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Астроциты являются наиболее многочисленными глиальными клетками центральной нервной систе-
мы, расположенными между микрососудистой сетью головного мозга и синапсами нейронов, тем са-
мым опосредуя поглощение питательных веществ из системного кровотока. Кроме того, астроциты,
благодаря своему уникальному анатомическому расположению, обладают высокой ферментативной
способностью к гликолизу, гликогенезу и метаболизму липидов, обеспечивая нейроны необходимыми
питательными веществами в качестве источника энергии, что указывает о ключевой роли астроцитов
в метаболизме мозга. Следовательно, нарушение функций астроглии может привести к развитию ней-
родегенеративных заболеваний, при которых метаболические нарушения ускоряют повреждение ней-
ронов. Принимая во внимание важную роль астроцитов в регуляции гомеостаза головного мозга и на-
личие тесной метаболической взаимосвязи с нейронами, в этом обзоре мы рассматриваем пластич-
ность энергетического метаболизма астроцитов в физиологических условиях и ее влияние на функции
мозга при развитии нейродегенеративных заболеваний. При этом понимание механизма, лежащего в
основе метаболической пластичности астроцитов, даст возможность определить новые потенциаль-
ные диагностические биомаркеры и терапевтические мишени для коррекции нейродегенерации и воз-
растных дисфункций головного мозга.

Ключевые слова: астроциты, нейроны, пластичность, церебральный метаболизм, нейродегенеративные
заболевания
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Функция головного мозга зависит от сложных
метаболических взаимодействий между различны-
ми типами нервных клеток, при этом астроциты и
нейроны образуют комплекс, так называемые
“симбиотические отношения” не только для под-
держания нейрональных функций, но и метабо-
лизма мозга в целом. За последнее десятилетие бы-
ли выявлены ранее неожиданные функции астро-
цитов, во многом благодаря разработке новых
инструментов, позволяющих их выборочное изу-
чение in situ. Данные научные открытия дополняют
большое количество доказательств, демонстриру-
ющих, что астроциты играют центральную роль в
гомеостазе головного мозга. Действительно, ак-
тивность нейронов вызывает высвобождение вазо-
активных веществ астроцитами, в частности, про-
стагландинов, тем самым обеспечивая динамиче-

скую связь церебрального кровообращения с
локальной потребностью в энергии [1–3].

На метаболическом уровне согласно модели
“астроцит-нейрон-лактатного челнока”, астроци-
ты реагируют на глутаматергическую активацию,
увеличивая скорость поглощения глюкозы и вы-
свобождения лактата во внеклеточное простран-
ство, что, в свою очередь, используется нейронами
для поддержания энергетических потребностей [4,
5]. Также стоит отметить, что астроциты выполня-
ют и другие гомеостатические функции, включая
защиту от окислительного стресса, поддержание
ионного гомеостаза, хранение энергии в виде гли-
когена, регенерацию тканей, модуляцию синапти-
ческой активности посредством высвобождения
глиотрансмиттеров, формирование и ремоделиро-
вание синапсов [6–8].
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Интересен и тот установленный факт, что аст-
роциты помимо выше перечисленных функций,
играют ранее неизвестную роль в регуляции про-
должительности и глубины сна [9], консолидации
памяти [10] и в регулировании дыхания [11].

В дополнение к этому, астроциты выделяют ряд
веществ, а именно, аполипопротеин Е и холесте-
рин [12], аскорбиновую кислоту [13], цитокины
[14], глутатион [15], лактат [16], нейротрофические
факторы и факторы роста [17], тромбоспондины
[18], которые поддерживают функцию и жизнеспо-
собность нейронов.

Важно отметить, что все эти процессы требуют
затраты значительного количества энергии и зави-
сят от связанных с энергией метаболических путей,
тем самым указывая на существование прямой вза-
имосвязи между функциональной способностью
астроцитов, энергией и метаболизмом.

Интересен и тот установленный факт, что аст-
роциты представляют собой гетерогенную популя-
цию клеток [19], которые имеют ряд существенных
функциональных различий в зависимости от обла-
сти мозга и стадии его развития, а также экспрес-
сии различных рецепторов, переносчиков, ионных
каналов и других белков [20]. Это подразумевает
существование уникальной способности астроци-
тов в зависимости от типа участвовать в различных
метаболических/гомеостатических функциях го-
ловного мозга.

Учитывая ключевую роль астроцитов в регуля-
ции гомеостаза головного мозга и существование в
этом контексте важного метаболического взаимо-
действия между нейронами и астроцитами, инте-
ресным для понимания является то, как метаболи-
ческая пластичность астроцитов влияет на функ-
ции мозга в физиологических условиях и при
развитии нейродегенеративного заболевания.

ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЕ ПОТРЕБНОСТИ 
КЛЕТОК ГОЛОВНОГО МОЗГА

Головной мозг человека является тем уникаль-
ным органом, которому для согласованной и эф-
фективной работы необходимо потребление зна-
чительного количества энергии. Поступление до-
статочного количества энергии особенно
необходимо для надлежащего функционирования
нейронов [21].

Ранее считалось, что более крупный головной
мозг имеет более крупные нейроны, которые инди-
видуально потребляют больше энергии и, следова-
тельно, окружены большим количеством глиаль-
ных клеток. Вопреки ожидаемому, было установ-
лено, что средняя метаболическая активность
нейрона среди шести видов грызунов и приматов
(включая человека) относительно стабильна с не-
значительными вариациями, которые не коррели-

руют с размером и плотностью нейронов, а также
размером головного мозга [22].

Важно отметить тот установленный факт, что
большая часть этой энергии расходуется синапса-
ми, поскольку изменение постсинаптического по-
тенциала находится в прямой зависимости от
наличия устойчивых ионных градиентов, в част-
ности, высокого градиента Na+, который в свою
очередь поддерживается активностью Na+/K+-
АТФазы. Сохранение высокого градиента концен-
трации Na+ на клеточной мембране регулирует
концентрацию других ионов, таких как Ca2+, Mg2+,
H+,  и Cl–, которые транспортируются или
обмениваются с Na+ для поддержания их физиоло-
гических уровней в клетках (или вне клеток). Вы-
сокая потребность в энергии является следствием
большого количества нейронов, каждый из кото-
рых может иметь сотни или тысячи синапсов для
передачи десятка или сотни нервных импульсов в
секунду в заданный момент времени.

Как известно, вместе с эндотелиальными клет-
ками и перицитами астроциты образуют гематоэн-
цефалический барьер (ГЭБ) – структуру, через ко-
торую осуществляется транспорт различных моле-
кул и питательных веществ, а именно, глюкозы
посредством переносчика GLUT [23], монокарбок-
силатов (L-лактата) за счет монокарбоксилатных
транспортеров (MCT) [24] и жирных кислот через
транслоказу жирных кислот [25]. Эти молекулы иг-
рают решающую роль в обмене энергетическими
субстратами между кровью и паренхимой головно-
го мозга. Таким образом, потребление энергии
нейронами, которая необходима для поддержания
электрических сигналов, стабильности внутрикле-
точной концентрации ионов и цикличности си-
наптических пузырьков, обеспечивается астроци-
тами [26].

Также необходимо отметить и тот факт, что да-
леко не каждая клетка головного мозга может быть
обеспечена достаточным количеством энергии на-
прямую через капилляры [27].

Кроме того, необходимо учитывать, что между
двумя кровеносными капиллярами может быть 3–
6 слоев клеток, что требует других путей снабжения
клеток энергией, в частности, “паренхиматозной
диффузией”. Однако данный процесс отличается
значительной продолжительностью, чтобы обес-
печить клетки достаточным количеством энергии.
Как показал микроанатомический анализ, крове-
носные капилляры, по которым доставляется глю-
коза, в значительной степени покрыты отростками
астроцитов [27], концевые расширения которых
обеспечивают быстрое поглощение глюкозы. Фак-
тически, в то время как концентрация глюкозы в
кровеносных капиллярах составляет 3–6 мМ, в па-
ренхиме головного мозга она может быть всего
0.5–1 мМ [28], это указывает на то, что значитель-

−
3HCO
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ное количество глюкозы предположительно погло-
щается астроцитами, прежде чем она попадает в
паренхиму головного мозга. Поскольку глюкоза,
эффективно поглощаемая облегченной диффузи-
ей, быстро фосфорилируется в клетках, всегда су-
ществует высокий градиент глюкозы в клетках, да-
же при внеклеточной концентрации 1 мМ и ниже.
Это подразумевает, что нейроны, находящиеся на
расстоянии десятков микрон от следующего крове-
носного сосуда, могут поглощать глюкозу в значи-
тельных количествах. При этом важно отметить,
что анатомическая особенность астроцитов, кото-
рые, как считается, требуют гораздо меньше энер-
гии для физиологического функционирования,
чем нейроны, может указывать об астроцит-нейро-
нальном взаимодействии для поддержки энерго-
снабжения нейронов в условиях высокой потреб-
ности в энергии [29]. Это подразумевает, что астро-
циты передают часть энергетического материала, к
которому они имеют исключительно прямой до-
ступ, к нейронам и, следовательно, играют роль
медиаторов для дополнительного снабжения ней-
ронов энергией [26].

Таким образом, относительно эффективная об-
работка энергии головным мозгом зависит от мета-
болической пластичности астроцитов и типа ней-
роглиальных клеток, анатомически расположен-
ных между нейронами и сложным разветвлением
церебральных сосудов [30–32]. Следовательно,
астроциты являются промежуточными структур-
ными звеньями между кровеносными сосудами и
нейронами, которые доставляют глюкозу из кро-
ви к нейронам, при этом выступая в качестве ос-
новных энергоемких элементов головного мозга.
Поэтому вполне вероятно, возрастные или свя-
занные с развитием заболевания, структурно-
функциональные изменения астроцитов могут не
только негативно повлиять на гомеостаз головного
мозга, но и способствовать прогрессированию за-
болевания [33–35].

ЭВОЛЮЦИЯ МЕТАБОЛИЗМА 
ГОЛОВНОГО МОЗГА

Согласно выдвинутому предположению, высо-
кие энергетические затраты на развитие человече-
ского мозга объясняются наличием такой отличи-
тельной черты человека от других приматов, как
исключительно медленный и длительный рост до
взрослого возраста. Для объяснения столь продол-
жительного жизненного этапа, который предше-
ствует взрослому возрасту, были предложены ряд
гипотез, исходя из которых головной мозг затрачи-
вает дополнительное количество энергии и време-
ни на процессы обучения и развитие мозга в тече-
ние жизни [36, 37]. Другие гипотезы были сосредо-
точены на энергетических компромиссах и
рассматривали замедленный рост как компенса-
цию высоких энергетических потребностей мозга

[38, 39], предполагая, что с точки зрения развития
периоды наиболее медленного роста тела совпада-
ют с пиковыми метаболическими потребностями
мозга.

Так, установлено [40], что скорость поглощения
глюкозы человеческим мозгом как в абсолютном
выражении, так и по отношению к метаболиче-
ским расходам организма, достигает пика не при
рождении, когда размер мозга по отношению к телу
наибольший, а в детском возрасте, когда синаптиче-
ская пластичность и связанные с ней метаболические
процессы максимальны, при этом потребность мозга
в глюкозе обратно пропорциональна росту тела от
младенчества до полового созревания. Эти результа-
ты подтверждают гипотезу о том, что необычно вы-
сокие затраты на развитие человеческого мозга
требуют компенсирующего замедления роста дет-
ского тела.

Наряду с указанными гипотезами было выдви-
нуто предположение, согласно которому человече-
ский род в процессе эволюции приобрел высокую
скорость метаболизма, тем самым обеспечивая
энергией больший мозг (по сравнению с другими
приматами), а также высокую репродуктивную
способность. В ходе одного исследования по про-
верке данной гипотезы [41] установлено, что об-
щий расход энергии у человека превышал таковой
у шимпанзе, горилл и орангутангов примерно на
400, 635 и 820 ккал/день соответственно, что в зна-
чительной степени связано с более высокой скоро-
стью основного обмена у человека, тем самым ука-
зывая на повышенную метаболическую актив-
ность организма, которая, наряду с изменениями в
распределении энергии, сыграла решающую роль в
эволюции размера человеческого мозга и истории
жизни.

Согласно недавно проведенному исследованию
[42] специфический для человека ген ARHGAP11B,
преимущественно экспрессирующийся в нейро-
нальных клетках-предшественниках неокортекса
плода человека, увеличивает количество и проли-
ферацию клеток-предшественников за счет акти-
вации глутаминолиза в митохондриях, что дает ос-
нование полагать, что ген ARHGAP11B может быть
вовлечен в рост неокортекса человека в процессе
эволюции.

Примечательно и то, что между головным моз-
гом человека и шимпанзе могут существовать важ-
ные метаболические различия, специфичные для
конкретных типов клеток, а именно, нейрональ-
ных клеток-предшественников, астроцитов и ней-
ронов [43]. Так, установлена значительная межви-
довая дифференциальная экспрессия во всех трех
типах клеток с наибольшей степенью различий в
астроцитах. При этом существенные различия
между видами для указанных типов клеток были
выявлены в клеточном дыхании, в трансмембран-
ном транспорте глюкозы и лактата, а также ис-
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пользовании пирувата, что демонстрирует предпо-
лагаемый специфический для клеточного типа ме-
ханизм, с помощью которого астроциты могут
вносить существенный вклад в адаптивную мета-
болическую способность человеческого мозга, а
также дает основание полагать о возможном значи-
тельном вкладе астроцитов в эволюцию метабо-
лизма глюкозы в головном мозге [43].

Важно отметить, что астроциты, являющиеся
ключевыми нейроглиальными клетками, поддер-
живающими гомеостаз в ЦНС, эволюционировали
посредством специализации и диверсификации
функций. Астроглиальные клетки интегрируются в
нейронные сети через синапсы, при этом наличие
у них специфической морфологической и функци-
ональной пластичности способствует реализации
процессов обучения памяти. Однако при невропа-
тологии имеют место реактивный астроглиоз и де-
генерация астроцитов, что в свою очередь может в
значительной степени определять патологическое
прогрессирование заболевания [44].

ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ МЕТАБОЛИЗМ 
В КЛЕТКАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА

Как известно, глюкоза является тем обязатель-
ным источником энергии, который критически ва-
жен для реализации многих функций головного
мозга, включая производство АТФ, синтез нейро-
медиаторов, нейромодуляторов, и структурных
компонентов клетки, а также регуляцию окисли-
тельного стресса [45]. При этом механизм доставки
глюкозы и ее метаболитов в паренхиму головного
мозга все еще остается не до конца выясненным.
Экспериментально определенное соотношение
потребления глюкозы и кислорода в состоянии по-
коя предполагает неполное окисление глюкозы за
счет значительного производства липидов и ами-
нокислот из глюкозы, а также экскреции неокис-
ленного метаболита, в частности, L-лактата [46].
Неполное окисление глюкозы и накопление L-
лактата в процессе нейрональной активности [47]
указывает на преобладание гликолиза над окисли-
тельным метаболизмом. Относительно высокая
гликолитическая способность ткани головного
мозга может быть обусловлена активностью астро-
цитов [48], при которой процесс гликолиза прояв-
ляет большую ферментативную способность, чем
окислительный метаболизм [48], в то время как
гликолиз нейронов весьма ограничен [49]. Важно
отметить и то, что астроцитарный гликолиз выра-
женно усиливается за счет нейротрансмиттеров –
глутамата и норадреналина [50].

Следовательно, согласно гипотезе “астроцитар-
но-нейронального лактатного челнока” L-лактат в
основном продуцируется астроцитами, а затем пе-
редается посредством MCT к нейронам, где он
превращается в пируват для производства аэроб-
ной энергии в митохондриях (рис. 1) [51]. При этом

предполагается, что согласованные действия меж-
ду астроцитами и нейронами в контексте астроци-
тарно-нейронального лактатного челнока может
иметь важное значение для реализации когнитив-
ных функций, тогда как энергетическая рассогла-
сованность, напротив, способствовать развитию
когнитивных нарушений [52].

Стоит отметить и тот важный момент, что гипо-
теза “астроцитарно-нейронального лактатного
челнока”, хотя и подкреплена многочисленными
доказательствами, по-прежнему остается весьма
противоречивой [53, 54]. Так, согласно результатам
нескольких исследований при стимуляции в ней-
ронах также может протекать весьма активный
гликолиз и даже экскреция лактата [55, 56]. Следу-
ет также иметь в виду, что при разных метаболиче-
ских условиях может реализовываться та или иная
стратегия, касающаяся транспорта глюкозы и лак-
тата в нейронах и астроцитах, а также между ними.
Это прямо указывает на то, что “астроцитарно-
нейрональный лактатный челнок” может быть
только одним из нескольких способов удовлетво-
рения энергетических потребностей нервных кле-
ток [57].

Деятельность головного мозга в физиологиче-
ских условиях находится в прямой зависимости от
активного поступления глюкозы из крови, а также
в процессе распада гликогена, локализованного в
основном в астроцитах. Так, установлено, что со-
держание гликогена в культивируемых астроцитах
в значительной мере возрастает при инкубации с
глутаматом [58], в то время как ингибирование гли-
когенолиза подавляет поглощение глутамата [59] и
ионов калия [60]. Кроме того, в отсутствие глюко-
зы астроцитарный гликоген может расщепляться
до лактата, который в свою очередь транспортиру-
ется к аксонам в качестве источника энергии для
повышения их активности [61]. Таким образом,
гликоген астроцитов, вероятно, может повысить
выживаемость и функциональную активность ней-
ронов головного мозга в условиях ограничения
глюкозы. Это дает основание предполагать, что ис-
тощение астроцитарного гликогена способствует
снижению активности мозга, ведущее к когнитив-
ной дисфункции и нейродегенерации [62].

Стоит отметить и тот факт, что в астроцитах
протекает липидный обмен, при этом липиды,
продуцируемые астроцитами, доставляются к ней-
ронам и олигодендроцитам в качестве компонен-
тов синаптических и миелиновых мембран [63, 64].
Примечательно, что регуляция окислительного
метаболизма липидов находится в прямой зависи-
мости от слаженного взаимодействия между астро-
цитами и нейронами [64]. Кетоновые тела, выраба-
тываемые печенью во время голодания или у паци-
ентов с диабетом, транспортируются в головной
мозг посредством МСТ, где используются как
энергетический субстрат [65]. Также было проде-
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монстрировано, что активация церебрального ме-
таболизма альтернативных субстратов (кетонов) на
фоне выраженного нарушения метаболизма глю-
козы при черепно-мозговых травмах оказывает вы-
раженное нейропротекторное действие [66, 67],
что дает основание использовать это в клиниче-
ской практике в качестве кетогенной диеты при
эпилепсии и травмах головного мозга.

Установлено, что при ишемии in vitro астроциты
за счет AMP-активированной протеинкиназы
(AMPK) увеличивают продукцию кетоновых тел,
которые в свою очередь выступают в качестве
энергетического субстрата (вместо L-лактата) ней-
ронам для осуществления цикла трикарбоновых
кислот [68].

Энергетический метаболизм астроцитов регу-
лируется рядом физиологических и патологиче-
ских факторов, включая гормоны, нейротрансмит-
теры, цитокины, активные формы кислорода,
ионы, кислород и питательные вещества, при этом
способность к метаболической адаптации у астро-
цитов влияет на активность нейронов за счет обме-
на метаболитами между астроцитами и нейронами.

МЕТАБОЛИЗМ ГЛИКОГЕНА В АСТРОЦИТАХ

Глюкоза является основным и обязательным
источником энергии для всех клеток головного
мозга, поскольку это единственный субстрат, ко-
торый присутствует в системном кровотоке, быст-
ро транспортируется через гематоэнцефалический

барьер и концентрация которого регулируется гор-
монами. Считается, что астроциты характеризуют-
ся низкой потребностью в энергии и соответствен-
но имеют незначительную скорость производства
АТФ. Itoh и соавт. [69] сообщили о чрезвычайно
низкой скорости окислительного метаболизма в
культуре астроцитов in vitro, это может быть связа-
но с использованием очень высокой концентрации
глюкозы в культуральной среде, что в свою очередь
снижает окислительную способность примерно на
50% [70]. Напротив, результаты исследования ме-
таболизма головного мозга in situ в условиях покоя
с помощью ЯМР-спектроскопии показали, что
окислительный метаболизм в кортикальных астро-
цитах составляет около 30% от общего потребле-
ния кислорода тканями в коре головного мозга
[71]. Это дает возможность предположить, что от-
носительный вклад астроцитов в потребление це-
реброкортикального кислорода соответствует от-
носительному объему астроцитов в коре головного
мозга.

Как известно, астроциты и нейроны метаболи-
зируют глюкозу через гликолитический, пентоз-
ный шунт и окислительные пути, при этом только
астроциты обладают способностью накапливать
глюкозу в виде гликогена [72]. Постоянная кон-
центрация астроцитарного гликогена, определяе-
мая динамическим равновесием между синтезом и
гликогенолизом [73], относительно низка по срав-
нению с таковой в скелетных мышцах и печени.
Однако он вносит существенный важный вклад в

Рис. 1. Модель астроцитарно-нейронального лактатного челнока.
GLUT1, GLUT3 – переносчики глюкозы; LDH5 – изоформы 5-лактатдегидрогеназы; MCT1, MCT2, MCT4 – моно-
карбоксилатные транспортеры; LDH1 – изоформа 1-лактатдегидрогеназы.
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функциональную активность нейронов [74]. Стоит
отметить, что в условиях гипогликемии распад гли-
когена в астроцитах может поддерживать нейро-
нальную активность [74]. В дополнение к этому
гликогенолизу способствует недостаток энергети-
ческих субстратов [75], а также повышенная ней-
рональная активность, как в случае депривации
сна, во время которой содержание гликогена зна-
чительно снижается [76]. Следовательно, гликоген
может являться кратковременным энергетическим
буфером, который существенно сокращает вре-
менные потребности в энергии, при этом не играя
роль в устойчивом обеспечении энергией [77].

Кроме того, был идентифицирован ряд нейро-
активных молекул, а именно, аденозин, норадре-
налин и некоторые цитокины, регулирующие экс-
прессию ключевых генов, участвующих в метабо-
лизме астроцитарного гликогена, в частности,
PTG (protein targeting to glycogen) [50, 78]. При этом
воздействие вышеупомянутых трансмиттеров при-
водило к циклической AMP-зависимой индукции
экспрессии фактора транскрипции C /EBP, глико-
генсинтазы и PTG. Также было показано, что экс-
прессия генов, связанных с метаболизмом гликоге-
на в головном мозге, изменяется на протяжении
цикла сна-бодрствования или отдыха-активности,
и с учетом почти избирательной локализации гли-
когена именно в астроцитах, эти клетки вполне мо-
гут участвовать в регуляции сна [79].

Необходимо отметить, что норадреналин – ней-
роактивная молекула, высвобождаемая из норад-
ренергических нейронов голубого пятна, связыва-
ется с α- и β-адренергическими рецепторами, ко-
торые экспрессируются в клетках головного мозга,
включая астроциты [80]. Это вызывает увеличение
уровня цитоплазматических вторичных мессен-
джеров, в частности, ионов Ca2+ и цАМФ, которые
в свою очередь запускают ряд клеточных процес-
сов, включая транскрипцию генов [81], морфоло-
гическое изменение формы клеток [82] и аэробный
гликолиз [83].

Также установлено, что β-адренергические ре-
цепторы астроцитов участвуют через изменения
формы астроцитов в формировании памяти – про-
цессе, требующем значительных затрат энергии
[84]. Действительно, для консолидации памяти у
мышей необходим гликогенолиз [85]. Кроме того,
консолидация памяти, от краткосрочной до долго-
срочной, требует высвобождения нейронального
норадреналина [86]. При этом астроциты, которые
хранят энергию в виде гликогена, после активации
норадреналина генерируют метаболиты, включая
L-лактат, действующие как источник энергии для
активных нейронов [87], а также координируют со-
седние астроциты для дальнейшего усиления
аэробного гликолиза астроцитов [83].

Учитывая тот факт, что нейродегенерация со-
провождается нарушением норадренергических

нейронов, вклад астроцитов в прогрессирование
заболевания может быть весьма значительным, что
в свою очередь коррелирует со снижением норад-
реналина [88].

МЕТАБОЛИЗМ ЛАКТАТА В АСТРОЦИТАХ
Как показали исследования ex vivo и in vivo, во

время нейрональной активности циркулирующая
глюкоза поглощается преимущественно астроци-
тами, в которых за счет аэробного гликолиза обра-
зуется лактат [89], передающийся в нейроны с по-
мощью специфических транспортеров MCT [90].

С помощью методов, позволяющих визуализи-
ровать функции головного мозга (МРТ и ПЭТ),
продемонстрировано, что во время нейрональной
активации происходит усиление аэробного глико-
лиза с последующим производством лактата [91].

Интересен и тот недавно установленный факт
[92], что циркулирующий в кровотоке лактат явля-
ется одним из основных субстратов цикла трикар-
боновых кислот и источником энергии для боль-
шинства тканей, тогда как первоначально предпо-
лагалось преобразование его из глюкозы в
астроцитах и использование только нейронами.

Долгое время считалась, что лактат, синтезируе-
мый в результате астроцитарного гликолиза, может
выступать только в качестве источника энергии
для нейронов [93]. Однако согласно данным ряда
недавно проведенных исследований, лактат может
являться сигнальной молекулой для реализации
пластичности нейронов. Действительно, по ре-
зультатам нескольких поведенческих тестов пере-
нос лактата от астроцитов к нейронам необходим
для консолидации памяти [94, 95], что согласуется
с индукцией лактатом нескольких генов пластич-
ности в нейронах, таких как Arc, c-fos и zif 268 [96,
97]. При этом данный эффект лактата опосредуется
модуляцией активности рецептора NMDA и ниже-
стоящим сигнальным каскадом Erk1/2 [98].

Более того, выявлена роль астроцитарного лак-
тата в обработке информации, необходимой для
обучения и памяти, а именно, в CA1 области гип-
покампа, участвующей в обучении, зафиксировано
выраженное увеличение внеклеточного уровня
лактата, который используется в качестве источни-
ка энергии для нейронов [99].

Примечательно, что лактат оказывает и проли-
феративное действие на нейрональные клетки-
предшественники гиппокампа in vitro, тем самым
регулируя нейрогенез в гиппокампе [100].

Как известно, источником лактата в головном
мозге, помимо глюкозы, является гликоген [101],
который локализован исключительно в астроцитах
и активируется ограниченным числом нейро-
трансмиттеров, таких как вазоактивный кишеч-
ный пептид [102] и норадреналин [103], что являет-
ся еще одним показательным примером метаболи-
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ческого взаимодействия нейронов и глии. Кроме
того, в недавнем исследовании [104] была проде-
монстрирована роль гликогенолиза с участием но-
радреналина в пластичности нейронов и консоли-
дации памяти. При этом норадренергические ре-
цепторы астроцитов принимают непосредственное
участие в высвобождении лактата из астроцитов в
процессе обучения, что в свою очередь необходимо
для поддержания молекулярных изменений в ней-
ронах и формирования долговременной памяти в
гиппокампе.

В другом исследовании [105] влияние лактата на
пластичность и консолидацию памяти оценивали
путем фармакологического блокирования гликоге-
нолиза с помощью внутригиппокампальных инъ-
екций ингибитора гликогенфосфорилазы – 1,4-ди-
дезокси-1,4-имино-D-арабинитола, который вы-
зывал амнезию после процесса обучения, что
нивелировалось действием лактата. Аналогичные
наблюдения были выявлены и в ряде других иссле-
дований с участием префронтальной коры и базо-
латерального миндалевидного тела [94, 95].

Примечательно и то, что блокирование экс-
прессии MCT приводило к ингибированию пере-
носа лактата от астроцитов к нейронам, тем самым
способствуя развитию амнезии, тогда как введение
лактата выраженно снижало негативное влияние
амнезии, вызванной ингибированием специфич-
ных для астроцитов MCT1 и 4, но не блокировани-
ем нейрон-специфического транспортера MCT2
[106]. Такой положительный эффект от введения
лактата в полной мере согласуется с данными, со-
гласно которым лактат индуцирует экспрессию ге-
нов пластичности в нейронах [98].

Стоит отметить, что долговременная потенциа-
ция, которая обычно считается электрофизиологи-
ческим механизмом, лежащим в основе формиро-
вания памяти, также нарушается под действием
1,4-дидезокси-1,4-имино-D-арабинитола, однако
внутригиппокампальное введение лактата нивели-
рует данный негативный эффект [106].

Важен и тот недавно установленный факт, что
лактат, продуцируемый астроцитами, оказывает
положительное влияние на динамические процес-
сы в синапсах, такие как изменения поверхности,
объема и плотности, которые, как известно, лежат
в основе пластичности и памяти [107].

МЕТАБОЛИЗМ ЖИРНЫХ КИСЛОТ
В АСТРОЦИТАХ

Астроциты являются единственным типом
нервных клеток, в которых активно осуществляет-
ся β-окисление жирных кислот [108], при этом ге-
нерируя около 20% от общего количества энергии,
необходимой для функционирования головного
мозга [109]. Важно и то, что скорость β-окисления
четко регулируется AMPK – белком, обеспечиваю-

щим согласованную регуляцию многих путей
энергетического метаболизма [110]. Интересно,
что AMPK может быть активирована 5-аминоими-
дазол-4-карбоксамид-рибонуклеотидом [111] и
метформином [112], что дает возможность исполь-
зовать это в качестве фармакологической коррек-
ции при нарушении активации или экспрессии
АМРК. Также активированный AMPK кетогенез в
астроцитах стимулируется как в условиях гипоксии
[111], так и при гипогликемии [113].

Астроциты также используют жирные кислоты
в качестве предшественников для синтеза кетоно-
вых тел, которые в свою очередь используются
нейронами в качестве источника энергии в опреде-
ленных условиях (рис. 2) [114].

Действительно, способность эффективно ис-
пользовать альтернативные субстраты, помимо
глюкозы, может повысить устойчивость и сохра-
нить функциональные способности головного
мозга в условиях дефицита глюкозы, ингибирова-
ния гликолиза и пируватдегидрогеназного ком-

Рис. 2. Метаболизм жирных кислот в астроцитах.
GLUT1 – переносчик глюкозы; LDH5 – изоформа 5
лактатдегидрогеназы; MCT1 – монокарбоксилатный
транспортер; CPT1 – карнитин-пальмитоилтрансфе-
раза 1; ACS – ацил-CoA-синтаза; TCA – цикл трикар-
боновых кислот (цикл Кребса); ADP – aденозиндифос-
фат; ATP – aденозинтрифосфат.
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плекса [115], а также при ишемии [116]. Как извест-
но, окисление кетоновых тел и жирных кислот
производит ацетил-КоА, ФАДH2 и НАДН, H+, ко-
торые могут напрямую включаться в цикл трикар-
боновых кислот и митохондриальную цепь перено-
са электронов, минуя гликолиз и пируватдегидро-
геназный комплекс. При этом окисление
кетоновых тел может быть более эффективным,
чем гликолиз, поскольку осуществляется в резуль-
тате протекания 3 быстрых реакций в митохондри-
ях, тогда как гликолиз требует протекания 10 цито-
плазматических реакций и поглощения митохон-
дриями НАДН, H+, пирувата, лактата [117], а также
АТФ, что в условиях нарушения энергетического
метаболизма весьма проблематично [118].

Необходимо отметить, что транспорт кетоновых
тел через ГЭБ зависит от переносчика и в отличие
от транспорта глюкозы не увеличивается в услови-
ях нейрональной активности, а напрямую зависит
от концентрации кетоновых тел в кровотоке [119].
МСТ, являющиеся одними из известных иденти-
фицированных транспортеров кетоновых тел, рас-
пределены по всему головному мозгу [120]. Как по-
казало исследование на грызунах, экспрессия MCT
между различными типами нервных клеток выра-
женно отличается, при этом изоформа MCT1 лока-
лизуется в ГЭБ на эндотелиальных клетках и астро-
глии, MCT4 в астроглии, а MCT2 в нейронах [120].

Примечательно, что транспортная способность
кетоновых тел через ГЭБ у грызунов повышается
при голодании [121], что также наблюдается и у че-
ловека [122]. Это может быть обусловлено повы-
шенной экспрессией MCT, которое обнаруживает-
ся у грызунов как после кетогенной диеты [123,
124], так и после физических упражнений [125].

Кроме того, в ходе одного из исследований [126]
установлено, что цилиарный нейротрофический
фактор (CNTF) активирует окисление жирных
кислот в астроцитах как in vitro, так и in vivo. Вместе
с тем CNTF увеличивает астроцитарную экспрес-
сию MCT1, SCOT и BDH – трех ключевых транс-
портеров кетоновых тел, это указывает на то, что
CNTF-активированные астроциты действительно
используют кетоновые тела и жирные кислоты в
качестве альтернативных энергетических субстра-
тов. Необходимо отметить и тот установленный
факт, что активация астроцитов с помощью CNTF
откладывает свой отпечаток на реорганизацию их
метаболического профиля. Так, астроциты, акти-
вированные CNTF, были полностью устойчивы к
продолжительному токсическому воздействию
пальмитата in vitro, что свидетельствует о защитном
действии CNTF за счет уже существующего ремо-
делирования метаболического статуса астроцитов.

Важно отметить, что наиболее активное высво-
бождение свободных жирных кислот из фосфоли-
пидов в плазматической мембране происходит как
при острых патологических состояниях, таких как

травма мозга и ишемия, так и при хронических
нейродегенеративных заболеваниях, в частности,
болезни Альцгеймера [127, 128]. Данные патологи-
ческие состояния сопровождаются выраженными
метаболическими нарушениями и, как следствие,
активацией атроцитов [129], что, по-видимому, яв-
ляется эффективным адаптационным ответом в
условиях дефицита энергии и накопления токсич-
ных метаболитов.

МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ 
ПЛАСТИЧНОСТЬ АСТРОЦИТОВ 
ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЯХ
По результатам одного из исследований было

высказано предположение, что метаболическая
дисфункция астроцитов является тем пусковым
фактором, который провоцирует отложение бета-
амилоида [130]. Несмотря на то что формирование
амилоидных бляшек в основном обусловлено сни-
жением клиренса бета-амилоида, интенсивной
продукцией олигомеров бета-амилоида за счет на-
рушения метаболической регуляции уровней β- и
γ-секретазы [131], а также аберрантной посттранс-
ляционной модификацией белка-предшественни-
ка бета-амилоида (APP) [132], было продемонстри-
ровано, что воздействие бета-амилоида на культи-
вируемые астроциты не только изменяет
поглощение ими глюкозы, но и ее последующий
метаболизм параллельно с повышением высво-
бождения гидропероксида и глутатиона [133]. Ней-
ровоспаление, которое, как правило, отчетливо на-
блюдается при прогрессировании болезни Альц-
геймера, может изменять метаболизм астроцитов,
вызывая повышенное высвобождение глутамата и
АТФ через полуканалы коннексина 43, что в свою
очередь может приводить к активации микроглии
и дисфункции нейронов [134].

Интересно, что несмотря на воспаление как
острую реакцию клеток, участвующих в астроглио-
зе, уменьшение хронического нейровоспаления
агонистом рецепторов, активируемых пролифера-
тором пероксисом (PPAR), может представлять со-
бой одну из стратегий защиты нейрональных
клеток, пораженных нейродегенеративными забо-
леваниями. Кроме того, хорошо известны метабо-
лические свойства PPAR, в частности, PPARγ сти-
мулирует поглощение глюкозы и глутамата, а так-
же высвобождение лактата, тем самым защищая
нейроны от депривации глюкозы и эксайтотоксич-
ности. Аналогичным образом PPARα индуцирует
β-окисление жирных кислот при развитии наруше-
ния метаболизма глюкозы. При этом основным
продуктом данного процесса являются кетоновые
тела, которые экспортируются в нейроны для
снабжения энергией [135].

Необходимо отметить, что пораженные области
головного мозга при болезни Паркинсона, в част-
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ности, черная субстанция, содержат относительно
меньшее количество астроцитов, чем другие обла-
сти мозга, что делает дофаминергические нейроны
потенциально более чувствительными к метаболи-
ческим и энергетическим нарушениям [136]. При
этом было продемонстрировано, что депривация
глюкозы [137], а также повышенное поступление
лактата способствуют накоплению и олигомери-
зации α-синуклеина [138], это указывает на су-
щественный вклад астроцитарной метаболиче-
ской дисфункции в патогенез болезни Паркин-
сона. Более того, в астроцитах, выделенных из
ткани головного мозга животных с эксперимен-
тальной моделью болезни Паркинсона, экспрес-
сирующих мутантный α-синуклеин, выявлены
как функциональные нарушения, так и выражен-
ные морфологические повреждения митохондрий,
что в свою очередь обусловливает низкую способ-
ность астроцитов обеспечивать дифференцировку
нейронов [139]. Кроме того, установлено, что экс-
прессия мутантного α-синуклеина A53T в астроци-
тах приводит к подавлению регуляции транспорте-
ров глутамата и коррелирует с развитием реактив-
ного астроглиоза [140].

Важен и тот момент, что в контексте лечения
болезни Паркинсона астроциты, как известно,
превращают L-DOPA в дофамин [141], при этом в
полосатом теле астроциты выступают в качестве
хранилища для L-DOPA [142], это может указывать
на то, что метаболические и энергетические нару-
шения в астроцитах не только способствуют разви-
тию болезни Паркинсона, но и в значительной ме-
ре снижают эффективность лечения заболевания.

Ряд исследований указывает на вклад астроци-
тов в патогенез болезни Хантингтона. Так, у мы-
шей с моделью болезни Хантингтона снижение вы-
свобождения астроцитарной ГАМК с помощью
транспортера GAT-3 вызывает заметное наруше-
ние синаптической пластичности нейронов в по-
лосатом теле [143]. В дополнение к этому у астро-
цитов выявлена способность усиливать Ca2+-зави-
симое высвобождение внеклеточного глутамата,
что коррелирует с повышением биосинтеза глута-
мата за счет увеличения уровня специфического
для астроцитов митохондриального фермента пи-
руваткарбоксилазы, что, в конечном итоге, может
способствовать развитию эксайтотоксичности по
мере прогрессирования болезни Хантингтона
[144].

Экспериментальные данные, полученные в ходе
исследования животных с моделью бокового амио-
трофического склероза, экспрессирующих мутант-
ную супероксиддисмутазу-1 (SOD1), указывают на
наличие выраженных нарушений регуляции мета-
болизма пурина, пиримидина, лизина и глицеро-
фосфолипидов в астроцитах, совместно культиви-
руемых с нейронами. Более того, воздействие глу-
тамата вызывало значительные патологические

метаболические изменения в астроцитах и ассоци-
ировалось со снижением уровня лактата, тем са-
мым ингибируя его транспорт из астроцитов к ней-
ронам [145]. Важно и то, что эти результаты корре-
лировали с данными анализа спинномозговой
жидкости пациентов с боковым амиотрофическим
склерозом [146], у которых к тому же наблюдались
нарушения метаболических функций митохон-
дрий в астроцитах [147]. Последнее было выявлено
и у экспериментальных животных уже на ранней
стадии заболевания, что дает основание полагать о
ключевой роли астроцитарных метаболических на-
рушений в патогенезе бокового амиотрофического
склероза [148].

В целом это демонстрирует, что метаболическая
дисфункция астроцитов и связанные с ней измене-
ния в экспрессии генов играют центральную роль в
патогенезе нейродегенеративных заболеваний, а
идентификация молекул-мишеней в астроцитах
может служить для разработки эффективной тера-
пии, чтобы предотвратить или замедлить прогрес-
сирование заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Астроциты играют центральную роль в нейро-
метаболическом взаимодействии, основанном на
таком ключевом механизме, как аэробный глико-
лиз, продукты которого вносят существенный
вклад в удовлетворение энергетических потребно-
стей нейронов в процессе нейротрансмиссии. При
этом метаболическое взаимодействие нейронов и
глии может претерпевать пластические адаптации,
сопряженные с синаптической пластичностью.

Нормальная деятельность головного мозга на-
ходится в прямой зависимости от метаболической
пластичности астроцитов, и даже небольшое ее на-
рушение может вызвать значительное снижение
функций мозга. Поэтому детальное изучение клю-
чевых клеточных и молекулярных факторов энер-
гетического метаболизма головного мозга чрезвы-
чайно важно не только для понимания основных
механизмов физиологии мозга, но и патофизиоло-
гических механизмов различных неврологических
и психических расстройств. Кроме того, учитывая
решающую роль астроцитов в гомеостазе мозга,
эти клетки представляют собой интересную тера-
певтическую мишень при лечении нейродегенера-
тивных заболеваний.
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Astrocytes are most abundant glial cells in the central nervous system that reside between the microvascular net-
work of the brain and neuronal synapses, thus mediating the absorption of nutrients from the systemic circula-
tion. In addition, due to their unique anatomical location, astrocytes have a high enzymatic capacity for glycol-
ysis, glycogenesis and lipid metabolism. This makes it possible to provide neurons with necessary nutrients as a
source of energy, indicating a pivotal role of astrocytes in brain metabolism. Therefore, dysfunction of astroglia
can lead to the development of neurodegenerative diseases in which metabolic disturbances speed up neuronal
damage. Given the important role of astrocytes in the regulation of brain homeostasis and their close metabolic
relationship with neurons, we address here the plasticity of astrocyte energy metabolism in physiological condi-
tions and its effect on brain functions during the development of neurodegenerative diseases. A deeper insight
into the mechanism underlying astrocyte metabolic plasticity will help identify novel potential diagnostic bio-
markers and therapeutic targets to correct neurodegeneration and age-related brain dysfunctions.

Keywords: astrocytes, neurons, plasticity, cerebral metabolism, neurodegenerative diseases



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2021, том 57, № 6, с. 469–474

469

ВЛИЯНИЕ ВАЗОПРЕССИНА НА КОЛЛАГЕНАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК 
ПАПИЛЛЯРНОЙ ЗОНЫ ПОЧЕК КРЫС

© 2021 г.   С. Г. Дзгоев
Институт биомедицинских исследований Владикавказского Научного центра Российской академии наук,

г. Владикавказ, Россия
e-mail: stanislavdzgoev@yandex.ru
Поступила в редакцию 14.05.2021 г.

После доработки 20.06.2021 г.
Принята к публикации 21.06.2021 г.

Для того чтобы выяснить, могут ли матриксные металлопротеиназы участвовать в реализации антиди-
уретического эффекта вазопрессина, методом зимографии исследовано влияние гормона на желати-
назную активность клеток почечного сосочка крыс линии Вистар. Показано, что добавление гормона
к суспензии клеток почечного сосочка вызывало увеличение желатиназной активности белков с моле-
кулярной массой 52, 57 и 89 кДа. Данный эффект имитировался V2-агонистом вазопрессина десмо-
прессином. Вазопрессин, но не десмопрессин, вызывал увеличение секреции клетками почечного со-
сочка 57 и 89 кДа-белка в среду инкубации. Обсуждается роль матриксных металлопротеиназ в увели-
чении водной проницаемости межклеточного матрикса почечного сосочка под влиянием
вазопрессина.

Ключевые слова: вазопрессин, десмопрессин, почечная папилла, желатиназа А и Б, антидиуретический
эффект
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ВВЕДЕНИЕ

Состояние межклеточного матрикса почечной
медуллы может оказывать существенное влияние
на транспорт воды из собирательных трубок
нефронов в кровеносные сосуды, создавая сопро-
тивление осмотическому току жидкости. Как из-
вестно, главным гормоном, обеспечивающим ре-
абсорбцию воды в почках млекопитающих и чело-
века, является вазопрессин [1, 2]. Гормон,
связываясь с V2-рецепторами, запускает процесс
встраивания в мембраны клеток собирательных
трубок нефронов аквапорины, в результате чего
вода поступает из просвета собирательных трубок в
межклеточное пространство почечной медуллы, а
затем с током крови возвращается в организм [3].
Помимо увеличения водной проницаемости стен-
ки собирательных трубок вазопрессин стимулиру-
ет деполимеризацию основного компонента меж-
клеточного матрикса – гиалуроновой кислоты [4].
Этот эффект гормона связан с регуляцией фермен-
тов почечной медуллы, участвующих в синтезе и
распаде гиалуроновой кислоты [5, 6]. Помимо гиа-
луроновой кислоты еще одним важнейшим компо-
нентом, формирующим структуру соединительной
ткани, являются коллагеновые белки, централь-
ную роль в обмене которых играют коллагеназы –
матриксные металлопротеиназы (ММП), относя-

щиеся к семейству внеклеточных протеиназ. Из-
вестно, что ММП участвуют в процессах нормаль-
ного развития и ремоделирования внеклеточного
матрикса, эмбриогенезе, репарации тканей, неоан-
гиогенезе, а также в ряде почечных и других пато-
логий [7]. В нашем недавнем исследовании было
обнаружено, что коллагеназы могут оказывать до-
зозависимое влияние на гиалуронидазную актив-
ность почечного сосочка крыс, и было высказано
предположение, что увеличение водной проницае-
мости межклеточного матрикса между собира-
тельными трубками и кровеносными сосудами
под регулирующим влиянием вазопрессина осу-
ществляется за счет не только деполимеризации
гиалуроновой кислоты, но и деградации коллаге-
новых волокон [8]. В этой связи представляло ин-
терес выяснить, может ли вазопрессин влиять на
активность коллагеназ клеток почечного сосочка.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты проводили на самцах крыс ли-

нии Вистар массой 250–300 г, которые содержа-
лись на стандартной диете в условиях вивария. Все
процедуры, выполненные в исследованиях с уча-
стием животных, соответствовали этическим стан-
дартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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циям биоэтического комитета Института биомеди-
цинских исследований Владикавказского Научно-
го центра Российской академии наук. В одном экс-
перименте использовали одну-две крысы, которых
декапитировали, извлекали почки, выделяли со-
сочковые зоны и измельчали их до кусочков объе-
мом 1–3 мм3. Затем измельченные кусочки поме-
щали в буфер ( pH 7.4), содержащий 135 мМ NaCl,
5 мМ KCl, 1 мМ CaCl2, 1.2 мМ MgSO4, 2 мМ NaH2-
PO4, 10 мМ глюкозу, 10 мМ трис-HCl (“Serva”,
Германия), 10 мМ HEPES (“Serva”, Германия), и
использовали для получения клеток почечного со-
сочка по описанному нами ранее методу, но с не-
которыми изменениями [9]. Измельченные кусоч-
ки почечных сосочков, находящиеся в охлажден-
ном буфере объемом 2 мл, помещали в устройство,
состоящее из двух шприцов объемом 5 мл, соеди-
ненных друг с другом через иглу с внутренним диа-
метром 0.5 мм, и дезинтегрировали, прогоняя бу-
фер с кусочками ткани из одного шприца в другой.
Обычно 8–10 раз было достаточно для образования
однородной суспензии. Затем суспензию фильтро-
вали через капроновый фильтр с диаметром пор
0.2 мм и центрифугировали 5 мин при 100 g и 4°С.
Полученный осадок переосаждали 3 раза в 1 мл бу-
фера. Осадок, состоящий из клеточных конгломе-
ратов и канальцевых фрагментов, ресуспендирова-
ли в буфере до концентрации 3–5 мг/мл. Аликвоты
по 50 мкл суспензии разносили в 3 пробирки с
физраствором (контроль), аргинин-вазопресси-
ном (10–7 М, AVP, “Sigma” США), десмопресси-
ном (10–7 М, dDAVP, “Sigma” США) и инкубиро-
вали 60 мин при 37°С. После инкубации пробирки
центрифугировали 5 мин при 200 g, надосадочную
жидкость отбирали и переносили в другие пробир-
ки, а к осадку добавляли по 50 мкл буфера. Затем
во все пробирки добавляли эквивалентный объем
буфера (рН 7.5), содержащего 20 мМ Трис-HCl,
4%-й додецилсульфат натрия (“Serva”, Германия),
и оставляли при комнатной температуре, как ми-
нимум, на один час. После чего образцы исследо-
вали при помощи зимографии.

Зимография. Электрофоретическое разделение
белков проводили в полиакриламидном геле с со-
полимеризованным желатином (1 мг/мл). Диск-
электрофорез белков проводили в системе Лэммли
в присутствии додецилсульфата натрия, но без ре-
дуцирующего агента [10]. Концентрация поли-
акриламида верхнего и разделяющего геля была 4%
и 7.5%. Электрофорез проводили при 150 В (20–
25 мА) и температуре 4°С в течение 70–90 мин. По-
сле электрофореза гель инкубировали с неионным
детергентом Тритоном Х–100 (2.5%) при комнат-
ной температуре в течение 80 минут. Затем гель
промывали в буфере, содержащем 20 мМ Трис-
НCl, 5 мМ CаCl2, рН 7.5 и инкубировали в этом же
буфере в течение 18–24 ч при температуре 37°С.
Для выявления областей, свободных от желатина,

гель сначала инкубировали 1–2 часа при комнат-
ной температуре в растворе (25% этанол, 10% ук-
сусная кислота), содержащем белковый краситель
кумасси бриллиантовый синий R-250 (0.1%). Затем
гель открашивали этим же раствором, только без
красителя. Определение молекулярной массы бел-
ков, обладающих желатиназной активностью, де-
лали, сканируя окрашенный гель на денситометре
GS-900 с программным обеспечением Image Lab
(“Bio-Rad”, США). В качестве стандартов для
определения молекулярной массы белков приме-
нялся набор рекомбинантных белков (“Bio-Rad”,
США).

Реактивы, у которых не указаны фирмы и стра-
на-производитель, были отечественного производ-
ства и имели градацию не ниже “чда”.

Концентрацию белка определяли по методу
М. Брэдфорд [11].

Статистическую обработку полученных данных
проводили с использованием однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA) в программе STA-
TISTICA. Анализ выборок на нормальность рас-
пределения проводили методом Шапиро-Уилка.
Достоверность отличий между группами оценива-
ли по критерию Ньюмена-Кейлса. Данные выра-
жали как средние значения ± ошибка среднего
(M±m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как видно из рис. 1, в клетках почечного сосоч-
ка крыс линии Вистар наиболее четко выявлялись
4 белковые зоны с молекулярной массой 52, 57, 89
и 250 кДа, обладающие желатиназной активно-
стью. При этом максимальная желатиназная ак-
тивность была характерна для двух белков с моле-
кулярной массой 57 и 89 кДа.

Добавление в среду инкубации клеток вазопрес-
сина в концентрации 10–7 М вызывало рост жела-
тиназной активности в клетках. Использование
данной концентрации гормона было обусловлено
тем, что в предварительных экспериментах было
установлено, что данный эффект гормона начинал
проявляться с концентрации 10–9 М и усиливался
по мере увеличения концентрации вазопрессина
вплоть до 10–7–10–6 М. Несмотря на то что при по-
лучении клеточной суспензии не использовали ка-
кие-либо гидролитические ферменты, способные
повредить мембранные рецепторы вазопрессина,
тем не менее, очевидно, что механическая дезинте-
грация канальцевых структур нефронов и компо-
нентов межклеточного матрикса также снижает ре-
активность клеток на физиологические концен-
трации гормона.

В присутствии вазопрессина желатиназная ак-
тивность белков с молекулярной массой 52, 57 и
89 кДа возрастала, в среднем, на 25–45% (рис. 2).
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Данный эффект гормона имитировался V2-агони-
стом вазопрессина десмопрессином.

Для того, чтобы выяснить, какие белки, облада-
ющие желатиназной активностью, могут секрети-
ровать клетки почечного сосочка, а также устано-
вить, влияют ли на этот процесс вазопрессин и его
V2-агонист десмопрессин, после инкубации с реа-
гентами и осаждения клеток, надосадочную жид-
кость от каждого образца анализировали при по-
мощи желатиновой зимографии, как это описано в
“Материалах и методах”.

Как видно на рис. 3, в отсутствие гормона среда
инкубации клеток почечного сосочка содержала
две наиболее четко выраженные белковые зоны в
районе 52 и 57 кДа, проявляющие желатиназную
активность. Также минорная желатиназная актив-
ность прослеживалась в районе 89 кДа, а также
вверху геля. В присутствии вазопрессина желати-
назная активность белков с молекулярной массой
57 и 89 кДа возрастала в несколько раз по сравне-
нию с контролем, в то время как десмопрессин не
оказывал никакого влияния на активность желати-
наз (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Центральную роль в обмене коллагеновых бел-

ков выполняют внеклеточные протеиназы, отно-
сящиеся к семейству матриксных металлопротеи-
наз. Они синтезируются разными типами клеток,
включая клетки соединительной ткани и эпители-

альные клетки. На сегодняшний день известно
около 30 ММП, на основании субстратной специ-
фичности и гомологии которых они подразделяются
на шесть групп: коллагеназы, желатиназы, стромели-
зины, матрилизины, ММП мембранного типа и дру-
гие ММП [12]. Следует отметить, что гидролизовать
желатин способны не только желатиназы, но и неко-
торые представители других групп ММП [13].

Рис. 1. Зимограмма клеток почечного сосочка в присут-
ствии вазопрессина (AVP) и десмопрессина (dDAVP).
Справа указаны молекулярные массы белков, проявля-
ющих желатиназную активность. Желатиназные спек-
тры, показанные на рисунке, являются результатом од-
ного из 7 отдельных экспериментов.
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Рис. 2. Желатиназная активность белков клеток почеч-
ного сосочка в присутствии вазопрессина (AVP) и де-
смопрессина (dDAVP). Результаты, представленные на
рисунке, являются средними значениями 7 отдельных
экспериментов. Звездочками указана достоверность
отличий при р < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 3. Зимограмма среды инкубации клеток почечного
сосочка в присутствии вазопрессина (AVP) и десмо-
прессина (dDAVP). Справа указаны молекулярные мас-
сы белков, проявляющих желатиназную активность. Же-
латиназные спектры, показанные на рисунке, являются
результатом одного из 7 отдельных экспериментов.
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Как видно из результатов данной работы, клет-
ки папиллярной зоны почек крыс содержали ряд
белков, способных гидролизовать желатин. Вазо-
прессин вызывал рост желатиназной активности
52, 57 и 89 кДа-белков на 25–45%. Этот эффект
имитировался V2-агонистом десмопрессином, что

доказывает участие V2-рецепторов в регуляции ак-

тивности этих белков. В почках различные отделы
нефрона и собирательные трубки содержат как V1,

так и V2-рецепторы вазопрессина. V2-рецепторы

располагаются, главным образом, в дистальных от-
делах нефронов и собирательных трубках. Кроме
того, V1а-рецепторы находятся в кровеносных со-
судах и клетках соединительной ткани почечной
медуллы [14, 15]. Если учесть, что почечная папил-
ла, в основном, состоит из собирательных трубок
[16], в которых присутствуют V2-рецепторы вазо-

прессина, а интерстициальные клетки содержат
только V1а-рецепторы, то рост желатиназной ак-
тивности под влиянием гормона, продемонстриро-
ванный в данном исследовании, может происхо-
дить в клетках собирательных трубок. Но, с другой
стороны, увеличение секреции клетками почеч-
ного сосочка гидролизующих желатин белков
наблюдалось только в присутствии вазопресси-
на, но не десмопрессина. Это указывает на то,
что в этом процессе участвуют V1-рецепторы ва-

зопрессина, которые присутствуют и в интерсти-
циальных клетках.

Полученные нами результаты согласуются с
имеющимися в литературе единичными данными,
предполагающими особую физиологическую роль
желатиназ в собирательных трубках нефронов. На
культуре главных клеток собирательных трубок

нефронов кроликов авторами было продемонстри-
ровано, что добавление вазопрессина в среду инку-
бации клеток подавляло секрецию желатиназы Б,
не оказывая никакого влияния на желатиназу А
[17]. В настоящем исследовании вазопрессин, на-
оборот, вызывал рост секреции 57 и 89 кДа-белков,
обладающих желатиназной активностью. Данное
противоречие можно объяснить как видовыми
особенностями, так и тем, что интерстициальные
клетки, окружающие собирательные трубки в ин-
тактной папилле, могут сами при участии V1-ре-
цепторов вазопрессина секретировать желатиназы,
а также оказывать модулирующее влияние на син-
тез и секрецию собирательными трубками желати-
наз. Кроме того, следует отметить, что папилляр-
ные собирательные трубки состоят из клеток,
структурно и функционально отличающихся от
главных клеток, расположенных в верхней части
собирательных трубок [18].

Желатиназы являются одной из групп матрикс-
ных металлопротеиназ, включающих два фермен-
та: ММП-2 (желатиназа-А) и ММП-9 (желатина-
за-Б). Экспрессия желатиназы А и Б, наряду с дру-
гими металлопротеиназами, продемонстрирована
для разных отделов нефронов млекопитающих
[19]. Субстратом желатиназ являются желатин,
коллаген IV типа и целый ряд других интерстици-
альных белков. Как и все ММП, желатиназы сек-
ретируются в межклеточный матрикс в латентной
форме, где затем активируются за счет ограничен-
ного протеолиза [7].

Согласно разным литературным источникам
молекулярная масса ММП-2 и ММП-9 в латент-
ной форме у крыс находится в районе 68 и 90–
95 кДа, а в активированной – в районе 57–62 и 82–
88 кДа соответственно [17, 20, 21]. Выявленные в
данном исследовании белки с молекулярной мас-
сой 57 и 52 кДа могут представлять ММП-2 в ла-
тентной и активированной форме. Хотя нельзя ис-
ключить и того, что это могут быть стромелизины
ММП-3 и ММП-10, с молекулярной массой в рай-
оне 54 и 62 кДа, субстратом которых также являет-
ся желатин [13]. К какой группе ММП относятся
белки с молекулярной массой 52 и 57 кДа, точно
можно будет выяснить в исследованиях с исполь-
зованием соответствующих антител.

Что касается белка с молекулярной массой в
районе 89 кДа, то он, очевидно, представляет собой
ММП-9, секреция которого клетками почечного
сосочка, также как и секреция 57 кДа-белка, зна-
чительно возрастала под влиянием вазопрессина.

Полученные результаты демонстрируют, что ва-
зопрессин может оказывать регулирующее влия-
ние на желатиназную активность клеток почечного
сосочка и вызывать секрецию белков, обладающих
желатиназной активностью, в межклеточное про-
странство. Насколько важен данный этап в моле-

Рис. 4. Желатиназная активность среды инкубации
клеток почечного сосочка в присутствии вазопрессина
(AVP) и десмопрессина (dDAVP). Результаты, представ-
ленные на рисунке, являются средними значениями
7 отдельных экспериментов. Звездочками указана до-
стоверность отличий при р <0.05 по сравнению с кон-
тролем.
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кулярном механизме действия гормона, можно бу-
дет определить после того, как будет выяснено, ка-
кие ММП регулируются вазопрессином. Что, в
свою очередь, даст возможность в экспериментах
in vivo c использованием соответствующих ингиби-
торов ММП оценить работу почек при реализации
антидиуретического эффекта гормона.
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EFFECT OF VASOPRESSIN ON COLLAGENASE ACTIVITY 
OF RAT RENAL PAPILLARY CELLS

S. G. Dzgoev
Institute of Biomedical Investigations, Vladikavkaz Scientific Center, Russian Academy of Sciences,

Vladikavkaz, Russia
e-mail: stanislavdzgoev@yandex.ru

To find out whether matrix metalloproteinases can be involved in the implementation of the antidiuretic effect
of vasopressin, the effect of this hormone on the gelatinase activity of renal papillary cells in Wistar rats was stud-
ied by zymography. It was shown that the addition of the hormone to the suspension of renal papillary cells
caused an increase in the gelatinase activity of proteins with a molecular weight of 52, 57 and 89 kDa. This effect
was imitated by desmopressin, a vasopressin V2 receptor agonist. Vasopressin, but not desmopressin, caused an
increase in the secretion of 57 and 89 kDa proteins by renal papillary cells in the incubation medium. The role of
matrix metalloproteinases in vasopressin-induced increasing the water permeability of the intercellular matrix in
the rat renal papilla is discussed.

Keywords: vasopressin, desmopressin, renal papilla, gelatinase A and B, antidiuretic effect
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ИНДИКАТОРЫ УСТОЙЧИВОСТИ К ГИПОКСИИ, 
ОПРЕДЕЛЯЕМЫЕ ПО КЛЕТОЧНЫМ ЭЛЕМЕНТАМ КРОВИ КРЫС
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Несмотря на то что толерантность к гипоксии во многом определяется генетическими факторами, ак-
туальным является изучение индивидуальных особенностей организма для выявления факторов
устойчивости животных к гипоксическому воздействию. Для идентификации показателей как предик-
торов, позволяющих разделить популяцию животных по признаку толерантности к гипоксии, в работе
исследовали клеточный состав и коагуляционную систему периферической крови крыс Вистар. Дока-
зательством обоснованности выбора предикторов служило совпадение разделения популяции по иден-
тифицированным персонифицированным показателям и результатов тестирования животных в баро-
камере, где создавали разрежение воздуха, соответствующее “подъему на высоту” 11 500 м над уровнем
моря. До и после гипоксического воздействия проводили количественное определение форменных
элементов периферической крови по восемнадцати параметрам. Выявлены отличия между низко-
устойчивыми (НУ), высокоустойчивыми (ВУ) и среднеустойчивыми (СУ) к гипоксии животными по
пяти параметрам: абсолютному количеству лейкоцитов, гранулоцитов, эритроцитов, проценту ретику-
лоцитов от общего числа эритроцитов и среднему содержанию гемоглобина в эритроците. Значения
абсолютного количества эритроцитов, процента ретикулоцитов и среднего содержания гемоглобина в
эритроците у ВУ крыс были значимо выше, чем у НУ животных (в 1.4, 1.9 и 1.1 раза соответственно).
Показатели абсолютного количества лейкоцитов и гранулоцитов у ВУ особей оказались ниже, чем у
НУ крыс. По оригинальной формуле вычисляли индекс устойчивости к гипоксии (ИУГ). Установлено,
что ИУГ НУ крыс ≤0.203, ВУ ≥0.335, а СУ <0.335, но >0.203. Значения активированного частичного
тромбопластинового (АЧТВ), тромбинового (ТВ) и протромбинового (ПВ) времени снижались, а
уровня фибриногена – повышались после тестирования в барокамере. НУ животные характеризова-
лись наименьшими значениями АЧТВ, ТВ и ПВ и наибольшими – уровня фибриногена. В результате
проведенной работы определено, что одним из важнейших механизмов, обусловливающих высокую
толерантность к гипоксии, является механизм поддержания реципрокных взаимоотношений между
комплексом показателей эритроидного ряда, которым при гипоксии свойственно повышаться, и по-
казателей гранулоцитарного ряда, для которых характерно понижение.

Ключевые слова: устойчивость к гипоксии, клеточные элементы крови, крысы Вистар, коагулограмма
DOI: 10.31857/S0044452921060061

ВВЕДЕНИЕ
Достаточно давно известно, что практически

при всех заболеваниях инфекционной и неинфек-
ционной природы, а также в экстремальных стрес-
совых состояниях формируется патологическая
эндогенная гипоксия (низкий уровень содержания
кислорода) [1, 2]. В частности, гипоксия является
одним из патогенетических механизмов, а также
фактором, обусловливающим устойчивость к стан-
дартным методам лечения онкологических заболе-
ваний [3]. Снижение по тем или иным причинам
эффективности подачи кислорода тканям обуслов-
ливает нарушение регуляции микроциркуляторно-

го русла, экстравазации и активации лейкоцитов в
зоне гипоксической микросреды. Многие разно-
видности инфильтрирующих эту зону иммунных и
провоспалительных резидентных клеток в состоя-
нии активации продуцируют значительные коли-
чества активных форм кислорода, что приводит к
окислительному повреждению и окислительному
стрессу, способствующему развитию митохондри-
альной дисфункции бóльшей части окружающих
клеток. Бóльшую часть инфильтрирующих зону
гипоксии клеток составляют активированные ней-
трофилы, высвобождающие во внеклеточное про-
странство прокоагулянтные биологически актив-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ные вещества [4]. В целом все процессы, вызван-
ные гипоксией, окислительным стрессом и
нарушением функций митохондрий, провоцируют
секрецию сигнальных молекул, дополнительно
стимулирующих воспалительную реакцию [5, 6].
Такая ситуация часто сопровождается поврежде-
нием эндотелиального гликокаликса, выполняю-
щего антикоагулянтную функцию, в результате
происходит высвобождение таких прокоагулянт-
ных эндотелиальных продуктов, как эндотелин-1,
супероксидных анионов, тромбоксана А2, а также
снижение биодоступности оксида азота (NO) [6, 7].
В результате консолидации протромботических
эффектов нейтрофилов и эндотелия формируется
“порочный круг” процессов, усиливающих дис-
функцию противосвертывающей системы, обу-
словливающих доминирование коагуляционной
системы крови и возможность перехода местной
воспалительной реакции на системный уровень
[4].

Продолжительность и тяжесть заболеваний во
многом определяются индивидуальным порогом
чувствительности к недостатку кислорода, кото-
рый непосредственно связан с генетическими фак-
торами [8, 9]. Изучение связи устойчивости к гипо-
ксии с особенностями биохимических, клеточных,
органных и фенотипических свойств организма
животных с целью экстраполяции полученных све-
дений на человека важно для решения проблемы
старения, а также повышения резистентности к ги-
поксии при различных заболеваниях и работоспо-
собности людей, занятых в профессиях, связанных
с большими психофизиологическими и экологиче-
скими нагрузками. Экологические нагрузки чаще
всего обусловлены антропогенными воздействия-
ми, связанными с загрязнением воздуха, одним из
эффектов которого является снижение концентра-
ции кислорода.

В настоящее время приоритетным направлени-
ем в экспериментальной биологии и медицине яв-
ляется поиск биомаркеров, устойчивых к гипоксии
животных, с целью определения терапевтических
мишеней при моделировании различных заболева-
ний человека и реализации персонифицированно-
го подхода к лечению. В большинстве случаев до
начала экспериментов возникает необходимость
разделить популяцию лабораторных животных на
низкоустойчивых (НУ), среднеустойчивых (СУ) и
высокоустойчивых (ВУ) к гипоксии особей. Чаще
всего исследователи работают с группами резко от-
личающихся по всем параметрам животных, т.е. с
НУ и ВУ. В настоящее время известно, что НУ осо-
би характеризуются неэкономичным расходовани-
ем кислорода – на единицу массы ткани в единицу
времени они тратят кислорода значительно боль-
ше, чем ВУ особи. Тогда как у ВУ животных разви-
ты механизмы более эффективной адаптации к ги-
поксии, поэтому они способны переносить дли-
тельное воздействие дефицита кислорода [10]. Для

разделения популяции лабораторных животных
применяют тестирование по одиночке в барокаме-
ре, где создаются условия острой гипоксии. В био-
медицинских исследованиях воспроизводится не-
сколько различных видов гипоксии, среди которых
наиболее часто используется имитация экзогенной
гипобарической гипоксии [11]. Эту ситуацию ис-
кусственно воспроизводят путем управляемого от-
качивания воздуха из барокамеры, при этом сни-
жение содержания кислорода в окружающей среде
приводит к уменьшению напряжения кислорода
(pO2) в альвеолярном воздухе и артериальной кро-
ви. Последнее обусловливает падение напряжения
кислорода в крови и тканях до уровней ниже кри-
тических, т.е. таких, при которых начинает сни-
жаться скорость утилизации (потребления) кисло-
рода тканями, в результате у животных развивается
вторичная тканевая гипоксия. Если сила и/или
длительность гипоксического воздействия превы-
шают адаптационные возможности организма, в
органах и тканях происходят необратимые измене-
ния и животные гибнут.

