальное раз-
витие в раннем онтогенезе создают предрасполо-
женность к появлению психопатологии, которая
может проявиться при новом вмешательстве в
дальнейшей жизни (“втором ударе”) [1–3]. У лю-
дей обнаружена тесная связь ранних негативных
влияний с развитием целого ряда психоневрологи-
ческих заболеваний, таких как депрессия, тревож-
ные расстройства, посттравматический синдром,
аутизм и др. [4, 5]. Выявлены существенные поло-
вые различия в частоте проявления этих заболева-
ний [6].

Базовой причиной для многих перечисленных
расстройств является нейровоспаление, которое мо-
жет возникать под влиянием раннего стресса [5].
В экспериментах на животных наиболее часто ис-
пользуется модель нейровоспаления, вызванная инъ-
екцией бактериального липополисахарида (ЛПС).
ЛПС является составным компонентом внешней ча-
сти мембраны грамотрицательных бактерий, и его
введение приводит к высвобождению большого
числа эндогенных провоспалительных медиаторов

(цитокины, хемокины и др.) через TLR4*MD-2
комплекс [7].

В литературе имеются сведения о том, что ран-
ний провоспалительный стресс может оказывать
влияние на оборонительное поведение взрослых
животных. Провоспалительный стресс мог приво-
дить к ослаблению условнорефлекторного страха
на контекст, проявляющегося в виде замирания
[8–10], или, наоборот, увеличению его выражения
у взрослых крыс-самцов после введения ЛПС в
раннем онтогенезе [11, 12]. В других работах не бы-
ло обнаружено влияния введения ЛПС на 14-й
день от рождения на выработку условнорефлектор-
ного страха на контекст или на сигнал у взрослых
крыс, но наблюдался дефицит в угашении класси-
ческого оборонительного рефлекса [13]. После
провоспалительного стресса имелись нарушения
при обучении в бассейне Морриса [14], в обучении
распознаванию нового объекта [9, 10] и при выра-
ботке активного избегания [12, 15]. Проведенные
нами ранее эксперименты [12] показали, что ран-
ний провоспалительный стресс вызывал измене-
ния в оборонительном поведении взрослых крыс,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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которые зависели от пола животного. У самцов с
ранним введением ЛПС условнорефлекторный
страх на контекст после выработки классического
оборонительного условного рефлекса и рефлекса
пассивного избегания проявлялся в большей сте-
пени, а его угашение было затруднено по сравне-
нию с контрольными животными. У самок с ран-
ним введением ЛПС не наблюдалось значительных
изменений в проявлении страха, однако угашение
классического рефлекса облегчалось.

Возникает вопрос о том, как скажутся послед-
ствия раннего стресса на обучение взрослых жи-
вотных при столкновении с различными дополни-
тельными воздействиями, как негативными стрес-
сирующими, так и благоприятными. Можно ли
ослабить последствия провоспалительного стресса
путем содержания животных в особых условиях?

В экспериментах на животных широко исполь-
зуют такое стрессирующее воздействие, как соци-
альная изоляция. Начатая в раннем подростковом
возрасте, социальная изоляция увеличивает тре-
вожное и депрессивно-подобное поведение взрос-
лых животных [16–20]. Кроме того, социальная
изоляция приводит к нарушению когнитивных
способностей у животных. У изолянтов возникали
трудности при обучении поиску скрытой платфор-
мы в водном лабиринте [21–23]. У изолянтов была
нарушена выработка условнорефлекторного стра-
ха, проявляющегося в виде замирания [21, 24, 25], и
выработка условного рефлекса пассивного избега-
ния [22]. В качестве причины нарушения обучения
рассматривается дефицит памяти [21, 23, 26–29].

С другой стороны, обогащение среды обитания
путем добавления в клетку различных предметов
для лазанья, игры, зарывания, физических упраж-
нений оказывает положительное действие, умень-
шает тревожное и депрессивно-подобное поведе-
ние [18, 30–32]. Обогащение среды приводило к
более быстрому обучению мышей в простран-
ственных задачах в водном лабиринте [21, 33]. Обо-
гащение среды у самок мышей замедляло угашение
условнорефлекторного страха в виде замирания на
звук [33]. Обогащение среды могло не влиять на
условнорефлекторное замирание при классиче-
ском оборонительном рефлексе и на рефлекс ак-
тивного избегания [34] или, наоборот, усиливать
замирание [25].

Можно было ожидать, что социальная изоляция и
обогащение среды окажут разнонаправленное дей-
ствие на оборонительное поведение животных.
Предполагалось, что крысы группы ЛПС будут наи-
более уязвимы к стрессирующему воздействию, а со-
держание в обогащенной среде будет способно ком-
пенсировать негативное влияние раннего провоспа-
лительного стресса. Целью нашей работы было
исследовать влияние социальной изоляции и обо-
гащения среды на условнорефлекторный страх у
крыс в норме и после раннего провоспалительного

стресса. В задачу работы входила, во-первых, под-
готовка экспериментальных групп животных, ко-
торая включала введение бактериального липопо-
лисахарида (группа ЛПС, 50 мкг/кг), либо физио-
логического раствора (группа ФИЗ, контроль)
крысятам на 3-й и 5-й день от рождения и содержа-
ние животных с 1.5 до 4 мес в различных условиях
(социальная изоляция, обогащение среды, стан-
дартные условия). Во-вторых, необходимо было
сопоставить выработку, проявление и угашение
условнорефлекторного страха на звук у взрослых
животных при разных условий содержания в груп-
пах ФИЗ и ЛПС. В-третьих, необходимо было со-
поставить влияние раннего провоспалительного
стресса и разных условий содержания на самцов и
самок.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. В опытах было использо-
вано 143 крысы линии Вистар в возрасте от 3.5 до
4 мес (76 самцов и 67 самок). Крысята (15 пометов)
были выведены в виварии Института высшей нерв-
ной деятельности и нейрофизиологии РАН от роди-
телей, полученных из филиала “Столбовая” ФГБУН
НЦБМТ ФМБА, Россия. Схема эксперимента
представлена на рис. 1.

На 3-й и 5-й день от рождения у половины крысят
из помета вызывали провоспалительный стресс пу-
тем введения ЛПС в дозе 50 мкг/кг в объеме 10 мкл/г
(группа ЛПС, всего 65 крысят). Во время этой проце-
дуры крысята отлучались от матери на 15–20 мин.
Они взвешивались на электронных весах с точно-
стью до 0.01 г и получали подкожную инъекцию
ЛПС в холку с помощью инсулинового шприца.
Крысята группы ЛПС дополнительно метились с
помощью подкожного введения у основания хво-
ста 10 мкл черной краски, используемой для татуи-
ровок у людей. Другой группе крысят из помета в
этом же возрасте подкожно вводили физиологиче-
ский раствор в объеме 10 мкл/г (группа ФИЗ, кон-
троль, всего 78 крысят). При разделении пометов
старались уравнять число самцов и самок в группах
ЛПС и ФИЗ. Разделение пометов делалось с целью
ослабить влияние генетического фактора на ре-
зультаты экспериментов. В возрасте 25 дней кры-
сят отлучали от матери и формировали клетки та-
ким образом, что в одной клетке содержались кры-
сы одного пола из 2–3 пометов из одной группы
(либо ЛПС, либо ФИЗ). В дальнейшем животных
содержали в виварии при обычном 12-часовом све-
товом режиме в свободном доступе к воде и стан-
дартному корму. В экспериментах соблюдали прин-
ципы гуманности, изложенные в директивах Евро-
пейского Сообщества (2010/63/ЕU) и положения
Института высшей нервной деятельности и нейро-
физиологии РАН о работе с экспериментальными
животными.
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Создание различных условий содержания крыс.
В возрасте 45 дней каждую группу крыс делили на
три группы в зависимости от условий содержания,
которые оставались неизменными до конца экспе-
риментов (до 4 мес, рис. 1). Одна группа крыс со-
держалась в стандартных условиях по 3–5 живот-
ных в клетке (группа СТАНД). Вторая группа по-
мещалась в обогащенную среду (группа ОС),
которая создавалась в коробке размером 51 × 40.5 ×
× 30 см, где находились лесенки, беличье колесо,
материал для зарывания, трубки. Параллельно с
исследованием обогащенной среды крысы прохо-
дили хендлирование. В обогащенную среду крыс по-
мещали на 20 мин через день. Третья группа крыс
подвергалась социальной изоляции (группа СИ).
При социальной изоляции крысы содержались по-
одиночке в клетках размером 30 × 30 × 17.5 см. Та-
ким образом, в работе анализировали поведение
6 групп крыс: ФИЗ + СТАНД (46 крыс), ЛПС +
+ СТАНД (34 крысы), ФИЗ + ОС (18 крыс), ЛПС +
+ ОС (16 крыс), ФИЗ + СИ (14 крыс), ЛПС + СИ
(15 крыс).

Выработка, тестирование и угашение классиче-
ского условного оборонительного рефлекса (fear condi-
tioning). Для выработки классического павловского
условного оборонительного рефлекса использовали
камеру Startle and Fear Combined System производ-
ства PanLab Harvard apparatus (Испания, 2000). Экс-
перименты начинали у крыс в возрасте 3.5 мес
(рис. 1). При обучении после 120-секундного пери-
ода обследования камеры животным давали 3 соче-
тания звука (30 с, 80 дБ, 2000 Гц) и электрокожного
болевого раздражения (2 с, 0.8 мА, задержка 28 с от
начала действия звука) с 40–50-секундными меж-
сигнальными интервалами, после чего следовал
период последействия в 40 с. Затем через 24 ч после

обучения проводили тестирование условнорефлек-
торного страха (тест 1), который оценивали по време-
ни замирания. При тестировании животных поме-
щали в тот же контекст на 120 с, после чего предъяв-
ляли звук в течение 120 с (80 дБ, 2000 Гц), далее
следовал период последействия в 120 с. Далее в двух
опытах проводили угашение условнорефлекторно-
го страха, при этом давали по 10 изолированных
звуковых стимулов (30 с, 80 дБ, 2000 Гц) без элек-
трокожных раздражений с 20-секундными межсиг-
нальными интервалами. После процедуры угаше-
ния тестировали сохранность рефлекса (тест 2).

Во всех опытах поведение крыс анализировали
до (реакции на контекст), во время (на контекст и
сигнальный раздражитель) и после действия звука
(последействие). Замирание – периоды неподвиж-
ности длительностью не менее 2 с, когда можно на-
блюдать только дыхательные движения животного.
Замирание определяли по записи механограммы
пола камеры с помощью амплитудного и временного
порогов. Амплитудный порог зависел от массы тела
крысы, коэффициента усиления и выставлялся та-
ким образом, чтобы отсечь интервалы с активным
движением животного. Обработка проводилась с по-
мощью стандартной программы, прилагающейся к
установке фирмы Panlab. Программа позволяла де-
тектировать эпизоды замирания, определять их
длительность и рассчитывать процент времени за-
мирания от времени регистрации. Кроме того, для
оценки уровня эмоционального напряжения у
крыс подсчитывали число дефекаций и уринаций.

