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Академик Александр Данилович Ноздрачев – ведущий отечественный физиолог,
связавший свою научную деятельность с Институтом физиологии им. И.П. Павлова и
педагогическую деятельность – с Санкт-Петербургским государственным универ-
ситетом. Он и его ученики внесли значительный вклад в изучение физиологии ав-
тономной нервной системы. В октябре 2021 г. Александру Даниловичу исполняется
90 лет, и он сохраняет оптимизм, любовь к людям и страсть к науке.

Александр Данилович родился в г. Карачеве Орловской (ныне Брянской) области
в семье инженера-геофизика. Его детство и юность пришлись на трудные годы в ис-
тории нашей Родины. На 106-й день Великой отечественной войны оказался в окку-
пации, дважды бежал из угоняемых немцами этапов. Военное и послевоенное время
сформировало в нем стойкость и упорство, желание добиться в жизни своих целей.

После войны он поступил в Витебский ветеринарный институт, окончил его с
отличием и был рекомендован в аспирантуру, которую проходил в Ленинградском
институте усовершенствования ветеринарных врачей на кафедре топографической
анатомии и оперативной хирургии. После защиты кандидатской диссертации (1957 г.)
работал в Отделе сравнительной физиологии нервной деятельности Института
экспериментальной медицины под руководством академика АМН СССР Дмитрия
Андреевича Бирюкова. Молодому кандидату наук было поручено изучение только
что возникшего “серотонинергического” направления. Он стоял у истоков разви-
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тия в нашей стране направления по изучению роли серотонина в межнейронной и
нейроэффекторной передаче.

В сентябре 1960 г. Александр Данилович перешел в Институт физиологии
им. И.П. Павлова АН СССР по приглашению директора академика В.Н. Черни-
говского. С тех пор он трудится в этом институте, возглавляя с 1974 г. лабораторию
физиологии висцеральных систем, а затем лабораторию интероцепции. Владея
оперативным хирургическим мастерством, Александр Данилович разработал и
внедрил в экспериментальную практику метод вживления погружных электродов в
периферические нервные проводники в сочетании с локальным обратимым вы-
ключением в них проводимости. Этот метод позволяет в условиях хронического
проведения эксперимента надежно регистрировать поток сенсорной или мотор-
ный импульсации. Электрофизиологический анализ компонентов импульсных по-
токов в условиях бодрствования дал возможность подробно рассмотреть особенно-
сти сенсорной и моторной активности структур при разных функциональных на-
грузках в естественных условиях.

Основным направлением научной деятельности А.Д. Ноздрачева является изу-
чение физиологии автономной нервной системы. Он выдвинул и эксперименталь-
но обосновал ряд положений о принципах организации и деятельности одного из
ее отделов в стенках полых внутренних органов – метасимпатического. Основыва-
ясь на результатах вне- и внутриклеточных нейрональных исследований, он опре-
делил и экспериментально охарактеризовал главные элементы ее построения: чув-
ствительное, вставочное и двигательное звенья. Установил характерный для этой
системы модульный принцип организации и относительную независимость от
других отделов нервной системы.

Немалым событием в его жизни явилось приглашение возглавить кафедру фи-
зиологии человека и животных Ленинградского (в то время) государственного уни-
верситета. 29 декабря 1980 г. он был избран заведующим кафедрой и руководил ее
коллективом без малого 30 лет. В настоящее время он остается действующим про-
фессором кафедры общей физиологии (современное название кафедры), переда-
вая свой опыт новым поколениям физиологов. Александр Данилович возглавил
работу по созданию учебников по физиологии. Он и его коллеги выпустили вузов-
ские учебники “Общий курс физиологии”, “Начала физиологии”, “Нормальная
физиология”, “Большой практикум по физиологии человека и животных”.