Выявление взаимосвязи тех или иных физиоло-
гических показателей в предгипоксическом перио-
де с уровнем гипоксической устойчивости позво-
лило бы прогнозировать индивидуальную рези-
стентность лабораторных животных к гипоксии
без использования тестирования в барокамере, при
котором происходит повреждение ЦНС, возможна
гибель животных, а для выживших особей при про-
ведении дальнейших исследований требуется дли-
тельное (не менее 1 мес) восстановление организма
[9, 12]. Любое гипоксическое состояние индуциру-
ет сложный комплекс ответных реакций, в кото-
рый включены все функциональные системы орга-
низма. Основным и наиболее хорошо изученным
фактором, опосредующим этот ответ, является
транскрипционный комплекс HIF-1 (HIF-1α и
HIF-1β субъединицы), вырабатываемый большин-
ством клеток в ответ на недостаток кислорода.
HIF-1β – это конститутивно экспрессируемая
субъединица, тогда как HIF-1α – регулируемая
кислородом субъединица [13]. Показано, что уро-
вень экспрессии HIF-1α в лейкоцитах у людей и
животных значительно варьирует, что свидетель-
ствует о фенотипических различиях его регуляции
[14, 15]. Однако HIF-1α сложно использовать в ка-
честве предиктора устойчивости к гипоксии в свя-
зи с изменением его уровня в зависимости от мно-
жества факторов. Даже вопрос о таргетном фарма-
кологическом воздействии на HIF-1α с целью
направленного регулирования процессов срочной
и долговременной адаптации животных и человека
к гипоксии рассматривается неоднозначно, так как
вклад HIF-1α в патогенез любого заболевания, как
правило, постоянно меняется [16]. Это же правило
касается многих нейроиммуноэндокринных пока-
зателей.
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Бесспорно наиболее привлекательным объек-
том исследований, направленных на обнаружение
предикторов гипоксии, представляется кровь, яв-
ляющаяся основным путем переноса кислорода от
легких к тканям и транспорта углекислого газа в
обратном направлении. При любых вызовах внеш-
ней среды, в том числе и при гипоксии, клетки
эритроидного ряда, изменяясь в числе, размерах,
содержании кислорода и др., продолжают выпол-
нять свои специфические функции. В условиях ги-
поксии лейкоциты, большую часть которых у мел-
ких лабораторных грызунов составляют нейтрофи-
лы, активизируются. Определено, что одним из
активаторов лейкоцитов является HIF-1α, кото-
рый играет решающую роль в регуляции клеточ-
ных ответов на гипоксию. Активированные лейко-
циты могут влиять на коагуляцию напрямую, про-
дуцируя прокоагулянтные и антикоагулянтные
молекулы, и/или косвенно, воздействуя на тром-
боциты и эндотелиальные клетки. Появление
большого количества активированных лейкоцитов
способно замедлять движение эритроцитов, стать
непосредственной причиной закупорки микросо-
судов и снижения эффективности транспортиров-
ки кислорода кровью, что провоцирует гипоксию в
микроциркуляции [17, 18].

Мы предположили, что анализ показателей кле-
точных элементов крови в предгипоксическом пе-
риоде позволит установить предикторы устойчиво-
сти к острой гипоксической гипоксии. Поэтому
целью настоящего исследования явилось изучение
клеточного состава и коагуляционной системы пе-
риферической крови крыс Вистар до и после тести-
рования в барокамере с последующим выделением
ряда показателей в виде предикторов, позволяю-
щих разделить популяцию животных по признаку
толерантности к гипоксии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на 40 крысах-самцах
Вистар (филиал “Столбовая” Научного центра
биомедицинских технологий Федерального меди-
ко-биологического агентства России) с массой те-
ла 180–200 г.

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

Животных, прошедших карантин не менее
14 дней, содержали в стандартных условиях вива-
рия, рассаживая в клетки по 10 особей случайным
образом, при естественном освещении, температу-
ре 20–22°С. Доступ к воде и полноценному грану-

лированному корму (ГОСТ 34566-2019) был сво-
бодным.

Персонифицированную устойчивость живот-
ных к гипоксии определяли, моделируя острую ги-
поксическую гипоксию при помощи барокамеры.
Для достижения сходства условий регистрации, ее
проводили в утренние часы (с 9 до 11 ч), а также
учитывали фазу инфрадианных биоритмов – мно-
годневных периодически повторяющихся измене-
ний характера и интенсивности биологических
процессов, колебаний различных показателей жи-
вотных и человека, по нашим данным, в основном
4-суточных, проводя тестирование между акрофа-
зой и батифазой – наибольшими и наименьшими
значениями показателей уровня кортикостерона,
локомоторной активности и др. [9, 19].

Создаваемое в барокамере разрежение воздуха
соответствовало “подъему на высоту” 11500 м над
уровнем моря. “Подъем” осуществляли со скоро-
стью 80 м/с. К высокоустойчивым к гипоксии от-
носили крыс, время потери позы которых (время
от момента окончания “подъема” до принятия жи-
вотным бокового положения) “на высоте” состав-
ляло более 9 мин, к низкоустойчивым – менее
3 мин, к среднеустойчивым – более 3 мин, но ме-
нее 9 мин [20].

Забор периферической крови из хвостовой вены
производили под золетиловым наркозом (5 мг/100 г,
Virbac Sante Animale, Франция) в пробирки с ЭДТА
в качестве антикоагулянта за сутки до моделирова-
ния острой гипоксической гипоксии и через 5–
10 м после. Используя автоматический гематоло-
гический анализатор Mindray BC-2800 Vet (Китай)
с программным обеспечением Rat, проводили ко-
личественное определение форменных элементов
крови по 18 параметрам (WBC, Lymph#, Mon#,
Gran#, Lymph%, Mon%, Gran%, RBC, HGB, HCT,
MCV, MCH, MCHC, RDW, PLT, MPV, PDV, RТC).
Показатели коагуляционного гемостаза определя-
ли, используя полуавтоматический анализатор ге-
мостаза модели KC4 Delta (Tcoag, Ирландия). Кон-
центрацию кортикостерона в сыворотке крови
определяли методом иммуноферментного анализа
c использованием набора реагентов (IBL, Герма-
ния).

Статистический анализ данных проводили с по-
мощью программы Statistica 8.0. Характер распре-
деления признаков оценивали по критерию Шапи-
ро–Уилка. Было установлено, что эмпирическое
распределение полученных нами данных отличает-
ся от нормального. Для статистической обработки
использовали непараметрический метод парных
сравнений – U-критерий Манна–Уитни Т-крите-
рий Уилкоксона–Манн–Уитни. Результаты выра-
жали в виде медианы и интерквартильного размаха
(Me (25–75%)). Различия считали значимыми при
p < 0.05.
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КОНДАШЕВСКАЯ и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ всех параметров крови с дифференциа-

цией субпопуляций клеточных элементов позво-
лил установить статистически значимые отличия
между низкоустойчивыми (НУ), высокоустойчи-
выми (ВУ) и среднеустойчивыми (СУ) к гипоксии
крысами только по пяти параметрам: абсолютному
количеству лейкоцитов, гранулоцитов, эритроци-
тов, проценту ретикулоцитов от общего числа
эритроцитов и среднему содержанию гемоглобина
в эритроците. Как видно из представленных в табл. 1
данных, у ВУ крыс значения абсолютного количе-
ства эритроцитов, процента ретикулоцитов и сред-
него содержания гемоглобина в эритроците были
статистически значимо выше, чем у НУ животных
(в 1.4, 1.9 и 1.1 раза соответственно) как до, так и
после тестирования в барокамере (табл. 1). В этих
же условиях показатели абсолютного количества
лейкоцитов и гранулоцитов у ВУ особей оказались
гораздо ниже, чем у НУ крыс (табл. 1). Так, если в

норме количество лейкоцитов у ВУ особей было
ниже в 2.2 раза, а гранулоцитов – в 1.3 раза, то по-
сле тестирования в барокамере различия составля-
ли 2.8 и 1.5 раза соответственно (табл. 1). В целом
сразу после тестирования крыс в барокамере на-
блюдалось увеличение всех исследуемых парамет-
ров клеток крови у всех животных (табл. 1). Значе-
ния показателей СУ крыс были выше НУ живот-
ных, но ниже ВУ особей. Многие измеряемые
гематологические показатели СУ крыс не имели
статистически значимых отличий как от НУ, так и
ВУ животных, в связи с этим мы не стали приво-
дить их значения в таблице.

Ввиду разброса амплитуд и единиц измерения
изучаемых нами показателей крови Нагорневым
и соавт. была разработана формула индекса устой-
чивости к гипоксии (ИУГ) на основе формулы для
интегративной оценки функциональных резервов
организма [21]:

где Δ – прирост вычисляемых показателей крови
по сравнению со средним значением в исследуе-
мой группе, фон – среднее значение вычисляемых
показателей крови в исследуемой группе, АКЭ –
абсолютное количество эритроцитов, СГЭ – сред-
нее содержания гемоглобина в эритроците, ПРЭ –
процент ретикулоцитов от общего числа эритроци-
тов, АКЛ – абсолютное количество лейкоцитов,
АКГ – абсолютное количество гранулоцитов.

Было установлено, что в норме ИУГ низко-
устойчивых крыс характеризуются значениями,
равными, или ниже 0.203, высокоустойчивых –
равными или выше 0.335, а среднеустойчивых –
ниже 0.335, но выше 0.203.

Важнейшим доказательством того, что абсолют-
ное количество лейкоцитов, гранулоцитов, эрит-
роцитов, процент ретикулоцитов от общего числа
эритроцитов, а также среднее содержание гемогло-
бина в эритроците могут являться предикторами

 
 
 

       
       
       

2 2 2 2 2
ΔАКЭ ΔСГЭ ΔПРЭ ΔАКЛ ΔАКГИУГ=1/ +   +   +   + 

АКЭфон СГЭфон ПРЭфон АКЛфон АКГфон

Таблица 1. Гематологические показатели высокоустойчивых (ВУ) и низкоустойчивых (НУ) к гипоксии крыс до и
после тестирования в барокамере (Б), Me (25–75%)

Фено-
типы Условия

(RBC) Абсолютное 
количество эритро-

цитов ×1012/л

(RТC) Рети-
кулоциты, %

от RBC

(MCH) Среднее 
содержание 
гемоглобина

в RBC, пг

(WBC) Абсолютное 
количество лейко-

цитов, ×109/л

(Gran#) Абсолютное 
количество грануло-

цитов, ×109/л

ВУ (1) До Б (3) 9.2
(4.7–11.7)

р1–2 < 0.001
р3–4 < 0.001

3.2
(1.8–4.4)

р1–2 < 0.001
р3–4 < 0.001

20.1
(19.7–21.2)

р1–2 < 0.001
р3–4 < 0.001

8.8
(4.3–12.9)

р1–2 < 0.001
р3–4 < 0.001

2.9
(2.3–3.6)

р1–2 < 0.001
р3–4 > 0.05

После Б (4) 12.3
(9.2–13.9)

р1–2 < 0.001

9.2
(5.1–12.6)

р1–2 < 0.001

22.1
(21.8–31.1)

р1–2 < 0.001

13.1
(8.8–16.6)

р1–2 < 0.001

5.1
(3.3–6.1)

р1–2 < 0.001
НУ (2) До Б (5) 6.4

(3.9–9.3)
р5–6 < 0.001

1.7
(0.8–2.6)

р5–6 < 0.001

19.1
(18.5–19.7)
р5–6 > 0.05

19.2
(11.9–29.8)

р5–6 < 0.001

3.7
(3.8–4.6)

р5–6 < 0.001
После Б (6) 8.5

(5.9–11.9)
4.8

(1.6–5.2)
19.9

(18.9–21.5)
36.6

(22.9–54.7)
7.4

(5.9–8.9)
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толерантности крыс к гипоксии, было тестирова-
ние животных в барокамере. Нами обнаружено,
что при “подъеме до высоты” 11500 м время до по-
тери позы НУ крыс было менее 4 мин. Отмечено,
что почти во всех случаях НУ животные начинали
метаться по барокамере, не достигая уровня пре-
дельной “высоты”, у некоторых из них начинались
признаки проявления судорог, 3 крысы умерли по-
сле тестирования. СУ животные выдерживали мак-
симальную “высоту” не более 9 мин. Поведение
этих крыс характеризовалось беспокойством и
энергичными побежками в начале достижения
максимального уровня, успокаиваясь через 4–
5 мин. ВУ особи отличались выраженным спокой-
ствием и способностью пребывать на “высоте”
11 500 м более 9 мин. Всего в популяции из 40 крыс
30% оказалось ВУ, 40% – НУ и 30% – СУ. Необхо-
димо подчеркнуть, что индивидуальные признаки
толерантности к гипоксии ВУ, СУ и НУ крыс,
определяемые при тестировании в барокамере,
совпали по значениям ИУГ в норме (до тестирова-
ния).

Такие компоненты крови, как лейкоциты, в
частности гранулоциты, вносят значительный
вклад в состояние гемостаза, который оказывает
серьезное влияние на транспорт и утилизацию
кислорода тканями и, соответственно, на толе-
рантность к гипоксии [22–24]. В связи с этим мы
изучали коагуляционный гемостаз у крыс до и по-
сле тестирования в барокамере.

Обнаружено, что в норме значения исследуемых
показателей гемостаза не имели статистически
значимых различий между показателями ВУ, и НУ
и СУ крыс, тогда как после тестирования в барока-
мере значения АЧТВ, ТВ и ПВ снижались, а уровня
фибриногена – повышались (табл. 2). Показано,
что для НУ животных характерны наименьшие
значения АЧТВ, ТВ и ПВ и наибольшие – уровня
фибриногена (табл. 2).

Уровни кортикостерона, определяемые в сыво-
ротке крови в норме и после тестирования крыс в
барокамере, не имели статистически значимых от-
личий между животными с различной толерантно-
стью к гипоксии (табл. 2). Безусловно, содержание
кортикостерона существенно повышалось после
барокамеры, как и в любом случае острого стресса
[25] (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Оценивая в настоящем исследовании клеточ-

ный состав периферической крови крыс Вистар в
период, предшествующий гипоксическому воздей-
ствию и после него, установлено, что показатели
абсолютного количества лейкоцитов, гранулоци-
тов, эритроцитов, процент ретикулоцитов от обще-
го числа эритроцитов, а также среднее содержание
гемоглобина в эритроците могут быть использова-
ны в качестве предикторов устойчивости к гипо-
ксии. По сравнению с НУ крысами ВУ животные в
норме характеризуются значительно более высо-
кими показателями абсолютного количества эрит-
роцитов, процента ретикулоцитов и среднего со-
держания гемоглобина в эритроците, а также более
низкими значениями абсолютного количества
лейкоцитов и гранулоцитов. Такие же соотноше-
ния всех указанных элементов крови сохраняются
и после тестирования крыс в барокамере. Получен-
ные нами данные перекликаются со сведениями
Л.А. Гридина, который установил, что гипоксия,
как специфический стимулятор эритропоэза, ак-
тивизирует механизмы, приводящие к компенса-
торному, адаптационному, снижению воспроиз-
водства клеток белой крови в костном мозге [26].
В нашем исследовании была зарегистрирована,
возможно, генетически закрепленная, повышен-
ная мобилизационная готовность организма ВУ
крыс к реакции на гипоксию, или другие стрессор-
ные воздействия в виде механизма подавления вос-

Таблица 2. Показатели коагуляционного гемостаза и уровня кортикостерона у высокоустойчивых (ВУ) и низко-
устойчивых (НУ) к гипоксии крыс до и после тестирования в барокамере (Б), Me (25–75%)

Фенотипы Условия АЧТВ, сек ТВ, сек ПВ, сек Фибриноген, г/л Кортикостерон, нг/мл

ВУ (1) До Б (3) 17.3
(15.9–18.3)
р1–2 > 0.05
р3–4 > 0.05

38.4
(32.9–44.1)
р1–2 > 0.05
р3–4 > 0.05

18.6
(17.9–19.2)
р1–2 > 0.05
р3–4 > 0.05

2.3
(2.1–2.4)

р1–2 > 0.05
р3–4 < 0.001

255.6
(226.2–286.7)
р1–2 > 0.05

р3–4 < 0.001
После Б (4) 16.4

(12.7–17.5)
р1–2 < 0.001

34.6
(33.3–37.1)

р1–2 < 0.001

18.3
(17.6–19.3)

р1–2 < 0.001

2.5
(2.2–2.7)

р1–2 < 0.001

425.3
(361.4–489.2)
р1–2 > 0.05

НУ (2) До Б (5) 15.6
(11.5–18.4)

р5–6 < 0.001

36.7
(31.8–40.9)

р5–6 < 0.001

17.9
(16.5–19.1)

р5–6 < 0.001

2.3
(2.1–2.7)

р5–6 < 0.001

250.3
(227.5–267.9)
р5–6 < 0.001

После Б (6) 10.3
(8.5–12.1)

21.8
(19.8–24.4)

14.7
(13.7–16.1)

3.7
(3.4–4.1)

436.4
(335.1–531.6)
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производства клеток гранулоцитарного ряда и ин-
тенсификации приумножения клеток эритроидно-
го ряда. Возможно, это объясняется тем, что в
случае значительного преобладания лейкоцитар-
ного звена, несмотря на его защитную функцию,
может произойти катастрофа, так как гранулоци-
ты, составляющие бóльшую часть лейкоцитов у ла-
бораторных грызунов, мгновенно реагируют на
экстренную ситуацию выбросом большого количе-
ства токсичных для альтерирующих агентов ве-
ществ, но оказывающих негативное воздействие
также и на организм хозяина. При этом может по-
вреждаться эндотелий кровеносных сосудов, что
вызывает активацию свертывающей системы. Ука-
занные эффекты нейтрофилов, представляющих
значительную часть гранулоцитарного звена попу-
ляции лейкоцитов, теперь хорошо известны при
изучении их действия при заболевании COVID-19
[27, 28].

Среди причин снижения толерантности к гипо-
ксии, повышение свертываемости крови играет
значительную роль [29, 30]. В нашей работе уста-
новлено, что после пребывания в условиях острой
гипоксической гипоксии, у НУ крыс наблюдалось
состояние гиперкоагуляции по внутреннему (со-
кращение времени АЧТВ) и внешнему (сокраще-
ние протромбинового времени) пути активации
свертывания крови, что усугублялось повышен-
ным уровнем фибриногена. Причинами этого мог-
ли быть повреждение сосудистой стенки активны-
ми формами кислорода и повышенное по сравне-
нию с ВУ количество активированных гипоксией
лейкоцитов (гранулоцитов в частности), высво-
бождающих прокоагуляционные факторы [17, 24,
31]. Полученные нами данные согласуются с дан-
ными других исследователей [32–34]. Повышение
содержания фибриногена в крови в ответ на увели-
чение кортикостерона в результате стресса, вероят-
но, являлось причиной сокращения показателя
тромбинового времени, которое отражает превра-
щение фибриногена в фибрин и зависит от количе-
ства фибриногена в крови [35].

Доказательством того, что по значениям ИУГ
возможно определять индивидуальную толерант-
ность крыс к гипоксии, было тестирование крыс в
барокамере. Как известно, кроме гипоксических
стимулов, на живые организмы в барокамере дей-
ствуют факторы стресса. В физиологии принято
выделять две качественно различающиеся тактики
адаптации к неблагоприятным условиям среды, ха-
рактерные для всех этапов эволюции – резидент-
ную, характеризующуюся активным преодолением
действия стрессорного фактора, и толерантную,
обусловленную спокойным восприятием вмеша-
тельства раздражителя. Эти тактики обслуживают-
ся различными нейроиммуноэндокринными меха-
низмами [36, 37]. Судя по нашим данным, в баро-
камере НУ крысы демонстрировали ярко
выраженную резидентную тактику, которая обу-

словливала перерасход запасов кислорода, и жи-
вотные быстро утрачивали способность поддержи-
вать позу на 4-х конечностях. В то время как ВУ
крысы характеризовались толерантной тактикой,
которая способствовала длительной экономии рас-
ходов кислорода. СУ крысы демонстрировали сме-
ну этих тактик, что детерминировало промежуточ-
ные между ВУ и НУ результаты времени сохране-
ния позы. Считается, что так же, как и
толерантность к гипоксии, проявление тактик по-
ведения закреплено генетически [37, 38]. В наших
предыдущих работах на крысах Вистар было пока-
зано, что использование умеренной физической
нагрузки в виде плавания позволяет добиться вы-
работки толерантного поведения у бóльшей части
популяции. Одновременно с этим, удалось устано-
вить, что животные, усвоившие толерантную так-
тику поведения, становились ВУ, а не обучившие-
ся остались НУ. Учитывая сведения о том, что то-
лерантность к гипоксии закреплена генетически, а
СУ особи, вероятнее всего, устойчивы к гипоксии,
то можно полагать, что к ВУ особям примкнули
СУ, усвоившие толерантную тактику как основной
принцип поведения. Проведенные исследования
дают основание для постановки проблемы включе-
ния поведенческих механизмов в интегративный
ответ организма животных и человека на острую
гипоксию.

Таким образом, в проведенном исследовании
зарегистрирована, возможно, генетически закреп-
ленная, повышенная мобилизационная готовность
организма ВУ крыс к реакции на гипоксию в виде
механизма подавления воспроизводства клеток бе-
лой крови и усиления эритропоэза, а также опреде-
лены предикторы толерантности к гипоксии: абсо-
лютное количество лейкоцитов, гранулоцитов,
эритроцитов, процент ретикулоцитов от общего
числа эритроцитов. Разработана формула для вы-
числения индекса устойчивости к гипоксии (ИУГ),
позволяющая произвести разделение популяции
крыс на ВУ, НУ и СУ без использования тестиро-
вания в барокамере. Установлено, что ИУГ низко-
устойчивых крыс характеризуются значениями,
равными или ниже 0.203, высокоустойчивых – вы-
ше 0.335, а среднеустойчивых – ниже 0.335, но вы-
ше 0.203. Прогнозирование индивидуальной
устойчивости лабораторных животных к гипоксии
в предгипоксическом периоде представляет инте-
рес как с теоретической, так и с практической то-
чек зрения, поскольку в ситуации острой гипокси-
ческой гипоксии происходит повреждение ЦНС,
возможна гибель животных, а для выживших осо-
бей при проведении дальнейших исследований
требуется длительное (не менее 1 мес) восстановле-
ние организма. Выявление взаимосвязи тех или
иных физиологических показателей в предгипо-
ксическом периоде с уровнем гипоксической
устойчивости позволяет улучшить точность про-
гноза об исходе острого гипоксического воздей-
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ствия, что имеет важное значение для представите-
лей профессий, деятельность которых связана с
риском развития гипоксических состояний. Кроме
того, это важно для поиска терапевтических мише-
ней при моделировании различных заболеваний
человека с целью разработки персонифицирован-
ного подхода к лечению.
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INDICATORS OF HYPOXIA TOLERANCE ARE DETERMINED
BY THE CELLS OF RAT BLOOD

M. V. Kondashevskayaa,#, K. A. Artemievaa, V. V. Aleksankinaa,
N. B. Tikhonovaa, and M. N. Boltovskayaa

a A. P. Avtsyn Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia
#e-mail: marinavladi2177@yandex.ru

Even though hypoxia tolerance is mainly determined genetically, the research of the individual variability in the
tolerance to hypoxia is important. In this study, we investigated the numbers of circulating blood cells and the
coagulation system in Wistar rats as predictors that allow splitting the animal population between hypoxia toler-
ant and non-tolerant. The proof of the choice of reasonable predictors was the matching population split in ac-
cordance with detected individual parameters and the results of testing in a pressure chamber with rarefied air
corresponding to the altitude of 11500 m above the sea level. The quantitative assessment of circulating blood
cells was performed according to eighteen parameters before and after hypoxic exposure. The differences between
low-tolerant (LT), high-tolerant (HT) and medium-tolerant (MT) animals to hypoxia were identified by five pa-
rameters: white blood cell counts (WBC), granulocyte counts (Gran#), red blood cell counts (RBC), % reticu-
locyte (RTC) and mean corpuscular hemoglobin (MCH). The values of RBC, RTC, and MCH in HT rats were
significantly higher than in LT animals (by 1.4, 1.9, and 1.1 times, respectively). The values of WBC and Gran#
in HT rats were lower than in LT individuals. The hypoxia tolerance index (HTI) was calculated using the original
formula. It was found that HTI in LT rats is ≤0.203, in HT rats ≥0.335, and in MT rats <0.335 but >0.203. The
activated partial thromboplastin time (APTT), the thrombin time (TT), and the prothrombin time (PT) de-
creased, but the fibrinogen level increased after testing in a pressure chamber. LT rats were characterized by the
lowest values of APTT, TT, and PT and the highest values of the fibrinogen level. As a result of the study, it was
determined that one of the most important mechanisms causing a high tolerance to hypoxia is the maintenance
mechanism of reciprocal relationships between the complex of the RBC indicators, which tend to increase with
hypoxia, and the indicators of granulocytes, which are characterized by a decrease.

Keywords: hypoxia tolerance, blood cells, Wistar rats, coagulogram
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Проведено сравнительное исследование влияния кальциевой нагрузки на митохондрии сердца крысы
(МСК(K+)), у которых часть ионов K+ в их матриксе была заменена на ионы Na+ (МСК(Na+)). Нагруз-
ка МСК(K+) кальцием снижала их дыхание, разобщенное 2,4-динитрофенолом, и уменьшала потен-
циал внутренней мембраны (∆Ψмито). При этом набухание этих митохондрий увеличивалось в средах с
25 мМ K-ацетатом или 125 мМ NH4NO3. Эти эффекты кальциевой нагрузки были еще больше в анало-
гичных опытах с МСК(Na+). Ингибиторы митохондриальной кальций-зависимой поры (МКЗП), АДФ
и циклоспорин А, полностью устраняли вышеуказанные эффекты Ca2+ в опытах с МСК(K+), и лишь
частично в опытах с МСК(Na+). При увеличении внеклеточной концентрации Na+ наблюдался поло-
жительный инотропный эффект, однако пре-инкубация в бескальциевом растворе приводила к отри-
цательному инотропному эффекту. Таким образом, частичная замена K+ на Na+ в матриксе сделала
митохондрии сердца крысы более чувствительными к Ca2+ и увеличивала в их внутренней мембране
вероятность открытия МКЗП. Вместе с увеличением цитоплазматического [Na+]i это может увеличи-
вать кальциевую перегрузку кардиомиоцитов, делая более вероятным их повреждение при ишемии/ре-
перфузии.

Ключевые слова: миокард, Na+, Са2+, инотропное действие, митохондриальный потенциал, митохон-
дриальная кальций-зависимая пора
Сокращения: CsA – циклоспорин А, [Ca2+]i – внутриклеточный кальций, [Na+]i – внутриклеточный на-
трий, ∆Ψмито – потенциал внутренней митохондриальной мембраны, ВММ – внутренняя мембрана
митохондрий, ДНФ – 2,4-динитрофенол, МСК – митохондрии сердца крысы, МКЗП – митохондри-
альная кальций-зависимая пора
DOI: 10.31857/S0044452921060073

Концентрация Na+ в цитоплазме кардиомиоци-
тов, как известно, увеличивается в результате ише-
мии сердечной мышцы, но при этом накопления в
этих клетках Ca2+ не наблюдается [1, 2]. Последую-
щая реперфузия миокарда способствует кальцие-
вой и натриевой перегрузке кардиомиоцитов и ми-
тохондрий [2–4]. Повреждение мембран клеток и
митохондрий является другим отрицательным по-
следствием ишемии/реперфузии, наряду с умень-
шением цитоплазматической концентрации АТФ
в кардиомиоцитах [4–6]. Ишемия сердечной мыш-
цы крысы приводит к снижению давления в левом
желудочке, а также в результате этого снижается
скорость дыхания митохондрий в состоянии 3,
изолированных из этой ткани [1]. В результате
ишемии/реперфузии происходит активное по-
ступление в матрикс ионов Na+ посредством
Na+/Ca2+ и Na+/H+ митохондриальных обмен-
ников [1, 3, 7, 8].

В результате ишемии/реперфузии цитоплазма-
тическая концентрация ионов Na+ в кардиомиоци-
тах, как было показано, достигает 25–35 мМ [8]. По
этой причине ранее мы исследовали [9] митохон-
дрии сердца крысы (МСК), матрикс которых был
нагружен ионами Na+ в среде, содержащей 100 мМ
NaCl. В матриксе таких митохондрий концентра-
ция Na+ увеличивалась от 23 до 44 мМ [9]. В срав-
нении с контрольными органеллами без натриевой
нагрузки (МСК(K+)) у митохондрий с повышен-
ной концентрацией Na+ в их матриксе
(МСК(Na+)) возрастали пассивная калиевая и про-
тонная проницаемость их внутренней мембраны
(ВММ) и энергозависимое поступление K+ в мат-
рикс. При этом снижались скорости дыхания ми-
тохондрий, находящихся в состоянии 3 и 3РДНФ
(разобщенные ДНФ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Показано, что окислительный стресс и кальци-
евая перегрузка митохондрий делали более вероят-
ным открытие митохондриальной кальций-зави-
симой поры (МКЗП) в их внутренней мембране
(ВММ) что является причиной возникновения по-
вреждений сердечной мышцы из-за ишемии/ре-
перфузии [10–13]. В данном случае наблюдается
нарушение структуры наиболее важного и сложно-
го I митохондриального комплекса дыхательной
цепи [14].

Концентрация внутриклеточного натрия
([Na+]i) играет важную роль в контроле внутрикле-
точной концентрации кальция ([Ca2+]i), поскольку
[Na+]i является основным регулятором Na+/Ca2+

обменника [15, 16]. Са-АТФаза саркоплазматиче-
ского ретикулума и Na+/Ca2+ обменник – два ос-
новных из четырех регулирующих механизмов
снижения [Ca2+]i в цитоплазме [16]. Na+/Ca2+ об-
менник – это сарколеммальный белок, который
двунаправленно обменивает три иона Na+ на один
ион Ca2+. Направление обмена зависит от вне- и
внутриклеточных концентраций Na+ и Ca2+, а так-
же от величины мембранного потенциала. При ве-
личине мембранного потенциала, равной величи-
не потенциала покоя Na+/Ca2+ обменник служит
преимущественно для удаления Ca2+ из клетки, од-
нако, при деполяризации через Na+/Ca2+ обмен-
ник осуществляется приток Ca2+ клетку. Увеличе-
ние концентрации [Na+]i приводит к снижению
скорости вытеснения Ca2+ через Na+/Ca2+ обмен-
ник и оказывает положительный инотропный эф-
фект [17, 18]. Однако такое увеличение [Ca2+]i по-
средством увеличения концентрации [Na+]i может
приводить к нарушению ритма сердца и особенно
опасно для сердца в условиях ишемии/реперфузии
[17–19]. В данной работе мы стимулировали рост
[Na+]i методом увеличения внеклеточной концен-
трации натрия в растворе Рингера и изучали эф-
фекты повышенной концентрации Na+ на спон-
танное сокращение препаратов предсердий ля-
гушки. Вместе с тем можно полагать, что
сопоставление данных, полученных в опытах с ис-
пользованием представителей этих двух видов жи-
вотных, вполне оправдано исходя из полученных
ранее данных о единой структурной организации
митохондрий в сократительных тканях всех типов
многоклеточных животных и также в исследован-
ных хондриомах сердца крысы и сердца лягушки
Rana ridibunda.

Цель данной работы – исследовать эффекты на-
триевой перегрузки кардиомиоцитов на динамику
мышечных сокращений и оценить влияние нагруз-
ки митохондрий сердца крысы ионами Na+ и Ca2+

на потенциал внутренней мембраны, дыхание ми-
тохондрий в состояниях 4 и 3РДНФ, на набухание

этих органелл, а также на индукцию в их внутрен-
ней мембране кальций-зависимоой поры (МКЗП).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. В работе использовали
самцов породы Вистар весом 200–250 г. Животные
содержали при 20–23°C с 12-часовым циклом
свет/темнота со свободным доступом к питьевой
воде и к стандартной диете для крыс. В работе так-
же использовали самцов лягушек Rana ridibunda ве-
сом 140–160 г. Животные содержались при 8–10°C
с 12-часовым циклом свет/темнота в ванне с не-
большим количеством воды.

Выделение митохондрий. Митохондрии сердца
крысы (МСК(K+)) выделяли согласно методике,
разработанной нами ранее [20]. Концентрация
(мМ) ионов K+ и Na+ в матриксе этих митохондрий
была соответственно 128 ± 11 и 23 ± 2 [9]. Нагрузку
матрикса МСК ионами натрия проводили в рас-
творе, содержащем 5 мМ Трис-HCl (pH 8.60) и
110 мМ NaCl, согласно детально описанной нами
ранее процедуре [9]. Концентрация (мМ) ионов K+

и Na+ в матриксе нагруженных Na+ митохондрий
сердца крысы (МСК(Na+)) оказалась соответ-
ственно равна 101 ± 4 и 44 ± 2 [9]. Концентрацию
белка в митохондриальных препаратах оценивали
методом Бредфорда. Она оказалась около 25–
30 мг/мл.

Измерение скоростей поглощения кислорода в
препаратах изолированных из сердца крысы мито-
хондрий. Данные скорости (натомов O/мин мг бел-
ка) тестировали при 26°С в ячейке объемом 1.5 мл
на полярографе LP-7 (ЧССР) методом полярогра-
фии с применением закрытого платинового элек-
трода Кларка. Оценивали дыхание энергизован-
ных смесью глутамата и малата митохондрий, на-
ходящихся в состояниях 40 и 3РДНФ (разобщенном
2,4-динитрофенолом) [21]. Митохондрии (1 мг
белка в 1 мл) инъецировали в среду, содержащую
(мМ): 20 MOPS (pH 7.3), 125 KСl, 10 глутамат,
3 KH2PO4, 2 малат и 0.05 EGTA. Остальные добав-
ки указаны в подписи к рис. 1.