Статистическая обработка данных. Для вто-
ричной обработки результатов использовали стан-
дартную программу STATISTICA 8.0. Распределе-
ние исследованных параметров было проверено на
нормальность по критерию Колмогорова–Смир-

Рис. 1. Схема эксперимента и разделение крыс на группы. PND – постнатальные дни. SAL/LPS – введение физиологи-
ческого раствора или ЛПС. EE – содержание в обогащенной среде, ST – в стандартных условиях содержания, SI – в со-
циальной изоляции. L – обучение, Т1 и T2 – тесты 1 и 2, E1, 2 – угашение 1 и 2.
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120
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нова (Basic Statistics, раздел Descriptive Statistics).
Если анализируемый параметр удовлетворял дан-
ному критерию, то при сравнении групп крыс ис-
пользовали дисперсионный анализ ANOVA, раздел
factorial ANOVA. При post-hoc анализе применяли
критерий Newman–Keuls test. Различия считали ста-
тистически значимыми при р < 0.05, отмечали нали-
чие тенденции при 0.05 < р <0.1. Во всех эксперимен-
тах анализировали влияние факторов ПОЛ, ГРУП-
ПА, УСЛОВИЯ СОДЕРЖАНИЯ, в некоторых
случаях также анализировали влияние фактора
ИНТЕРВАЛ ВРЕМЕНИ. При отсутствии нор-
мальности распределения поведенческих парамет-
ров использовали Kruskal–Wallis test, с последую-
щим сравнением групп с помощью Multiple Com-
parisons (Nonparametric Statistics), а также Mann
Whitney U test. Данные на рисунках представлены в
виде средних значений ± ошибки средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние различных условий содержания на выра-

ботку условнорефлекторного страха. Анализ с по-
мощью Factorial ANOVA динамики обучения крыс
выявил влияние факторов ИНТЕРВАЛ ВРЕМЕ-
НИ (F6.914 = 171.6, p = 0.000), УСЛОВИЯ СОДЕР-
ЖАНИЯ (F2.914 = 171.6, p = 0.000), ПОЛ (F1.914 = 4.3,
p = 0.038), а также взаимодействие факторов
УСЛОВИЯ СОДЕРЖАНИЯ × ПОЛ (F2.914 = 11.0,
p = 0.000). Учитывая наличие такого взаимодей-
ствия, в дальнейшем рассматривали отдельно вли-
яние условий содержание на крыс разного пола.
Post hoc анализ показал (рис. 2a), что у самцов обо-
гащение среды приводило в целом к большему (р <
< 0.05) времени замирания как в группе ФИЗ + ОС,
так и ЛПС + ОС по сравнению с группами ФИЗ +
+ СТАНД и ЛПС + СТАНД соответственно. Наи-
большие различия наблюдались после ОС при дей-
ствии 2-го звука, т.е. крысы группы ФИЗ + ОС и
ЛПС + ОС быстрее обучились и замирали больше
уже после первого сочетания звука с болевым раздра-
жением. Социальная изоляция не оказывала влия-
ния на время замирания у самцов. У самок, наоборот,
социальная изоляция приводила к уменьшению в це-
лом времени замирания в группах ФИЗ + СИ и ЛПС +
+ СИ по сравнению с группами ФИЗ + СТАНД и
ЛПС + СТАНД соответственно. Статистически
значимые различия наблюдались только в отдель-
ных интервалах времени (рис. 2b). Кроме того, у са-
мок группы ЛПС обогащение среды оказывало та-
кое же влияние, как социальная изоляция, вызы-
вая уменьшение времени замирания в группе
ЛПС + ОС по сравнению с группой ЛПС + СТАНД.
Обогащение среды приводило к снижению числа
уринаций по сравнению со стандартными услови-
ями содержания (рис. 2c) (Kruskal–Wallis test Н (2,
n = 170) = 14.79, p = 0.001, Multiple Comparisons, p =
= 0.008) и по сравнению с социальной изоляцией
(Multiple Comparisons, p = 0.002).

Таким образом, социальная изоляция затрудня-
ла обучение у самок, а обогащение среды, наобо-
рот, ускоряло обучение у самцов.

Влияние различных условий содержания на прояв-
ление условнорефлекторного страха в тесте 1. На
процент времени замирания в тесте 1 оказывали
влияние факторы ИНТЕРВАЛ ВРЕМЕНИ (F2.393 =
= 97.29, p = 0.000), УСЛОВИЯ СОДЕРЖАНИЯ
(F2.393 = 5.46, p = 0.000), ГРУППА (F1.393 = 3.96, p =
= 0.047), ПОЛ (F1.393 = 4.01, p = 0.046), также на-
блюдалось взаимодействие факторов УСЛОВИЯ
СОДЕРЖАНИЯ × ГРУППА × ПОЛ (F2.393 = 3.11, p =
= 0.046). Post hoc анализ в целом по всему тесту по-
казал (рис. 3a), что в группах как ФИЗ, так и ОС или
СИ приводила к уменьшению времени замирания
по сравнению с животными в стандартных услови-
ях, причем после социальной изоляции снижение
было более выраженным у самцов в группах ФИЗ и
ЛПС, а также у самок в группе ЛПС. Подробный
анализ по интервалам времени (рис. 3b, c), пока-
зал, что ОС по сравнению со стандартными усло-
виями приводила к статистически значимому сни-
жению времени замирания только в интервале до
(самцы группы ЛПС) или после действия звука
(самки группы ФИЗ), т.е. при исследовании кон-
текста. СИ у групп ЛПС вызывала существенные
изменения, происходило снижение времени зами-
рания как при действии звука, так и в интервалах
до и после действия (рис. 3b, c). СИ у групп ФИЗ
вызывала меньшие изменения, в основном в ин-
тервале после действия звука.

Изменение условий содержания не влияло на
число дефекаций (рис. 3e, Kruskal–Wallis test Н (2,
n = 170) = 2.96, p = 0.227). Число уринаций увеличива-
лось у крыс после СИ по сравнению с ОС (рис. 3d,
Kruskal–Wallis test Н (2, n = 170) = 12.09, p = 0.002,
Multiple Comparisons, p = 0.004) и по сравнению со
стандартными условиями (на уровне тенденции,
Multiple Comparisons, p = 0.065). Это свидетель-
ствовало о том, что СИ увеличивала вегетативную
реактивность.

Таким образом, тест 1 показал, что после СИ кры-
сы хуже выработали условнорефлекторный страх,
проявляющийся в виде замирания. Наибольшую
чувствительность к СИ показали крысы с ранним
провоспалительным стрессом, у которых уменьши-
лось проявление страха как на сигнал, так и на кон-
текст. ОС также уменьшало проявление страха в виде
замирания, но в меньшей степени, чем СИ, при этом
уменьшался страх только на контекст.

Влияние различных условий содержания на угаше-
ние условнорефлекторного страха. После двух сеан-
сов угашения был проведен тест 2, результаты ко-
торого представлены на рис. 4а. На процент време-
ни замирания в тесте 2 оказывали влияние
факторы ИНТЕРВАЛ ВРЕМЕНИ (F2.39 = 19.25, p =
= 0.000), УСЛОВИЯ СОДЕРЖАНИЯ (F2.393 = 26.94,
p = 0.000), ПОЛ (F1.393 = 21.26, p = 0.000), наблюда-
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лось взаимодействие факторов УСЛОВИЯ СО-
ДЕРЖАНИЯ × ПОЛ (F2.393 = 4.92, p = 0.008). Post
hoc анализ показал (рис. 4а), что в целом по тесту

как в группе ФИЗ, так и в группе ЛПС самцы зами-
рали значительно меньше после обогащения среды
и социальной изоляции, чем самцы, содержащиеся

Рис. 2. Влияние различных условий содержания крыс на выработку условнорефлекторного страха. ST – группа крыс со
стандартными условиями содержания, EE – группа крыс с обогащением среды, SI – группа крыс с социальной изоляци-
ей. SAL – группа с введением физиологического раствора в раннем онтогенезе, LPS – группа с введением ЛПС. По оси
абсцисс на (a) и (b) –интервалы времени (Before – до начала сочетаний, S1, S2, S3 – во время 1-го, 2-го, 3-го звука, ISI1,
ISI2 – 1-й и 2-й межсигнальный интервал, After – после сочетаний), на (c) – группы крыс. По оси ординат – на (a) и (b) –
процент времени замирания, на (c) – число уринаций. n – число крыс в группе. * – статистически значимые отличия в
группе крыс, содержащейся в измененных условиях, по сравнению с группой в стандартных условиях (р < 0.05, на (a) и
(b) – post hoc анализ, Factorial ANOVA, на (c) –Kruskal–Wallis test, Multiple comparison). + – различие между крысами, со-
держащимися в ОС и СИ.
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Рис. 3. Влияние различных условий содержания крыс на проявление условнорефлекторного страха в тесте 1. (a) – суммар-
ные данные по времени замирания по всему тесту, (b) и (c) – по различным интервалам времени в тесте, (d) – число ури-
наций за опыт, E – число дефекаций. ST – группа крыс в стандартных условиях содержания, EE – группа крыс с обога-
щением среды, SI – группа крыс с социальной изоляцией. По оси абсцисс на (b) и (c) – различные интервалы вре-
мени, Before – до действия звука, Sound – во время, After – после звука. По оси ординат на (a–c) – процент времени
замирания, Т – время. * – статистически значимые различия в ЕЕ или SI группе по сравнению с ST группой (р < 0.05, на
(a–c) – post hoc анализ, Factorial ANOVA, на (d) – Kruskal–Wallis test, Multiple comparison), + – различие между крысами,
содержащимися в EE и SI.
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в стандартных условиях. У самок в стандартных
условиях угашение было более эффективным, чем
у самцов, что согласуется с данными, полученны-
ми ранее [12]. Обогащение среды и социальная
изоляция у самок вызывали уменьшение времени
замирания в тесте 2 по сравнению с животными в
нормальных условиях, но менее выраженное, чем у
самцов.

Таким образом, у крыс после социальной изоля-
ции и обогащения среды условнорефлекторный
страх угашался быстрее, чем у животных, содержа-
щихся в стандартных условиях. Возникает вопрос,
более быстрое угашение связано с тем, что замира-
ние у этих крыс было изначально меньше по време-
ни (данные по тесту 1), или социальная изоляция и
обогащение среды влияли на сам процесс угаше-
ния? Для ответа на этот вопрос для каждой группы
крыс сравнивали соотношение времени замирания
в тесте 2 и тесте 1 по формуле (Т замирания в тесте
2)/(Т замирания в тесте 1) × 100%, результаты тако-
го анализа представлены на рис. 3b–d. На такое со-
отношение времени замирания в разных тестах
(рис. 4b) оказывали влияние фактор УСЛОВИЯ
СОДЕРЖАНИЯ (F2.393 = 7.93, p = 0.000), ГРУППА
(F1.393 = 4.92, p = 0.027) и ПОЛ (F2.393 = 37.34, p =
= 0.000).