Особый интерес в исследовании истории российской физиологии Александр Да-
нилович уделил Ивану Петровичу Павлову. К 100-летию присуждения И.П. Павлову
Нобелевской премии академик Ноздрачёв совместно с соратниками выпустил из-
дание “Нобелевские премии по физиологии или медицине за 100 лет”, а также
трехтомник, включающий “Нобелевскую эпопею И.П. Павлова”, “Павлов без ре-
туши. Мемуары С.В. Павловой, А.Ф. Павлова, М.К. Петровой”, “Ученики и по-
следователи И.П. Павлова”. В 2011 г. А.Д. Ноздрачёвым с коллегами создана также
и двухтомная “Павловская энциклопедия. Люди, События, Факты”.

В своей общественной жизни Александр Данилович подает яркий пример ак-
тивной гражданской позиции. В течение более 20 лет он возглавлял Президиум и
Совет уникального учреждения РАН — первого Клуба научной интеллигенции
России – Санкт-Петербургского Дома ученых им. М. Горького РАН, предложил и
осуществил установку первого в Санкт-Петербурге памятника академику И.П. Пав-
лову. Он также был инициатором создания на территории Университета памятни-
ка Кошке как экспериментальному животному, благодаря которому были сделаны
многие открытия в физиологии.

Научные и педагогические заслуги А.Д. Ноздрачева получили достойную оцен-
ку. В 1994 г. за цикл работ по физиологии автономной нервной системы он был
удостоен Государственной премии России, в 2000 и в 2005 гг. – премиями прави-
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тельства РФ, а в 2006 г. – премии им. И.П. Павлова Правительства Санкт-Петер-
бурга и С.-Петербургского Научного центра РАН. За цикл работ “Механизмы
нервной регуляции висцеральных функций” ему была присуждена Золотая медаль
им. И.П. Павлова РАН (2006). В 1991 г. он был избран членом-корреспондентом, а
в 1997 г. – действительным членом РАН. Александр Данилович является почетным
профессором ряда университетов России.

Заслуженный авторитет и весомые научные регалии не мешают Александру Да-
ниловичу Ноздрачёву на протяжении всей научной жизни оставаться доступным,
легким в общении и жизнерадостным человеком. Коллектив Института физиологии
им. И.П. Павлова и Кафедры общей физиологии Санкт-Петербургского государ-
ственного университета, редакция журнала, друзья и коллеги сердечно поздравляют
Александра Даниловича с юбилеем! Желаем юбиляру и впредь радовать коллег но-
выми достижениями, блеском мысли, остроумием, любовью к людям и к жизни!
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Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегенеративное заболевание преимуществен-
но пожилых людей, которое до сих пор относится к числу неизлечимых. На сего-
дняшний день эффективные нейропротекторы, пригодные для лечения пациен-
тов с БП, отсутствуют. Ранее нами показано, что проведение терапии с препара-
том U133, индуцирующим синтез белков теплового шока Hsp70 и HSP40 в
головном мозге, препятствует развитию нейродегенерации в нигростриатной си-
стеме и устраняет нарушения сна при моделировании БП у животных. В данном
исследовании мы оценили антидепрессантные свойства превентивной терапии с
U133, а также ее нейропротективные эффекты на моноаминергические эмоцио-
генные структуры головного мозга на модели доклинической стадии БП у пожи-
лых крыс Вистар (20 мес.), созданной с помощью интраназального введения ин-
гибитора протеасом лактацистина. В работе показано, что внутрибрюшинное
введение U133 пожилым животным приводит к отставленному во времени (через
3–7 сут) повышению уровня Hsp70 (HSPA1) в вентральной области покрышки
среднего мозга и голубом пятне. Проведение превентивной терапии с U133
устраняло признаки депрессивно-подобного поведения в виде симптома ангедо-
нии, формирующегося в динамике доклинической стадии БП у пожилых крыс.
Выяснено, что антидепрессант-подобный эффект индуктора шаперонов U133
обусловлен способностью шаперона Hsp70 ослаблять процесс нейродегенерации
и нейровоспаления в дофаминергической мезолимбической системе вознаграж-
дения и норадренергической системе голубого пятна. Полученные данные явля-
ются фундаментальным обоснованием для разработки новой молекулярной тех-
нологии превентивной терапии БП и ангедонии различного генеза на основе ин-
дукторов шаперонов.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, лактацистин, соединение U133, ангедония,
нейродегенерация, нейровоспаление, вентральная область покрышки среднего
мозга, голубое пятно, пожилые крысы
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – мультисистемное хроническое прогрессирующее
нейродегенеративнoe заболевание, которое занимает второе место по частоте
встречаемости после болезни Альцгеймера. Вероятность наступления БП повыша-
ется в геометрической прогрессии с возрастом у лиц старше 65 лет [1]. Это может
свидетельствовать о том, что старение, в комбинации с генетическими факторами и
факторами окружающей среды, предрасполагает к развитию этого типа болезни [2].
В связи с увеличением продолжительности жизни прогнозируется, что в течение
ближайших 20–30 лет число пациентов с БП возрастет почти 2 раза [3].