Оценка набухания митохондрий спектрофотомет-
рическим методом. Увеличение объема митохон-
дриального матрикса (набухание митохондрий)
исследовали с использованием спектрофотометра
СФ-46 (ЛОМО, РФ) при температуре 20°С по сни-
жению оптической плотности митохондриальной
суспензии из-за уменьшения светорассеяния при
длине волны 540 нм. Органеллы (1 мг белка в 1 мл)
вносили в среду, содержащую (мМ): 5 Трис-HCl
(pH 7.3) и 125 NH4NO3 или 100 сахарозы, 25 K-аце-
тата и 10 трис-HCl (pH 7.3). Во всех средах присут-
ствовал олигомицин (4 мкг/мл). Остальные добав-
ки указаны в подписях к рис. 2 и 3.
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Оценка потенциала внутренней мембраны мито-
хондрий. Трансмембранный потенциал (∆Ψмито)
тестировали при 20°С стандартным методом [20] с
использованием спектрофлуориметра Shimadzu
RF-1501 (Shimadzu, Япония). Измеряли изменение
интенсивности флуоресценции сафранина О. Дли-
на волны возбуждающего света была 485 нм, а дли-
на эмиссионной волны равнялась 590 нм. Мито-

хондрии (0.5 мг белка в 1 мл) вносили в среду, со-
держащую (мМ): 10 трис-HCl (pH 7.3), 125 KCl,
50 сахарозы, 3 MgCl2 и 3 трис-PO4, а также 3 мкМ
сафранин и 1 мкг/мл олигомицина. Другие добав-
ки приведены в подписях к рис. 4.

Регистрация и анализ параметров сокращения.
Для изучения инотропного эффекта натрия ис-
пользовали спонтанно-сокращающиеся препара-
ты предсердий лягушки Rana ridibunda. Подробное
описание методики было представлено ранее [22].
Препараты помещали вертикально в ячейку из орг-
стекла и с помощью стальных крючков растягива-
ли до оптимальной длины для получения макси-
мальных спонтанных сокращений. Все экспери-
менты проводили в изометрическом режиме и при
температуре 8°C. С одной стороны препарат кре-
пили к неподвижному платиновому крючку, с дру-
гой стороны к тензометрическому датчику для из-
мерения силы сокращений. Сигнал с тензодатчика
подавался на компьютер, где обрабатывался с по-

Рис. 1. Влияние Ca2+ на скорость поглощения кислоро-
да энергизованными глутаматом и малатом митохон-
дриями сердца крысы. Митохондрии (1 мг/мл) были
внесены в среду, содержащую 125 мМ KCl, 20 мМ трис-
MOPS (pH 7.3), 3 мМ трис-PO4, 10 мМ глутамат и 2 мМ
малат. Числами над кривыми показаны скорости по-
глощения кислорода (натом O/мин на 1 мг белка). Вер-
тикальными стрелками показаны добавки митохон-
дрий: а – (RHM(K+), b – RHM(Na+). Наклонными
стрелками обозначено внесение в среду 150 мкМ Ca2+

(Ca2+), 1 мкМ CsA (CsA), 4 мкг/мл олигомицина (OM)
и 30 мкМ 2,4-динитрофенола (DNP). Цифрами справа
от кривых показано: 1 – без добавок, 2 – Ca2+, 3 – ОМ
+ Ca2+ + CsA.
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Рис. 2. Влияние Ca2+ на набухание (ΔD540) митохон-
дрий сердца крысы в среде с NH4NO3. Митохондрии
(1 мг/мл) добавляли в среду, содержащую 125 мМ
NH4NO3, 5 мМ трис-HCl и 1 мкг/мл олигомицина, а
также (где указано) 100 мкМ Ca2+ (Ca2+), 2 мкМ CsA
(CsA), 500 мкМ ADP (ADP). Цифрами справа от кри-
вых показана добавка до митохондрий: 1 – без добавок,
2 – Ca2+, 3 – Ca2+ + CsA + ADP. Стрелками показаны
добавки митохондрий: а - (RHM(K+), b – RHM(Na+),
а также 10 мМ глутамат с 2 мМ малатом (G + M).
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мощью программы WinPulse. Силу сокращения
выражали в Ньютонах (Н). В экспериментах ис-
пользовали раствор Рингера, содержащий (мМ):
2.5 KCl, 110 NaCl, 2.5 CaCl2, 1 MgCl2, 0.5 NaHCO3,
0.75 NaH2PO4 и 5 глюкозы (pH 7.4). Повышенную
концентрацию натрия получали добавлением со-
ответствующего количества NaCl в раствор Ринге-
ра.

Схема экспериментов была следующей: пред-
сердия инкубировались в растворе с повышен-
ной концентрацией Na+ (140 мМ), затем из рас-
твора убирали Са2+, а затем снова добавляли.
Время инкубации в каждом из растворов состав-
ляло 3–4 мин.

Применяли стандартные способы статистиче-
ской обработки результатов с использованием кри-
терия Стьюдента в статистической программе Mic-
rosoft Origin 6.0. Различия считали достоверными
при р < 0.05. На всех рисунках представлены стан-
дартные результаты из трех независимых экспери-
ментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние кальция на митохондрии сердца крысы,

нагруженные Na+. Мы обнаружили ранее, что пере-
грузка МСК(K+) ионами Ca2+ индуцировала от-
крытие поры во ВММ митохондрий сердца крысы,
что проявлялось в снижении их дыхания в состоя-
нии 3РДНФ (рис. 1a, кривые 1 и 2) [23]. После внесе-

Рис. 3. Влияние Ca2+ на набухание (ΔD540) митохон-
дрий сердца крысы в среде с K-ацетатом и сахарозой.
Митохондрии (1 мг/мл) добавляли в среду, содержа-
щую 25 мМ K-ацетат, 100 мМ сахарозу, 10 мМ трис-
ацетат и 1 мкг/мл олигомицина. Добавки и обозначе-
ния как на рис. 2.
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Рис. 4. Влияние Ca2+ на изменение потенциала
(ΔΨмито) внутренней мембраны энергизованных глу-
таматом и малатом митохондрий сердца крысы. Мито-
хондрии (0.5 мг/мл) вносили в среду, содержащую
125 мМ KCl, 10 мМ трис-HCl, 3 мМ MgCl2, 3 мМ трис-
PO4, 3 мкМ сафранин О и 1 мкг/мл олигомицина, а
также (где указано) 1 мкМ CsA (CsA) и 500 мкМ ADP
(ADP). Стрелками показаны добавки митохондрий: а –
(RHM(K+), b – RHM(Na+), а также 10 мМ глутамат с
2 мМ малатом (G + M), 60 мкМ Ca2+ (Ca2+) и 1 мкМ
FCCP (FCCP). Цифрами справа от кривых показаны опы-
ты: 1 – без добавок, 2 – Ca2+, 3 – Ca2+ + CsA + ADP.
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ния Ca2+ в среду наблюдалось уменьшение дыха-
ния энергизованных глутаматом и малатом
МСК(Na+), находящихся в состоянии 3РДНФ
(рис. 1b, кривые 1 и 2). Такое уменьшение данного
дыхания было больше по сравнению с аналогич-
ным снижением дыхания в опытах с контрольны-
ми митохондриями (МСК(K+)) (рис. 1a, кривые 1
и 2). Эксперименты с ингибитором МКЗП цикло-
спорином А (CsA) показали, что индуцированное
кальцием снижение дыхания в состоянии 3РДНФ
полностью исчезало в контроле (рис. 1a, кривая 3)
и дыхание этих митохондрий показало значения,
найденные в бескальциевых опытах (рис. 1a, кри-
вая 1). В подобных опытах с МСК(Na+) воздей-
ствие CsA было явно слабее (рис. 1b, кривая 3) и
дыхание этих митохондрий в состоянии 3РДНФ
практически не изменилось в сравнении с опыта-
ми с Ca2+ без CsA (рис. 1b, кривая 2). Поскольку
снижение дыхания в состоянии 3РДНФ не обяза-
тельно является результатом открытия кальций-за-
висимой поры во ВММ, а может быть связано с
увеличением митохондриального объема [23, 24],
поэтому мы изучали набухание митохондрий,
МСК(Na+) и МСК(K+), в средах с NH4NO3 или с
K-ацетатом и сахарозой.

Набухание неэнергизованных митохондрий в
среде, содержащей NH4NO3, дает возможность
изучить пассивную проницаемость ВММ для H+,
поскольку эта мембрана имеет высокую проницае-
мость для анионов NO3

– и молекул аммиака (NH3),
образующихся при диссоциации катионов аммо-
ния (NH4

+) на NH3 и протоны [25]. В этом случае
набухание органелл зависит только от поступления
H+ в матрикс. На рис. 2a (кривые 1 и 2) можно уви-
деть, что независимо от присутствия кальция, де-
энергизованные МСК(K+) слабее набухали в этой
среде в сравнении с аналогичными результатами,
найденными в опытах с МСК(Na+) (рис. 2b, кри-
вые 1 и 2). Возможно, большая пассивная протон-
ная проницаемость ВММ, найденная нами ранее в
опытах с МСК(Na+) [9], является причиной такого
результата, что позволяет предположить отсут-
ствие влияния ионов Ca2+ на эту проницаемость.
Можно увидеть (рис. 2а и 2b, кривая 1), что мито-
хондрии активно сжимались после внесения в сре-
ду глутамата и малата по причине откачки ионов
аммония ( ) из матрикса в результате работы
K+/H+ обменника [25, 26]. Обнаруженное здесь
(рис. 2а, кривая 2) массивное набухание нагружен-
ных кальцием МСК(K+) обусловлено появлением
во внутренней мембране МКЗП [23]. При нали-
чии в этой среде ингибиторов МКЗП (АДФ и
CsA) набухание этих митохондрий сменилось их
заметным сжатием (рис. 2а, кривая 3). С другой
стороны, такого результата не удалось достичь в
аналогичных опытах с МСК(Na+) (рис. 2b, кри-

+
4NH

вая 3). Кальциевая нагрузка этих митохондрий сти-
мулировала большее их набухание после внесения
субстратов, а влияние АДФ и CsA было слабее
(рис. 2b, кривая 3).

Изучение набухания энергизованных митохон-
дрий в 160 мОсм среде с CH3COOK и сахарозой да-
ет возможность оценить электрофоретический
транспорт K+ в матрикс энергизованных митохон-
дрий [20, 26]. В этом случае ионы K+ накапливают-
ся в матриксе электрофоретически при помощи
K+-унипортера митохондрий. Анион ацетата во
внешней среде находится в равновесии со свобод-
но проникающими через ВММ молекулами
CH3COOH, которые, проникнув в митохондрии,
снова диссоциируют на CH3COO– и протоны, ко-
торые далее удаляются из матрикса протонными
помпами электрон-транспортной цепи энергизо-
ванных митохондрий [27]. В конечном итоге про-
исходит накопление в матриксе ацетата калия и
идущей за ним воды, что влечет за собой набухание
митохондрий (рис. 3а и 3b, кривая 1). В сравнении
с МСК(K+), набухание МСК(Na+) было больше
после внесения субстратов в калий ацетатную сре-
ду с Ca2+ (рис. 3а и 3b, кривая 2). Независимо от на-
личия кальция в калий ацетатной среде, набухание
МСК(Na+) оказывалось всегда больше аналогич-
ного набухания МСК(K+).

Индуцированное кальцием набухание энерги-
зованных митохондрий (рис. 3а и 3b, кривая 3) за-
метно снижалось в среде с АДФ и CsA, и стало
сопоставимо с результатами опытов без кальция
(рис. 3а и 3b, кривая 1). Однако данные ингибиторы
действовали слабее в экспериментах с МСК(Na+).

Как известно, снижение флюоресценции саф-
ранина О в митохондриальной суспензии свиде-
тельствует о возникновении электрохимического
потенциала (ΔΨмито) внутренней мембраны [28]. В
этом случае на ее матриксной стороне возникает
отрицательный заряд являющейся движущей си-
лой при движении сафранина О в митохондрии. В
опытах без Ca2+ и ингибиторов потенциал внутрен-
ней мембраны МСК(K+) после добавки глутамата
и малата снижался медленнее (рис. 4а, кривая 1),
чем в аналогичных опытах с МСК(Na+) (рис. 4b,
кривая 1). После добавки Ca2+ в среду наблюдалось
ощутимое снижение ΔΨмито в опытах с МСК(Na+)
(рис. 4b, кривая 2), однако этот эффект был не так
выражен в аналогичных опытах с МСК(K+)
(рис. 4а, кривая 2) и был сопоставим со снижением
потенциала, найденным в опытах без кальция
(рис. 4а, кривая 1). Индуцированное кальцием от-
крытие поры во ВММ приводит к снижению ΔΨмито
и выходу сафранина О из митохондрий в инкуба-
ционную среду, что регистрируется как увеличение
флуоресценции этого красителя [23, 29, 30]. Инду-
цированное кальцием уменьшение ΔΨмито в опытах
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с МСК(K+) было ингибировано в присутствии
АДФ и CsA (рис. 4а, кривая 3), однако эффект по-
следних был заметно слабее в аналогичных экспе-
риментах с МСК(Na+) (рис. 4b, кривая 3).

Существует точка зрения [12], что в цитоплазме
миоцитов существует некий микродомен, натрие-
вое пространство с нечеткими границами
(Na+ “Fuzzy Space”), тесно примыкающий к сарко-
плазматическому ретикулуму. Регулирование кон-
центрации Na+ в этом пространстве обеспечивает-
ся за счет Na+–Ca2+ обменника и Na+ канала сар-
колеммы, а также активностью Na+ помпы
(Na+/K+-АТФазы). Увеличение поступления Na+ в
цитоплазму миоцитов связывают с открытием Na+

канала в плазмолемме [12]. Приток ионов Na+ в это
пространство вследствие ишемии может способ-
ствовать поступлению Ca2+ в цитоплазму по меха-
низму Na+/Ca2+ обмена, что усиливает кальциевую
перегрузку миоцитов [12]. Другими причинами
Na+ и Ca2+ перегрузки миоцитов во время ише-
мии/реперфузии могут быть приток Na+ в мио-
плазму через Na+/H+ обменник, а также наруше-
ние функции Na+/K+-АТФазы из-за истощения
АТФ и увеличение притока Na+ через гемиканалы
коннексина [12]. Как известно, результатом ише-
мии является увеличение концентрации Na+, H+ и
Ca2+ в матриксе митохондрий с одновременным
увеличением ионной проницаемости внутренней
мембраны [4].

При последующей реперфузии концентрация
H+ в плазмолемме снижается, а концентрация Ca2+

еще больше возрастает, и в частности за счет
Ca2+/Na+ обменника, который транспортирует
ионы Na+ в цитопламу с последующим их удалени-
ем из цитоплазмы кардиомиоцитов Na+/K+-АТФа-
зой [4]. Ранее было обнаружено, что концентрация
Ca2+ в матриксе митохондрий [Ca2+]м сапонин пер-
меабилизованных кардиомиоцитов дозозависимо
уменьшалась при FCCP-индуцированном сниже-
нии ΔΨмито и достигала 50% от исходного уровня
при полном обнулении потенциала в условиях
полного ингибирования Ca2+ унипортера [31].
Снижение ΔΨмито при условии эксперимента
[Ca2+]м < [Ca2+]с стимулировало открытие МКЗП и
вход ионов Ca2+ в матрикс деэнергизованных ми-
тохондрий. Однако в присутствии CsA (игибитора
МКЗП) происходило уменьшение [Ca2+]м, что свя-
зывали с удалением Ca2+ из матрикса посредством
Na+/Ca2+ обмена. При этом ингибирование этого
обменника в безнатриевом растворе устраняло
этот эффект, и в матриксе сохранялась высокая
концентрация Ca2+ [31, 32]. Поскольку наша среда
не содержала Na+, то в этом случае Na+/Ca2+ об-
менник был не активен и концентрация Ca2+ в мат-

риксе МСК(Na+) не могла снижаться в опытах с
CsA.

Поглощение митохондриями кальция в основ-
ном катализируется расположенным во внутрен-
ней мембране кальциевым унипортером, тогда как
удаление ионов Ca2+ из матрикса возбудимых тка-
ней осуществляется в основном за счет митохон-
дриального Ca2+/Na+ обменника [13, 31, 33]. При
наличии кальция запускается катализируемый
циклофилином D процесс структурной перестрой-
ки белков, ответственных за открытие МКЗП во
внутренней мембране [4]. Этот процесс ингибиру-
ется селективным ингибитором этой поры цикло-
спорином А (CsA) уже в наномолярных концентра-
циях. При умеренной кальциевой нагрузке орга-
нелл МКЗП открывается в низко-проводящем
состоянии и ВММ становится проницаемой для
небольших неорганических катионов, и в том чис-
ле для Ca2+ [35]. В связи с этим ряд исследователей
предположили, что открытие такой поры, возмож-
но, является еще одним путем удаления кальция из
энергизованных митохондрий [11, 13]. С другой
стороны, открытие МКЗП при патофизиологиче-
ских условиях может служить в качестве пути
транспорта Ca2+ в митохондрии [11, 13, 33].

Ранее показали, что скорости дыхания энерги-
зованных NAD-зависимыми субстратами мито-
хондрий в состоянии 3 заметно снижались при
уменьшении концентрации ионов K+ в их матрик-
се [36]. При этом было обнаружено [9, 36, 37]
(рис. 1a, 1b, кривые 1), что в результате нагрузки
ионами Na+ митохондрий печени и сердца крысы
их дыхание в состоянии 3РДНФ снижалось в сравне-
нии с дыханием контрольных органелл (без Na+

нагрузки). Одной из причин такого снижения ды-
хания может быть уменьшение транспорта элек-
тронов в НАДН-убихиноновом участке дыхатель-
ной цепи [38]. Индуцированное кальцием сниже-
ние дыхания митохондрий в состоянии 3РДНФ
(рис. 1a и 1b, кривые 2) и в этом случае было более
заметно в опытах с МСК(Na+). Возможно, такой
результат может быть связан с тем, что Na+ увели-
чивал выход Mg2+ и адениновых нуклеотидов из мат-
рикса нагруженных кальцием митохондрий [39].

Влияние избыточной концентрации натрия на ам-
плитуду спонтанных сокращений предсердий лягуш-
ки. В наших экспериментах увеличение внекле-
точной концентрации Na+ на 30 мМ приводило к
положительному инотропному эффекту (сокра-
щения 4 и 5 на рис. 5с). Амплитуда спонтанных со-
кращений увеличивалась на 22 ± 2% (n = 3, p < 0.05).

Причем время нарастания напряжения и время
полурелаксации одиночного сокращения практи-
чески не изменялись при увеличении внеклеточ-
ного натрия. Однако инкубация предсердий в
бескальциевом растворе при повышенной кон-
центрации натрия приводила к отрицательному
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инотропному эффекту. Амплитуда спонтанных со-
кращений снижалась на 31 ± 7% (n = 3, p < 0.01) (со-
кращение 4 vs. 7 на рис. 5с) и полностью не восста-
навливалась при нормальной концентрации каль-
ция. При этом в бескальциевом растворе
инотропный эффект натрия полностью нивелиро-
вался (сокращение 2 vs. 6 на рис. 5). Поэтому, мы
можем предположить, что инотропный эффект по-
вышенной концентрации натрия может быть обу-
словлен изменением [Ca2+]i. Частота спонтанных
сокращений была практически постоянной как в
растворе с высокой концентрацией натрия, так и в
бескальциевых растворах, что свидетельствует о
том, что ионы натрия практически не влияют на
пейсмекерную активность предсердий. Однако в
некоторых экспериментах мы наблюдали появле-
ние аритмий при инкубации предсердий в растворе
с высокой концентрацией натрия. Положитель-
ный инотропный эффект в наших экспериментах
мог быть обусловлен увеличением [Na+]i, что при-
водит к увеличению [Сa2+]i. Однако отрицатель-
ный инотропный эффект натрия при преинкуба-
ции в бескальциевом растворе (рис. 5с) был обна-
ружен нами впервые и молекулярные механизмы
такого снижения неизвестны. Однако нельзя ис-

ключить, что одной из причин является нарушение
митохондриальных функций.

Заключение. И так, натриевая перегрузка мито-
хондрий сердца крысы привела к увеличению чув-
ствительности этих органелл к действию на них
Ca2+, что проявилось в заметном снижении дыха-
ния этих митохондрий в состоянии 3РДНФ, умень-
шении ΔΨмито и увеличении их набухания в соле-
вых средах в сравнении с такими же опытами с
МСК(K+). Более слабое действие ингибиторов
МКЗП (АДФ и CsA) на кальциевые эффекты в экс-
периментах с МСК(Na+) дает основание предполо-
жить, что нагрузка матрикса ионами Na+ облегчает
открытие МКЗП во внутренней мембране и делает
эту пору менее чувствительной к действию ингиби-
торов. Наряду с увеличением [Na+]i в цитоплазме
это может приводить к усилению кальциевой пере-
грузки кардиомиоцитов, обусловливая, в свою оче-
редь, еще большее их повреждение при ишемии и
последующей реперфузии.
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A comparative study of the effect of calcium load on rat heart mitochondria [RHM(K+)] in which a part of the
K+ ions in their matrix were replaced by Na+ ions [RHM(Na+)] was carried out. Calcium loading of RHM(K+)
decreased their 2,4-dinitrophenol-uncoupled respiration and reduced the inner membrane potential (∆Ψmito).
Swelling of these mitochondria increased in media with 25 mM potassium acetate or 125 mM NH4NO3. These
effects of calcium loading were even greater in similar experiments with RHM(Na+). Inhibitors of the mitochon-
drial permeability transition pore (MPTP), ADP and cyclosporin A (CsA), abolished completely the above-
mentioned effects of Ca2+ in experiments with RHM(K+) and did only partially in experiments with
RHM(Na+). A positive inotropic effect was observed with an increase in the extracellular concentration of Na+,
however pre-incubation in a calcium-free solution led to a negative inotropic effect. Thus, the partial replace-
ment of K+ by Na+ in the matrix made rat heart mitochondria more sensitive to Ca2+ and increased the proba-
bility of MPTP opening in their inner membrane. Along with an elevation of cytoplasmic [Na+]i, this can further
increase calcium overload of cardiomyocytes, making their damage during ischemia/reperfusion more likely.

Keywords: mitochondrial permeability transition pore, mitochondrial potential, inotropic action, myocardium,
Na+, Са2+
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Вопросы становления головного мозга во время раннего постнатального периода и воздействия в это
время перинатальной гипоксии, которая может приводить к развитию нейропсихичесой патологии,
относятся к числу актуальных медицинских и социальных проблем. Известно, что ядрышки нейронов
неокортекса осуществляют биосинтез субъединиц рибосом и участвуют в различных морфогенетиче-
ских процессах. При изучении воздействия перинатальной гипоксии на развивающийся головной мозг
(на модели энцефалопатии новорожденных) выявлены изменения в ультраструктурной организации
ядрышек нейронов неокортекса и численного соотношения их типов. У контрольных животных по ме-
ре развития в неонатальный период имеет место увеличение числа ядрышек как гранулярного, так и
ретикулярного типов, что может быть связано с процессингом рРНК. Появление к концу неонаталь-
ного периода скоплений гранул – субъединиц рибосом возле ядерной мембраны ядра – может быть
связано с дифференцировкой нервных клеток и формированием шероховатого эндоплазматического
ретикулума. В настоящей работе установлен факт изменения численного соотношения гранулярного и
ретикулярного типов ядрышек в ядрах нейронов после воздействия перинатальной гипоксии по срав-
нению с контрольными значениями. Полученные результаты дают основание предполагать, что яд-
рышки ядер нейронов неокортекса являются мишенью воздействия перинатальной гипоксии, т.е. зве-
ном в патогенезе этого заболевания. Применение фенибута (ноотропного препарата, производного
ГАМК) после воздействия гипоксии выявило его влияние на численное соотношение разных типов
ядрышек, которое не отличалось от контрольных величин. Вероятно, фенибут может оказывать ней-
ропротекторный эффект, воздействуя на ультраструктурную организацию ядрышек ядер нейронов
неокортекса.

Ключевые слова: гранулярный и ретикулярный типы ядрышек, нейрон, неокортекс, перинатальная ги-
поксия, неонатальный период
DOI: 10.31857/S0044452921050065

ВВЕДЕНИЕ

В настоящем исследовании мы сосредоточили
внимание на периоде новорожденности, когда ак-
тивно протекают процессы адаптации к новым
условиям существования (изменение типов дыха-
ния и питания, воздействие изменившейся темпе-
ратуры, гравитации). В это время реализуются за-
программированные гистогенетические процессы
пролиферации, миграции и дифференцировки
всех структурных элементов нервной ткани. Про-
исходит становление и упорядочение слоев не-
окортекса, активно протекают синаптогенез и ан-
гиогенез. В это время, как свидетельствуют много-
численные данные литературы и подтверждающие
их наши собственные наблюдения, головной мозг

отличается высокой чувствительностью к воздей-
ствию неблагоприятных факторов среды [1]. Среди
них существенное место принадлежит часто встре-
чающейся гипоксии-ишемии, которая приводит к
развитию энцефалопатии новорожденных и ее
проявлениям в виде нервно-психических заболе-
ваний и расстройств на всех этапах последующего
онтогенеза. Отдаленные последствия перинаталь-
ной патологии обусловливают основные невроло-
гические нарушения – задержку моторного, пси-
хического, речевого развития, расстройства про-
цессов памяти, внимания, эмоций, сна, и
занимают первое место среди всех заболеваний
нервной системы в детском возрасте.

В последние годы при изучении механизмов пе-
ринатальных повреждений головного мозга и ряда

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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других внутренних органов получило распростра-
нение представление о стрессе эндоплазматиче-
ского ретикулума (СЭР). Эта реакция инициирует-
ся ишемией, воспалением и воздействиями других
неблагоприятных факторов, что приводит к нару-
шению основных физиологических функций дан-
ной органеллы. К их числу, как известно, относят-
ся процессы сворачивания белков (фолдинг бел-
ков), внутриклеточное хранение Са2+ и синтез
ненасыщенных жирных кислот, стеринов и фос-
фолипидов. Нарушение даже одной из этих
функций может привести к “напряжению эндо-
плазматического ретикулума”, его стрессу за
счет накопления в нем недавно синтезированных
неспирализованных протеинов [1–3]. При этом
мы не нашли данных в отношении реакций яд-
рышек ядер нейронов на перинатальную гипо-
ксию [4–6]. Поэтому представляется актуальным
исследование участия ядрышек в ответных реакци-
ях развивающегося мозга на воздействие гипо-
ксии, что может расширить знания и в отношении
патогенеза эцефалопатий новорожденных.

Задачей настоящего исследования явилось
изучение ультраструктурных характеристик яд-
рышек ядер нейронов сенсомоторной области не-
окортекса крыс в ранний (П5) и поздний (П10)
неонатальный периоды после воздействия перина-
тальной гипоксии и последующего применения
фенибута (препарата, производного ГАМК) (дан-
ное фундаментальное исследование ориентирова-
но на нужды клиники).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В литературе господствует обоснованное мне-
ние о том, что для моделирования энцефалопатий
новорожденных наиболее пригодны грызуны. В
данной работе использованы новорожденные кры-
сы линии Wistar, полученные из питомника Инсти-
тута физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Воздействие гипоксии. Воздействие гипоксии
на мозг новорожденных крыс осуществляли на
2-е постнатальные сутки. Эти животные помеща-
лись на 1 ч в камеру с проточной газовой смесью,
содержащей: кислорода – 7.8%; углекислого газа –
0.4% и азота – 91.8%, при температуре – 21.3–
23.0°С и нормальном общем давлении. В работе
было использовано 3 группы животных: 1 экспери-
ментальная группа – крысы, подвергавшиеся в ба-
рокамере воздействию гипоксии; 2 эксперимен-
тальная группа – крысы, получавшие после воз-
действия гипоксии фенибут; 3 контрольная
группа – интактные животные того же возраста.
Каждая группа содержала по 8 крыс.

Средство фармакологической коррекции. Фени-
бут (ноотропный препарат, синтезированный на
основе ГАМК и зарегистрированный в РФ как ле-
карственное средство) вводили подкожно в тера-

певтической дозе 15 мг/кг в течение 10 дней после
воздействия гипоксии.

Электронномикроскопический метод. Для уль-
траструктурного исследования фрагменты сен-
сомоторной области неокортекса крыс на 5-е и
10-е постнатальные сутки (П5 и П10) фиксировали
в 2.5% растворе глютаральдегида на 0.1 М фосфат-
ном буфере (ph 7.4) c добавлением сахарозы, до-
полнительно фиксировали 2% раствором тетрок-
сида осмия и заключали в эпон. Из блоков делали
полутонкие срезы и ориентировали блок на Ш-1У
слои, где присутствуют нормохромные пирамид-
ные нейроны. Ультратонкие срезы получали на
ультратоме LKB-III, которые помещали на сетки и
контрастировали 1.5% раствором уранилацетата и
цитратом свинца. Ультратонкие срезы анализиро-
вали под электронным микроскопом фирмы Tecnai
G2 Spirit (FEI, Германия) при ускоряющем напря-
жении 70 кВ.

Методы статистической обработки. Анализ
данных проводили на изображениях, полученных
при исследовании материала под электронным
микроскопом. Для статистческого анализа данных
в каждой группе из 8 животных: контрольная груп-
па, воздействие гипокси, воздействие гипоксии и
применение фенибута, было взято по 100 изобра-
жений, на основании которых были рассчитаны
проценты присутствия в ядрах ядрышек грануляр-
ного и ретикулярного типов. Сравнение частоты
присутствия того или другого типа ядрышек про-
водились с использованием критерия χ2 . Посколь-
ку сумма частот ядрышек гранулярного и ретику-
лярного типов равна 100%, то результаты, получен-
ные при сравнении частот встречаемости ядрышек
гранулярного типа и ретикулярного типа, полно-
стью совпадают.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследование контрольных животных. У кон-
трольных крыс в неонатальный период в ядрах
пирамидных нейронов сенсомоторной области
неокортекса выявлены разные типы ядрышек,
основными из которых являются гранулярный и
ретикулярный, отличающиеся различным соотно-
шением гранулярного и фибриллярного компо-
нента.

На П5 (в ранний неонатальный период) у кон-
трольных крыс в ядрах большинства нейронов
определяется 2, изредка 3 эксцентрично располо-
женных ядрышка, как правило, прилежащих к ка-
риолемме, и состоящих из гранулярного компо-
нента (ГК). Такие ядрышки представляют грану-
лярный тип и составляют 72% от общего числа
ядрышек, присутствующих в ядрах исследованных
нейронов. У таких ядрышек слабо выражен плот-
ный фибриллярный компонент (ПФК), в них при-
сутствует небольшое число (2–4) нуклеолярных
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лакун. На этом сроке исследования в ядрах нейро-
нов выявлены и ядрышки, представляющие ретику-
лярный тип (их 25%). Они содержат, в основном,
плотный фибриллярный компонент (ПФК) (рис. 1) .

В ядрах нейронов встречаются ядрышки, содер-
жащие как гранулярный, так и фибриллярный
компоненты в равном количестве. Таких ядрышек
мало, 3% от общего числа исследованных ядры-
шек, при этом между ядрышком и кариолеммой
ядра, как правило, присутствуют скопления субъ-
единиц рибосом и фрагменты гетерохроматина, ас-

социированного с ядрышком. Полученные данные
согласуются с наблюдениями других авторов [5, 7].

На П10 (в поздний неонатальный период) у кон-
трольных животных размер ядрышек увеличивает-
ся, они могут занимать как центральное положе-
ние, так и прилежать к ядерной оболочке. По срав-
нению с П5 возрастает количество ядрышек
ретикулярного типа (до 35%), в них увеличиваются
доля фибриллярного компонента и число мелких
фибриллярных центров (ФЦ) (рис. 2а). В зоне
ПФК появляется грануллярный компонент (скоп-
ление субъединиц рибосом). Следует отметить бо-
лее высокую степень дифференцировки перикари-
она нейронов по сравнению с П5, наблюдаются на-
чальные этапы формирования шероховатого
эндоплазматического ретикулума.

Исследование животных после воздействия гипо-
ксии. На П5 под воздействием гипоксии изменяют-
ся как положение ядрышек в ядре, так и соотноше-
ние в них ультраструктурных компонентов. Увели-
чивается число нейронов, в которых ядрышки
располагаются по периферии ядра в непосред-
ственной близости от ядерной мембраны, ее пор и
расширенного перинуклеарного пространства. Со-
отношение типов ядрышек составляет 40% грану-
лярного типа и 60% ретикулярного, χ2(1, N = 100) =
= 25.06, p < 0.001 (по сравнению с контролем). В
ядрышках последнего типа возрастает доля свет-
лых крупных фибриллярных центров (рис. 2b). Од-
новременно увеличивается число некрупных яд-
рышек с мелкими фибриллярными центрами,
окруженными ПФК (рис. 3а). Во всех ядрышках
имеет место выраженное увеличение гранулярного
компонента.

Рис. 1. Соматосенсорная область неокортекса крысы
на П5. Ультраструктурная организация ядрышка гра-
нулярного типа. Контроль. Ув.30 000 (масштабная ли-
нейка = 1 мкм). DFC – dense fibrillary component \ плотный
фибриллярный компонент; FC – fibrillary centre\фибрил-
лярный центр.

10 �m

FC

DFC

Рис. 2. Соматосенсорная область неокортекса крысы на П10. (а) – ультраструктурная организация ядрышка фибрилляр-
ного типа. Контроль. Ув. 40 000 (масштабная линейка = 1 мкм); (b) – ядрышко фибриллярного типа с увеличенным
плотным фибриллярным компонентом и возросшим числом мелких фибриллярных центров. Ув.40 000 (масштабная
линейка = 1 мкм). GC – granular cоmponent\гранулярный компонент; DFC – dense fibrillary component\плотный фибрил-
лярный компонент; FC – fibrillary centre\фибриллярный центр.
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На П10 (к концу неонатального периода) у жи-
вотных, перенесших перинатальную гипоксию, из-
меняется численное соотношение типов ядрышек:
ядрышки гранулярного типа составляют 45%, а ре-
тикулярного 55% χ2(1, N = 100) = 8.08, p = 0.005,
(при этом 75% из них содержит крупные ФЦ, а
25% – мелкие ФЦ, что не отмечалось в контро-
ле, рис. 3b).