Post hoc анализ показал, что у самок угашение
рефлекса проходило быстрее, чем у самцов в стан-
дартных условиях содержания. В группе ФИЗ у
самцов и самок, а также в группе ЛПС у самок обо-
гащение среды и социальная изоляция не оказыва-
ли влияние на угашение рефлекса по сравнению со
стандартными условиями содержания (рис. 4b).
У самцов в группе ЛПС угашение проходило быстрее
после обогащения среды и социальной изоляции по
сравнению со стандартными условиями содержания.
Подробный анализ по интервалам (рис. 4c, d) пока-
зал, что самцы группы ЛПС быстрее угашают страх
при измененных условиях содержания на контекст
после действия звука, в ответ на звуковой сигнал
угашение ускорялось незначительно (на уровне
тенденции). Таким образом, у самцов группы ЛПС
содержание в ОС или СИ способствовало более
быстрому угашению условнорефлекторного страха
на контекст.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе было показано существенное
уменьшение уровня замирания в тесте 1 у крыс по-
сле социальной изоляции по сравнению с живот-
ными, содержащимися в стандартных условиях.
Причем время замирания могло уменьшаться как
на контекст, так и на звуковой сигнал. В литературе
также имеются сведения о том, что социальная
изоляция приводит к нарушению когнитивных
способностей у животных. У изолянтов была нару-
шена выработка условнорефлекторного страха, в

тесте через 24 ч после обучения животные меньше
замирали только на контекст [25, 35, 36], на кон-
текст и сигнал [21, 24, 27, 28], или только на сигнал
[26]. В то же время у мышей после 2-недельной со-
циальной изоляции показано увеличение замира-
ния в последействии звука при тестировании
условнорефлекторного страха на звук и увеличе-
нии реактивности на ток [37]. У изолянтов наруша-
лась выработка условного рефлекса пассивного из-
бегания [22], все крысы заходили в опасный отсек
на следующий день после выработки. У изолянтов
возникали трудности при обучении поиску скры-
той платформы в водном лабиринте Морриса [21–
23, 38].

Закономерно возникает вопрос о причинах та-
кого нарушения обучения. В наших экспериментах
при обучении в первый день время замирания у
самцов не отличалось в группах СИ и СТАНД, это
говорит о том, что животные после СИ были спо-
собны реагировать замиранием на болевые стиму-
лы. В литературе есть данные о появлении гипер-
локомоции у крыс после СИ [39]. Однако прове-
денные ранее нами тестирования этих же крыс в
открытом поле и приподнятом крестообразном ла-
биринте не выявили увеличения двигательной ак-
тивности после СИ, в отдельных группах наблюда-
лось даже ее снижение [20]. Уменьшение времени
замирания в тесте 1, по-видимому, не может быть
связано с увеличением двигательной активности
крыс. Известно, что разные условия содержания не
влияли на болевую чувствительность мышей в те-
сте на горячей пластинке [21, 24], это свидетель-
ствует о том, что нарушения обучения не были свя-
заны с изменениями болевой чувствительности и
уменьшением силы подкрепления. Наиболее веро-
ятной причиной нарушения замирания в тесте 1
является дефицит памяти, и в литературе есть под-
тверждение данному предположению. В большин-
стве работ показано, что после СИ страдает долго-
временная, а не кратковременная память. Так, на-
пример, после СИ нарушалась долговременная
память в тесте после выработки условнорефлек-
торного страха [27], в то время как кратковремен-
ная рабочая память не страдала в Y-образном лаби-
ринте и в тесте при распознавании новых объектов.
Крысы после стресса социальной нестабильности,
в котором животные подвергались социальной
изоляции и смене партнера по клетке, показали де-
фицит долговременной памяти, но не кратковре-
менной при обучении в бассейне Морриса и в тесте
на пространственное расположение объектов [40].
Считают, что после СИ возникает нарушение про-
цессов консолидации памяти, а не ее приобрете-
ния в модели выработки условнорефлекторного
страха. В специальных опытах было показано нару-
шение под влиянием социальной изоляции консо-
лидации памяти о страхе, при этом у животных на-
рушалась память через 24 ч или 4 дня после обуче-
ния, но оставалась неизменной через 90 мин и 4 ч
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Рис. 4. Влияние различных условий содержания крыс на угашение условнорефлекторного страха. По оси абсцисс на a и
b – группы крыс (SAL – группа с введением физиологического раствора в раннем онтогенезе, LPS –группа с введением
ЛПС), на c и d – интервалы времени (Before – до действия звука, Sound – во время, After – после действия звука). По
оси ординат – на a – % времени замирания в тесте 2, Т – время, на b–d – (Т замирания в тесте 2)/(Т замирания в
тесте 1) × 100%. * – статистически значимые отличия по сравнению с ST группой (р < 0.05, post hoc анализ, Factorial ANO-
VA). $ – различие между самцами и самками в аналогичных группах.
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после выработки рефлекса [28]. Относительно ме-
ханизмов нарушения консолидации памяти у изо-
лянтов имеются отдельные сведения. У изолянтов
был понижен уровень экспрессии гена Egr-1 (“от-
вет раннего роста”), но не Egr-2 в цитозольных
фракциях гиппокампа и коры по сравнению с кон-
трольными животными [28]. У изолянтов по срав-
нению с контролем был понижен уровень фосфо-
рилирования сигнальных белков в гиппокампе,
связанных с синаптической пластичностью, субъ-
единицы NR1 NMDA-рецептора, кальмодулин-за-
висимой киназы II. Считают, что дисфункция Egr-1 и
нейросигнальной системы приводит к дефициту
консолидации памяти о страхе. Имеются данные
об уменьшении после СИ экспрессии субъединиц
NMDA- и AMPA-рецепторов, включенных в си-
наптическую пластичность [19]. Длительная СИ
также вызывала ослабление длительной посттета-
нической потенциации нейронов поля СА1 гиппо-
кампа [41]. При этом в гиппокампе уменьшалась
экспрессия протеина PSD-95 (postsynaptic density
protein-95) и глутаматных рецепторов (GluA1, NR1
и NR2B) без изменений высвобождения внекле-
точного глутамата и экспрессии NR2A- и GABAA-
рецепторов. Это свидетельствует о том, что СИ в
раннем возрасте нарушает постсинаптические
функции и изменяет взаимодействие между AMPA-
и NMDA-рецепторами, что оказывает влияние на
память и обучение [41]. В механизмах возникнове-
ния поведенческих изменений после длительной
социальной изоляции большую роль играет также
увеличенная экспрессия нейропептида тахикини-
на 2 (Tac2) и нейрокинина В (NkB), которая была
обнаружена в дорзомедиальном гипоталамусе,
центральном ядре миндалины, dBNST, дорзальном
гиппокампе и передней цингулярной коре [37].
Системное или локальное введение в структуры
мозга антагониста рецепторов нейрокинина (оса-
нетанта) предотвращало поведенческие эффекты
от социальной изоляции.

Обогащение среды приводило на стадии обуче-
ния к увеличению времени замирания у самцов по
сравнению с животными, содержащимися в стан-
дартных условиях. Наибольшие различия наблю-
дались уже при действии второго звукового сигна-
ла, что можно объяснить более быстрым обучени-
ем крыс после обогащения среды. Подтверждают
это предположение данные литературы об улучше-
нии памяти и ускорении обучения после обогаще-
ния среды. Так, например, обогащение среды дли-
тельностью 3 нед улучшало память как об аверсив-
ных стимулах при выработке рефлекса пассивного
избегания, так и о нейтральных объектах в тесте
распознавания объектов [42]. Обогащение среды
ускоряло выработку рефлекса активного избегания
за счет увеличения числа реакций избегания и
уменьшения реакций избавления [34]. Обогаще-
ние среды приводило к более быстрому обучению

мышей в пространственных задачах в водном лаби-
ринте Морриса [21, 33].

В тесте 1 через 24 ч крысы, содержащиеся в обо-
гащенной среде, по сравнению с животными в
стандартных условиях меньше времени замирали в
ответ на контекст, но не на стимул. В литературе
имеются противоречивые данные о влиянии обога-
щенной среды на проявление условнорефлектор-
ного страха. С одной стороны, обогащение среды
усиливало замирание на контекст в тесте при клас-
сическом оборонительном рефлексе [25], с другой
стороны, обогащение среды приводило к уменьше-
нию ответа на условные стимулы, ассоциируемые с
болевым раздражением, что приводило к уменьше-
нию способности дифференцировать сигнал и кон-
текст [43]. Проведенное нами ранее тестирование
крыс в открытом поле показало, что обогащение сре-
ды вызывало некоторое усиление двигательной ак-
тивности и исследовательского поведения [20]. В ли-
тературе имеются сведения о снижении уровня
тревожности после обогащения среды [18, 30–32].
Кроме того, показано наличие положительных
корреляционных связей между уровнем тревожно-
сти крыс и замиранием на контекст при выработке
условнорефлекторного страха [44]. Можно пред-
положить, что снижение уровня замирания в ответ
на контекст после обогащения среды может быть
связано с увеличением двигательной активности и
уменьшением тревожности.

Проведенный специальный анализ процентно-
го соотношения времени замирания в тесте 2 после
угашения и в тесте 1 после выработки рефлекса по-
казал, что содержание в условиях изоляции или в
обогащенной среде ускорило угашение рефлекса
только в группе ЛПС у самцов, во всех других груп-
пах крыс содержание в измененных условиях не
сказалось на скорости угашения. Ранее у самцов
группы ЛПС, содержащихся в стандартных усло-
виях, условнорефлекторный страх угашался хуже,
чем в группе ФИЗ [12]. Имеющиеся немногочис-
ленные данные по влиянию разных условий содер-
жания на угашение страха отличаются от получен-
ных нами результатов. Социальная изоляция могла
тормозить угашение условнорефлекторного страха
на звук [23] и нарушать снижение амплитуды стартл-
рефлекса после угашения страха [45]. Длительный
комбинированный стресс (ограничение движения,
вынужденное плавание, социальная изоляция) при-
водил к нарушениям угашения условнорефлектор-
ного страха у крыс [46]. Обогащение среды у самок
мышей также замедляло угашение условнорефлек-
торного страха на звук в виде замирания [33]. Воз-
можно, полученные нами данные связаны с нару-
шениями памяти у самцов группы ЛПС под влия-
нием измененных условий содержания.

Необходимо отметить, что у животных группы
ЛПС наблюдались наибольшие изменения в обо-
ронительном поведении при содержании в соци-
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альной изоляции, это касалось результатов тести-
рования самцов и самок в тесте 1 и только самцов в
тесте 2. Ранее нами было показано, что содержание
в социальной изоляции оказывало наибольшее
влияние на тревожно-депрессивное поведение
крыс группы ЛПС [20]. В литературе представлено
немного работ, в которых бы создавался двойной
стресс – провоспалительный и социальной изоля-
ции. Например, в работе [2], как и в наших опытах,
крысы линии Вистар получали на 3-й и 5-й дни
жизни инъекции ЛПС (50 мкг/кг) или физиологи-
ческого раствора. В возрасте 85 дней часть живот-
ных получала в течение трех дней ограничитель-
ный стресс (30 мин) и СИ. Крысы группы ЛПС, по-
лучавшие в зрелом возрасте комбинированный
стресс, проявляли тревожное поведение в большей
степени, чем контрольные животные, что авторы
рассматривают как подтверждение гипотезы “двой-
ного удара”. Это происходило, на наш взгляд, пото-
му, что провоспалительный ЛПС-стресс в раннем
возрасте вызывает сенситизацию гипоталамо-ги-
пофизарно-надпочечниковой и иммунной систем,
из-за чего реакция на второй стресс оказывается
более сильной, чем в случае одиночного стресса
[2, 12]. СИ сама по себе способна приводить к уве-
личению провоспалительных цитокинов в крови
[47]. В двух других работах введение ЛПС исполь-
зовали в качестве второго стресса в комбинации с
СИ, которая служила первым стрессом [48, 49].
При этом СИ длительностью в 2–4 нед усиливала
эффекты “болезненного состояния”, вызываемого
интоксикацией ЛПС или введением poly I:C, а так-
же увеличивала уровни кортикостерона и провос-
палительных цитокинов IL-6, IL-1бета, фактора
некроза опухоли альфа, т.е. также наблюдалась си-
нергия двух эффектов.