БП проявляется классической триадой моторных нарушений в виде симптомов
гипокинезии, мышечной ригидности, тремора покоя. Эти симптомы лежат в осно-
ве диагностики БП и возникают в результате прогрессирующей гибели большей
части дофамин (ДА)-ергических нейронов в черной субстанции, которые не вос-
становить, и полное излечение в этой стадии уже невозможно. У большинства па-
циентов моторные симптомы сочетаются с нарушением сна, эмоциональными
расстройствами и когнитивным дефицитом, которые могут опережать на несколь-
ко лет и более моторные проявления заболевания [4–8]. Широкий спектр немо-
торных нарушений связан с развитием нейродегенеративного процесса в экстра-
нигральных структурах головного мозга, который зарождается в продромальный
(доклинический) период развития БП [9].

Одним из наиболее частых и клинически значимых нервно-психических нару-
шений при БП является депрессия, которая встречается в среднем у 35% пациен-
тов [8, 10]. Считается, что ДА-ергическая система, и, в частности, рецепторы D2,
играют немаловажную роль не только в фундаментальных механизмах проявления
симптомов депрессии, но и в формировании временной структуры депрессивных
состояний [11, 12]. Среди характерных симптомов депрессии при БП отмечена ан-
гедония (потеря чувства удовольствия и стремления к получению удовольствия),
которая выявляется в среднем у 45.7% случаев БП и может коррелировать с други-
ми признаками депрессии (апатия, повышенная тревожность, снижение работо-
способности) [8]. Возникновение симптомов ангедонии у части пациентов БП мо-
жет предшествовать моторным проявлениям БП в клинической стадии; больные с
депрессивным расстройством имеют примерно в 2 раза больший риск развития БП
в течение последующих 4–6 лет, чем группа контроля [8, 13]. Патофизиологиче-
ские изменения в головном мозге, лежащие в основе ангедонии при БП, до сих пор
неясны. Предполагается, что решающую роль в ее развитии при БП играет дис-
функция моноаминергических восходящих систем вследствие нейродегенерации
ДА-ергических нейронов ключевого компонента “системы вознаграждения” вен-
тральной области (ВО) покрышки среднего мозга, а также отчасти норадренерги-
ческих (НА) нейронов голубого пятна ствола головного мозга [14–16].

Для борьбы с нейродегенеративными заболеваниями во всем мире активно раз-
рабатываются принципы превентивной медицины, которые основаны как на до-
клиническом выявлении заболевания, так и на последующей нейропротективной
терапии, способной реально предотвратить прогрессирование болезни и снизить
инвалидность трудоспособного населения. Однако технологии доклинической
идентификации и нейропротективной фармакотерапии БП еще не создано. С це-
лью облегчения дифференциальной диагностики БП в сложных клинических слу-
чаях и для оценки степени нарушения функционального состояния ЦНС разрабаты-
ваются новые подходы для анализа свойств непроизвольных колебаний (тремора),

Список сокращений: HSP70 – белки теплового шока массой 70 кДа; PBS – апирогенный фосфатный
буфер pH 7.4; БП – болезнь Паркинсона; ВО – вентральная область [покрышки среднего мозга]; ДА –
дофамин; ЛЦ – лактацистин; НА – норадреналин; ТГ – тирозингидроксилаза; УПС – убиквитин-
протесомная система.
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возникающих при выполнении человеком определенной двигательной задачи [17],
а также различные нейровизуализационные методы исследования. Отсутствие на
сегодняшний день эффективных нейропротекторов, пригодных для лечения паци-
ентов с БП, частично связано с тем, что доклинические испытания ряда соедине-
ний проводились на животных молодого и среднего возраста в моделях БП. Для
ускорения поиска эффективных нейропротективных соединений, которые можно
применить на доклинической стадии БП, разрабатываются адекватные модели у
пожилых животных.