Отмеченные изменения ультраструктурной ор-
ганизации ядрышек после воздействич гипоксии
сочетаются с описанной нами ранее в аналогичных
экспериментах задержкой дифференцировки ней-
ронов [8]. Об этом говорят слабое развитие цито-
плазмы и ее малый объем, практически полное от-
сутствие признаков усложнения шероховатого и
гладкого эндоплазматического ретикулумов.

Применение фенибута. В экспериментах с ис-
пользованием фенибута (препарата, производного
ГАМК) выявило его влияние на численное соотно-
шение разных типов ядрышек в ядрах нейронов
после воздействия гипоксии. Так, на П5 после воз-
действия гипоксии и введения фенибута типы яд-
рышек распределялись следующим образом: гра-
нулярный тип составлял 55%, а ретикулярный 45%,
χ2(1, N = 100) = 4.5, p = 0.034, т.е. по сравнению с
животными, пережившими только воздействие ги-
поксии, число ядрышек гранулярного типа возрас-
тало, а ретикулярного типа снижалось. Вероятно,
фенибут может оказывать влияние на структурную
организацию ядрышек (хотя отличие от контроля
все еще остается значимым: χ2(1, N = 100) = 8.79,

p = 0.003). На П10 эксперимента результат оказался
разительным: после введения препарата число ти-
пов ядрышек практически не отличалось от кон-
трольных величин (70% ядрышек гранулярного ти-
па и 30% ретикулярного типа против соответствен-
но 65% и 35%,) и на высоком уровне значимости
отличалось от чисто гипоксического воздействия,
χ2(1, N = 100) = 12.79, p = 0.001. При этом различия
между процентом ядрышек гранулярного типа на
П5 и П10 после воздействия гипоксии с использо-
ванием препарата значимы: χ2(1, N = 100) = 4.8, p =
= 0.028 (рис. 4). Это позволяет предполагать, что
фенибут может обладать нейропротекторным
свойством.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На нашем материале, касающемся возрастной

динамики, и в экспериментах с воздействием пе-
ринатальной гипоксии проявляется высокая дина-
мичность ультраструктур ядрышек изучавшихся
неокортикальных нейронов, в результате чего из-
меняются частота встречаемости и соотношение
типов ядрышек. К настоящему времени иммуно-
цитологами и биохимиками получены данные,
позволяющие судить о функциональной роли от-
дельных ультраструктур ядрышек разных типов.
Так, отмеченное нами изменение количества гра-
нулярного компонента на протяжении неонаталь-
ного периода, концентрация гранулярного ком-
понента у ядерной мембраны и ее пор могут рас-
сматриваться как начальный этап транспорта

Рис. 3. Соматосенсорная область неокортекса крыс на П5 и П10 после воздействия перинатальной гипоксии. (а) – яд-
рышки фибриллярного типа с увеличенным числом мелких фибриллярных центров и тесно прилежащих к расширенному
перинуклеарному пространству; уменьшение числа гранул – субъединиц рибосом (П5). Увеличение 60000 (масштабная
линейка = 1 мкм); (b) – ядрышки фибриллярного типа, преобладающие в ядре; концентрация гранулярного материала у
перинуклеарного пространства (П10). Увеличение 60 000 (масштабная линейка = 1 мкм). GC – granular cоmponent\грану-
лярный компонент; DFC – dense fibrillary component\плотный фибриллярный компонент; FC – fibrillary centre\фибрил-
лярный центр. LFC – little fibrillary centre\мелкий фибриллярный центр.

1 �m

(a) (b)

1 �m

GC

GC

FC

LFC DFC



498

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 6  2021

ОТЕЛЛИН и др.

субъединиц рибосом в цитоплазму нейронов [6],
где они будут участвовать в дифференцировке ней-
ронов. Интересно, что в течение неонатального пе-
риода возрастает число ядрышек ретикулярного
типа, содержащих, в основном, плотный фибрил-
лярный компонент (ПФК), состоящий из тонких
плотно упакованных фибрилл высокой электрон-
ной плотности. Здесь выявлены белки, участвую-
щие в этапах процессинга рРНК, и рибонук-
леопротеиновые комплексы, содержащие малые
ядрышковые РНК [5, 9]. Появление же на П10
скопления субъединиц рибосом может быть связа-
но с развитием процесса дифференцировки нерв-
ных клеток, когда в их цитоплазме начинает фор-
мироваться шероховаый эндоплазматический ре-
тикулум.

В настоящей работе установлен факт изменения
соотношения типов ядрышек после воздействия
перинатальной гипоксии. Поскольку наши экспе-
рименты проведены на модели энцефалопатии но-
ворожденных, есть основание полагать, что и яд-
рышки ядер нейронов неокортекса являются ми-
шенью воздействия гипоксии, т.е. в патогенез
энцефалопатий вовлечены и ядрышки нейронов.
Увеличение числа ядрышек ретикулярного типа
после воздействия гипоксии, в которых возрастает
число крупных и мелких фибриллярных центров,
предполагает нарушение процессов транскрипции
генов рРНК [9, 10]. Что касается интерпретации
факта положительного влияния фенибута на изме-
нение численного соотношения типов ядрышек
после воздействия гипоксии, возвращая его к кон-
трольным значениям, то она на настоящем этапе
исследования затруднительна, и может быть сведе-
на только к предположению о нейропротективном
свойстве фенибута в неонатальный период разви-
тия [11, 12].
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Nucleolar Ultrastructure in Neurons of the Rat Neocortical Sensorimotor Area 
during the Neonatal Period after Perinatal Hypoxia and Its Pharmacological Correction

V. A. Otellina, #, L. I. Khozhaia, T. T. Shishkoa and , and E. A. Vershininaa

a Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: v.otellin@mail.ru

The issues of brain morphogenesis during the early postnatal period and the effect of perinatal hypoxia there-
upon, which can lead to the development of neuropsychic pathology, are among the major medical and social
challenges. It is well known that the nucleoli of neocortical neurons synthesize ribosomal subunits and are in-
volved in various morphogenetic processes. When studying the effect of perinatal hypoxia on the developing
brain in the model of neonatal encephalopathy, we revealed ultrastructural changes in the nucleoli of neocortical
neurons and in the numerical ratio of their types. In control rats, as they develop in the neonatal period, there is
an increase in the number of both granular and reticulated nucleolar types, which may be due to ribosomal RNA
(rRNA) processing. By the end of the neonatal period, the emergence of granular agglomerates (ribosomal sub-
units) near the nuclear membrane may be due to nerve cell differentiation and the biogenesis of the rough endo-
plasmic reticulum. In the present work, we established the fact of changing the numerical ratio of the granular
and reticulated nucleolar types in the nuclei of neocortical neurons after perinatal hypoxic exposure of experi-
mental vs. control rats. Our data suggest that the nucleoli in neocortical neurons are the targets for the exposure
to perinatal hypoxia, i.e. a link in the pathogenesis of this disease. Post-hypoxic administration of Phenibut (a
GABA derivative, nootropic drug) corrected the pathogenetic effect of perinatal hypoxia by restoring the numer-
ical ratio of the nucleolar types in neocortical neurons, which is inherent to control rats. We assume that Phenibut
can exert a neuroprotective effect through its ability to affect the nucleolar ultrastructure in neocortical neurons.

Keywords: granular and reticulated types of nucleoli, neocortex, perinatal hypoxia, neonatal period
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Изучены быстрые реакции ключевых интернейронов в составе дыхательной (RPeD1), локомоторной
(LPeD1) и кардиорегуляторной (VD1/RPaD2) сетей центральных нервных ганглиев моллюска Lymnaea
stagnalis при действии D-глюкозы (1 и 10 мМ). В условиях выраженной гипергликемии (10 мМ) отме-
чены усиление частоты импульсации VD1/RPaD2 и ее снижение в отношении LPeD1, наблюдаемые
уже на первой минуте после воздействия, при неизменности указанного показателя для RPeD1. Добав-
ление в среду инкубации глюкозы в меньших концентрациях (1 мМ) не приводит к статистически до-
стоверным изменениям показателей электрической активности для всех исследованных нейронов. На-
блюдаемые эффекты не связаны в возрастанием содержания активных форм кислорода (АФК) в цито-
плазме, поскольку использование флуоресцентного зонда (2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин
диацетата) не выявило их накопление в суспензии клеток нервных ганглиев в ответ на действие глюко-
зы (10 мМ) в краткосрочном (5 мин) периоде по сравнению с контрольными условиями. Анализ формы
потенциала действия в условиях гипергликемии (глюкоза, 10 мМ), для высокочувствительных к дей-
ствию глюкозы нейронов (VD1/RPaD2), выявил возрастание скорости деполяризации мембраны
для достижения порогового потенциала на фоне неизменности других фаз спайка. Предполагает-
ся, что эффекты глюкозы в отношении частотных характеристик исследованных центральных ней-
ронов Lymnaea обусловлены модификацией (интенсификацией) работы электрогенного Na+-глюкоз-
ного котранспортера и зависят от функциональной принадлежности клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Способность к детектированию содержания
глюкозы в окружающем клетку пространстве явля-
ется характерным свойствам целого ряда централь-
ных нейронов позвоночных [1, 2] и беспозвоноч-
ных [3, 4] животных. Наличие таких структур обес-
печивает эффективную работу функциональной
системы, направленную на поддержание постоян-
ного уровня глюкозы во внутренней среде организ-
ма [5], что в целом характерно для позвоночных,
и/или инициирует определенные поведенческие
ответы, преимущественно связанные с пищедобы-
чей, как это отмечено для ряда беспозвоночных,
включая моллюсков [4]. В этой связи глюкозу мож-
но рассматривать в качестве сигнальной молекулы,
диффузно распространяющейся во внутренней
среде организма (кровь/гемолимфа, интерстици-
альная жидкость) и обеспечивающей неспецифи-
ческие экстрасинаптические эффекты в отноше-

нии целого комплекса нервных клеток, как это ха-
рактерно для факторов объемной передачи сигнала
[6]. Однако неясно, будет ли действие глюкозы в
отношении различных, исходно неспециализиро-
ванных для ее рецепции нейронов в составе разных
нейронных сетей ЦНС, универсальным, т.е. всегда
однонаправленным (например, деполяризация и
усиление импульсации при гипергликемии) или
следует ожидать разнонаправленный характер ре-
акции, в зависимости, например, от функциональ-
ной принадлежности или нейромедиаторной спе-
цифичности нервной клетки.

В центральных нервных ганглиях моллюска
Lymnaea stagnalis насчитывается ряд крупных (диа-
метр сомы ~100 мкм) идентифицированных нейро-
нов, отличающихся друг от друга как в функцио-
нальном (входят в состав нейронных сетей вовле-
ченных в регуляцию разных форм поведения), так
и химическом (содержат разные нейромедиаторы)
плане, что делает данный организм одним из мо-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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дельных объектов в нейробиологических исследо-
ваниях [7]. Чувствительные к глюкозе центральные
нейроны Lymnaea сосредоточены преимуществен-
но в пределах буккальных ганглиев, нейронные се-
ти которых определяют работу центрального гене-
ратора пищевого ритма и пищедобычу в целом [8,
9]. Изоляция этих нервных узлов от центрального
кольца ганглиев представляет собой элементарную
методическую процедуру (перерезка церебробук-
кальной коннективы). В свою очередь это позволя-
ет оценить ответы клеток, не входящих в состав пи-
щевой нейронной сети, на действие метаболиче-
ских сигналов, практически в “чистом” виде (ряд
модуляторных нейронов пищевой сети, например,
гигантские клетки церебральных узлов (cerebral gi-
ant cells, CGC) входят в состав центрального кольца
ганглиев).

Различные эффекты глюкозы в отношении
нервных клеток могут быть реализованы за счет
возрастания внутриклеточной концентрации ак-
тивных форм кислорода (АФК) как следствие ин-
тенсификации процессов окислительного фосфо-
рилирования в электронтранспортной цепи мито-
хондрий [10] в ответ на увеличения уровня сахаров,
т.е. энергетических субстратов в цитоплазме ней-
ронов. Концентрация глюкозы в гемолимфе Lym-
naea, в зависимости от степени выраженности пи-
щевой доминанты, может возрастать многократ-
но – с исходных 57 (голодные особи) до 760 (сытые
особи) мг/мл [11]. С другой стороны, умеренная по
длительности (часы) гипергликемия, сопровожда-
емая последующей нормализацией глюкозного го-
меостаза, равно как и другие стрессовые воздей-
ствия, например, голодание, приводят к измене-
нию антиоксидантного статуса нервной ткани [12],
а модуляторное действие АФК в отношении иден-
тифицированных нейронов как пищевой, так и
кардиореспираторной [13, 14] нейронных сетей
Lymnaea stagnalis хорошо известно. Тем не менее
возможность внутриклеточного (внутринейронно-
го) накопления АФК уже в течение первых минут
после увеличения концентрации глюкозы в интер-
стиции, что может лежать в основе быстрых (мину-
ты) нейротропных эффектов глюкозы, остается не-
выясненной.

Отмеченное выше и определило цель данной
работы, заключающуюся в оценке быстрых эффек-
тов возрастания уровня глюкозы во внеклеточном
пространстве на показатели электрической актив-
ности функционально различных, непищевых
нейронов ЦНС Lymnaea stagnalis, выяснение воз-
можного механизма их обусловливающих.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Моллюски, прудовик обыкновен-

ный (Lymnaea stagnalis L.), были собраны в мелких
проточных водоемах (мелиоративные и водоотвод-
ные каналы). В лаборатории их содержали в аква-

риумах, на каждую особь приходилось не менее 1 л
воды, при температуре 20 ± 1°С. Смену воды про-
водили каждую неделю. Пищей служили листья са-
лата (питание ad libitum). В экспериментах исполь-
зовали животных одинакового размерного класса
– высота раковины 3.5 ± 0.4 см, масса – 3.5 ± 0.5 г.

Электрофизиология. Спонтанную электриче-
скую активность идентифицированных нейронов
оценивали в составе препарата изолированной
ЦНС (кольцо центральных ганглиев, без буккаль-
ных узлов). Для размягчения периневральной обо-
лочки и облегченного проникновения микроэлек-
тродов в нейроны препараты предварительно обра-
батывали раствором проназы (Protease E, type XIV,
Sigma, США) – 1 мг/мл в течение 5 мин при 20°С.
Электрическую активность нейронов регистриро-
вали после промывки обработанного препарата
свежим физиологическим раствором в течение
30 мин. Препараты ЦНС помещали в нормальный
физиологический раствор Рингера (концентрация
указана в ммолях): NaCl – 44.0; KCl – 1.7; CaCl2 –
4.0; MgCl2 ⋅ 6 H2O – 1.5; HEPES – 10.0, pH 7.6 ± 0.03.
Внутриклеточную регистрацию электрических па-
раметров нейронов осуществляли с помощью
Ag/AgCl-электродов, используя усилитель МС-
01М (Линтех, Беларусь). Микропипетки заполня-
ли 2.5 молярным раствором KCl (сопротивление
микроэлектрода 10–20 МΩ). В качестве индиффе-
рентного электрода использовали хлорированную
серебряную проволоку.

Для каждого препарата (нейрона) осуществляли
запись электрической активности в контрольных
условиях (не менее 2-х мин после стабилизации
мембранного потенциала и частоты генерации по-
тенциала действия после введения микроэлектро-
да в клетку) и непосредственно после добавления
глюкозы (на протяжении последующих 2 мин).
Свежеприготовленный (на основе Рингера) рас-
твор D-глюкозы (ч.д.а., “Анализ Х”, Беларусь) на-
носили на поверхность препарата ЦНС – ее конеч-
ная концентрация в термостатируемой (20 ± 0.5°С)
экспериментальной камере составляла 1 и 10 мМ
соответственно. Для записи и последующего ана-
лиза электрических сигналов использовали специ-
альные возможности программы электронного ос-
циллографа InputWin [15].

Нейроны идентифицировали по размеру, рас-
положению в пределах ЦНС, цвету, паттерну спон-
танной активности. Действие глюкозы на препарат
ЦНС оценивали по влиянию, оказываемому на ряд
индикаторных клеток разных ганглиев. Работа вы-
полнена на гигантских (giant) вставочных нейро-
нах педальных ганглиев – дофаминергическом
RPeD1 и серотонинергическом LPeD1, а также
пептид-содержащих, электрически связанных
клетках висцерального и правого париетального
ганглиев VD1/RPaD2, интегрированных в состав,
как минимум, нескольких нейронных сетей, вклю-
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чая локомоторную и кардиореспираторную (рас-
положение и карты, базовые характеристики,
принципы номенклатуры и особенности иденти-
фикации представлены, например, в 16). Регистра-
ция электрической активности от нейронов, нахо-
дящихся в составе цельной ЦНС, т.е. в условиях
сохранения взаимосвязей в пределах нейронной
сети (в отличие от изолированных, выделением в
культуру или посредством модификации синапти-
ческой передачи, клеток), позволяет оценить дей-
ствие глюкозы в зависимости от функциональной
принадлежности нейрона – сетевые генераторы
ритма, определяющие реализацию моторных форм
поведения животного, это комплекс совместно ра-
ботающих структур [8]. Кроме того, “удачной”
особенностью выбранных клеток является тот
факт, что паттерн их электрической активности
может служить дополнительным индикатором,
позволяющим оценить эффекты глюкозы в ЦНС –
регулярные (regular) разряды, как правило, харак-
теризуют собственную ритмику нейрона, в то вре-
мя как нерегулярная (irregular) активность преиму-
щественно связана с синаптическими влияниями
(входами), которые получает данная клетка [16].

Накопление АФК в нейронах. В изолированной
ЦНС при помощи пинцетов разрывали соедини-
тельнотканную оболочку ганглиев, механически
высвобождая содержащиеся в них нейроны, полу-
чая суспензию клеток в физиологическом растворе
Рингера объемом 200 мкл (для одной ЦНС/пробы).
Для оценки накопления АФК в цитоплазме ис-
пользовали флуоресцентный краситель: 2',7'-ди-
хлородигидрофлуоресцеин диацетат (DCFDA,
максимумы λex – 501, λem – 525 нм, Sigma–Aldrich)
в конечной концентрации 10 мкМ. Зонд добавляли
непосредственно к суспензии клеток, выдерживая
их в темноте, в течение 1 ч. По окончании инкуба-
ции, клетки осаждали центрифугированием
(6000 об/мин, 5 мин), физиологический раствор с
содержащимся в нем зондом удаляли, а клетки ре-
суспензировали свежим раствором Рингера. Про-
цедуру отмывки клеток от следов зонда повторяли
дважды.

Подготовленные пробы (по 8 для каждой экспе-
риментальной серии) объемом 225 мкл располага-
ли в отдельных лунках 24-луночного планшетах.
Оценку интенсивности флуоресценции проводили
до (0 мин) и после экспериментального воздей-
ствия (на 5 мин). К клеткам опытной группы до-
бавляли 25 мкл 100 мМ раствора глюкозы (итоговая
концентрация в лунке – 10 мМ), а к клеткам кон-
трольной группы – равновеликое количество нор-
мального раствора Рингера. В качестве дополни-
тельного (позитивного) контроля использовали
пероксид водорода (1 мМ, конечная концентра-
ция), вносимого в суспензию клеток, к которым
предварительно были добавлены FeSO4 ⋅ 7 Н2О и
ЭДТА (оба в конечной концентрации 10 мкМ), га-

рантированно инициирующего образование АФК
(прежде всего гидроксильного радикала).

Флуоресценцию (возбуждение 501 нм, эмиссия
529 нм) образующегося продукта измеряли посред-
ством планшетного флуориметра Cary Eclipse
(Agilent Technologies, USA) при трехкратной по-
вторности каждого измерения (в дальнейшем ис-
пользовали одно среднеарифметическое значе-
ние). Усредненную интенсивность флуоресценции
лунок, содержащих контрольные клетки (на
0 мин), принимали за 100%.

Статистический анализ. Экспериментальные
данные обрабатывали общепринятыми методами
медико-биологической статистики, с использова-
нием возможностей программы Statistica 6.0. Нор-
мальность распределения для каждого ряда экспе-
риментальных данных предварительно оценивали
при помощи W-теста Шапиро–Уилка. В случае
подтверждения нормальности распределения по-
казателей для всех сравниваемых групп использо-
вали параметрические методы оценки – t-крите-
рий Стьюдента для зависимых пар, представляя
данные в виде среднее ± ошибка среднего. Если
нормальность распределения не была подтвержде-
на для всех экспериментальных групп, использова-
ли непараметрические методы оценки и сравнения
полученных результатов – тест Вилкоксона (Wil-
coxon matched pairs test) или критерий Фридмана
(χ2) для дисперсионного анализа по однофактор-
ной схеме (Fridman ANOVA) при сравнении двух
или нескольких зависимых выборок соответствен-
но, представляя данные в виде – медиана (нижний;
верхний квартили). Число наблюдений (n) указано
отдельно для каждой анализируемой выборки. До-
стоверными считались данные при уровне значи-
мости (p), равном или меньшем 0.05.

Соблюдение этических стандартов. Все приме-
нимые международные, национальные и/или ин-
ституциональные принципы ухода и использова-
ния животных были соблюдены. Настоящая статья
не содержит результатов каких-либо исследований
с участием людей в качестве объектов исследова-
ний.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Электрическая активность нейронов. Добавле-
ние глюкозы (конечная концентрация 1 мМ) не
приводит к статистически достоверному измене-
нию показателей спонтанной электрической ак-
тивности (частота, уровень потенциала покоя) в
краткосрочном, в течение первой и второй минут
после возрастания содержания глюкозы в омываю-
щем препарат физиологическом растворе Рингера,
периоде ни для одного из исследованных нейро-
нов. В частности, в отношении частоты генерации
потенциала действия были определены следующе
значения χ2 (Fridman ANOVA): 0.51 (p = 0.99),



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 6  2021

ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ИДЕНТИФИЦИРОВАННЫХ НЕЙРОНОВ ЦНС 503

Рис. 1. Частота генерации потенциалов действия (spike frequency) в идентифицированных нейронах Lymnaea stagnalis в
условиях быстроразвивающейся гипергликемии.
Указаны значения исследованных показателей (медиана, числа над столбиками), интерквартильный размах (планки по-
грешностей) и количество исследованных нейронов (n) для клетки каждого типа. Момент добавления глюкозы (Glucose,
10 мМ) отмечен стрелкой. Для всех нейронов указано значение χ2 (Fridman ANOVA) и уровня значимости p. Статистиче-
ски достоверные различия (p < 0.05, Wilcoxon matched pairs test) по сравнению с контрольными условиями (0–30 или 31–
60 с) дополнительно отмечены астериском (*) и решеткой (#) соответственно.

3.0 RPeD1: �2 = 4.53, P = 0.48 (n = 8, df = 5) RPeD1 LPeD1 VD1/RPaD2
LPeD1: �2 = 14.51, P = 0.01 (n = 5, df = 5)
VD1/RPaD2: �2 = 13.58, P = 0.02 (n = 10, df = 5)
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1.88 (p = 0.87) и 4.52 (p = 0.48) для RPeD1, LPeD1 и
пары VD1/RPaD2 соответственно.

Увеличение содержания глюкозы во внеклеточ-
ном растворе до 10 мМ, напротив, приводит к вы-
раженной модификации электрических характе-
ристик изученных клеток сразу после добавления
указанного вещества (рис. 1 и 2).

Так, в отношении дофамин-содержащего ней-
рона RPeD1 речь идет о слабовыраженной гипер-
поляризации его мембраны (на 5.4 ± 0.8 мВ, n = 8),
уже на первой минуте после аппликации глюкозы,
сохраняющейся на отмеченном уровне и в даль-
нейшем, т.е. на 2-й минуте. Тем не менее статисти-
чески достоверных изменений частоты генерации
спонтанных потенциалов действия по сравнению с
начальными (контрольными) условиями не было
выявлено ни для одного изученного временного
диапазона (рис. 1, 2а). Отдельно можно отметить
некоторую трансформацию паттерна электриче-
ской активности данного нейрона – с фазической,
когда группы спайков разделены выраженными
временными промежутками безимпульсной актив-
ности, на тоническую, при которой потенциалы
действия следуют друг за другом непрерывно
(сравни верхнюю линию записи со средней и ниж-
ней на рис. 2а).

Для серотонин-содержащей клетки LPeD1 от-
мечена неизменность значения мембранного по-
тенциала при гипергликемии для всего изученного
временного интервала. Тем не менее в отношении
частоты спонтанной импульсации установлено ее
статистически достоверное уменьшение, наиболее
выраженное (в 1.35 раза) непосредственно, в пер-

вые 30 с, после добавления глюкозы к препарату
изолированной ЦНС (рис. 1, 2b). Изменения пат-
терна электрической активности также отмечено
не было.

Прогрессивная деполяризация в ответ на воз-
растание уровня глюкозы характерна для пары
электрически связанных, пептид-содержащих
нейронов VD1/RPaD2. Для клетки VD1 уже на пер-
вой минуте после добавления глюкозы ее величина
составила 5.6 ± 0.6 мВ (n = 6) от контрольного зна-
чения, достигая 10.8 ± 0.8 мВ (n = 6) на второй ми-
нуте эксперимента. В отношении нейрона
VD1/RPaD2 колебания мембранного потенциала
были не столь выражены – 4.2 ± 0.6 и 8.8 ± 0.9 мВ
(n = 6) для 1-й и 2-й минут наблюдения соответ-
ственно, сохраняя тем самым тенденцию, отмечен-
ную для VD1. Частота генерации потенциала дей-
ствия в указанных клетках увеличивалась уже на
первой минуте после аппликации глюкозы в
1.2 раза по сравнению с исходной для контрольных
условий, сохраняясь на достигнутом уровне и в по-
следующем (рис. 1, 2c). Как и в случае с LPeD1,
трансформации паттерна спонтанной электриче-
ской активности VD1/RPaD2 отмечено не было –
импульсация клеток носила отчетливый тониче-
ский характер.

Дополнительно проведенный анализ формы
спайка в пейсмейкерном нейроне VD1, как наибо-
лее чувствительной к действию глюкозы клетки
среди исследованных нейронов, показал, что в
условиях гипергликемии увеличивается скорость
медленной деполяризации мембраны (возрастает
наклон кривой, отражающей изменение мембран-
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ного потенциала при развитии потенциала дей-
ствия, рис. 3b), уменьшая время достижения поро-
гового потенциала, предопределяя тем самым уси-
ление импульсной активности клетки (рис. 3a). В
отношении временных показателей других фаз
спайка (фаз де- и реполяризации, следовой гипер-
поляризации) выраженных изменений выявлено
не было.

Анализ накопления АФК в нейронах. Использова-
ние флуоресцентного зонда позволило оценить
возможность генерации АФК в изолированных
клетках нервных ганглиев Lymnaea в первые мину-
ты после создания условий гипергликемии. Добав-
ление к суспензии клеток глюкозы (10 мМ, конеч-
ная концентрация) не приводит к возрастанию ин-
тенсивности флуоресценции даже по прошествии
5 мин после начала действия вещества, полностью

повторяя реакцию клеток в контрольных условиях
(рис. 4). В то же время искусственная инициация
окислительных процессов посредством добавле-
ния к клеточной суспензии пероксида водорода
(положительный контроль) незамедлительно, уже
к 5-й минуте, приводит к ~40% увеличению интен-
сивности флуоресценции, подтверждая тем самым
накопление АФК в цитозоле.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные данные подтверждают способ-

ность ряда крупных центральных интернейронов
Lymnaea выступать в качестве, как минимум, инди-
каторных клеток, отражающих быструю рецепцию
глюкозы (при возрастании ее уровня во внеклеточ-
ной среде) в ЦНС. Наиболее существенные сдвиги
частоты импульсации отмечены в отношении пары

Рис. 2. Спонтанная электрическая активность идентифицированных нейронов Lymnaea stagnalis в условиях гиперглике-
мии (глюкоза, конечная концентрация 10 мМ).
a – дофаминергический нейрон RPeD1, b – серотонинергический нейрон LPeD1, c – пептид-содержащий нейрон RPaD2.
Для каждого нейрона: верхняя линия записи – контрольные условия, средняя – на первой, нижняя – на второй минуте
после добавления глюкозы (один и тот же нейрон). Калибровка: по времени – 1 с, по амплитуде – 25, 35, 60 мВ для а, б, в
соответственно.

(a)

(b)

(c)
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пептидсодержащих (более 10 форм) нейронов
VD1/RPaD2, интегрированных в кардиореспира-
торную нейронную сеть [17, 18], – их отростки об-
наружены, в том числе, в предсердии прудовика,
некоторые из пептидов имеют сходство с кардио-
стимулирующим α1-пептидом Aplysia [19], а в усло-
виях гипергликемии наблюдается увеличение ча-
стоты сердечных сокращений у Lymnaea [20]. Ней-

рон VD1 является ведущим в этой паре (обладает
пейсмейкерными свойствами, в отличие от связан-
ного с ним посредством электрического синапса
RPaD2 [21]), поэтому эффекты глюкозы, очевидно,
обусловленны преимущественным действием в от-
ношении его мембраны, что косвенно подтвержда-
ется большей степенью изменения его потенциала
покоя по сравнению с RPaD2. Важно подчеркнуть,
что неизменность паттерна работы данных клеток
(тонический характер, т.е. отсутствие выраженных
синаптических входов) как в контрольных, так и
экспериментальных условиях, указывает на то, что
наблюдаемые эффекты обусловлены внутренними
(собственными) перестройками их мембран, а не
индуцированы сторонними нейронами сети вслед-
ствие модификации синаптической передачи. Мо-
дуляция в работе сердечной мышцы чрезвычайно
значима в плане формирования гидроскелета мол-
люска, во многом определяя движения его тела, в
том числе и локомоцию, выраженно изменяющих-
ся в ходе пищедобычи. В этой связи отмеченное
снижение скорости локомоции прудовика при
движении по пищевому субстрату и в сытом состо-
янии [22] хорошо коррелирует с наблюдаемым
снижением частоты генерации потенциалов дей-
ствия в серотонин-содержащем нейроне LPeD1,
регулирующим активность локомоторной сети
Lymnaea [23]. Схожий эффект подавления спайко-
вой активности, наблюдаемый в течение первых
минут после приложения глюкозы (250 μг/мл, т.е.
1.39 мМ), отмечен и для изолированных мотоней-
ронов локомоторной сети (серотонинергические

Рис. 3. Спонтанная электрическая активность нейрона
VD1 Lymnaea stagnalis в норме и в условиях гиперглике-
мии (глюкоза, конечная концентрация 10 мМ).
a – фрагмент регистрации, b – при наложении потен-
циалов действия друг на друга (выравнивание по уров-
ню потенциала покоя мембраны).
Для a: верхняя линия записи – контрольные условия,
нижняя – после добавления глюкозы (на 2-й минуте).
Для b: серая линия – контрольные условия, темная –
после добавления глюкозы. Калибровка: по времени –
1 с, по амплитуде – 50 мВ.

(a) (b)

Рис. 4. Флуоресценция (Fluorescence) в суспензии изолированных клеток нервных ганглиев Lymnaea stagnalis.
a – флуоресценция в начальный момент времени (0 min) принята за 100% (для каждой серии отдельно), b – флуоресцен-
ция в контрольной группе принята за 100% (для каждого временного интервала (0 или 5 мин) отдельно).
“Ringer” – контроль (нормальный физиологический раствор Рингера), “Glucose” – экспериментальные условия (глюко-
за, конечная концентрация 10 мМ), “Peroxide” – положительный контроль (пероксида водорода, конечная концентрация
1 мМ).
Данные представлены в виде среднее арифметическое ± ошибка среднего. Число проб (n) – 8 для каждой серии экспери-
мента. Статистически достоверные различия (t-критерий Стьюдента для зависимых (a) или независимых (b) групп дан-
ных) отмечены астериском (*), дополнительно указана величина уровня значимости p.
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клетки PeA-кластера), хотя для этих же клеток в со-
ставе цельной ЦНС эффект был выражен слабее
[24].

Напомним, что описываемые нами влияния об-
наружены в препаратах изолированной ЦНС, не
содержащей буккальных ганглиев. С этих позиций,
глюкоза может обладать сигнальными свойствами,
реализуя корригирующие влияния в отношении
центральных нейронов как агент объемной переда-
чи сигнала, дополняя истинные синаптические
влияния (входы) со стороны глюкозо-чувствитель-
ных клеток буккальных ганглиев и/или их возмож-
ных аналогов из состава центрального кольца ган-
глиев. При этом некоторые из структур в составе
ЦНС оказываются относительно нечувствительны
к такому воздействию – дофаминсодержащий ней-
рон RPeD1, как ключевой элемент центрального
генератора респираторного ритма [25], – быстрой
(в течение минут) модификации (интенсификации
или терминации) легочного дыхания в ходе пище-
добычи не наблюдается.

Гиперполяризация мембраны, выявленная в от-
ношении этой клетки при действии глюкозы, мо-
жет быть связана с модификацией функций ион-
ных каналов плазмалеммы, во многом определяю-
щих характер поглощения глюкозы, по крайней
мере в отношении интестинальных клеток кишки
[26]. Как правило, речь идет о катион-проводящих
путях переноса (Na+, K+, Ca2+) через мембрану, а
единственным катионом, усиление трансмембран-
ного переноса которого может привести к гиперпо-
ляризации мембраны, является ион калия. Тем не
менее в отношении нервных клеток как позвоноч-
ных [27], так и беспозвоночных [28], возрастание
содержания глюкозы в интерстиции ассоциирует-
ся с инактивацией АТФ-чувствительных К+-кана-
лов, приводящей скорее к деполяризации мембра-
ны. В этой связи, отмеченный нами эффект в отно-
шении мембранного потенциала RPeD1, вероятно,
следует отнести за счет модификации (предполо-
жительно, ослаблению) синаптических входов к
указанной клетке, – как известно, нейрон RPeD1
интегрирует сигналы со стороны других нейронов,
или их групп, расположенных в пределах централь-
ного кольца ганглиев ЦНС Lymnaea [16]. В пользу
этого говорит трансформация паттерна его элек-
трической активности (фазический характер, отра-
жающий, как правило, наличие синаптических
входов, сменяется на тонический), а также тот
факт, что гиперполяризация мембраны RPeD1 вы-
явлена при использовании безкальциевого/высо-
комагниевого раствора, т.е. в случае блокады хи-
мической синаптической передачи в ЦНС Lymnaea
[29].