ВЫВОДЫ

1. Тестирование через 24 ч после выработки клас-
сического оборонительного условного рефлекса по-
казало, что после социальной изоляции у самцов и
самок ухудшилась выработка условнорефлекторного
страха, проявляющегося в виде замирания. Наиболь-
шую чувствительность к социальной изоляции пока-
зали крысы с ранним провоспалительным стрессом,
у которых уменьшилось проявление страха как на
сигнал, так и контекст.

2. Обогащение среды уменьшало проявление
страха в виде замирания, но в меньшей степени,
чем социальная изоляция, при этом уменьшался
страх только на контекст.

3. Угашение страха у самцов группы ЛПС уско-
рялось после социальной изоляции и обогащения
среды по сравнению с животными этой группы, со-
держащимися в стандартных условиях.

4. После раннего провоспалительного стресса
взрослые животные были более уязвимы к измене-
ниям условий содержания.
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THE INFLUENCE OF SOCIAL ISOLATION AND ENRICHED ENVIRONMENT 
ON FEAR CONDITIONING IN ADULT RATS EXPOSED TO NEONATAL 

PROINFLAMMATORY STRESS
I. V. Pavlovaa and N. D. Broshevitskayaa

a Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences,
Moscow, Russia

In rats exposed to neonatal proinflammatory stress (lipopolysaccharide, LPS, injection on the 3rd and 5th neo-
natal days; 50 μg/kg), the effect of housing under conditions of social isolation or enriched environment at the
age of 1.5 to 4 months on fear conditioning and extinction was studied. Testing 24 h after training showed that
social isolation impairs fear conditioning both in males and females, as manifested in reducing the freezing time.
A maximum sensitivity to social isolation was detected in rats that were exposed to LPS-induced proinflamma-
tory stress in the early neonatal period: their freezing time was reduced both to a cue and a context. Fear reduction
is assumed to be associated with memory deficit. Environmental enrichment also reduced the freezing time but
to a lesser extent than social isolation, while reducing fear only to a context. Fear extinction in males of the LPS
group accelerated after social isolation and environmental enrichment compared to rats of the same group
housed under standard conditions. Our results demonstrate that adult animals that were exposed to neonatal
proinflammatory stress are more vulnerable to changes in housing conditions.

Keywords: social isolation, environmental enrichment, LPS, neonatal proinflammatory stress, fear conditioning,
fear extinction
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Многообразие нейронных сетей ЦНС определяется, в том числе, гетерогенностью популяций нейро-
нов в ее составе. В качестве маркеров нейронов разных морфотипов могут выступать кальций-связы-
вающие белки, среди которых одним из наиболее распространенных является кальретинин. В настоя-
щей работе с помощью непрямого иммуногистохимического метода были маркированы кальретинин-
иммунопозитивные нейронные популяции поясничных сегментов спинного мозга кошки. В исследо-
вании было выявлено 19 морфотипов нейронов, имеющих строгую посегментную и ламинарную лока-
лизацию, сделана попытка сопоставления предполагаемой функции этих нейронов с данными литера-
туры. Среди выявленных морфотипов три локализуются в пластине I и соответствуют нейронам, участ-
вующим в передаче болевой и температурной информации. В пластине II обнаружены клетки одного
морфотипа, на которых сходятся болевые афференты. Три типа пучковых нейронов, передающих ин-
формацию от периферических механо- и ноцицепторов в супраспинальные структуры, представлены
в пластинах III–IV. Пластины V–VI характеризуются функционально разными нейронами пяти мор-
фотипов: интернейронами ядер Кларка и аналогичной зоны каудальных поясничных сегментов, на ко-
торые сходится проприоцептивная информация; нейронами на латеральной границе между белым и
серым веществом, отвечающими на болевые и тактильные сигналы, и двумя типами неупорядоченно
распределенных вставочных, пучковых или проприоспинальных клеток, получающих разнородные
афферентные сигналы от мышечных веретен. В пластинах VII–VIII выявлены два типа симпатических
преганглионарных нейронов (в интермедиолатеральном и интеркалированном ядрах), интернейроны
Реншоу и три типа разноразмерных дисперсно распределенных мультиполярных клеток, определение
функции для которых является затруднительным. В пластине IX, представленной мотонейронными
пулами, иммунопозитивных нейронов не обнаружено. Вокруг центрального канала в пластине X лока-
лизованы редкие нейроны, функция для которых, в силу малого числа их морфологических признаков,
не определена.

Ключевые слова: кальций-связывающий белок, кальретинин, спинной мозг, картирование, кошка
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ВВЕДЕНИЕ
В эукариотической клетке ионы кальция высту-

пают в качестве вторичного мессенджера, обеспе-
чивающего регуляцию важнейших внутриклеточ-
ных процессов, реализация которых возможна за
счет работы кальций-связывающих белков [1]. В
нейронах и их отростках содержится несколько ти-
пов кальций-связывающих белков, отличающихся
скоростью связывания ионов кальция (см. обзор
[2]). Некоторые из этих типов белков экспрессиру-
ются конкретными элементами центральной и пе-

риферической нервной системы. Так, в спинном
мозге парвальбумин маркирует систему проприо-
цептивной чувствительности (псевдоуниполярные
нейроны дорзальных ганглиев [3, 4], восходящие
пути дорзального канатика [5], волокна и нейроны
ядер Кларка [6]), а также популяцию тормозных
Ia-интернейронов промежуточного серого веще-
ства [7], кальбиндин – тормозные клетки Реншоу
[8], комиссуральные V1 интернейроны [7], интер-
нейроны дорзальных рогов и промежуточного се-
рого вещества, получающие разномодальные пе-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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риферические и супраспинальные сигналы [9], а
также специфичные популяции нейронов висце-
рального отдела нервной системы – преганглио-
нарные клетки интермедиолатерального ядра
(ИМЛ) [10], кальцинеурин – ограниченное число
популяции альфа-мотонейронов, обеспечиваю-
щих иннервацию быстрых мышечных волокон [11]
и т.д. Таким образом, иммуногистохимическая ви-
зуализация кальций-связывающих белков являет-
ся эффективным средством функционального кар-
тирования нервной системы.

Одним из наиболее распространенных среди
кальций-связывающих белков является также
кальретинин (CR), экспрессирующийся в нейро-
нах коры больших полушарий [12], мозжечка [13],
таламуса [14], чувствительных ганглиев [15], спин-
ного мозга [5, 16] и т.д. В силу своих молекулярных
особенностей данный кальций-связывающий бе-
лок в зависимости от концентрации ионов кальция
в нейроне может выступать в качестве быстрого
или медленного буфера (см. обзор [2]), а также мо-
дулировать возбудимость клетки [17].

Спинальный нейрональный аппарат играет
ключевую роль в генерации локомоторной актив-
ности [18], управлении позой тела, баланса при ак-
тивном передвижении [19], интегративном висце-
ральном и сенсомоторном контроле [20, 21]. При
различного рода нейродегенеративных заболева-
ниях спинного мозга происходит нарушение и уте-
ря этих функций. При этом нейроны, экспрессиру-
ющие разные кальций-связывающие белки, обла-
дают разной резистентностью к воздействию
патологических факторов (см. обзор [22]): напри-
мер, при болезни Альцгеймера сохраняются ней-
роны, экспрессирующие кальретинин, но не
кальбиндин; и наоборот, при боковом амиотро-
фическом склерозе именно экспрессирующие
кальретинин нейроны повреждаются в первую
очередь [23]. Таким образом, существует необходи-
мость в идентификации и систематизации нейрон-
ных популяций, экспрессирующих разные каль-
ций-связывающие белки, для понимания того, на
какие именно нейронные сети и каким образом
могут влиять те или иные нейродегенеративные за-
болевания спинного мозга.

Целью настоящего исследования является вы-
явление разнообразия возможных морфотипов
нервных клеток, экспрессирующих кальций-свя-
зывающий белок CR, в пределах поясничного
утолщения спинного мозга кошки – классического
объекта исследования сенсомоторных сетей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проведено в соответствии с тре-

бованиями Директивы Совета Европейского Пар-
ламента по защите животных, используемых для

экспериментальных и других научных целей
(2010/63EU) и с одобрения Комиссии по этике Ин-
ститута физиологии им. И.П. Павлова РАН (про-
токол № 5/3 от 28.01.17). В работе использованы об-
разцы поясничного отдела спинного мозга от
6 нормально пигментированных взрослых кошек
(весом 2.5–3.5 кг). Все животные, за исключением
одного, были предварительно децеребрированны и
участвовали в нейрофизиологическом экспери-
менте, описанном в работах [24, 25]. Данный под-
ход был использован с целью гуманного использо-
вания экспериментальных животных в ряде нейро-
морфологических исследований [16, 26].

Подготовка гистологического материала. Через
4–5 ч после децеребрации экспериментальных
объектов под глубоким наркозом (5% изофлюран)
проводили транскардиальную перфузию. Промыв-
ку сосудов от форменных элементов крови
осуществляли физиологическим раствором (0.9%
натрия хлорид, 700–800 мл/кг, pH 7.4, 25°C), фик-
сацию тканей – 4%-ным раствором параформаль-
дегида на 0.01 М фосфатном буфере (pH 7.4, 600–
700 мл/кг, 25°C). После перфузии спинной мозг
извлекали из позвоночника и последовательно вы-
держивали в 20 и 30% растворах сахарозы до погру-
жения. Деление спинного мозга на сегменты (L1–
L7) проводили, ориентируясь на дорзальные ко-
решки [27]. На замораживающем микротоме (Re-
ichert, Германия) изготавливали поперечные срезы
толщиной 50 мкм.

Иммуногистохимия. Выявление CR проводили с
помощью непрямого иммуногистохимического
метода на свободно плавающих срезах. В начале
выполнения протокола и между всеми процедура-
ми срезы промывали в 0.01 М фосфатно-солевом
буфере 3 раза по 10 мин. Демаскировку антигенов
проводили в 1% NaBH4 в течение 15 мин [28]. Ак-
тивность эндогенной пероксидазы блокировали
путем получасовой инкубации в 0.3% H2O2. Неспе-
цифическое связывание антител подавляли 5%
нормальной сывороткой козы (NGS, Vector Labs,
Великобритания) (90 мин). Затем, не промывая,
срезы инкубировали в течение 72 ч при +4°С в рас-
творе первичных моноклональных антител мыши
к CR (MAB1568, Millipore, США, разведение
1:1000) с добавлением 5% нормальной сыворотки
козы и консерванта 0.01% NaN3. Затем срезы инку-
бировали в растворе биотинилированных вторич-
ных антител антимышь (1:600, Vector Laboratories,
Великобритания) в течение 24 ч. К раствору вто-
ричных антител также добавляли 5% нормальную
сыворотку козы и 0.1% NaN3. Затем срезы инкуби-
ровали в авидин-биотиновом комплексе с перок-
сидазой (ABC Elite system, Vector Labs, Великобри-
тания) в течение 1 ч. Визуализацию пероксидазной
реакции осуществляли с помощью раствора, со-
держащего 1% DAB (хромоген 3,3’-диаминобензи-
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дин), 10% NiNH4SO4 и 0.03% H2O2. После промыв-
ки в дистиллированной воде срезы монтировали на
желатинизированные предметные стекла, высу-
шивали, подвергали обезвоживанию в спиртах вос-
ходящей концентрации (2 × 70%, 2 × 96%, 2 ×
100%) и просветлению в ксилоле, после чего за-
ключали в монтирующую среду (Bio Mount HM,
Италия). Для выявления специфичности антител
несколько срезов спинного мозга подвергали стан-
дартному иммуногистохимическому протоколу, но
исключали этап добавления первичных или вто-
ричных антител. В таком случае срезы спинного
мозга были лишены иммунопозитивной метки.

Цифровая обработка и анализ гистологического
материала. Получение цифровых изображений
срезов с выявленными антигенами проводили на
компьютерной установке, оснащенной световым
микроскопом Olympus СX31 (Olympus Corporation,
Япония; увеличение объектива ×10), свободно рас-
пространяемым программным комплексом digi-
CamControl и камерой Nikon (D3200, Nikon Corpo-
ration, Япония). В нервной системе CR экспресси-
руется исключительно в нейронах [29, 30], поэтому
иммунопозитивные клетки, у которых на срезе не
визуализировались отростки, тоже были взяты в
анализ. Подсчет площади сомы иммунопозитив-
ных нейронов, корректировку контраста и яркости
изображений проводили в свободном программ-
ном комплексе Fiji [31]. Деление серого вещества
на пластины проводили вручную на основе атласа
спинного мозга кошки [32]. Классификацию им-
мунопозитивных нейронов осуществляли на осно-
ве особенностей формы (оценка формы произво-
дилась визуально) и размера сомы, типа отхожде-
ния отростков (если они визуализируются),
локализации клеток. В зависимости от формы со-
мы (для клеток без отростков) нейроны делили на
овальные, округлые и плоские; в зависимости от
типа отхождения иммунопозитивных отростков
(при их наличии) – на веретеновидные (клетки с
двумя биполярно отходящими отростками) и муль-
типолярные (клетки с тремя и более отростками).
К нейронам мелкого размера относили клетки пло-
щадью до 200 мкм2, среднего – 200–450 мкм2,
крупного – более 450 мкм2 в соответствии с деле-
нием, представленным в работе [16]. Среднее чис-
ло ± стандартное отклонение (SD) нейронов в пла-
стине или группе пластин и в сегменте и средняя
площадь сомы ± SD для нейронов каждого морфо-
типа анализировали в программе Prism 8.0 (Graph-
Pad Software, США). Различия средней площади
для каждого типа нейронов, находящихся в наи-
меньшем и наибольшем по своей площади сегмен-
тах, оценивали по коэффициенту С, вычисляемому
путем деления средней площади нейронов одного
типа в наиболее каудальном для данного типа сег-
менте поясничного отдела (CAA) на среднюю пло-

щадь нейронов этого типа в наиболее ростральном
для данного типа сегменте (RAA) (рис. 1, a 2). Дан-
ный коэффициент наглядно показывает, наблюда-
ется ли изменение площади сомы каждого типа
нейронов в зависимости от площади серого веще-
ства.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В сером веществе поясничных сегментов спин-

ного мозга кошки выявлены нейроны, экспресси-
рующие кальций-связывающий белок CR. Число
кальретинин-иммунопозитивных (CR+) нейронов
зависит от сегмента спинного мозга: градуально
увеличивается в рострокаудальном направлении, до-
стигая максимума в сегментах L6 и L7 (рис. 1, a 1). При
этом среднее число нейронов в сегменте согласует-
ся с площадью серого вещества – увеличению об-
щей площади серого вещества соответствует уве-
личение числа CR+ нейронов (рис. 1, a 1).

CR+ нейроны представлены большим разнооб-
разием морфотипов (табл. 1) и локализуются во
всех пластинах (по Рекседу [32]) серого вещества;
при этом разные типы CR+ нейронов имеют чет-
кие границы зон своей локализации в пределах как
одной, так и нескольких пластин, что отражено на
рисунках и далее по тексту.

Распределение CR+ нейронов 
в дорзальных рогах спинного мозга

Пластина I

В пластине I каждой половины среза спинного
мозга визуализируется до 3 CR+ нейронов. Среди
них выявлены: 1) мелкие веретеновидные, 2) мел-
кие овальные, 3) средние мультиполярные.

Клетки первого типа (веретеновидные) характе-
ризуются вытянутой вдоль кривизны дорзального
рога сомой малого размера (площадь 116 ± 42 мкм2)
(рис. 1, b 1). В отростках нейронов данного типа
иммунопозитивная реакция отсутствует. Локали-
зуются преимущественно в центральной части
пластины I, иногда более латерально – ближе к
тракту Лиссауэра (зона 1 на рис. 1, b).

Клетки второго типа (овальные) имеют
округлую форму и малый размер сомы (площадь
101 ± 41 мкм2) (рис. 1, b 2). Метка в отростках от-
сутствует. Локализуются преимущественно в дор-
золатеральной части пластины I – в области тракта
Лиссауэра (зона 1 на рис. 1, b).

Клетки третьего типа имеют мультиполярную
форму и значительно более крупную сому (пло-
щадь 223 ± 104 мкм2) (рис. 1, b 3). Данные нейроны
в пределах пластины I локализуются в наиболее ла-
теральной части дорзального рога – на границе с
пластиной II (зона 2 на рис. 1, b). Отростки данных



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 4  2021

ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ 347

нейронов, направленные параллельно кривизне
дорзального рога, также иммунопозитивны.

У всех трех типов нейронов площадь сомы уве-
личивается от сегмента к сегменту (рис. 1, c 1); та-
ким образом, нейроны пластины I в сегменте L7 по
средней площади сомы крупнее более чем в два ра-
за нейронов в сегменте L1 (рис. 1, a 2).

Пластина II

В пластине II выявлен один тип CR+ нейронов,
имеющих округлую сому малого размера (площадь
43 ± 7 мкм2) (рис. 1, b 4). Располагаются клетки це-
почкой, преимущественно во внутренней части
пластины (подслое IIi) (зона 3 на рис. 1, b). Иногда,
в более каудальных сегментах, данные нейроны

Таблица 1. Типы CR+ нейронов поясничного отдела спинного мозга

№ Пластины Сегменты Локализация Тип нейронов Площадь, мкм2 Рисунок

1 I L1–L7 Центральная часть Мелкие веретеновидные 116 ± 42
n = 120 1, b 1

2 I L1–L7 Рядом с трактом Лиссауэра Мелкие овальные 101 ± 41
n = 109 1, b 2

3 I L1–L7 Латеральная поверхность дорзаль-
ного рога Средние мультиполярные 223 ± 104

n = 42 1, b 3

4 II L1–L7 Преимущественно в IIi Мелкие округлые 43 ± 7
n = 3001 1, b 4

5 III–IV L1–L7 – Мелкие веретеновидные 54 ± 10
n = 564 1, b 5

6 III–IV L1–L7 – Мелкие мультиполярные 60 ± 12
n = 616 1, b 6

7 III–IV L1–L7 – Средние мультиполярные 215 ± 64
n = 282 1, b 7

8 V–VI L1–L4 Ядра Кларка Мелкие овальные 85 ± 19
n = 918 2, a 1

9 V–VI L5–L7 Граница пластин VI, VII и X Мелкие плоские 75 ± 18
n = 332 2, a 2

10 V–VI L1–L7 Латеральная граница между белым 
и серым веществом Средние мультиполярные 284 ± 99

n = 208 2, a 5

11 V–VI L1–L7 – Мелкие мультиполярные 104 ± 23
n = 1363 2, a 3

12 V–VI L1–L7 – Средние мультиполярные 316 ± 44
n = 549 2, a 4

13 VII–VIII L1–L4 Интермедиолатеральное ядро Мелкие мультиполярные 178 ± 62
n = 764 3, a 1

14 VII–VIII L3–L4 Дорзальная граница пластины VII Средние мультиполярные 324 ± 66
n = 96 3, a 2

15 VII–VIII L5–L7 Вентральная граница пластины VII Средние овальные 371 ± 58
n = 404 3, a 6

16 VII–VIII L1–L7 – Мелкие мультиполярные 173 ± 17
n = 1536 3, a 3

17 VII–VIII L1–L7 – Средние мультиполярные 374 ± 31
n = 1224 3, a 4

18 VII–VIII L1–L7 – Крупные мультиполярные 925 ± 74
n = 842 3, a 5

19 X L1–L7 – Мелкие овальные 93 ± 27
n = 235 2, a 6
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формируют скопления, однако, упорядоченной
кластеризации таких скоплений не обнаружено.
Размер сомы от сегмента к сегменту значительно
не меняется (рис. 1, a 2; рис. 1, c 2). Отростки прак-
тически не видны, иногда визуализируются еди-
ничные биполярно отходящие в дорзальном и вен-
тральном направлении.

Пластины III–IV

В пластинах III и IV (зона 4 на рис. 1, b) выявле-
ны три морфотипа CR+ нейронов, локализующих-
ся без какой-либо упорядоченности: 1) мелкие ве-
ретеновидные, 2) мелкие мультиполярные, 3) сред-
ние мультиполярные.

Рис. 1. Общие характеристики и распределение CR+ нейронов в дорзальном роге спинного мозга кошки. (a) – особенно-
сти распределения CR+ нейронов: 1 – отношение между средней площадью серого вещества и средним числом CR+ ней-
ронов; 2 – коэффициент отношения средней площади CR+ нейронов каждого типа (номера типов см. табл. 1), где C –
коэффициент, CAA – средняя площадь нейронов одного типа в наиболее каудальном для данного типа сегменте пояснич-
ного отдела, RAA – средняя площадь нейронов одного типа в наиболее ростральном для данного типа сегменте пояснич-
ного отдела. Значения представлены как среднее + SD. (b) – типы нейронов и их локализация: 1 – мелкие веретеновид-
ные нейроны пластины I; 2 – мелкие овальные нейроны пластины I; 3 – средние мультиполярные нейроны пластины I;
4 – мелкие округлые нейроны пластины II; 5 – мелкие веретеновидные нейроны пластин III–IV; 6 – мелкие мультипо-
лярные нейроны пластин III–IV; 7 – средние мультиполярные нейроны пластин III–IV. Черной штриховой линией обо-
значены границы пластин серого вещества. Римскими цифрами обозначены номера пластин. Разными цветами и араб-
скими цифрами обозначены зоны локализации нейронов. Латинскими буквами D, V, M, L обозначены стороны среза (со-
ответственно, дорзальная, вентральная, медиальная, латеральная). Калибровочный маркер на всех изображениях равен
50 мкм. (c) – площадь CR+ нейронов разных морфотипов: 1 – площадь нейронов пластины I; 2 – площадь нейронов пла-
стины II; 3 – площадь нейронов пластин III–IV. Значения представлены как среднее + SD.
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Веретеновидные нейроны имеют овальную

форму (рис. 1, b 5) и малый размер сомы (площадь

54 ± 10 мкм2), который от сегмента к сегменту зна-

чительно не варьирует (рис. 1, a 2; рис. 1, c 3). Бипо-

лярно отходящие от сомы отростки ориентирован-

ны перпендикулярно кривизне дорзального рога.