Содержание глюкозы в гемолимфе Lymnaea во
многом определяется характером питания живот-
ного – возрастание уровня глюкозы является сти-
мулом для последующего ускорения процессов ро-

ста и размножения [30]. Согласно данным работ
середины 70-х годов XX века базальный уровень
глюкозы в гемолимфе Lymnaea относительно неве-
лик – 30 мкг/мл (т.е. 0.16 мМ), что в целом подтвер-
ждается и нашими данными [12]. С этих позиций
отсутствие эффектов глюкозы в концентрации
1 мМ, т.е. большей базальной почти на порядок,
выглядит несколько удивительным. Однако стоит
указать на тот факт, что исходный уровень глюкозы
в гемолимфе определяется, в том числе, и характе-
ром пищи, – высокоуглеводная пища “легко” по-
вышает его до 86 мкг/мл (0.48 мМ), т.е. колебания
содержания глюкозы в пределах 1 мМ не являются
чем-то особенным, в сравнении с уже отмеченным
скачком до 760 мкг/мл (4.22 мМ) у сытых особей
[11]. Будет уместным предположить, что кратко-
временное пиковое содержание глюкозы во внут-
ренней среде Lymnaea вполне может достигать
уровня около 10 мМ, т.е. обнаруженные нами эф-
фекты вполне физиологичны.

Несмотря на интенсификацию окислительных
процессов, сопровождающую поглощение глюко-
зы, нами не обнаружено быстрого, лавинообразно-
го, возрастания уровня АФК в цитоплазме клеток
нервных ганглиев прудовика. Это может свиде-
тельствовать как об относительно медленном на-
коплении АФК, вызываемых утилизацией “допол-
нительной” глюкозы, так и о развитой системе
внутриклеточной антиокислительной защиты в
нейронах (многие из них содержат ретиноиды
[31]), способной купировать резкое возрастание
свободно-радикального фона внутри клеток, по
крайней мере в начальном периоде после воздей-
ствия.

Возрастание скорости медленной деполяриза-
ции, отмеченной при анализе формы спайка в VD1,
говорит о модификации (увеличении) Na+-прово-
димости мембраны, вероятно, как следствие ин-
тенсификации работы электрогенного Na+-глю-
козного котранспорта, как это отмечено в отноше-
нии нейроэндокринных светло-зеленых клеток
(light-green cells, LGC) церебральных ганглиев [32].
Увеличение уровня глюкозы (максимальный эф-
фект наблюдался при 5 мМ) приводит к деполяри-
зации и усилению импульсации этих клеток, со-
провождаемой выбросом “коктейля” разнообраз-
ных нейропептидов, в том числе инсулин-
подобных (molluscan insulin-related peptide, MIP),
определяющих реализацию метаболических про-
цессов на уровне ЦНС и всего организма [33, 34].
Нормализация содержания глюкозы, по крайней
мере в отношении ее пиковых значений, фактиче-
ски десенситизирует нейроны, делая возможным
реализацию нового цикла реакций, инициируемых
резким увеличением уровня данного метаболита в
гемолимфе.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Резкое увеличение внеклеточного уровня глю-
козы вызывает модификацию показателей элек-
трической активности идентифицированных вста-
вочных нейронов Lymnaea stagnalis в зависимости
от их функциональной принадлежности. Наиболее
чувствительными клетками, реагирующими на по-
вышение уровня глюкозы в окружающем ЦНС
пространстве, оказываются пептидергические кар-
диорегуляторные нейроны VD1/RPaD2 и серото-
нинсодержащие клетки (LPeD1) локомоторной се-
ти, в то время как дофаминергические нейроны
центрального генератора дыхательного ритма
(RPeD1) практически не изменяют свои электри-
ческие характеристики. Это может указывать за
способность глюкозы, как фактора объемной пере-
дачи, выступать в роли быстрого метаболического
сигнала, определяющего поведение нейронных се-
тей мозга моллюска и реализацию ее эффектов на
уровне целого организма.
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Rapid responses of the key interneurons identified in the respiratory (RPeD1), locomotor (LPeD1) and cardio-
regulatory (VD1/RPaD2) networks of the CNS ganglia in a mollusk Lymnaea stagnalis under the action of D-
glucose (1 and 10 mM) were studied. In acute hyperglycemia (10 mM), an increase in the firing frequency of
VD1/RPaD2 neurons and its decrease in LPeD1 neurons, as observed already within the first minute after ex-
posure, were detected; at the same time, the firing frequency of RPeD1 neurons remained intact. Bath applica-
tion of glucose at lower concentrations (1 mM) led to no significant changes in the electrical activity of all the
above neurons. The observed effects were not associated with an increased production of reactive oxygen species
(ROS) in the cytoplasm, since the f luorescent probe (2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate) failed to reveal
their accumulation in the cell suspension of CNS ganglia after glucose (10 mM) application during the short-
term period (5 min) as compared to the control. Action potential shape analysis under conditions of hyperglyce-
mia (glucose, 10 mM) revealed in highly glucose-sensitive VD1/RPaD2 neurons an increase in the rate of slow
membrane depolarization to reach a threshold potential, while the other spike phases remained unchanged. It is
assumed that the glucose effects toward the frequency characteristics of the above L. stagnalis interneurons are
realized via modification (intensification) of the electrogenic Na+-coupled glucose transporter and depend on
their functional affiliation (incorporation into a specific neural network).

Keywords: glucose, neuron, mollusk, action potential, reactive oxygen species
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В настоящее время накапливаются доказательства важной роли ко-агониста глицинового сайта
NMDA-рецепторов D-серина в патогенезе психических расстройств. В литературе обсуждается воз-
можность коррекции когнитивных нарушений и негативной симптоматики при шизофрении с его по-
мощью. Учитывая терапевтический потенциал D-серина, представляется важным исследовать его дей-
ствие на экспериментальных моделях патологического поведения. Данная работа проведена на крысах
линии ГК (“генетические кататоники”), предлагаемых как модель кататонических нарушений, и на
крысах Вистар, не склонных к кататоническим реакциям. Во многих исследованиях используются до-
статочно высокие дозы D-серина, при этом уже установлено, что введение больших доз препарата име-
ет отрицательные побочные эффекты. Цель данной работы – исследовать влияние низких доз D-сери-
на на поведение в тестах светло-темной камеры, приподнятого крестообразного лабиринта и на спо-
собность к обучению в лабиринте Барнс у крыс линии ГК, а также у контрольных животных. В данной
работе показано, что на крыс Вистар внутрибрюшинное введение 50 мг/кг D-серина оказало как анк-
сиолитический, так и прокогнитивный эффекты. У крыс линии ГК доза 100 мг/кг снизила двигатель-
ную активность в приподнятом крестообразном лабиринте, введение 50 мг/кг D-серина снизило дви-
гательную активность в лабиринте Барнс, но не повлияло на время нахождения убежища.

Ключевые слова: кататония, каталепсия, тревожность, обучение, D-серин, линия ГК
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D-серин является эндогенным ко-агонистом
глицинового сайта связывания глутаматных
NMDA-рецепторов, играющих важнейшую роль в
психических функциях. С гипофункцией глутама-
тергической передачи через NMDA-рецепторы
связывают патогенез такого тяжелого заболевания,
как шизофрения [1]. При шизофрении может на-
блюдаться целый спектр нарушений. Выделяют
позитивные (бред, галлюцинации, психомоторное
возбуждение), негативные (дефицит воли, соци-
альный дефицит, каталепсия) и когнитивные
симптомы (расстройство внимания, снижение па-
мяти и др.) шизофрении. Считается, что позитив-
ная симптоматика лучше поддается купированию
соответствующими антипсихотическими препара-
тами, тогда как негативные симптомы и когнитив-
ные нарушения трудно поддаются фармакологиче-
ской коррекции [2, 3]. При этом когнитивные рас-
стройства играют значимую роль в формировании
шизофренического дефекта, и диагностируются
при различных видах шизофрении [4, 5], что делает

актуальным поиск новых терапевтических агентов.
В настоящее время в литературе обсуждается вклад
D-серина в патогенез шизофрении [6, 7]. Некото-
рые клинические испытания подтверждают, что
при шизофрении терапия D-серином, в дополне-
ние к традиционному антипсихотическому лече-
нию, может облегчать негативные симптомы, и
улучшать когнитивные функции [8–11]. У здоро-
вых людей также обнаружен положительный эф-
фект D-серина при возрастных изменениях позна-
вательных функций мозга [12]. Экзогенное введе-
ние D-серина стимулирует NMDA-рецепторы, не
вызывая эксайтотоксических эффектов, следую-
щих за введением прямых агонистов NMDA-ре-
цепторов или самого глутамата [13].

Показана связь D-серина с патологическими
состояниями и на экспериментальных моделях.
Мыши с генотипом SR –/–, с нокаутом гена се-
рин-рацемазы (фермента синтеза D-серина), и об-
ладающие сниженным на 85% уровнем D-серина в
коре и гиппопкампе, демонстрируют высокую го-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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мологию нейропатологических и когнитивных по-
казателей, связанных с шизофренией [7]. На
трансгенных моделях [14] и в экспериментах с ис-
пользованием антагониста NMDA-рецепторов
фенциклидина [15] продемонстрированы анксио-
литический, антидепрессивный и прокогнитив-
ный эффекты D-серина. Показано, что введение
D-серина крысам может предотвратить вызванное
стрессом нарушение когнитивных функций [16].

Открытым остается вопрос о безопасных и эф-
фективных дозах препарата [10]. Во многих работах
[14–16], посвященных изучению влияния D-сери-
на на поведение, используются достаточно высо-
кие дозы вещества (до 3 г/кг). При этом показано
возникновение двигательных нарушений у живот-
ных [17, 18], и нефротоксичность у людей [19, 20]
при приеме высоких доз D-серина.

Учитывая терапевтический потенциал D-сери-
на, представляется важным исследовать его дей-
ствие на модели патологического поведения. В
ИЦиГ СО РАН из крыс линии Вистар путем селек-
ции на усиленную реакцию пассивно-оборони-
тельного застывания была получена линия ГК (на-
званная так от первых букв слов “генетические ка-
татоники”). Накопленные данные позволяют
рассматривать линию ГК как модель кататониче-
ских нарушений [21–23]. Кататонические рас-
стройства, включающие в себя как акинетический
полюс (кататонический ступор и каталепсию), так
и гиперкинетический – кататоническое возбужде-
ние, у человека наблюдаются при целом спектре
заболеваний (шизофрения, аффективные рас-
стройства и другие). Застывание крыс линии ГК,
на которое проводился отбор, выражалось в непо-
движной вертикальной позе с элементами “воско-
вой гибкости”, возникающей в ответ на прижатие
животного палочкой-тестером к стенке клетки и
сохраняемой после того, как тестер убирался.
В дальнейшую селекцию отбирались те животные,
у которых удавалось вызвать застывание не менее
10 сек в нескольких тестах. Отбор на предрасполо-
женность к каталепсии привел не только к повы-
шению частоты и интенсивности застывания, но и
к увеличению частоты встречаемости крыс с повы-
шенной возбудимостью – оборонительном пове-
дении с вокализацией, пароксизмальным бегством
и прыжками при манипуляциях с ними. Эти фор-
мы поведения у каждой особи могут либо сочетать-
ся друг с другом в разной степени, либо сменять од-
на другую [24, 25].

Цель нашей работы – исследовать влияние низ-
ких доз D-серина на тревожно-подобное поведе-
ние и на способность к обучению крыс линии ГК,
предрасположенных к кататоническим реакциям.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальные животные

В исследовании использовались взрослые (6.5–
7 мес) самцы крыс линий ГК, в качестве контроля
использованы крысы Вистар, не предрасположен-
ные к кататоническим реакциям. Животные содер-
жались в конвенциональном виварии Института
цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск) при
естественном режиме освещения со свободным до-
ступом к воде и пище. За 3 дня до начала тестиро-
вания интактные крысы рассаживались в индиви-
дуальные клетки, в которых содержались до конца
эксперимента. Размер групп составлял 8–11 жи-
вотных. Содержание крыс и экспериментальные
процедуры находятся в соответствии с междуна-
родными нормами этического обращения с живот-
ными и принципами Базельской декларации, а
также одобрены Биоэтической комиссией ИЦиГ
СО РАН (протокол № 43 от 28.09.2018).

Схема эксперимента

В первой группе животных изучалось тревожно-
подобное поведение: на 4-й день после рассадки
проводился тест светло-темной камеры, на 6-й –
тест приподнятого крестообразного лабиринта. Во
второй группе животных на 4-й день после рассад-
ки начиналось исследование способности к про-
странственному обучению в лабиринте Барнс. Пе-
ред каждым животным установка для тестирования
очищалась с помощью 70% раствора этанола. Те-
стирование проводилось с 14:00 до 18:00 при искус-
ственном освещении, в изолированном помеще-
нии с фиксацией на видеокамеру без присутствия
экспериментатора. Видеозаписи обрабатывались
исследователем, “слепым” к условиям экспери-
мента. Для каждого анализируемого параметра
фиксировались число, длительность и латентный
период проявления паттерна; в каждом тесте оце-
нивался уровень дефекации.

Тест светло-темной камеры (СТК)

СТК состояла из двух отсеков (темного и свет-
лого) размером 30 × 30 × 30 см, соединенных круг-
лым отверстием. Высаживание проводилось в свет-
лый отсек освещенностью 350 люкс. Освещен-
ность темного отсека составляла 10 люкс.
С помощью программы полуавтоматической ре-
гистрации поведенческих паттернов Real Timer
(ООО “НПК Открытая Наука”, Москва) в течение
5 мин оценивались: время в светлом отсеке, стойки
на задних лапах и груминг (умывание) в светлом
отсеке, число переходов между отсеками, непол-
ные выходы из темного отсека с последующим воз-
вращением (stretched-attend posture, SAP), эпизоды
застывания (полной неподвижности без движений
головы) в светлом отсеке.
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Тест приподнятого крестообразного лабиринта 
(ПКЛ)

ПКЛ состоял из двух открытых и двух закрытых
сбоку (высота стенок 40 см) рукавов длиной 50 см и
шириной 10 см, расположенных на высоте 60 см.
Уровень освещенности в открытых рукавах состав-
лял 350 люкс, в закрытых – 130 люкс. Высаживание
крысы проводилась в центр, мордой в открытый
рукав, в сторону, противоположную эксперимен-
татору. В течение 5 минут оценивались стойки,
груминг, переходы между рукавами, неполные вы-
ходы из закрытого рукава с последующим возвра-
щением (stretched-attend posture, SAP), свешива-
ния головы/плеч с открытого рукава вниз (head-
dipping), эпизоды застывания (полной неподвиж-
ности без движения головы), длительность нахож-
дения в различных частях лабиринта.

Пространственное обучение
Лабиринт Барнс используется для оценки про-

странственного обучения и памяти и основан на
инстинктивном стремлении грызунов к избеганию
открытых пространств и предпочтению закрытых,
темных отсеков [26]. Тестирование проводилось в
установке производства ООО “НПК Открытая на-
ука”, модель TS1101-R (диаметр поля 122 см, на пе-
риферии поля расположено 18 лунок). Уровень
освещенности на поверхности лабиринта состав-
лял 350 люкс. По четырем сторонам от лабиринта
на стенах были размещены контрастные изображе-
ния геометрических фигур (на расстоянии от цен-
тра около 1.5 м). Процедура тестирования включа-
ла в себя трехминутные сессии с обучением (1 раз в
день в течение 5 дней) и проверку навыка (на
7 день) [27]. Оценивались латентный период захода
в целевую лунку (закрытый отсек), длина пройден-
ного пути до захода в целевую лунку, средняя ско-
рость перемещения. Видеотрекинг и регистрация
поведенческих параметров проводились с исполь-
зованием программы EthoVision XT 15 (Noldus).

Введение препаратов
За 45 минут до каждого помещения в установку

для тестирования крысам проводилась внутрибрю-
шинная инъекция объемом 1 мл/кг веса. Живот-
ным контрольных групп вводился физиологиче-
ский раствор (0.9%), животным эксперименталь-
ных групп – D-серин (Sigma-Aldrich),
растворенный в физиологическом растворе (0.9%).
При исследовании тревожно-подобного поведе-
ния использовали D-серин в дозах 50 и 100 мг/кг,
при исследовании способности к обучению в дозе
50 мг/кг. В работе [28] было показано, как отсут-
ствие нефротоксичности D-серина для крыс в вы-
бранных нами дозах, так и то, что введение относи-
тельно малых доз D-серина вызывает увеличение
его уровня в плазме крови выше базального.

Статистика

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакета программ Statistica 6.0
(Stat Soft, USA). Проверка нормальности распреде-
ления проводилась с помощью критерия Колмого-
рова–Смирнова. Для данных, имеющих нормаль-
ное распределение, применялись методы парамет-
рической статистики. Результаты обучения в
лабиринте Барнс обработаны с помощью диспер-
сионного анализа ANOVA для повторных измере-
ний (в качестве факторов были взяты день обуче-
ния и введение препарата), post-hoc анализ сделан
с использованием критерия Tukey HSD. Сравнение
результатов, полученных при проверке навыка,
проведено с помощью One-Way ANOVA. На ри-
сунках представлены средние значения и ошибка
среднего (M ± SEM). Статистически значимыми
считали различия при р < 0.05. В случаях, когда
проверка данных не подтверждала нормальность
распределения, при дальнейшей обработке ис-
пользовались методы непараметрической стати-
стики. Для анализа результатов использовали
дисперсионный анализ Kruskal–Wallis ANOVA.
Апостериорные межгрупповые сравнения прово-
дились с использованием критерия Манн–Уитни с
учетом поправки Бонферрони на множественные
сравнения (для трех групп критический уровень
значимости был принят р < 0.017). В таблицах ре-
зультаты представлены в виде медианы и межквар-
тильного интервала (Me [Q1–Q3]).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние D-серина на тревожно-подобное поведение

Влияние препарата на исследованные парамет-
ры в тесте светло-темной камеры у крыс линий ГК
и Вистар посредством Kruskal–Wallis ANOVA не
обнаружено. Как показатели, характеризующие
тревожно-подобное поведение в СТК (латентный
период захода в темный отсек, число выходов в
светлый отсек из темного), исследовательскую ак-
тивность, так и длительность застывания в светлом
отсеке не изменились под влиянием D-серина. В
отношении застывания стоит отметить, что крысы
Вистар практически не проявляли этой формы по-
ведения – только у одного животного из контроль-
ной группы был зафиксирован один эпизод засты-
вания длительностью 3.7 сек. У крыс ГК застыва-
ние в светлом отсеке СТК наблюдалось у
большинства животных во всех группах (у 66.7%
животных контрольной группы, у 63.6%, получав-
ших D-серин в дозе 50 мг/кг, и у 60% – в дозе
100 мг/кг).

В тесте ПКЛ обнаружены некоторые изменения
в поведении животных под воздействием D-сери-
на. Паттерны поведения, для которых был показан
эффект введения препарата, у крыс Вистар приве-
дены в табл. 1. Межгрупповые различия, получен-
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Таблица 1. Влияние D-серина на поведение в тесте ПКЛ крыс Вистар

Примечание: * – p < 0.017: 50 мг/кг D-серина vs. 0 мг/кг D-серина (контроль);
# – p < 0.017: 50 мг/кг D-серина vs. 100 мг/кг D-серина.

Паттерны поведения Me [Q1–Q3]

Доза D-серина Эффект дозы 
(Kruskal–Wallis 

ANOVA):
H (2, n = 29) 

0 мг/кг (контроль)
n = 8

50 мг/кг
n = 11

100 мг/кг
n = 10

Время в центре, сек 7.2
[1.5–17.3]

24.7
[9.9–29.7]

2.8
[0.8–11.5]

6.49
(р < 0.05)

Лат. период захода в закрытый рукав, сек 2.1
[1.5–3.0]

22.1
[5.1–42.1]

1.7#

[1.3–5.5]
7.84

(р < 0.05)

Число заходов в закрытые рукава 3.5
[1.5–7]

6.0
[5.0–9.0]

2.5#

[2.0–5.0]
6.25

(р < 0.05)

Общее число заходов в рукава 4.5
[3.0–9.0]

10.0
[8.0–12.0]

4.5#

[3.0–8.0]
6.65

(р < 0.05)

Неполный выход из закрытого рукава, N 4.5
[2.0–6.0]

5.0
[4.0–8.0]

1.5#

[1.0–4.0]
6.30

(р < 0.05)

Свешивания с открытого рукава, N 0.0
[0.0–1.5]

4.0*
[2.0–5.0]

0.0
[0.0–6.0]

7.30
(р < 0.05)

Свешивания с открытого рукава, сек 0.0
[0.0–0.8]

1.7*
[0.9–6.5]

0.0
[0.0–8.2]

6.30
(р < 0.05)

Лат. период свешивания с открытого рукава, сек 301
[165.6–301]

11.2*
[7.1–25.6]

301#

[30.3–301]
12.5

(р < 0.01)

Груминг, N 3.0
[1.0–4.5]

0.0*
[0.0–0.0]

2.5#

[1.0–6.0]
10.79

(р < 0.01)

Груминг, сек 12.7
[0.3–35.7]

0.0*
[0.0–0.0]

14.5#

[1.0–6.0]
8.86

(р < 0.05)

Лат. период груминга, сек 169.5
[127.6–259.5]

301*
[301–301]

205.2#

[98.8–269.9]
9.09

(р < 0.02)

ные с учетом поправки на множественные сравне-
ния, отмечены символами.

Крысы Вистар, получавшие 50 мг/кг D-серина,
демонстрируют в ПКЛ увеличение длительности и
числа свешиваний с открытых рукавов вниз (head-
dipping) и снижение смещенной активности (гру-
минг) по сравнению с контрольной группой. Эти
изменения можно рассматривать как свидетель-
ство анксиолитического действия D-серина этой
дозе [29, 30]. Также у крыс, получавших 50 мг/кг
D-серина, снижена смещенная активность и повы-
шена двигательная и исследовательская актив-
ность по сравнению с животными, получавшими
D-серин в дозе 100 мг/кг. Отличий между крысами
Вистар, получавшими 100 мг/кг D-серина, и кон-
трольной группой не обнаружено.

Паттерны поведения, для которых был показан
эффект введения D-серина, у крыс линии ГК пред-
ставлены в табл. 2. Крысы линии ГК, получавшие
100 мг/кг препарата (табл. 2) продемонстрировали
в ПКЛ снижение двигательной активности.

Кроме общепринятых параметров в тесте ПКЛ
мы оценивали реакцию застывания. У крыс Вистар
мы не зафиксировали застывания ни у одной осо-
би. У всех крыс линии ГК в тесте ПКЛ наблюда-
лись эпизоды застывания разной длительности.
Влияние введения D-серина этот параметр не об-
наружено. Но, тем не менее, мы бы хотели отме-
тить некоторое снижение латентного периода за-
стывания у крыс ГК, получавших 100 мг/кг
(p < 0.05) по сравнению с группой, получавшей
50 мг/кг, несмотря на то, что достоверного эффек-
та препарата посредством анализа Kruskal–Wallis
ANOVA на этот признак не получено (H(2, n = 28) =
= 4.4, p < 0.1).

Влияние D-серина на пространственное обучение
в лабиринте Барнс

Для проверки влияния D-серина на простран-
ственное обучение была использована доза
50 мг/кг в группе интактных животных. Для крыс
Вистар было показано влияние дня обучения на ла-
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тентный период нахождения убежища (F(4.56) =
= 20.88, p < 0.001). Также для них было обнаружено
взаимодействие факторов препарата и дня обуче-
ния: F (4.56) = 2.71, p < 0.04. На 2-й день обучения
экспериментальные животные показали большее
время до захода в убежище (р < 0.05), рис. 1. Для
пройденной дистанции был показан эффект дня
обучения (F (4.56) = 3.03, p < 0.03) с меньшим зна-
чением в 5-й день по сравнению с 1-м (p < 0.03).
Для скорости перемещения крыс Вистар также был
показан эффект дня обучения: F (4.56) = 14.16,
p < 0.001, с увеличением ее к 5-му дню обучения.

При проверке навыка у крыс Вистар, получав-
ших D-серин, были обнаружены меньшая прой-
денная дистанция (р < 0.05) и меньшее время до за-
хода в целевую лунку (р < 0.05) по сравнению с кон-
трольными животными, что свидетельствует о
более эффективном поиске убежища [31]. Ско-
рость перемещения крыс Вистар в исследуемых
группах не отличалась (рис. 2).

Для крыс линии ГК показано влияние дня обу-
чения на латентный период нахождения убежища
(F(4.76) = 15.02, p < 0.0001). Эффекта препарата, а
также взаимодействия факторов дня обучения и
введения препарата на время нахождения убежища
не обнаружено. Для дистанции, пройденной до
убежища, показаны эффекты дня обучения
(F(4.76) = 9.60, p < 0.0001) и препарата (F(1,19) =
9.08, p < 0.008), взаимодействие факторов не обна-
ружено. Животные, получавшие D-серин, прошли
меньшую дистанцию (p < 0.008). Для скорости пе-
ремещения обнаружен только эффект дня обуче-
ния (F(4.76) = 11.42, p < 0.001) с возрастанием ско-
рости в 5-й день по сравнению со скоростью в 1-й,
2-й, 3-й и 4-й дни (p < 0.001 для всех). При проверке
навыка у крыс ГК было обнаружено, что живот-
ные, получавшие препарат, прошли меньшую ди-
станцию по сравнению с контрольными (р < 0.05),

латентный период нахождения убежища и ско-
рость перемещения не отличались (рис. 3).

Таким образом, в лабиринте Барнс D-серин в
дозе 50 мг/кг оказал прокогнитивный эффект на
крыс Вистар и снизил двигательную активность у
крыс ГК.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В литературных источниках имеются данные об
анксиолитических и прокогнитивных эффектах
D-серина [14, 15, 33]. В отношении когнитивных
способностей результаты, полученные нами на
крысах линии Вистар, находятся в согласии с дан-
ными других исследователей. Так, у мышей было

Таблица 2. Влияние D-серина на поведение в тесте ПКЛ крыс линии ГК

Примечание: * – p < 0.017: 100 мг/кг D-серина vs. 0 мг/кг D-серина (контроль);
# – p < 0.017: 50 мг/кг D-серина vs. 100 мг/кг D-серина.

Паттерны поведения
Me [Q1–Q3]

Доза D-серина Эффект дозы 
(Kruskal–Wallis 

ANOVA):
H(2, n = 28) 

0 мг/кг
(контроль)

n = 8

50 мг/кг
n = 10

100 мг/кг
n = 10

Время в центре, сек 16.9
[11.4–33.3]

17.2
[12.8–34.0]

7.9
[7.3–10.2]

 7.23
(р < 0.03)

Число заходов в открытые рукава 2.5
[1.0–3.0]

2.0
[2.0–2.0]

1.0 * #
[0.0–1.0]

8.0
(р < 0.02)

Число заходов в закрытые рукава 4.0
[2.0–4.5]

2.5
[2.0–4.0]

2.0 *
[1.0–3.0]

6.1
(р < 0.05)

Общее число заходов в рукава 5.0
[5.0–8.0]

5.5
[4.0–7.0]

2.5 * #
[2.0–4.0]

10.9
(р < 0.004)

Рис. 1. Время нахождения убежища в лабиринте
Барнс крысами Вистар в процессе обучения. Обозначе-
ния: * – p < 0.05: 0 мг/кг D-cерина (контрольная груп-
па) vs. 50 мг/кг D-cерина. Значения представлены как
M ± SEM, n = 8.
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показано улучшение показателей рабочей памяти и
распознавания объектов, сопровождающееся уве-
личением уровня D-серина в гиппокампе, при вве-
дении 50 мк/кг препарата [33]. Введение крысам
100 мг/кг D-серина за 40 мин до тестирования ока-
зывало прокогнитивный эффект при обучении в
водном лабиринте Морриса [34]. У крыс ГК не об-
наружено изменение времени нахождения убежи-
ща под влиянием препарата, но обнаружено сни-
жение пройденного пути до убежища как в процес-
се обучения, так и при проверке навыка. С одной
стороны, более короткий путь считается показате-
лем лучшей обучаемости [26, 31], с другой стороны,
это может отражать снижение двигательной актив-
ности под воздействием D-серина.

Для исследования тревожно-подобного поведе-
ния широко применяются тесты светло-темной ка-
меры и приподнятого крестообразного лабиринта
[29, 30]. В тесте СТК нам не удалость обнаружить
анксиолитические эффекты использованных доз
D-серина ни у одной из линий. Полученные в на-
шей работе результаты свидетельствуют об анксио-
литическом эффекте D-серина для крыс Вистар в
дозе 50 мг/кг в ПКЛ, тогда как введение 100 мг/кг
D-серина такого действия не оказало. Для D-сери-

на описана зависимость эффекта и дозы в виде пе-
ревернутой U-образной кривой [35]. Например,
при исследовании обучения в водном тесте Морри-
са было показано улучшение когнитивных функ-
ций только при использовании средней из исполь-
зованных доз. В этой же работе показано, что бóль-
шая доза D-серина не ведет большей к активации
NMDA-рецепторов. Возможно, уменьшение отве-
та NMDA-рецепторов на более высокую дозу D-се-
рина связано с интернализацией NMDA-рецепто-
ров [36]. Для частичного агониста глицинового
сайта связывания NMDA-рецепторов D-циклосе-
рина, схожего по функциям с D-серином, также
показаны U-образная зависимость эффекта и дозы
[37]. С другой стороны, ранее исследователями бы-
ло продемонстрировано снижение тревожно-по-
добного поведения при использовании больших
доз (1000 м г/кг) D-серина в ПКЛ [32].

В отличие от крыс Вистар, введение D-серина
крысам кататонической линии ГК в дозе 50 мг/кг
не вызвало изменений в ПКЛ, а введение препара-
та в дозе 100 мг/кг вызвало снижение двигательной
активности у крыс линии ГК в этом тесте. В лите-
ратурных источниках приводятся данные об отсут-
ствии эффекта препарата на локомоцию даже в

Рис. 2. Длина пути и время нахождения убежища крысами Вистар при проверке навыка. Обозначения: * – p < 0.05: 0 мг/кг
D-cерина (контрольная группа) vs. 50 мг/кг D-cерина. (a) Путь до убежища. (b) Латентный период нахождения убежища.
Значения представлены как M ± SEM, n = 8.
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Рис. 3. Длина пути и время нахождения убежища крысами ГК при проверке навыка. Обозначения: * – p < 0.05: 0 мг/кг
D-cерина (контрольная группа) vs. 50 мг/кг D-cерина. Значения представлены как M ± SEM, n = 10–11.
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больших дозах (1000 мг/кг) у крыс Спрейг-Доули
[32], однако эксперимент был проведен не на ин-
тактных животных, а подвергавшихся операции.
Существуют данные об анксиогенном эффекте D-
серина в тесте приподнятого крестообразного ла-
биринта при введении в DPAG, дорсальную часть
периакведуктального серого вещества [38]. Также
интересно отметить, что для D-циклосерина на
крысах Вистар показана зависимость эффектов
препарата от базового уровня тревожности живот-
ных [39, 40]. Исследователями был обнаружен анк-
сиогенный эффект D-циклосерина в тесте ПКЛ у
высокотревожных животных, и сделано предполо-
жение о том, что сайт связывания глицина NR1-
субъединицы NMDA-рецепторов вовлечен в реа-
лизацию индивидуальных различий в уровне тре-
вожности [40]. Ранее нами была показана предрас-
положенность к тревожно-подобному поведению у
крыс линии ГК по сравнению с контрольными жи-
вотными Вистар [22]. Возможно, обнаруженные
генотипические различия по поведенческому отве-
ту на D-серин могут быть связаны с тем же нейро-
биологическим субстратом, который обеспечивает
различия в уровне тревожности у крыс Вистар и
ГК.

Таким образом, в данном исследовании обнару-
жены модифицирующие эффекты внутрибрю-
шинного введения малых доз D-серина на поведе-
ние крыс. Эти эффекты проявляются по-разному
на фоне разных генотипов. Механизмы, отвечаю-
щие за обнаруженные изменения поведения, тре-
буют дополнительного исследования. Полученные
результаты убедительно свидетельствуют в пользу
применения дифференциального подхода к ис-
пользованию D-серина в качестве терапевтическо-
го средства.
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Evidence is accumulating for an important role of D-serine, a co-agonist of the NMDA receptor glycine site, in
the pathogenesis of psychiatric disorders. According to various literature sources, D-serine may contribute to
correcting cognitive impairments and negative symptoms in schizophrenia. Given the therapeutic potential of
D-serine, it seems important to investigate its effect on experimental models of pathological behavior. This study
was carried out on GC rats, proposed as a model of catatonic disorders, and Wistar rats, undisposed to catatonic
reactions. In numerous studies, D-serine is used at fairly high doses, although it has been established that high
doses of D-serine elicit adverse side effects. The goal of this work was to investigate the effect of low D-serine
doses on the behavior of both GC rats and control Wistar rats in the light-dark box and elevated plus maze tests,
as well as on their learning ability in the Barnes maze. It was found that intraperitoneal injection of 50 mg/kg
D-serine had both anxiolytic and procognitive effects on Wistar rats. In GC rats, a D-serine dose of 100 mg/kg
reduced locomotor activity in the elevated plus maze test, while at 50 mg/kg, D-serine reduced locomotor activ-
ity in the Barnes maze, but did not affect the latency to escape.