Мультиполярные нейроны пластин III–IV фор-

мируют две популяции клеток, существенно отли-

чающихся по размерам. У более многочисленной

популяции мелких нейронов (60 ± 12 мкм2) имеют-

ся 3–4 CR+ отростка, отходящих от сомы в разные

стороны (рис. 1, b 6). Размер сомы от сегмента к

сегменту увеличивается, достигая максимума в L7

(рис. 1, a 2; рис. 1, c 3). Более крупные (215 ±

± 64 мкм2) мультиполярные нейроны пластин III–

IV имеют несколько разнонаправленных отростков

(рис. 1, b 7). Средний размер сомы в сегментах L1–

L6 существенно не меняется (рис. 1, c 3), однако в

сегменте L7 площадь клеток данного типа значи-

тельно больше, чем в остальных: отношение сред-

ней площади нейронов данного типа в сегменте L7

к нейронам того же типа в L1 равно 2.4 (рис. 1, a 2).

Распределение CR+ нейронов в промежуточном 
сером веществе спинного мозга

Пластины V–VI
В пластинах V и VI выявлено 5 морфотипов CR+

нейронов: 1) мелкие овальные, 2) мелкие плоские,

3) средние мультиполярные, 4) мелкие мультипо-

лярные, 5) крупные мультиполярные.

В ядрах Кларка, локализованных в пределах по-

ясничного отдела в медиальной части пластин V–

VI сегментов L1–L4 (зона 1 на рис. 2, a), выявлены

мелкие (85 ± 19 мкм2) овальные нейроны (рис. 2, a 1),

площадь сомы которых в разных сегментах сходна

(рис. 1, a 2; рис. 2, b 1). Некоторые из них имеют 1–

3 CR+ отростка.

В аналогичных ядрам Кларка областях сегмен-

тов L5–L7 (зона 2 на рис. 2, а) выявлены нейроны

мелкого размера (75 ± 18 мкм2), для которых харак-

терна уплощенная вытянутая форма (рис. 2, a 2).

Размер сомы в сегментах L5–L6 отличается незна-

чительно и увеличивается в сегменте L7 (рис. 1, a 2;

рис. 2, b 2).

На латеральной границе между серым и белым

веществом (зона 4 на рис. 2, a) локализованы сред-

ние по размеру (284 ± 99 мкм2) вытянутые вдоль кри-

визны шейки дорзального рога нейроны (рис. 2,

a 5). Закономерных изменений площади сомы в

разных сегментах не наблюдается (рис. 2, b 5). От

тела этих нейронов в дорзовентральном направле-

нии отходит множество иммунопозитивных от-

ростков.

В остальной части пластин V–VI (зона 3 на

рис. 2, a) всех поясничных сегментов выявлены не-

упорядоченно распределенные мультиполярные

нейроны малого (104 ± 23 мкм2) (рис. 2, a 3) и сред-

него (316 ± 44 мкм2) размера (рис. 2, a 4). Для обоих

типов клеток происходит постепенный прирост

площади сомы в более каудальных сегментах

(рис. 1, a 2; рис. 2, b 3; рис. 2, b 4).

Пластина X
В пластине X (зона 5 на рис. 2, a) выявлены ред-

кие мелкие (93 ± 27 мкм2) CR+ нейроны овальной

формы (рис. 2, a 6), лишенные различимых от-

ростков. Закономерных тенденций изменения

площади сомы этих клеток по сегментам не об-

наружено – для всех сегментов их площадь со-

ставляет около 80 мкм2 и только в сегментах L4

и L6 в среднем приближается к 120 мкм2, однако

в силу высоких разбросов данные различия

не достоверны (рис. 2, b 6).

Распределение CR+ нейронов 
в вентральных рогах спинного мозга

Пластины VII–VIII
В пластинах VII и VIII выявлено 6 морфотипов

CR+ нейронов: 1) мелкие мультиполярные (в бо-

ковых рогах), 2) средние мультиполярные, 3) сред-

ние овальные, 4) мелкие мультиполярные, 5) сред-

ние мультиполярные, 6) крупные мультиполяр-

ные.

В интермедиолатеральных ядрах (ИМЛ, IML;

зона 1 на рис. 3, a) боковых рогов сегментов L1–L4

выявлены группы CR+ нейронов малого размера

(178 ± 62 мкм2), имеющих во всех сегментах сход-

ную площадь сомы (рис. 3, b 1). Нейроны данного

типа характеризуются разной формой: округлой,

плоской или мультиполярной (рис. 3, a 1). Редко

видны множественные отходящие отростки, имму-

нопозитивные только у основания; иногда толстые

CR+ отростки выходят из ИМЛ достаточно глубо-

ко в белое вещество перпендикулярно серому.

В сегментах L3–L4 вдоль дорзальной границы

пластины VII (зона 2 на рис. 3, a) выявлены пучки

CR+ волокон, идущих от ИМЛ к интермедиомеди-

альному ядру. Вдоль данных волокон располагают-

ся несколько средних по размеру (324 ± 66 мкм2)

мультиполярных CR+ нейронов (рис. 3, a 2). Пло-

щадь этих нейронов несколько больше в сегменте

L4 (рис. 3, b 2).

На вентральной границе между пластинами VII,

VIII и мотонейронными пулами (зона 4 на рис. 3, a)

в сегментах L5–L7 выявлены средние по размеру

(371 ± 58 мкм2) CR+ нейроны преимущественно

овальной формы, по всем признакам схожие с

клетками Реншоу (рис. 3, a 6). Размер сомы данных

нейронов для всех сегментов одинаков (рис. 3, b 6).
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Рис. 2. Распределение CR+ нейронов в промежуточном сером веществе спинного мозга кошки. (a) – типы нейронов и
их локализация: 1 – мелкие овальные нейроны ядер Кларка; 2 – мелкие плоские нейроны на границе пластин VI, VII и
X в сегментах L5–L7; 3 – мелкие мультиполярные нейроны пластин V–VI; 4 – средние мультиполярные нейроны пластин
V–VI; 5 – средние мультиполярные нейроны на латеральной границе между серым и белым веществом пластин V–VI; 6 –
мелкие овальные нейроны пластины X. Черной штриховой линией обозначены границы пластин серого вещества. Рим-
скими цифрами обозначены номера пластин. Разными цветами и арабскими цифрами обозначены зоны локализации
нейронов. Латинскими буквами D, V, M, L обозначены стороны среза (соответственно, дорзальная, вентральная, меди-
альная, латеральная). Калибровочный маркер на всех изображениях равен 100 мкм. (b) – площадь CR+ нейронов разных
морфотипов: 1 – мелких овальных нейронов ядер Кларка; 2 – площадь мелких плоских нейронов, локализованных в сег-
ментах L5–L7 на границе пластин VI, VII и X; 3 – площадь мелких мультиполярных нейронов пластин V–VI; 4 – площадь
средних мультиполярных нейронов пластин V–VI; 5 – площадь средних мультиполярных нейронов, локализованных на
латеральной границе между серым и белым веществом пластин V–VI; 6 – площадь мелких овальных нейронов пластины X.
Значения представлены как среднее + SD.

L4L3L2L1

150

(b)

(a)

1

small oval (1)

120

90

60

Laminae V–VI

(zone 1)

A
re

a
, 
�m

2

30

0
L4 L5 L6 L7L3L2L1

200
3

small multipolar (3)

160

120

80

Laminae V–VI

(zone 3)

40

0
L4 L5 L6 L7L3L2L1

700
5

medium multipolar (5)

560

420

280

Laminae V–VI (zone 4)

140

0

L7L6L5

150
2

small flat (2)

120

90

60

Laminae V–VI

(zone 2)

A
re

a
, 
�m

2

30

0
L4 L5 L6 L7L3L2L1

600
4

medium multipolar (4)

480

360

240

Laminae V–VI

(zone 3)

120

0
L4 L5 L6 L7L3L2L1

200
6

small oval (6)

160

120

80

Laminae X (zone 5)

40

0

100 �m

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 4 Zone 5

Zone 5Zone 5

Zone 2Zone 2

Zone 3Zone 3Zone 3Zone 3
Zone 1Zone 1

Zone 5Zone 5

Zone 4Zone 4
Zone 4Zone 4

L5–L7L1–L4

X
X VII

VI

V
L7

L
L4

M

D

V

L M

D

V

IV

VII

VI

V

IV

11 22 33 44 55 66

100 �m



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 4  2021

ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ 351

В остальной части пластин VII и VIII (зона 3 на

рис. 3, a) локализуются мелкие, средние и крупные

мультиполярные CR+ нейроны; нами не выявлено

какой бы то ни было системности в их распределе-

нии.

Площадь сомы мелких мультиполярных клеток

(рис. 3, a 3) составляет 173 ± 17 мкм2. Достоверно

значимых различий в площади нейронов во всех

исследуемых сегментах не обнаружено (рис. 3, b 3).

Площадь сомы средних по размеру мультипо-

лярных клеток (рис. 3, a 4) составляет 374 ± 31 мкм2

и существенно не варьирует во всех исследуемых

сегментах (рис. 3, b 4). Каждый нейрон имеет от 3

до 6 отростков.

Крупные мультиполярные (925 ± 74 мкм2) CR+

нейроны (рис. 3, a 5) имеют множество иммунопо-

зитивных отростков. Площадь сомы существенно

не варьирует, и в более ростральных сегментах

(L1–L2) несколько меньше, чем в остальных

(рис. 3, b 5). Некоторые клетки по своей морфоло-

гии напоминают альфа-мотонейроны, при этом

обладают менее выраженной иммунопозитивной

реакцией.

Пластина IX
В мотонейронных пулах CR+ нейронов не об-

наружено.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На сегодняшний день морфологическая класси-

фикация спинного мозга не полна, более того, от-

сутствует прямое соответствие между морфологи-

ческой и функциональной классификациями. В

соответствии с этим в обсуждении мы будем опи-

раться на обе классификации: морфологическую и

функциональную – для дорзальных рогов, и только

на функциональную – для промежуточного серого

вещества и вентральных рогов.

Пластина I
Нейроны пластины I обеспечивают проводни-

ковую функцию различной кожной чувствитель-

ности (болевой, температурной, ощущения зуда) в

супраспинальные структуры [33]. Выделяют 4 типа

нейронов пластины I: веретеновидные, мультипо-

лярные, плоские и пирамидные [34]. Известно, что

разные морфотипы связаны с конкретным видом

передаваемых сигналов [35].

В пластине I нами были выявлены 3 типа CR+

нейронов: 1) мелкие веретеновидные, 2) мелкие

овальные, 3) средние мультиполярные (рис. 1, b).

Как видно из графика 1 на рис. 1, c, нейроны

первого (веретеновидные) и второго (овальные)

типа сходны по размерам. Учитывая и схожую зону

локализации этих клеток (зона 1 на рис. 1, b), мы не

исключаем, что данные нейроны могут относиться

к одному типу, вероятно, веретеновидных клеток,

которые по-разному ориентированы в простран-

стве. В связи с этим данные клетки на срезах могут

выглядеть веретеновидными или овальными без

видимых отростков. В пользу этого факта говорят и

литературные данные, согласно которым среди

всех известных морфотипов нейронов пластины I у

кошки [16] и крысы [5, 15] иммунопозитивны к CR

только веретеновидные. Клетки данного морфоти-

па активируются болевыми сигналами в ответ на

щипание кожи и/или ее нагрев [35] и экспрессиру-

ют ГАМК и динорфин [36].

Другой тип CR+ нейронов пластины I, выяв-

ленный в настоящем исследовании, представлен

мультиполярными клетками (рис. 1, b 3). В работе

[16] R. Anelli и C.J. Heckman, проанализировав у

кошки популяцию CR+ нейронов пластины I сег-

мента L7, данный тип клеток отдельно не фиксиру-

ют (выделяют только веретеновидные), однако до-

пускают, что выявленные ими круглые нейроны

без иммунопозитивных отростков могут относить-

ся к типу мультиполярных нейронов. Учитывая

выявленную в нашем исследовании редкость дан-

ных нейронов (обнаружено 42 клетки на 210 сре-

зах), полагаем в работе [16] мультиполярные ней-

роны с хорошо различимыми CR+ отростками

могли отсутствовать на взятых в анализ срезах

единственного исследованного сегмента L7. Функ-

ционально мультиполярные нейроны пластины I

представлены достаточно широко [35], поэтому

выявленные в настоящей работе мультиполярные

нейроны могут быть унимодальными (специфиче-

ски реагирующими на один из типов воздействия:

холод, тепло, щипание, боль) или полимодальны-

ми. Среди медиаторов для данного морфотипа кле-

ток характерна экспрессия ГАМК [36].

Пластина II

Основными функциями нейронов пластины II

являются передача и модуляция соматосенсорной

(болевой, тактильной и температурной) информа-

ции [33]. Согласно современной классификации

нейронов, в пластине II выделяют 5 типов клеток:

островковые, центральные, медио-латеральные,

радиальные и вертикальные [37]. Главным морфо-

логическим признаком для каждого типа нейронов

является вид отхождения и ветвления дендритного

древа [38]. Как было показано в нашем исследова-

нии, CR не выявляется в отростках нейронов пла-

стины II, а форма сомы всех типов клеток схожа

(рис. 1, b 4), поэтому при сопоставлении морфоти-

пов мы можем полагаться только на преимуще-

ственную локализацию разных популяций нейро-

нов в пределах пластины II. Из морфологического
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Рис. 3. Распределение CR+ нейронов в вентральном роге спинного мозга кошки. (a) – типы нейронов и их локализация:
1 – мелкие мультиполярные нейроны интермедиолатерального ядра (ИМЛ); 2 – средние мультиполярные нейроны на
дорзальной границе пластины VII; 3 – мелкие мультиполярные нейроны пластин VII–VIII; 4 – средние мультиполярные
нейроны пластин VII–VIII; 5 – крупные мультиполярные нейроны пластин VII–VIII; 6 – средние овальные нейроны на
вентральной границе между пластинами VII, VIII и мотонейронными пулами. Черной штриховой линией обозначены
границы пластин серого вещества. Римскими цифрами обозначены номера пластин. Разными цветами и арабскими циф-
рами обозначены зоны локализации нейронов. Латинскими буквами D, V, M, L обозначены стороны среза (соответствен-
но, дорзальная, вентральная, медиальная, латеральная). Калибровочный маркер на всех изображениях равен 100 мкм.
(b) – площадь CR+ нейронов разных морфотипов: 1 – площадь мелких мультиполярных нейронов ИМЛ; 2 – площадь
средних мультиполярных нейронов на дорзальной границе пластины VII; 3 – площадь мелких мультиполярных нейронов
пластин VII–VIII; 4 – площадь средних мультиполярных нейронов пластин VII–VIII; 5 – площадь крупных мультиполяр-
ных нейронов пластин VII–VIII; 6 – площадь средних овальных нейронов на вентральной границе между пластинами VII,
VIII и мотонейронными пулами. Значения представлены как среднее + SD.
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описания клеток пластины II, представленного в

работе [37], следует, что наибольшее сходство вы-

явленные в нашем исследовании CR+ клетки име-

ют с центральными нейронами, располагающи-

мися преимущественно во внутреннем слое пла-

стины II. Данный тип клеток делится в свою

очередь на тормозные (ГАМК-ергические) и воз-

буждающие (глутамат-ергические) [38], а иннерва-

ция обеспечивается C-волокнами [39]. Некоторые

центральные нейроны пластины II также экспрес-

сируют кальбиндин [9], парвальбумин [5] и сома-

тостатин [38].

Изучению функций CR+ нейронов пластины II

посвящено множество современных работ.

K.M. Smith и соавт., используя методы оптогенети-

ки, выборочно активировали сети нейронов, экс-

прессирующих CR, и доказали их участие в иници-

ации возбуждающих сигналов, напрямую переда-

ваемых на пучковые нейроны пластины I,

обеспечивая усиление болевой афферентации [40].

В работе [41] было показано, что CR+ нейроны

пластины II участвуют в формировании аллоди-

нии, вызванной в результате развития кожных вос-

палительных процессов. В исследовании G. Gatto и

соавт. [42], посвященному картированию дорзаль-

ных рогов на предмет поиска интернейронов,

участвующих в реализации разных рефлекторных

реакций, было показано, что возбуждающие CR+

нейроны пластины II являются одним из типов

клеток, обеспечивающих реализацию чесательного

рефлекса.

Пластины III–IV

Пластины III и IV схожи между собой по цито-

архитектонике и содержат пучковые и вставочные

нейроны [41]. Пучковые нейроны принимают и

обеспечивают дальнейшую передачу в супраспи-

нальные структуры тактильных [43] и болевых сиг-

налов [44]; вставочные нейроны представлены

множеством популяций возбуждающих и тормоз-

ных клеток, участвующих в обработке механосен-

сорной информации и отличающихся по морфоло-

гическим, физиологическим и синаптическим

свойствам [45].

В пластинах III–IV нами были выявлены три

морфотипа CR+ нейронов: 1) мелкие веретеновид-

ные, 2) мелкие мультиполярные, 3) средние муль-

типолярные (рис. 1, b).

Известно, что тактильная информация от меха-

норецепторов поступает на клетки одного из под-

типов пучковых клеток – вертикальные нейроны,

описанные в работе [46]. Данные клетки по своей

морфологии схожи с выявленными в нашем иссле-

довании мелкими веретеновидными CR+ нейро-

нами (рис. 1 b, 5). Нейроны двух других описанных

морфотипов (мелкие и средние мультиполярные;

рис. 1, b 6; рис. 1, b 7) напоминают изученные

M. Naim и соавт. пучковые клетки, обеспечиваю-

щие передачу болевой информации и аксоны кото-

рых участвуют в формировании спиноталамиче-

ского тракта [47]. Однако эти клетки могут отно-

ситься и к одной из популяций тормозных

интернейронов, коэкспрессирующих транскрип-

ционный фактор PAX2 [41], необходимый для диф-

ференциации ГАМК-ергических нейронов [48].

Пластины V–VI

На сегодняшний день не существует четкой

морфологической классификации нейронов пла-

стин V и VI, однако по функциям их разделяют на

пучковые, проприоспинальные и вставочные [33].

Создание данной классификации усложнено еще и

тем, что обе пластины негомогенны и делятся на

латеральную и медиальную части, которые имеют

свои особенности для каждой из пластин [32].

В настоящей работе в пластинах V–VI выявлено

5 морфотипов CR+ нейронов: 1) мелкие овальные,

2) мелкие плоские, 3) средние мультиполярные,

4) мелкие мультиполярные, 5) крупные мультипо-

лярные (рис. 2, a).

Мелкие овальные CR+ нейроны были визуали-

зированы в ядрах Кларка (рис. 2, a 1), которые у

кошки расположены в медальной части пласти-

ны VI грудных и первых ростральных (L1–L4)

поясничных сегментов [49]. Данные ядра отно-

сятся к проприоцептивной системе спинного моз-

га: в них сходятся сенсорные волокна Ia и II типа от

мышечных веретен и Ib типа – от сухожилий, а так-

же локализованы нейроны второго порядка, аксо-

ны которых дают начало части дорзального спин-

но-мозжечкового тракта, передающего проприо-

цептивную информацию в мозжечок [50]. В ядрах

Кларка выделяют три класса нейронов, хорошо

различимых по размеру и форме: 1) мелкие (тре-

угольные и мультиполярные), 2) средние (верете-

новидные и мультиполярные), 2) крупные (муль-

типолярные) [51]. Учитывая размер выявленных в

настоящем исследовании CR+ клеток, полагаем,

они относятся к мелким или средним мультипо-

лярным нейронам ядер Кларка. Данные клетки в

силу своих размеров изучены значительно слабее

класса крупных нейронов, аксоны которых дают

начало спинно-мозжечковому тракту [52]. Предпо-

лагается, что более мелкие нейроны являются вста-

вочными, имеющими локальные связи между со-

бой, клетками других пластин (V, VI, VII и X) и аф-

ферентными волокнами [51, 52]. При этом стоит

отметить, что у мышей CR экспрессируется у 40%

нейронов, аксоны которых принимают участие в

формировании дорзального спинно-мозжечкового

тракта [53]. Y. Fu и соавт. не отмечают размер дан-

ных нейронов, поэтому мы можем предположить,
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что некоторые мелкие/средние нейроны ядер

Кларка являются не вставочными, а пучковыми,

принимающими участие в формировании спинно-

мозжечкового тракта.

В более каудальных поясничных сегментах (L5–

L7) в аналогичных ядрам Кларка зонам серого ве-

щества нами были выявлены мелкие плоские CR+

нейроны (рис. 2, a 2). Известно, что у грызунов [54,

55] и некоторых приматов [54, 56] помимо ранее

описанных ядер Кларка в спинном мозге локализу-

ются иные прецеребеллярные ядра, также являю-

щиеся источником восходящих путей в мозжечок.

У кошки за пределами анатомических границ ядер

Кларка характерное для некоторых других видов

поясничное прецеребеллярное ядро не визуализи-

руется. В настоящем исследовании у кошки в сег-

ментах L5–L7 в областях предположительной ло-

кализации поясничных прецеребеллярных ядер

наблюдаются скопления CR+ нейронов, близких

по морфологии к мелким овальным нейронам ядер

Кларка. Мы полагаем, данные клетки могут яв-

ляться составной частью проприоцептивной си-

стемы. В пользу данного предположения говорят

результаты исследований, в которых указывается,

что в обозначенных зонах локализуются интерней-

ронные популяции, на клетки которых сходятся

афференты I и II типа [57], а также локализуются

нейроны, принимающие участие в формировании

дорзального спинно-мозжечкового тракта, но не

организованные в виде ядра [58].