Keywords: catatonia, catalepsy, anxiety, learning, D-serine, GC rats
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У 20- и 30-дневных крольчат, подвергнутых гипоксии в разные периоды внутриутробной жизни, иссле-
дован спектральный состав ЭКоГ слуховой коры. Недостаток кислорода в зародышевый (E1–8), пред-
плодный (E8–18) и плодный периоды (E18–28) пренатального развития по-разному влияет на форми-
рование спектра ЭКоГ слуховой коры крольчат. Эти различия в основном выражаются степенью уве-
личения количества медленных волн в электрической активности слуховой коры. Как у 20-, так и
30-дневных крольчат, подвергнутых гипоксии в зародышевый период эмбриогенеза, спектральные по-
казатели ЭКоГ отклоняются от нормы незначительно, тогда как гипоксия на двух более поздних сроках
эмбриогенеза приводила к более выраженным, но сходным изменениям спектральных показателей.
Исходя из этих данных, можно предположить, что клетки, формирующие нервные структуры, генери-
рующие электрическую активность слуховой коры кролика, более чувствительны к недостатку кисло-
рода в предплодный и плодный периоды эмбриогенеза, по сравнению с зародышевым периодом внут-
риутробной жизни.

Ключевые слова: пренатальная гипоксия, электрокортикограмма, зародышевый период, предплодный
период, плодный период, кролик
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В литературе, на основании электрофизиологи-
ческих исследований, считается, что на ранних
этапах онтогенеза чем моложе организм, тем его
нервная система более устойчива к кислородной
недостаточности [1, 2]. Так, в срезах мозга 4-, 7- и
10-дневных и взрослых крыс постсинаптические
потенциалы нейронов исчезают, соответственно,
через 22, 9, 6 и 4 мин после начала аноксии [2]. Од-
нако, имеются данные, которые не согласуются с
этим общепринятым представлением. По мнению
некоторых авторов, реакция нервной системы на
кислородное голодание в пренатальном онтогенезе
и период новорожденности исследовано недоста-
точно, и представление о высокой устойчивости
развивающейся нервной системы к гипоксии ос-
новывается на исследованиях, проведенных, в ос-
новном, в более поздние периоды онтогенеза [3, 4].
Обнаружено, что несмотря на то, что электриче-
ская активность развивающегося мозга, по сравне-
нию со взрослым, меньше подавляется под воздей-
ствием гипоксии, незрелые нервные структуры, в
частности, нейроны, больше подвержены гипо-
ксическим повреждениям [4]. Также имеются

электрофизиологические данные, указывающие
на то, что в течение первого месяца жизни чувстви-
тельность нервной системы крольчат к кислород-
ному голоданию повышается [3].

Реакция нервной системы на гипоксию изменя-
ется также в течение эмбриогенеза. Известны дан-
ные о том, что у 25-дневных плодов кролика, по
сравнению с 20-дневными, гипоксия, вызванная
пережатием пуповины, вызывает более выражен-
ные изменения в ЭЭГ [5].

Структурные изменения, как в развивающейся,
так и зрелой нервной системе, могут проявляться
сразу или отсроченно, через 1–3 сут, неделю или
больше времени после воздействия гипоксии. По-
добная закономерность обнаруживается во всех
структурах нервной системы [6, 7]. Поэтому для
определения устойчивости развивающейся нерв-
ной системы к недостатку кислорода значитель-
ный интерес представляют те электрофизиологи-
ческие исследования, которые проведены не сразу
после воздействия гипоксии, а в более поздние пе-
риоды онтогенеза. Так, было показано, что у

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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28-дневных плодов кролика, испытавших кисло-
родное голодание в предплодный период внутри-
утробной жизни, в ЭКоГ сенсомоторной коры об-
наруживаются очень сильные изменения, в то вре-
мя как после гипоксии в плодный период в
корковой активности изменения почти отсутству-
ют [8]. В спектре ЭЭГ лимбической и зрительной
коры крольчат разного возраста после кислородно-
го голодания в зародышевый, предплодный и
плодный периоды внутриутробной жизни также
обнаружены изменения разного характера [9, 10].
Однако из-за неоднозначности этих изменений
не представляется возможным определение перио-
да пренатальной жизни, когда нервная система
проявляет наибольшую чувствительность к недо-
статку кислорода.

Учитывая вышеизложенное, в настоящей рабо-
те электрофизиологическими методами исследо-
вано изменение восприимчивости нервной систе-
мы к гипоксии в разные периоды внутриутробной
жизни. С этой целью проведен анализ ЭКоГ кроль-
чат разного возраста после воздействия гипоксии в
разные периоды пренатального развития. Объек-
том исследования выбрана слуховая кора, которая,
по сравнению с другими сенсорными корковыми
областями, отличается более поздним морфофунк-
циональным развитием в онтогенезе [11].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования проводились на 20- и 30-дневных

крольчатах породы Шиншилла. Все исследования
проводили в соответствии с принципами Базель-
ской декларации и рекомендациями биоэтическо-
го комитета организации ARRIVE [15].

В обеих возрастных группах электрофизиологи-
ческие исследования проводились на 4 группах
крольчат. Одна группа животных служила контро-
лем. Крольчата первой экспериментальной группы
подвергались воздействию гипоксии в течение все-
го зародышевого периода (с 1-го по 8-е сутки), вто-
рой – в течение предплодного периода (с 8-го по
18-е сутки), а третьей – в течение плодного периода
(с 18-го по 28-е сутки) пренатальной жизни (клас-
сификация пренатального онтогенеза по Шмитду
[12]). В контрольной и экспериментальных группах
использовались 17, 14, 16 и 17 крольчат, соответ-
ственно, 20-дневного возраста, и 17, 14, 15 и
16 крольчат 30-дневного возраста. Для создания
гипоксического состояния у плодов по методу
Б.М. Хватовой (“Способы определения степени
тяжести гипоксии”. Авт. св. №. 2986388.1983) бере-
менная крольчиха каждый день помещалась в
прозрачную специально вентилируемую камеру
объемом 0.12 м3, куда в течение 20 мин подавалась
смесь газов – кислорода (5%) и азота (95%). В ка-
мере содержание диоксида углерода не превышало
0.1%. Перед родами беременные крольчихи пере-

саживались в клетку, приспособленную для ухода
за потомством. До электрофизиологических иссле-
дований крольчата содержались вместе матерью.

Исследоване электрокортикограммы (ЭКоГ)
слуховой коры проводилось в обоих полушариях.
Координаты слуховой коры определяли по картам
коры головного мозга кролика [13, 14]. Перед реги-
страцией электрической активности коры мозга
животных наркотизировали внутривенным введе-
нием раствора этаминала–натрия в дозе 40 мг/кг
веса животного. Для регистрации электрической
активности обнажали участок слуховой коры мозга
площадью 0.5 см2. ЭКоГ регистрировали с поверх-
ности слуховой коры посредством игольчатых
электродов, референтный электрод фиксировали в
носовой пазухе. ЭКоГ записывали на 8-канальном
электроэнцефалографе “Медикор” (Венгрия) и на
компьютере “Нейрон Спектр 2” (Россия). Филь-
тры усилителя электроэнцефалографа устанавли-
вались в диапазоне 0.1–70 Гц. Регистрация с каж-
дой области продолжалась в течение 20 мин. Жи-
вотных по окончании опытов усыпляли раствором
этаминала-натрия.

Спектральный анализ ЭКоГ проводился с по-
мощью компьютера “Нейрон Спектр 2”. Исследо-
ваны стандартные волны δ-, θ-, α-, β1- и β2-диапа-
зонов. Эпохи анализа для каждого животного со-
ставляли 30 с.

Статистическую обработку полученных данных
проводили на компьютере “Нейрон Спектр 2” c
помощью пакета программ Excel. Статистическую
достоверность различия средних значений спек-
тральных показателей оценивали с помощью кри-
терия Фишера (F-критерий). Данные считались
достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Проведенный анализ показывает, что в спектре

ЭКоГ 20-дневных крольчат преобладают быстрые
волны. Однако ЭКоГ отличается очень высоким
содержанием медленной активности – 25.4%. В
медленном спектре δ-активность, по сравнению с
доминирующей θ-активностью, индекс которой
равняется – 14.1 ± 1.3%, представлена несколько
меньше – 11.3 ± 1.5%. Быстрые волны β1- и β2-диа-
пазона имеют наибольшие индексы в спектре
электрической активности – 19.5 ± 2.2% и
40.7 ± 4.2%. α-активность занимает 14.4 ± 1.7%
спектра (рис. 1, 2).

После перенесенной гипоксии в зародышевый
период эмбриогенеза в спектре усиливается выра-
женность медленной активности. Прирост в коли-
честве δ- и θ-волн равен 21–23%. Вместе эти волны
занимают 30.9% спектра, что на 21% больше, чем в
норме. Удельный вес всех быстрых волн фоновой
активности уменьшается.
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Анализ ЭКоГ слуховой коры крольчат, испы-
тавших дефицит кислорода в предплодный период
эмбриогенеза, показывает, что в ее спектре рез-
ко возрастает доля медленных δ- и θ-волн и со-
ставляет 33.9% (p < 0.05). Этот показатель на
33% больше, чем в норме. При этом прирост мед-
ленных волн, в основном, связан с δ-активностью,
которая становится доминирующей в медленном
спектре (p < 0.01). Резко – в 1.5 раза – уменьшается
количество волн α-диапазона (p < 0.05). Более уме-
ренно ослабляется β-активность. Если индекс β2-
волн, по сравнению с контролем, меньше на 12%,
то ослабление β1-активности очень незначитель-
ное (рис. 1, 2).

После гипоксического воздействия в плодный
период эмбриональной жизни электрическая ак-
тивность слуховой коры также характеризируется
сильно измененным спектром. Доля низкочастот-
ных δ- и θ-волн в спектре резко – на треть – воз-
растает и достигает 33.6% (p < 0.05). Как и в преды-
дущей экспериментальной группе, δ-активность
(p < 0.01) становится преобладающей в медленном
спектре, а индекс θ-волн незначительно отличает-
ся от контроля. В той или иной степени ослабляет-
ся активность всех быстрых волн. Если количество
колебаний α-диапазона уменьшается на 40%
(p < 0.05), то изменение спектральных показателей
β1- и β2-волн менее выражено (рис. 1, 2).

Рис. 1. ЭКоГ слуховой коры 20-дневных крольчат: a – контроль, b – после гипоксии в зародышевый (E1–8), c – пред-
плодный (E8–18) и d – плодный периоды эмбриогенеза (E18–28). Калибровка: 100 мкВ, 1 с.

(a)

(b)

(c)

(d)

Рис. 2. Спектральный состав ЭКоГ слуховой коры 20-дневных крольчат: a – контроль (n = 17), b – после гипоксии
в зародышевый (E1–8, n = 14), c – предплодный (E8–18, n = 16) и d – плодный период эмбриогенеза (E18–28, n =
= 17). * – (p < 0.05), **– (p < 0.01).
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Обобщая эти данные, можно заключить, что у

20-дневных крольчат после гипоксии в последние

периоды внутриутробной жизни, по сравнению с

первым (зародышевым), в спектре ЭКоГ слуховой

коры изменения выражены сильнее. Если в первой

экспериментальной группе прирост медленных

волн спектра равен 21%, то в следующих экспери-

ментальных группах увеличивается ровно на треть.

У контрольных 30-дневных крольчат спектраль-

ный состав и общая картина ЭКоГ во многом напо-

минают таковую у предыдущего возраста. Анализ

показывает, что в спектре ЭКоГ 30-дневных кроль-

чат медленные волны занимают 26.9% спектра. В

медленном спектре δ- и θ-волны представлены не-

равномерно, с некоторым преобладанием послед-

них. Индекс δ- и θ-активности, соответственно,

равен 12.2 ± 1.8 и 14.7 ± 1.5%. В быстром спектре

меньше всех представлены волны α-диапазона –

15.1 ± 1.7%. Спектральный индекс β2-волн ровно в

два раза превышает таковой β1-волн, они, соответ-

ственно, занимают 38.4 ± 4.1 и 19.6 ± 2.1% спектра

ЭКоГ (рис. 3, 4).

У крольчат этого возраста, перенесших кисло-

родное голодание в зародышевый период эмбрио-

Рис. 3. ЭКоГ слуховой коры 30-дневных крольчат: a – контроль, b – после гипоксии в зародышевый (E1–8), c – предп-
лодный (E8–18) и d – плодный периоды эмбриогенеза (E18–28). Калибровка: 100 мкВ, 1 с.

(a)

(b)

(c)

(d)

Рис. 4. Спектральный состав ЭКоГ слуховой коры 30-дневных крольчат: a – контроль (n = 17), b – после гипоксии в
зародышевый (E1–8, n = 14), c – предплодный (E8–18, n = 15) и d – плодный период эмбриогенеза (E18–28, n = 16).
* – (p < 0.05), ** – (p < 0.01).
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генеза, спектральный состав несколько отклоняет-

ся от нормы. Прежде всего происходит сдвиг в со-

отношении медленных и быстрых волн в спектре в

сторону первых. Выраженность медленных волн на

15% больше, чем в контроле, и они занимают 31.1%

спектра. Увеличение индекса медленных волн свя-

зано как с δ-, так и θ-активностью. Как и в норме, в

спектре θ-активность представлена чуть больше,

чем δ-активность. Незначительно изменяется ин-

декс волн быстрого спектра, удельный вес волн α-

и β2-диапазона меньше, а β1-диапазона больше,

чем в норме.

Анализ спектрального состава фоновой актив-

ности слуховой коры 30-дневных крольчат

после перенесенного кислородного голодания в

предплодный период внутриутробной жизни пока-

зал, что суммарное количество медленных δ- и

θ-волн, по сравнению с контролем, увеличивается

на 27% (p < 0.05) и равняется 34.2%. Увеличение ак-

тивности медленных колебаний происходит за счет

δ-волн (p < 0.01), а выраженность θ-волн почти не

меняется. Тем самым δ-частота становится доми-

нирующей в медленном спектре. На 50% ослабля-

ется α-активность (p < 0.05), изменение показате-

лей остальных быстрых волн менее заметное. Ин-

декс активности β1 – уменьшается, β2-волн –

увеличивается (рис. 3, 4).

ЭКоГ 30-дневных крольчат после кислородного

голодания в плодный период пренатальной жизни

также отличается сильно измененными спектраль-

ными показателями. В спектре удельный вес мед-

ленных волн достоверно возрастает до 38.4%

(p < 0.05) (повышение на 42.5% по сравнению с

контролем). Усиление выраженности медленного

спектра связано как с δ-, так и θ-волнами. При

этом в медленном спектре преобладает δ-актив-

ность, прирост которой, по сравнению с θ-ак-

тивностью, в два раза больше (p < 0.01). Одновре-

менно в спектре уменьшается количество всех

быстрых волн. Больше всех – примерно на 30% –

изменяется количество волн α-диапазона (p <

< 0.05). Менее выражено ослабление β1- и β2-актив-

ности (рис 3, 4).

У 30-дневных крольчат спектральные показате-

ли ЭКоГ слуховой коры после кислородного голо-

дания в предплодный и плодный периоды прена-

тального развития, по сравнению с зародышевым

периодом, больше отклоняются от нормы. Соот-

ветственно в трех экспериментальных группах

медленные волны спектра увеличиваются на 15, 27

и 42.5%. В последних экспериментальных группах

удельный вес медленного спектра ЭКоГ, соответ-

ственно, составляет 34.2 и 38.4%. Однако, различия

между ними являются статистически не достовер-

ными.

Обобщая вышеизложенные данные, можно за-

ключить, что гипоксия в зародышевый, предп-

лодный и плодный периоды пренатального раз-

вития по-разному влияет на формирование спек-

тра ЭКоГ слуховой коры крольчат. Эти различия в

основном выражаются степенью увеличения ко-

личества медленных волн в электрической актив-

ности.

В спектре ЭКоГ слуховой коры 20- и 30-днев-

ных крольчат, имеющих почти идентичный состав,

недостаток кислорода в зародышевый период

пренатального развития приводит к минималь-

ным изменениям, в то время как гипоксия на бо-

лее поздних сроках эмбриогенеза приводит к бо-

лее заметным и почти одинаковым изменениям

спектральных показателей ЭКоГ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для понимания влияния гипоксии на электри-

ческую активность коры головного мозга в

пренатальном онтогенезе необходимо рассмот-

реть основные этапы ее развития в течение дан-

ного периода. Нервная трубка у кролика форми-

руется на 9-й день [16], а корковая пластина на

12–14-е дни или 16-й день внутриутробной жиз-

ни [17]. По всему неокортексу нейроны появля-

ются с 15-го дня [18]. С 18–19-го дня начинается

стратификация коры мозга, и на 20-й день на ней

ясно выделяются 2 комплекса слоев – верхний

более густонаселенный и нижний – бедный эле-

ментами [17, 20]. На 22-й день внутриутробной

жизни в неокортексе формируется зачаток II–

IV слоев [20], и появляются первые афференты

[21]. С этого периода начинается интенсивная

дифференцировка нейронов неокортекса [22]. На

24–25 день пренатальной жизни в неокортексе, в

основном, заканчивается процесс нейрогенеза [19,

23]. Одновременно нижние корковые слои приоб-

ретают четкие границы [17, 23]. К концу пренаталь-

ной жизни большинство нейронов нижних слоев

коры мозга дифференцируются [17, 24]. К моменту

рождения неокортекс кролика характеризуется ясно

различимыми слоями, с дифференцированными

нейронами, развитым нейропилем, сформирован-

ными афферентными и эфферентными связями и

представляет собой высокодифференцированную

и дееспособную структуру [17, 24, 25].

В наших предыдущих работах подобные иссле-

дования проводились на 28-дневных плодах кро-

лика и 10-дневных крольчатах [26]. На основании

этих, а также представленных в настоящей статье

данных можно определить возрастные особенно-

сти изменений ЭКоГ слуховой коры крольчат по-

сле гипоксии в разные периоды внутриутробной

жизни. У 28-дневных плодов кролика и 10-дневных

крольчат гипоксия в предплодный и плодный пе-

риоды эмбриогенеза приводит к более выражен-

ным и почти одинаковым изменениям спектраль-

ного состава суммарной активности по сравне-
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нию с гипоксией в зародышевый период. Исходя

из этих данных, можно предположить, что нерв-

ные структуры, генерирующие электрическую

активность слуховой коры кролика в последние

два периода внутриутробной жизни, проявляют

более высокую чувствительность к недостатку

кислорода.

Сравнительный анализ также показывает, что

до 20-го дня постнатальной жизни во всех экспери-

ментальных группах чем старше возраст животных,

тем сильнее спектральные показатели ЭКоГ у ги-

поксических животных отличаются от контроля.

На основании исследований, проведенных на

контрольных животных разного возраста, также

можно установить закономерности формирования

фоновой активности слуховой коры кролика в он-

тогенезе. Спектральные показатели слуховой коры

формируются уже к 10-му дню постнатальной жиз-

ни, и по мере дальнейшего развития они почти не

изменяются. У кролика подкорковые структуры в

начале постнатального онтогенеза почти заверша-

ют свое развитие [17]. По мнению большинства ав-

торов, к концу 1-го месяца жизни цитоархитекто-

ническое развитие коры мозга кролика заканчива-

ется [17, 27], плотность синапсов становится почти

дефинитивной [28]. В коре мозга миелинизируется

значительная часть нервных волокон [29]. На ос-

новании этих данных можно утверждать, что к это-

му периоду нервная система кролика в общих чер-

тах формируется. Следовательно, спектр фоновой

активности слуховой коры становится дефинитив-

ным еще до завершения формирования нервной

системы.

В последние годы обнаружено, что в течение

эмбриогенеза чувствительность к гипоксии коры

мозга, подкоркового белого и серого вещества моз-

га и ряда других структур нервной системы изменя-

ется [6, 30, 31]. Учитывая роль подкоркового белого

и серого вещества мозга в генезе ЭЭГ [32, 33], мож-

но предположить, что кислородная недостаточ-

ность в разные периоды эмбриогенеза по-разному

влияет на морфофункциональное состояние не

только коры, но и подкорковых структур мозга, что

выражается в различиях спектральных характери-

стик ЭКоГ, регистрируемых в разные периоды

постнатального развития.

Гипоксия в относительно ранние периоды эм-

бриональной жизни приводит к существенным из-

менениям в коре мозга и подкорковом белом веще-

стве в постнатальный период [6, 31]. Этот период

для коры мозга является критическим, так как в это

время закладываются ее базисные элементы [6].

Основной причиной высокой восприимчивости

подкоркового белого вещества к гипоксии являет-

ся появление предшественников олигодендроци-

тов [31, 34].

К концу эмбриональной жизни эти структуры

приобретают относительную устойчивость к недо-

статку кислорода, а подкорковое серое вещество,

наоборот, становится восприимчивым к ее дей-

ствию [6, 30, 31]. У эмбриона человека этот период

охватывает последний триместр беременности

[30].

Увеличение чувствительности серого вещества,

а точнее подкорковых ядер, к гипоксии к концу эм-

бриогенеза связывают с нехваткой энергии из-за

усиления их активности [35]. Однако в исследова-

ниях, проведенных на плодах овцы, обнаружено,

что в позднем эмбриогенезе, по сравнению с его

ранними периодами, с ослаблением способности к

поддержанию кровяного давления и мембранных

функций нейронов, подкорковые ядра становятся

более восприимчивыми к гипоксии [36].

Известно, что в раннем эмбриогенезе выделяют

два критических периода, когда развивающийся

организм наиболее восприимчив к неблагоприят-

ным воздействиям. Первый, предшествующий им-

плантации, и второй – формированию зачатков

органов, когда неблагоприятные факторы могут

способствовать возникновению различных поро-

ков [37]. У кролика эти критические периоды по-

чти соответствуют зародышевому периоду внут-

риутробной жизни [16]. Тем не менее в наших

исследованиях в нервной системе крольчат на-

блюдаются менее выраженные изменения, вы-

званные кислородным голоданием в зародышевый

период эмбриогенеза. Возможно, относительная

устойчивость развивающейся нервной системы к

дефициту кислорода в течение зародышевого пе-

риода пренатальной жизни связана с более низки-

ми потребностями в кислороде делящихся клеток

эмбриона в указанный период [38].

Предполагается, что гибель нейронов при кис-

лородном голодании также опосредована их си-

наптической активностью. В исследованиях, про-

веденных в культуре гиппокампальных нейронов,

аноксия, вызванная цианидом, не влияет на не-

дифференцированные нейроны, а дифференциро-

ванные погибают [39]. Показано, что в коре мозга

гибель ГАМК-ергических нейронов в свою очередь

вызывает гибель нейронов, связанных с ними по-

средством синаптической передачи [40]. Следова-

тельно, нельзя исключать, что в ранние периоды

эмбриогенеза отсутствие синаптических связей у

нейронов является одной из причин их относи-

тельной устойчивости к воздействию гипоксии.

У кролика предплодный период эмбриональной

жизни характеризуется интенсивными процессами

органогенеза [16]. Нарушение этих процессов под

воздействием гипоксии, несомненно, отражается в

структурах нервной системы. В указанный период

кора мозга и подкорковое белое вещество проявля-

ют высокую чувствительность к нехватке кислоро-
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да [30, 31]. Можно предположить, что эти структур-

ные нарушения являются основными причинами

сильного изменения ЭКоГ под влиянием гипоксии

в течение предплодного периода внутриутробной

жизни.

Несмотря на то что к концу эмбриональной

жизни наблюдается снижение восприимчивости

коры мозга и подкоркового белого вещества к не-

достатку кислорода [6, 30, 31], а также формируют-

ся защитные антигипоксические реакции головно-

го мозга [41], в наших исследованиях электриче-

ская активность слуховой коры резко реагирует на

гипоксию в поздние периоды эмбриогенеза. Воз-

можно, это связано с тем, что в начале плодного

периода пренатальной жизни кролика этот участок

коры мозга и подкорковое белое вещество все еще

сохраняют высокую чувствительность к гипоксии

[6, 30, 31]. Также в исследованиях, проведенных на

кроликах, обнаружено, что с появлением новых

предшественников олигодендроцитов подкорко-

вое белое вещество мозга к концу эмбриональной

жизни снова может приобретать восприимчивость

к гипоксии [31]. Повреждение серого вещества

подкорковых структур мозга при дефиците кисло-

рода в плодный период пренатальной жизни также

может играть существенную роль в изменении

спектра ЭКоГ. Высокую чувствительность нерв-

ной системы к гипоксии в плодный период эм-

бриогенеза также можно объяснить усилением ее

функциональной активности, что приводит к за-

вышенным энергетическим затратам.

Поведенческие исследования также указывают

на то, что кислородная недостаточность в конце

внутриутробной жизни вызывает сильные функци-

ональные нарушения в нервной системе. Показа-

но, что у крыс воздействие гипоксии в период

преимущественной генерации и миграции ней-

робластов (Е14) является значимым как для фи-

зиологического развития и становления двигатель-

ного поведения животных, так и для реализации

когнитивных функций мозга. В то время как к кон-

цу эмбриональной жизни период когда в мозге

преобладают процессы созревания и дифференци-

ровки (Е18), является более важным для осуществ-

ления когнитивных функций. [42].

Как уже было упомянуто, до 20-го дня постна-

тальной жизни во всех экспериментальных груп-

пах, с возрастом изменения электрической актив-

ности слуховой коры крольчат становятся более

выраженными. Несомненно, эти изменения отра-

жают отсроченные морфофункциональные изме-

нения в нервной системе как в коре мозга, так и в

других структурах, играющих роль в генерации

суммарной корковой активности.

Известно, что нервная система способна к вос-

становлению после гипоксических повреждений.

Breen и соавт. предполагают, что в пренатальном

периоде эта способность выше, чем в зрелом мозге

[43]. Чем раньше произведена гипоксия, или же

чем старше возраст анализируемого животного,

тем больше времени отведено для восстановления

нервной системы. Однако с появлением отсрочен-

ных морфофункциональных изменений однознач-

но оценить роль восстановительных процессов в

нервной системе в изменениях электрической ак-

тивности коры мозга пока не представляется воз-

можным.

Ввиду того, что в настоящее время о генезе волн

спектра ЭЭГ известно недостаточно, выявление

точных механизмов его изменения под воздействи-

ем гипоксии, в частности, усиление выраженности

медленных волн, не представляется возможным.

По мнению Steriade, Amzica и соавт. , как мед-

ленные, так и быстрые волны ЭЭГ генерируются

единой таламокортикальной системой [44, 45].

Другие же считают, что только быстрые волны ЭЭГ

отражают активацию коры мозга таламусом. Генез

медленных δ- и θ-волн связывается с активацией

коры мозга глубинными подкорковыми структура-

ми и лимбической системой, соответственно [46,

47]. Предполагается также, что волны дельта-диа-

пазона формируются благодаря синхронной ак-

тивности коры мозга и подкорковых структур [48].

Следовательно, увеличение медленных волн в

спектре под влиянием гипоксии, соответственно,

можно объяснить изменениями в таламокорти-

кальной системе, или подкорковых структурах и

лимбической системе, или же одновременно в выс-

ших и подкорковых структурах мозга.

Для понимания механизмов влияния гипоксии

на ЭЭГ прежде всего необходимо выяснение ее

нейрональных механизмов. В настоящее время об

этих механизмах известно очень мало и не во всех

случаях можно обнаружить корреляцию между им-

пульсной активностью корковых нейронов и ха-

рактером ЭЭГ.

Существует мнение, что при ослаблении им-

пульсной активности корковых нейронов усилива-

ется выраженность медленных волн в ЭЭГ [49, 50].

Результаты многих исследований подтверждают

это предположение. У крыс при гипоксии началь-

ная активация ЭЭГ по времени совпадает с усиле-

нием фоновой импульсации корковых нейронов, и

по мере ее подавления увеличивается выражен-

ность медленных волн [51]. При постсинаптиче-

ской депрессии импульсной активности корковых

нейронов редуцируются высокие частоты спектра

ЭЭГ [52]. Обнаружено, что при активации таламо-

кортикальных нейронов в результате деполяриза-

ции их мембраны в ЭЭГ генерируются более высо-

кие частоты [53]. На основании этих данных мож-

но предположить, что увеличение количества

медленных волн в ЭЭГ при гипоксии связано с
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ослаблением импульсной активности корковых

нейронов, и наоборот [54].

Возможно, в условиях кислородной недостаточ-

ности ослабление разрядной активности корковых

нейронов в результате их истощения или повре-

ждения является одной из основных причин усиле-

ния выраженности медленных волн в спектре ЭЭГ.

У плодов овцы исчезновение высокочастотных

волн в ЭЭГ при асфиксии ассоциируется с острым

повреждением корковых нейронов [55].

Под влиянием гипоксии мембрана у большин-

ства нейронов деполяризируется [56–58], у других,

в том числе и центральных – гиперполяризируется

[50, 56, 57]. Эти изменения, соответственно, при-

водят к усилению [56–58] или ослаблению вплоть

до полного исчезновения импульсной активности

нейронов [50, 56, 57]. При этом надо учитывать, что

эти исследования, в основном, проведены in vitro.

Существует мнение, что обменные процессы в

нейронах играют значительную роль в генезе сум-

марной активности коры мозга или вовсе опреде-

ляют ее характер [59–61]. Обнаружено, что ослаб-

ление обмена веществ в коре мозга приводит к по-

явлению в ЭЭГ медленных ритмов [60]. Несмотря

на то что роль биохимических процессов в проис-

хождении ЭЭГ окончательно не выяснена, нельзя

исключить их влияние на электрическую актив-

ность коры мозга при нехватке кислорода.

При гипоксии обычно работа сердца независи-

мо от возраста ослабляется и при этом церебраль-

ное кровообращение усиливается. Однако это

не компенсирует недостаток кислорода [62, 63]. В

результате отмечается нарушение обмена веществ

в нервной системе. Существует точка зрения, что

ослабление работы сердца приводит к увеличению

выраженности низкокочастотных волн ЭЭГ, и на-

оборот [64, 65]. Однако подобную связь не обнару-

живают [66, 67]. По мнению Hellström-Westas и

Rosén, изменения в сердечно-сосудистой системе

при гипоксии отражаются на показателях ЭЭГ

только у взрослых [64].

Предположительно спектральные изменения в

ЭЭГ под воздействием гипоксии могут быть связа-

ны с ее повреждающим и неповреждающим дей-

ствием на нервную систему. У новорожденных де-

тей, перенесших нехватку кислорода, структурные

изменения в нервной системе обнаруживаются и в

том случае, когда ЭЭГ остается нормальной [68].

На основании этих данных нельзя исключить роль

гипоксического повреждения нервных структур в

каких-либо заметных изменениях суммарной

электрической активности коры мозга. Вполне

возможно, что в спектральных показателях ЭЭГ

отражаются не только морфофункциональные из-

менения в коре мозга и других структурах нервной

системы, но и в уровне обмена веществ которой в

значительной мере связана с работой сердечно-со-

судистой системы. Можно предположить, что если

эти изменения в ЭЭГ при регистрации непосред-

ственно после воздействия гипоксии обратимы, то

при отсроченной регистрации – необратимы.

При кислородном голодании, как обычно, в

ЭЭГ усиливается выраженность медленных волн,

что предположительно связано с подавлением раз-

рядной деятельности корковых нейронов. В ре-

зультате проведенного анализа предполагается, что

эти изменения носят не случайный, а целенаправ-

ленный характер. В условиях гипоксии генерация

ЭЭГ регулируется модулирующими и пейсмекер-

ными нейронами, а также активацией эндогенных

механизмов самих корковых нейронов. Модулиру-

ющие и пейсмекерные нейроны, в основном

управляемые внутриклеточными механизмами,

формируют систему, способную воздействовать на

активность нейронов коры и других структур мозга

при гипоксии. Нейроны, как возбуждающие, так и

тормозные, формирующие систему, расположены

во всех отделах нервной системы, но в основном

сосредоточены в ее центре – в филогенетически

древних подкорковых структурах. Восходящими и

нисходящими прямыми или опосредованными пу-

тями они имеют связи со всеми структурами нерв-

ной системы, начиная от центра до периферии

[54].

Это предположение основывается на следую-

щих данных. Известно, что внутриклеточные меха-

низмы способны существенно влиять или же кон-

тролировать генерацию нейронами нервного им-

пульса [69, 70] и их ритмическую активность [69,

71, 72]. Тем самым они могут играть значительную

роль в генерации разных волн и ритмов ЭЭГ [69,

70].

Внутриклеточные механизмы электрическую

активность нейронов регулируют также при не-

хватке кислорода [50, 73, 74]. Обнаружено, что из-

менение проводимости мембранных каналов ней-

ронов может наступать сразу же после воздействия

гипоксии, когда еще не нарушено их энергетиче-

ское обеспечение [73, 74]. При аноксии у нейронов

блуждающего нерва активация К+-каналов мем-

браны не зависит от уровня АТФ [50]. На основа-

нии этих данных можно предположить, что сдвиг в

мембранном потенциале нейрона, в частности, ее

гиперполяризация при кислородном голодании

также может наступать под влиянием внутрикле-

точных механизмов.

Известно, что некоторые корковые нейроны, по

сравнению с другими, играют более значительную

роль в генезе ЭЭГ [75, 76]. В коре мозга крысы не-

большое количество нейронов обеспечивает появ-

ление θ-ритма, веретен и волн arousal и сильно

влияет на остроту ЭЭГ [75]. Благодаря активности

принципиальных нейронов коры мозга, объеди-
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ненных посредством аксональных щелевых кон-

тактов, генерируются очень быстрые осцилляции

ЭЭГ [76].

Предполагается, что гипотетические пейсме-

керные нейроны подкорковых структур способны

воздействовать на активность корковых нейронов

[45, 48, 77]. Ослабление этих влияний на нейроны

коры мозга при гипоксии является одной из при-

чин дезорганизации стандартного медленного

комплекса ЭЭГ [48]. Пейсмекерные нейроны так-

же формируют нисходящие пути, которые модули-

руют активность сенсорных путей и рецепторов

[78].

В условиях гипоксии система модулирующих и

пейсмекерных нейронов регулирует активность

корковых нейронов посредством синаптических

контактов и несинаптических сигналов, а также

активацией эндогенных механизмов нейронов. По

мере развития гипоксии, благодаря воздействию

этих нейронов и эндогенных механизмов, разряд-

ная деятельность нейронов угнетается, тем самым

предотвращается их повреждение или гибель. Этот

процесс отражается на ЭЭГ усилением выражен-

ности медленных волн и генерацией медленных

ритмов.