На латеральной границе между серым и белым

веществом пластины V, которая характеризуется

наличием множества миелинизированных воло-

кон и в результате чего имеет ретикулярный вид

[32], выявлены средние мультиполярные CR+ ней-

роны (рис. 2, a, 5). Такие же клетки описываются в

другой работе на кошке [16], где отмечается, что

данные нейроны не коэкспрессируют кальбиндин

и парвальбумин. В исследованиях на крысе [5, 15],

несмотря на описанное большое число CR+ ней-

ронов в пластинах V–VI, не выявлен особый тип

клеток на границе белого и серого вещества ни в

одном из отделов спинного мозга. Ретикулярная

часть латеральной половины пластины V у кошки

характеризуется схождением висцеральных аффе-

рентов [59] и волокон от симпатических преган-

глионарных нейронов [60], а также локализацией

мультирецептивных нейронов, реагирующих на

болевые и тактильные стимулы [61].

В остальных областях пластин V–VI нами были

выявлены дисперсно распределенные мелкие и

средние мультиполярные CR+ нейроны (рис. 2,

a 3; рис. 2, a 4). Данная зона характеризуется боль-

шим разнообразием функционально разнородных

клеток [33]. У кошки в обозначенной зоне пояс-

ничных сегментов локализуются: 1) дорзальная

часть популяции интернейронов, принимающих

участие в реализации олигосинаптического кож-

ного рефлекса (в сегментах L4-S1) [62], 2) интер-

нейроны, на которых сходятся окончания волокон,

идущих от мышечных веретен по афферентам типа

Ia [63] и 3) типа II (в сегментах L6–L7) [64]. Стоит

отметить, что описанные интернейронные популя-

ции представлены в пластинах V–VI лишь частично

и в большей степени локализуются в пластине VII.

Таким образом, некоторая часть популяции

CR+ нейронов может быть задействована в работе

локомоторных сетей, путем проецирования аф-

ферентной информации к соответствующим мо-

тонейронным пулам. С другой стороны, пласти-

ны V–VI содержат множество пучковых и пропри-

оспинальных нейронов [65], что свидетельствует о

том, что приходящая проприоспинальная инфор-

мация, помимо мотонейронных пулов, может по-

ступать и на нейроны иных спинальных сегментов

и супраспинальных структур.

Пластины VII–VIII

Большая часть серого вещества представлена

пластинами VII и VIII, вариабельными по своим

границам в разных сегментах и занимающими по-

чти все пространство промежуточного серого ве-

щества (за счет пластины VII) и вентральных рогов

[32], в связи с чем данные пластины характеризу-

ются большим морфологическим и функциональ-

ным разнообразием локализованных в них нейро-

нов. Четкой классификации нейронов пластин

VII–VIII, как и для пластин V–VI, на настоящий

момент нет [33].

В боковых рогах сегментов L1–L4 на границе

между пластинами VI и VII выявлены мелкие муль-

типолярные (реже овальные и плоские) CR+ ней-

роны. Данная зона в обозначенных сегментах у

кошки характеризуется локализацией ИМЛ, со-

стоящего из преганглионарных симпатических

нейронов, отвечающих за контроль автономной

деятельности внутренних органов [60]. Согласно

работе [66], в зависимости от локализации нервных

клеток и их морфотипа, ИМЛ делится на две зоны:

1) в сером веществе – nucleus intermediolateralis pars
principali и 2) в белом веществе – nucleus intermedio-
lateralis pars funicularis. Судя по расположению вы-

явленных нейронов и их морфологическому разно-

образию, CR экспрессируется нейронами в обеих

зонах ИМЛ, однако согласно исследованию [67] –

не всеми. Помимо кошки, CR+ нейроны в ИМЛ

описаны у крысы [5] и мармозеток [56]. Нейроны

ИМЛ синтезируют множество различных веществ:

ацетилхолин, энкефалин, окситоцин, соматоста-

тин и др. [33], однако работ, в которых была бы по-

казана их коэкспрессия с CR, не обнаружено.

В сегментах L3–L4 вдоль дорзальной границы

пластины VII выявлены пучки CR+ волокон и
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средних мультиполярных нейронов, идущих между

ядрами ИМЛ и ИММ. В данной зоне локализуется

интеркалированное ядро, состоящее из прегангли-

онарных симпатических нейронов [60]. Данное яд-

ро локализуется у кошки в сегментах T1–L5 [68].

Учитывая выявленную в настоящем исследовании

узкую зону локализации CR+ нейронов ИК, пола-

гаем, в данном ядре CR экспрессируется строго

определенной популяцией клеток, локализован-

ных в сегментах L3–L4. Полагаем, этой популяци-

ей могут выступать нейроны, описанные в иссле-

довании [69], в котором было показано, что в про-

межуточном сером веществе медиальнее ИМЛ у

кошки именно в сегментах L3–L4 локализуются

симпатические преганглионарные нейроны, ин-

нервирующие работу кишечника.

В каудальных поясничных сегментах (L5–L7)

на границе пластин VII, VIII и X (мотонейронными

пулами) выявлены средние по размеру CR+ нейро-

ны овальной формы (рис. 3 a, 6). Зона локализации

данных нейронов совпадает с областью залегания

интернейронов Реншоу, обеспечивающих посред-

ством возвратного торможения механизм стабили-

зации частоты разрядки α-мотонейронов [70, 71].

Известно, что для многих видов млекопитающих в

качестве маркера клеток Реншоу используется дру-

гой кальций-связывающий белок кальбиндин [8].

Однако данные клетки экспрессируют также

парвальбумин и CR [7, 16]. При этом у кошки, в от-

личие от грызунов, только часть популяции клеток

Реншоу экспрессирует кальбиндин (47%) [8], дру-

гая часть этой популяции коэкспрессирует CR и

парвальбумин [16]. Предполагается, что кальций-

связывающие белки могут в разных комбинациях

экспрессироваться в отдельных популяциях клеток

Реншоу, например, отличающихся по типу ис-

пользуемого медиатора (ГАМК или глицина) [16].

Остальные области пластин VII–VIII содержат в

себе огромное число функционально разнородных

нейронов: 1) пучковых – идущих к множеству су-

праспинальных структур [72], 2) проприоспиналь-

ных – соединяющих разные половины (комиссу-

ральные) и сегменты спинного мозга [72, 73], 3)

вставочных – на которых сходится супраспиналь-

ная и афферентная информация и пр. [74]. Все три

типа мультиполярных CR+ нейронов в данных

пластинах не имеют какой-либо конкретной лока-

лизации, кластеризации и других признаков, по

которым можно было бы отнести их к конкретной

функционально однородной популяции клеток.

Полагаем, это станет возможным при использова-

нии методов множественного иммуномечения.

Пластина IX

Пластина IX представлена главным образом мо-

тонейронами. Известно, что у более примитивных

классов хордовых (рыб [75, 76], земноводных [77] и

пресмыкающихся [78]) кальций-связывающие

белки, в том числе и CR, экспрессируются сомати-

ческими мотонейронами. В настоящем исследова-

нии в мотонейронах CR не был выявлен, что согла-

суется с данными, полученными на кошке [16] и

других представителях млекопитающих: мышах

[7], крысах [5, 15] и мармозетках [56].

Пластина X

По форме сомы в пластине X выделяют не-

сколько типов нейронов: овальные, веретеновид-

ные, пирамидные, звездчатые и мультиполярные

[63]. На основе выполняемой функции определены

по меньшей мере три класса нервных клеток: пре-

ганглионарные парасимпатические [79], пучковые

[80] и участвующие в локомоторном контроле (в

частности, модуляции работы мотонейронов) [81].

В настоящей работе в пластине X поясничных

сегментов выявлены редкие мелкие овальные CR+

нейроны (рис. 2, a 6). Наши данные согласуются с

исследованиями на кошке [16] и крысе [5, 15], в ко-

торых также описаны мелкие и средние CR+ ней-

роны, лишенные иммунопозитивной реакции в

отростках. При этом данные клетки не коэкс-

прессируют другие кальций-связывающие бел-

ки: кальбиндин и парвальбумин [16]. R. Anelli и

C.J. Heckman [16] также отмечают затруднение в

определении предполагаемой функции для данных

нейронов в силу малого числа отличающих их мор-

фологических признаков.

Согласно собственным данным на кошке [21] и

литературным данным на крысе [5, 15], CR более

широко представлен в пластине X в крестцовых

сегментах (и в последних поясничных для крысы),

где маркирует парасимпатические преганглионар-

ные нейроны дорзальной серой комиссуры, распо-

ложенной над центральным каналом и обеспечи-

вающей регуляцию деятельности тазовых органов

[82]. Однако данные нейроны существенно отли-

чаются по морфологии, локализации и числу от

выявленных в настоящем исследовании CR+ ней-

ронов пластины X поясничных сегментов и, по

всей видимости, представляют собой отдельную

популяцию CR+ нейронов.

Согласно полученным результатам, иммунопо-

зитивные к кальретинину нейроны верхних пла-

стин дорзальных рогов соответствуют определен-

ным морфофункциональным типам: в пластине I –

веретеновидным и мультиполярным нейронам, в

пластинах II–III – центральным нейронам. Мы

также обсуждаем соответствие между выявленны-

ми иммунопозитивными к кальретинину нейрона-

ми остальных пластин и функциональной класси-

фикацией нейронов спинного мозга. Настоящая

работа является частью исследования, посвящен-
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ного изучению морфофункциональной организа-

ции спинного мозга млекопитающих.
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IN THE CAT LUMBAR SPINAL CORD
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A variety of neural networks in the central nervous system is determined by the heterogeneity of its constituent
neuronal populations. Calcium-binding proteins can be used as markers of different neuronal morphotypes. One
of the most common calcium-binding proteins in the nervous system is calretinin. In the present work, using an
indirect immunohistochemical method, calretinin-immunopositive neuronal populations were labeled in lum-
bar segments of the cat (Felis catus) spinal cord. We identified nineteen morphotypes of neurons with strictly seg-
mental and laminar distribution patterns, and attempted to compare putative functions of these neurons with the
available literature data. Three morphotypes are located in lamina I, corresponding to neurons involved in the
transmission of nociceptive and temperature information. Lamina II contains neurons of a single morphotype,
on which nociceptive afferents converge. Laminae III−IV comprise three types of projection neurons transmit-
ting information from peripheral mechanoreceptors and nociceptors to supraspinal structures. Laminae V−VI
are characterized by functionally different neurons of five morphotypes: two types of interneurons localized to
the Clarke’s column and analogous zone of the caudal lumbar segments, which collect proprioceptive informa-
tion; one type of neurons located at the lateral interface between the white and gray matters and responding to
pain and tactile signals; and two types of irregularly distributed interneurons (projection or propriospinal neurons)
that receive heterogeneous afferent signals from muscle spindles. In laminae VII−VIII, there are two types of sym-
pathetic preganglionic neurons (in the intermediolateral and intercalated nuclei), Renshaw interneurons, and three
types of multi-sized dispersedly distributed multipolar cells with unidentified functions. No calretinin-immunopos-
itive neurons were found in lamina IX represented by motoneuron pools. In lamina X, sparse neurons reside around
the central canal; their function is also obscure due to the paucity of morphological characters.

Keywords: calcium-binding proteins, calretinin, spinal cord, mapping, cat