Ослабление активности модулирующих и пей-

смекерных нейронов подкорковых структур в ре-

зультате морфофункциональных нарушений при-

водит к усилению возбудимости центральных ней-

ронов, и возможно, является одним из механизмов

развития патологической активности в ЭЭГ. На

это указывают данные о том, что у новорожденных

острота ЭЭГ ассоциируется с повреждением ба-

зальных ганглиев, таламуса, подкоркового белого

вещества, internal сapsule, но только не с корой моз-

га [79].

Предположительно регуляция генерации ЭЭГ

модулирующими и пейсмекерными нейронами

осуществляется как при патологических, так и

нормальных условиях. Следовательно, генерация

ЭЭГ не является случайным процессом, а частично

или полностью контролируется самим мозгом [54].
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The Impact of Hypoxic Exposures at Different Stages
of Prenatal Development on Electrical Activity of the Rabbit Auditory Cortex

in the First Month of Postnatal Life

A. G. Guseynov
A.I. Garayev Institute of Physiology, Azerbaijan National Academy of Sciences, Baku, Azerbaijan

e-mail: guseynov_alipanah@mail.ru

The spectral composition of the auditory cortex electrocorticogram (ECoG) was studied in 20- and 30-day-old
rabbit pups exposed to hypoxia at different stages of prenatal life. Oxygen deficiency had differential effects on
the formation of the auditory cortex ECoG spectrum at the embryonic (E1–8), pre-fetal (E8–18), and fetal
(E18–28) stages of prenatal development. These differences were mainly manifested in an increased number of
slow waves of electrical activity. Both in 20- and 30-day-old rabbit pups exposed to hypoxia at the embryonic
stage, ECoG spectral characteristics insignificantly deviated from the normal level. By contrast, hypoxia experi-
enced at the pre-fetal and fetal stages led to more pronounced, though similar, changes in spectral characteristics.
These data suggest that neural structures of the rabbit auditory cortex are more sensitive to oxygen deficiency at
the pre-fetal and fetal stages of prenatal development compared to the embryonic stage.

Key words: prenatal hypoxia, electrocorticogram, embryonic period, prefetal period, rabbits pups
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В настоящей работе методом энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии и масс-спектромет-
рии с индуктивно-связанной плазмой определены концентрации макро- и микроэлементов в гонадах,
сперматозоидах, яйцеклетках и трохофорах самцов и самок черной и коричневой морф средиземно-
морской мидии Mytilus galloprovincialis, собранной в весенний сезон 2019 г. с коллекторов мидийно-
устричной фермы в Карантинной бухте г. Севастополя (Крым, Черное море). Получены статистически
значимые различия в элементном составе гонад, половых продуктов и трохофор различных полов чер-
ных и коричневых мидий. В мужских и женских гонадах черных и коричневых мидий отсутствуют до-
стоверные различия в макроэлементном (С, O, N, P, S) составе, тогда как в половых продуктах и ли-
чинках различия существенны. Микрофотографии образцов гонад, сперматозоидов, яйцеклеток и ли-
чинок черных и коричневых мидий, выполненные с помощью сканирующего электронного
микроскопа, отличаются по распределению элементов. В женских гонадах коричневых и черных ми-
дий преоблада.т медь, железо и мышьяк, но в гонадах коричневых мидий содержание этих элементов
достоверно ниже, чем в черных. Содержание цинка и селена в моллюсках черной морфы выше. Больше
всего статистически значимых различий в элементном составе удалось выявить в трохофорах и яйце-
клетках черных и коричневых мидий.

Ключевые слова: мидия Mytilus galloprovincialis, морфы, гонады, сперматозоиды, яйцеклетки, личинки,
макроэлементы, микроэлементы, Чёрное море
DOI: 10.31857/S004445292106005X

Двустворчатый моллюск Mytilus galloprovin-
cialis – важный компонент прибрежных морских
экосистем. Он обладает высоким потенциалом по-
глощения элементов из воды [1], и накопленные в
тканях элементы могут превышать их концентра-
ции в окружающей среде на несколько порядков
[2]. При накоплении в количествах, превышающих
метаболические потребности макро- и микроэле-
менты могут в конечном итоге выводиться с фека-
лиями, мочой и половыми продуктами [3, 4]. По-
этому весьма актуально применение мидий в каче-
стве биоиндикаторов состояния прибрежных
акваторий.

Элементный состав моллюсков изучают, в ос-
новном, в тканях и створках, но мало уделяют вни-
мания определению содержания макро- и микро-
элементы в половых продуктах и личинках мол-
люсков. Макроэлементы включаются в различные
биофизические и биохимические процессы и по-
этому являются незаменимыми для поддержания
жизни. Недостаток даже одного из эссенциальных
элементов в организме может остановить его рост

или репродукцию. В организме моллюсков макро-
элементы являются структурными компонентами
основных органических веществ: белков (C, H, O,
N, S); липидов (C, H, O, P, N); углеводов (C, H, O).
Макро- и микроэлементы входят в состав биологи-
чески активных веществ: аминокислот, фермен-
тов, витаминов, гормонов, пигментов. Установле-
на связь концентраций макроэлементов, состоя-
щих из биогенных элементов (C, N, P, S) и
основных катионов (Na, Mg, K, Ca), с биоаккуму-
ляцией микроэлементов (Al, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, As, Se, Mo, Cd, Ba, Pb) в мягких тканях мидий
Mytilus edulis и Perna viridis [5]. Было показано, что
концентрации макроэлементов в тканях сильно
связаны с ростом и размножением животных, а
биологические процессы сильно влияют на биоак-
кумуляцию некоторых микроэлементов. Биологи-
ческие факторы, влияющие на накопление макро-
элементов, включают в себя возраст, размер, пол,
генотип, фенотип, активность питания и степень
полового созревания моллюсков [6].
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Известно, что в черноморской популяции ми-
дии M. galloprovincialis наблюдается полиморфизм
по цвету раковины. Увеличение количества мидий
с раковиной черного цвета можно рассматривать
как физиологический отклик моллюсков на изме-
нения окружающей среды [7]. До сих пор отсут-
ствуют сведения о накоплении макро- и микроэле-
ментов на протяжении всего жизненного цикла
мидий, относящихся к разным цветовым морфам,
включая их половые продукты и личинки. Измене-
ние элементного состава в процессе нереста чер-
ной и коричневой морф мидии также еще не было
изучено.

Поэтому целью данной работы является анализ
элементного состава мужских и женских гонад, по-
ловых продуктов и личинок черной и коричневой
морф мидии M. galloprovincialis из Черного моря.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Мидии отбирали в весенний сезон 2019 г. с кол-

лекторов мидийно-устричной фермы в Карантин-
ной бухте г. Севастополя (44°61'83.46" N,
33°50'33.80" E) при температуре воды в море 8°C на
глубине 6 м, визуально разделяя по цвету створок.
Длина раковин черных и коричневых мидий варьи-
ровала в диапазоне от 6.5 до 7.5 см. Пол моллюсков
и стадию их полового созревания определяли пу-
тем изучения мазков гонад под микроскопом [8].
Моллюски находились преимущественно на пред-
нерестовой стадии развития. После механической
очистки раковин мидий от обрастаний их тщатель-
но промывали в фильтрованной морской воде и
сразу извлекали мягкие ткани, чтобы избежать ча-
стичной потери элементов [9]. Выстилающие обе
створки гонады мидий отделяли от раковин с ис-
пользованием пластмассового скальпеля и промо-
кали фильтровальной бумагой, предварительно
вымоченной в деионизированной воде и высушен-
ной. Яйцеклетки и сперматозоиды одноразмерных
мидий получали по методике, разработанной ранее
Л.Л. Никоновой и соавт. [8]. Яйцеклетки собирали
с помощью дозатора и переносили в пробирки,
сперматозоиды осаждали с помощью центрифуги
при 1500 об/мин в течение 5 мин. Для получения
личинок в лабораторных условиях проводили не-
рест и оплодотворение черных и коричневых морф
одноразмерных моллюсков по методике, указан-
ной в работе Л.Л. Капрановой и соавт. [10]. Био-
массу личинок, полученную на третьи сутки экспе-
римента, отделяли от воды с помощью фильтра с
размером пор 84 мкм. Все подготовленные образ-
цы гонад, половых продуктов и личинок трехкрат-
но промывали деионизированой водой и высуши-
вали до постоянной массы при 105 ± 5°С. Высу-
шенные образцы измельчали в ступке до
однородной массы и просеивали через сито.

Качественный анализ для обнаружения макро-
элементов проводили с помощью энергодисперси-

онного рентгеновского анализатора сканирующего
электронного микроскопа (СЭМ) “SU3500” (“Hi-
tachi High-Technologies Corporation”, Япония).
Диапазон измерений массовой доли элементов со-
ставлял от 0.5% до 100%. Пределы допускаемой от-
носительной погрешности измерений массовой
доли элементов в диапазонах составляли: от 0.5 до
1.5–20%; от 1.5 до 10–15%; от 10 до 20–10%; от 20 до
100–5%. Количественный анализ микроэлементов
проводили на масс-спектрометре с индуктивно-
связанной плазмой (“Plasma Quant MS Elite”, “An-
alytik Jena”, Германия), с параметрами, приведен-
ными в работе [9]. Перед микроэлементным анали-
зом лабораторную посуду выдерживали в течение
двух суток в 2% растворе азотной кислоты, очи-
щенной перегонкой без кипения в установке
“DST-1000” (“Savillex”, США), с последующим
ополаскиванием деионизированной водой. Биоло-
гические пробы минерализовали путем мокрого
сжигания в очищенной 65% азотной кислоте во
фторопластовых пробирках и затем разбавляли де-
ионизированной водой так, чтобы разбавление бы-
ло в пределах 1000–2000 мл г–1 (в пересчете на
сухую массу). Калибровочные кривые строили по
стандартным растворам, полученным путем раз-
бавления деионизированной водой многоэлемент-
ного стандарта “IV–ICPMS–71A–C” (“Inorganic
Ventures”, США, 10 мг л–1). Коэффициенты детер-
минации линейной регрессии для всех калибро-
вочных графиков были не менее 0.998.

Биологическая повторность (количество вари-
антов одного и того же опыта) – пятикратная. Ана-
литическая (количество анализов, взятых с одного
образца) – трехкратная. Всего было проанализиро-
вано 150 образцов мидий: 5 мужских и 5 женских
гонад черной и коричневой морфы, половые про-
дукты, полученные от 5 самок и 5 самцов черных и
коричневых мидий, а также их личинки. Погреш-
ность трехкратных измерений макро- и микроэле-
ментов в каждом образце не превышала допусти-
мых значений. Статистические различия оценива-
ли в программе PAST 4.01, применяя
однофакторный дисперсионный анализ и апосте-
риорный попарный анализ по критерию Тьюки.
Различия между средними значениями в выборках
считали статистически значимыми при p < 0.05. Ре-
зультаты представлены как среднее ± доверитель-
ный интервал с вероятностью 95% (n = 15, где n –
количество измерений).

Работа выполнена с соблюдением биоэтических
норм. Все процедуры, выполненные в исследова-
ниях, с участием мидий, соответствовали этиче-
ским стандартам и утвержденным правовыми акта-
ми РФ, а также принципам Базельской деклара-
ции.
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И ОБСУЖДЕНИЕ

Рассмотрим элементный состав коричневой и
черной морфы мидии. Для сравнения макроэле-
ментного состава коричневой и черной морфы ми-
дии выбраны мужские и женские гонады, находя-
щиеся на пятой стадии полового созревания (до
нереста), сперматозоиды, яйцеклетки и трохофо-
ры. Полученные экспериментальным путем дан-
ные пересчитывали на массу органического веще-
ства, состоящего из углерода, кислорода, азота,
фосфора и серы (табл. 1). Так как водород не имеет
характеристических пиков в рентгеновском спек-
тре, то рассчитывали теоретически возможное ми-
нимальное и максимальное содержание водорода в
белках, липидах и углеводах (в виде гликогена)
мягких тканей мидий. Полученное значение соста-
вило от 6.06 до 6.56% и учтено в табл. 1. Статисти-
ческий анализ показал значимые различия в содер-
жании С, O, N, P, S в сперматозоидах, яйцеклетках
и трохофорах коричневых и черных мидий (в табл.
1 обозначены звездочкой). Следует отметить, что
спектры СЭМ отображают элементный состав по-
верхностного слоя исследуемых образцов толщи-
ной несколько микрон.

Углерод. Различий в содержании углерода в го-
надах черных и коричневых мидий не обнаружено.
При этом в мужских гонадах черных мидий углеро-
да на 10% меньше, чем в женских гонадах коричне-
вых мидий. В сперматозоидах коричневой и чер-
ной морф количество углерода одинаковое
(58.0 ± 0.5% и 57 ± 3%), но наблюдаются статисти-
чески значимые различия по N, P и S. В яйцеклет-
ках коричневой морфы содержание углерода на
20% выше, чем в черной, что, вероятно, связано с
более высоким содержанием жирных кислот в по-
ловых продуктах коричневых мидий (табл. 1) [11]. В
личинках черных мидий содержание углерода на
30% выше, чем в личинках коричневых моллюсков.

Кислород. Количество кислорода в мужских и
женских гонадах и сперматозоидах черных и ко-

ричневых мидий примерно одинаковое. Так как в
яйцеклетках коричневых мидий содержание липи-
дов выше из-за более высокого содержания жир-
ных кислот, то массовая доля кислорода – в два ра-
за ниже, чем в черных, у которых, видимо, более
высокое содержание углеводов. В трохофорах ко-
ричневых мидий, наоборот, кислорода на порядок
больше, чем в черных личинках.

Азот. В мужских гонадах черных и коричневых
мидий содержание азота в два раза больше, чем в
женских, что указывает на большее содержание в
липидах женских гонад насыщенных жирных кис-
лот [11]. В сперматозоидах и трохофорах коричне-
вых мидий количество азота на порядок больше,
чем в черных. В яйцеклетках наоборот. Повышен-
ное содержание азота в сперматозоидах и трохофо-
рах коричневых мидий можно объяснить различи-
ем в количестве белков в половых продуктах чер-
ной и коричневой морф.

Фосфор. Гонады самцов мидий имеют более вы-
сокое содержание фосфора по сравнению с самка-
ми. Вероятно, данная особенность может быть свя-
зана с повышенной концентрацией фосфатных
эфиров, в первую очередь АТФ, который служит
основным источником энергии для обеспечения
подвижности сперматозоидов. В сперматозоидах и
трохофорах коричневых мидий фосфора больше,
чем в черных. В яйцеклетках наоборот. Видимо, в
сперме коричневых и в яйцеклетках черных мидий
также больше АТФ, что можно объяснить разной
интенсивностью работы ферментов.

Сера. В сперматозоидах черных мидий содержа-
ние серы в несколько раз больше, чем в коричне-
вых. Вероятно, это связано с повышенным количе-
ством серосодержащих аминокислот в моллюсках
(цистеина, метионина, цистина). В трохофорах ко-
ричневых и черных мидий значимых различий в
содержании S не найдено. Обнаружено, что у дву-
створок M. edulis и Rаngia cuneata метионин может
преобразовываться в цистеин и окисляться до про-
дуктов, дающих начало синтезу таурина, но с прин-
ципиальными отличиями [12, 13]. Одно из них за-

Таблица 1. Макроэлементный состав и значимые различия (p < 0.05, n = 15) в элементном составе (C, O, N, P, S) чер-
ной и коричневой морф мидии Mytilus galloprovincialis

Примечание: кор. – коричневая морфа раковины мидии; чер. – черная морфа раковины мидии; ± – доверительный интервал с
вероятностью 95% (n = 15); * – достоверные различия между морфами (р < 0,05, n = 15).

Элементы

Гонады ♂ Гонады ♀ Сперматозоиды Яйцеклетки Трохофоры

Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер.

Массовая доля, %

С 55.7 ± 2 52 ± 0.6 65.5 ± 5.7 59.5 ± 4.9 57.7 ± 1.0 57.1 ± 6.3 77.5 ± 1.0* 55.7 ± 1.4* 58.1 ± 6.6* 81.4 ± 0.4*
O 24.0 ± 0.3 25 ± 0.6 20.1 ± 3.7 22.8 ± 3.2 19.7 ± 1.6 16.8 ±1.5 12.9 ± 1.4* 24.1 ± 0.2* 22.4 ± 3.5* 2.5 ± 0.1*
N 10.0 ± 2 13 ± 0.6 5.4 ± 1.7 8.7 ± 2.5 11.4 ± 0.1* 3.0 ± 1.2* 1.8 ± 0.8* 11.1 ± 1.0* 9.9 ± 3.2* <0.1*
P 2.0 ± 0.3 2.5 ± 0.5 1.3 ± 0.4 1.4 ± 0.5 4.6 ± 0.6* <0.1* 0.5 ± 0.1 1.4 ± 0.1 1.5 ± 2.5 <0.1
S 1.5 ± 0.4 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.4 1.3 ± 0.4 0.6 ± 0.1* 3.1 ± 2.3* 0.4 ± 0.1 1.3 ± 0.1 1.1 ± 0.3 0.1 ± 0.1
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ключается в механизме окисления цистеина в тау-
рин. У R. cuneata наблюдали большое количество
меченой цистеиновой кислоты, образующейся при
окислении цистеина, что указывало на дальнейшее
окисление цистеинсульфиновой кислоты в цисте-
иновую кислоту, в результате декарбоксилирова-
ния которой образуется таурин. У M. edulis цистеи-
новая кислота не образовалась, зато появился ме-
ченный промежуточный продукт – гипотаурин.
Таурин образовывался и оставался в тканях мидии,
в то время как у R. cuneata таурин в течение не-
скольких часов исчезал из организма. Концентра-
цию аминокислот в организме связывают с солено-
стью воды. При сравнении содержания аминокис-
лот в двух видах морских моллюсков M. edulis и
Ostrea edulis с пресноводным видом Anodonla cygnea
оказалось, что пресноводный вид имеет более низ-
кие концентрации аминокислот, чем морские мол-
люски [14]. Аналогичные результаты получены при
сравнении концентрации аминокислот в тканях
пресноводных и морских ракообразных. Различия
двух морф мидии по элементному составу также
можно объяснить адаптацией моллюсков к услови-
ям обитания [15].

Рассмотрим распределение элементов в поло-
вых продуктах и трохофорах мидии, полученное с
помощью энергодисперсионной рентгеновской
спектроскопии (рис. 1). Для наглядности на рис. 1
a–j представлены наиболее подходящие масштабы
сканирования.

Цвета клеток и тканей черных и коричневых
морф мидии имеют разнообразный характерный
морфотип, образующий яркие орнаменты. Цвет-
ные узоры тканей мужских и женских гонад, поло-
вых продуктов и личинок черных и коричневых
моллюсков отличаются по секторам различной
ширины, концентрических полос, пятен, шевро-
нов или зигзагообразных сложных мозаик, состоя-
щих из геометрических фигур разных размеров.
Во-первых, это может быть связано с различной
структурой тканей. Во-вторых, особенно отлича-
ются по цвету и структуре сперматозоиды, яйце-
клетки и трохофоры мидий, принадлежащие к раз-
ным цветовым морфам.

Красным цветом на зеленом фоне обозначены
зоны с максимальным содержанием кислорода.
Возможно, это вызвано тем, что содержание гли-
когена и сахаров в мужских гонадах коричневых и
черных мидий различное. Представленные изобра-
жения отличаются текстурой поверхности. Образ-
цы, относящиеся к черной морфе, более текстуи-
рованы. На всех изображениях отчетливо видны
оттенки от бледно-зеленого (рис. 1d) до темно-фи-
олетового (рис. 1i) и изумрудного (рис. 1j) цвета,
что показывает различия в элементном составе го-
над, половых продуктов и личинок черной и ко-
ричневой морф. Отмечены фиолетовые включения
различного размера в трохофорах мидий (рис. 1 i, j).

Эти включения можно наблюдать на зеленом фоне
(рис. 1a–h). Вероятно, это факт свидетельствует об
ответной реакции трохофор на влияние экзоген-
ных факторов, например, соленость, температуру
[16] или загрязнения водной среды [10].

У трохофор черных мидий фиолетовым цветом
обозначены атомы серы (рис. 1j). Массовая доля
серы в трохофорах коричневых мидий на порядок
больше, чем в черных: 1.1 ± 0.1% и 0.1 ± 0.1% соот-
ветственно.

Различия двух морф мидий по элементному со-
ставу обусловлены биохимическими характери-
стиками их тканей [17]. Активности альдолазы в
жабрах темно-коричневых мидий ниже, чем у чер-
ных мидий [18], что связано с особенностями усло-
вий обитания мидий.

Цветовые морфы характерны и для других видов
морских моллюсков. Так, при изучении размерно-
возрастных и фенотипических особенностей сома-
тического роста черноморского гребешка выделе-
но 7 цветовых морф [19]. Бежевый, фиолетовый и
серо-коричневый фенотипы имеют высокий уро-
вень синтеза белка. Моллюски, относящиеся к фе-
нотипу смешанного типа, имели показатели ткане-
вого биосинтеза примерно в 2.5 раза ниже, чем
представители других морф. Полученные результа-
ты свидетельствуют о сопряженности ростовых
процессов с окрасом раковин моллюска. Окраска
раковины мидий зависит от гемэритрина – фиоле-
тового пигмента, что непосредственно связано с
экспрессией определенных генов [7]. Так, при изу-
чении цвета раковин устриц Crassostrea gigas впер-
вые обнаружили эндогенные порфирины, опреде-
ляющие пигментацию раковин [16]. Наличие ге-
мов, чьими предшественниками являются
порфирины, объясняло пурпурный цвет раковин, а
также темный цвет мышц моллюсков. Эти иссле-
дования показали, что различный окрас раковин
устриц связан с трансляцией генов, так как у неко-
торых моллюсков обнаружены псевдогены или не-
активные гены, которые не могли приводить к экс-
прессии определенного белка.

Мидии накапливают металлы из воды незави-
симо от того, являются ли эти элементы незамени-
мыми для их жизнедеятельности или ксенобиоти-
ками. Поэтому представляет интерес изучить мик-
роэлементный состав гонад, половых продуктов и
трохофор мидий, относящихся к разным цветовым
морфам (табл. 2).

Гонады самок отличаются от гонад самцов по-
вышенным содержанием As, Mn и Zn на разных
стадиях полового созревания (за исключением ста-
дии 4). Это дает сильный довод в пользу биохими-
ческой вовлеченности этих элементов в оогенез
мидий.

Особое внимание следует уделить элементам,
которые играют существенную функциональную
роль в гаметогенезе мидий. Например, селен и
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Рис. 1. Микрофотографии в СЭМ половых продуктов и трохофор мидии Mytilus galloprovincialis: а – гонады ♂ коричневой
морфы, b – гонады ♂ черной морфы, c – гонады ♀ коричневой морфы, d – гонады ♀ черной морфы, e – сперматозоиды
коричневой морфы, f – сперматозоиды черной морфы, g – яйцеклетки коричневой морфы, h – яйцеклетки черной мор-
фы, i – трохофоры коричневой морфы, j – трохофоры черной морфы.
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цинк необходимы для поддержания функций ре-
продуктивной системы. Цинк, полученный из пи-
щи, связан, в основном, с мягкими тканями ми-
дий, а Zn из морской воды – с раковинами [20]. В
общем, не менее 30% микроэлементов поглощает-
ся с пищей, а в случае Se эта доля составляет 98%
[21].

Различия в распределении Se между органами, а
также его влияние на репродуктивную функцию
моллюсков плохо изучены. Концентрации Se в го-
надах и половых продуктах самок и самцов мидий
изменяются аналогично концентрациям стероид-
ных гормонов и зависят от репродуктивного цикла
моллюсков [9, 10].

Данные о роли Se в метаболизме мидий, к сожа-
лению, отсутствуют. Селен и селенопротеины
обеспечивают жизнеспособность сперматозоидов
и защиту организма от активных форм кислорода.
Исследования селенопротеинов на генном уровне
показали, что их отсутствие во время сперматоге-
неза приводит к аномальному развитию спермато-
зоидов, что, в свою очередь, влияет на качество
спермы [22]. Селен в основном влияет на репро-
дуктивные параметры и плодовитость животных
[23]. Существуют доказательства того, что размер
моллюсков может играть роль в поглощении Se.
Обнаружено, что концентрация селена в моллюс-
ках C. amurensis, подвергшихся воздействию рас-
творенных источников Se (IV), снизилась на 50%,
когда средняя длина раковины моллюсков увели-
чилась на 30% [24].

Цинк важен для всех форм жизни. Особенно
много его в тканях морских животных. Известна
специфическая функция цинка в репродуктивной
системе амфибий, например, существование
“цинковых искр”, контролирующих оплодотворе-

ние [25]. Цинк является кофактором большой
группы ферментов, катализирующих гидролиз
пептидов, белков и сложных эфиров, полимериза-
цию ДНК и РНК. Наличие цинка стимулирует рост
и деление клеток [26].

Настоящее исследование показало, что в гона-
дах и личинках черной морфы мидии содержание
Zn больше, чем в коричневых моллюсках. Также
наблюдается отличие концентраций Zn в анало-
гичных тканях самцов и самок. Но только по этим
данным нельзя установить, с какими субклеточны-
ми структурами или биохимическими процессами
связаны более высокие концентрации элементов.
Наиболее явные отличия в содержании Zn можно
наблюдать в сперматозоидах, яйцеклетках и трохо-
форах. В мужских и женских гонадах содержание
Zn примерно одинаковое. Видимо, мидии погло-
щают микроэлементы, в том числе Zn, из окру-
жающей среды, где они, подобно стероидным
гормонам, депонируются в мягких тканях, а за-
тем экскретируются вместе с половыми продук-
тами [4, 23].

Содержание Se в женских гонадах и сперматозо-
идах коричневых мидий в два раза выше, чем в чер-
ных моллюсках. А в яйцеклетках и трохофорах –
наоборот. Можно предположить, что различия в
содержании Se и Zn в мягких тканях и половых
продуктах черных и коричневых мидий влияют на
биохимический состав как самих моллюсков, так и
их половых продуктов и личинок. В целом многие
элементы накапливаются в больших количествах в
гонадах самок, что согласуется с измерениями в
мягких тканях в преднерестовый период [9]. Это
дает сильный довод в пользу биохимической во-
влеченности этих элементов в оогенез мидий. Не-
смотря на то что пока не известна специфическая

Таблица 2. Концентрация некоторых микроэлементов в черных и коричневых морфах мидии Mytilus galloprovincialis

Примечание: Данные представлены как среднее ± доверительный интервал с вероятностью 95%, n = 15; н.о. – не обнаружено;
кор. – коричневая морфа раковины мидии; чер. – черная морфа раковины мидии; Г ♂ – мужские гонады; Г ♀ – женские гонады;
Сп.– сперматозоиды; Я – яйцеклетки; Т – трохофоры; * – достоверные различия между морфами (р <0.05, n = 15).

Объ-
ект

Концентрация микроэлементов, мкг/гсух.

Сu As Fe Al Mg Ca Si Se Zn

Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер. Кор. Чер.

Г♂ 80 ± 
9

95 ±
12

7.0 ±
0.4*

15 ±
3*

65 ±
8

55 ±
4

50 ±
3*

30 ±
2*

757 ±
230*

450 ±
30*

115 ±
26

71 ±
12

30 ±
10

22 ±
5

1.0 ±
0.1

1.0 ±
0.1

17 ± 
3

20 ± 
1

Г♀ 347 ± 
65*

173 ±
14*

14 ±
1

18 ±
5

117 ±
33

145 ±
24

73 ±
13

84 ±
13

398 ±
54*

207 ±
46*

91 ±
25

53 ±
18

46 ±
12

42 ±
9

2.0 ±
0.4*

0.7 ±
0.1*

57 ± 
8

51 ± 
10

Сп. 764 ±
99*

2139 ± 
256*

29 ±
5*

3 ±
1*

189 ±
20*

232 ±
16*

253 ±
13*

473 ±
13*

171 ±
28*

1292 ± 
136*

363 ±
65*

233 ±
48*

95 ±
15

110 ±
30

2.0 ±
0.1*

0.6 ±
0.1*

28 ± 
1*

62 ± 
12*

Я 373 ±
89*

213 ±
13*

12 ±
3

17 ±
3

83 ±
16

52 ±
11

137 ±
24*

63 ±
9*

141 ±
19

163 ±
37

139 ±
12*

94 ±
13*

63 ±
2

44 ±
6

0.5 ±
0.1*

1.0 ±
0.1*

45 ± 
2

56 ± 
10

Т 613 ±
14*

439 ±
42*

н.о. 0.3 ±
0.2

49 ±
2*

75 ±
11*

103 ±
2

106 ±
12

45 ±
11*

109 ±
9*

93 ±
2*

239 ±
17*

26 ±
9

28 ±
5

0.3 ±
0.1

0.8 ±
0.4

2.0 ± 
0.1*

5.0 ± 
0.1*
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функция этих элементов в репродуктивной систе-
ме самок мидий, имеются сообщения об эссенци-
альности цинка в развитии ооцитов и эмбрионов.

Можно предположить, что максимальную кон-
центрацию микроэлементов в гонадах мидии мож-
но наблюдать на преднерестовой стадии полового
созревания, когда масса гонад максимальна. Тем
не менее, как показали результаты наших исследо-
ваний, содержание Mg и Ca выше в мужских гона-
дах. В мужских и женских гонадах коричневых ми-
дий Mg и Ca выше, чем у черных (табл. 2).

В женских гонадах коричневых и черных мидий,
в отличие от мужских, преобладают Cu, Fe и As, но
в гонадах коричневых моллюсков содержание этих
элементов ниже, чем в черных (табл. 2). Наиболее
важными факторами снижения концентрации эле-
ментов в тканях является перераспределение эле-
ментов по всему организму в процессе интенсив-
ного роста гонад и выведение с половыми продук-
тами [4, 9].

Содержание K и Na в данной работе не рассмат-
ривали, так как морская вода, в которой выращи-
вали личинок, является “матрицей” для этих эле-
ментов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог, можно отметить, что при оценке

содержания металлов в тканях мидий следует учи-
тывать пол моллюсков, их возраст и репродуктив-
ный цикл, который оказывает влияние на межсе-
зонные изменения массы ткани и цвет раковин.
В мужских и женских гонадах черных и коричне-
вых мидий не наблюдали достоверных различий в
макроэлементном составе, тогда как в половых
продуктах и личинках различия были существен-
ные. В гонадах, половых продуктах коричневых
мидий содержание углерода, следовательно, содер-
жание органических соединений выше, чем в чер-
ных мидиях.

В яйцеклетках коричневой морфы кислорода в
два раза меньше, а в трохофорах на порядок боль-
ше, чем в моллюсках, относящихся к черной мор-
фе. Это показывает, что в трохофорах коричневых
мидий содержится большое количество полисаха-
ридов и/или других энергетических доноров и гли-
когена. Десятикратное превышение азота в спер-
матозоидах и трохофорах коричневых мидий, по
сравнению с черными, в основном указывает на
различный аминокислотный состав моллюсков,
что может быть связано как с условиями их обита-
ния, так и заложено генетически. В сперматозои-
дах и трохофорах коричневых мидий фосфора, и
соответственно АТФ, больше, чем в черных мол-
люсках. В яйцеклетках наоборот.

В сперматозоидах черных мидий содержание се-
ры в пять раз выше, чем в коричневых, вероятно,
из-за наличия серосодержащих аминокислот. В

мужских и женских гонадах коричневых мидий
концентрация марганца, кальция, калия и фосфо-
ра выше, чем у черных. В женских гонадах корич-
невых и черных мидий преобладают медь, железо и
мышьяк, но в гонадах коричневых мидий содержа-
ние этих элементов ниже, чем в черных. Больше
всего статистически значимых различий удалось
выявить в трохофорах и яйцеклетках черных и ко-
ричневых мидий, что при дальнейшем развитии
может отражаться на биохимическом составе мол-
люсков.

Вероятно, в процессе биохимической эволюции
в организмах возникали разнообразные металло-
протеины, и эта диверсификация требовала не
только химической вариабельности элементов, но
и их относительно высоких концентраций в тка-
нях. Этот факт, скорее всего, указывает на то, что
мидии двух морф могут развиваться с разной ин-
тенсивностью.
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ELEMENTAL COMPOSITION OF GONADS, GAMETES AND LARVAE
IN THE BLACK AND BROWN MORPHS OF THE BIVALVE MOLLUSK MYTILUS 

GALLOPROVINCIALIS LAM.
L. L. Kapranovaa, #, V. I. Ryabushkoa, S. V. Kapranova,

V. N. Lishaeva, and M. V. Nekhorosheva

a A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol, Russia
#e-mail: lar_sa1980@mail.ru

Concentrations of the bulk and trace elements were determined in male and female gonads, gametes (sperm and
eggs), and larvae (trochophores) of black and brown morphs of the Mediterranean mussel Mytilus galloprovincia-
lis using energy dispersive X-ray spectroscopy and inductively coupled plasma mass spectrometry. The mollusks
were collected in spring 2019 on a mussel-and-oyster farm (Black Sea, Crimea, Sevastopol, Karantinnaya Bay).
In the male and female gonads of black and brown morphs, no statistically significant differences were detected
in concentrations of the bulk structural elements (C, N, O, P, S), while in gametes and trochophores, these dif-
ferences were significant. Trace elemental analysis revealed that in the female gonads of both black and brown
morphs, Cu, Fe, and As were dominant, however in brown morphs, concentrations of these elements were sig-
nificantly lower than in black mussels. Zn and Se concentrations in the gonads of black morphs were significantly
higher than in brown mussels. Most of the statistically significant differences were found between trochophores
and eggs of black vs. brown morphs. These data show that the two M. galloprovincialis morphs differ in their ele-
mental composition.

Keywords: mussel Mytilus galloprovincialis, morphs, gonads, sperm, eggs, larvae, trace elements, bulk structural
elements, Black Sea