В настоящее время общепризнано, что молекулярной основой развития нейро-
дегенерации при БП является нарушение укладки белка α-синуклеина, приводя-
щее к накоплению в нейронах его токсичных олигомеров [18]. Это происходит в
результате недостаточной активности молекулярных механизмов конформацион-
ного контроля со стороны системы шаперонов HSP70 и деградации аномальных
белков с помощью убиквитин-протеасомной системы (УПС) [19, 20]. Ранее в лабо-
ратории впервые созданы модели доклинической стадии БП у крыс Вистар средне-
го и пожилого возраста на основе ослабления активности УПС. В этих моделях вы-
явлен ряд признаков нарушений сна, депрессивно-подобного поведения и когни-
тивного дефицита, сигнализирующих о начавшихся патологических изменениях в
головном мозге [2, 21–25]. В настоящее время стресс-индуцируемый шаперон Heat
Shock Proteins 70 kDa (Hsp70), препятствующий неправильной укладке белков, а
также его фармакологические индукторы, рассматриваются как перспективная
нейропротективная стратегия при БП и других нейродегенеративных заболеваниях
[26]. Апробированные индукторы Hsp70 природного и синтетического происхож-
дения (селастрол, куркумин, вальпроевая кислота, гелданамицин, аримокломол
и др.), наряду с достоинствами, обладают рядом недостатков (побочные токсиче-
ские эффекты, плохая растворимость и проходимость через гематоэнцефаличе-
ский барьер и др.) [26]. Поэтому поиск безопасных индукторов Hsp70 для лечения
нейродегенеративных заболеваний активно продолжается. Недавно в нашей лабора-
тории оценен нейропротективный потенциал нового индуктора шаперонов хиноид-
ного соединения U133 на моделях БП у животных. Выяснено, что соединение U133,
вызывающее повышение синтеза Hsp70 и HSP40, препятствует развитию α-си-
нуклеиновой патологии и нейродегенерации в нигростриатной системе и устраня-
ет нарушения сна при моделировании доклинической и клинической стадий БП у
крыс среднего и пожилого возраста [27, 28]. Какие изменения происходят при этом
в проявлении признаков ангедонии и нейродегенерации в моноаминергических
эмоциогенных структурах головного мозга, незвестно.

Задача настоящего исследования – выяснить, способен ли индуктор шаперонов
U133 препятствовать развитию нейродегенеративного процесса в ДА-ергической
мезолимбической системе и НА-ергической системе голубого пятна и тем самым
устранять депрессивно-подобное поведение, формирующееся в доклинической
стадии БП у пожилых крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

Опыты проводились на крысах-самцах популяции Вистар пожилого возраста
(20 мес.), массой тела 400–450 г. Животных содержали в стандартных условиях ви-
вария Института эволюционной физиологии и биохимии РАН по 5 особей в клетке
при температуре окружающей среды 24 ± 1°С и свободном доступе к воде и пище.
Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответство-
вали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Ба-
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зельской декларации и рекомендациям, принятым биоэтическим комитетом по
охране животных Института эволюционной физиологии и биохимии РАН.

В опытах использовали индуктор шаперонов хиноидное соединение U133 (аце-
тилированный трис-О-глюкозид эхинохрома), которое было синтезировано в Ти-
хоокеанском институте биоорганической химии им. Г.Б. Елякова ДВО РАН путем
глюкозилирования эхинохрома (2,3,5,7,8-пента-гидрокси-1,4-нафтохинона) –
природного пигмента морских ежей [29, 30]. Для оценки Hsp70-индуцирующей ак-
тивности соединения U133, его растворяли в 20 мкл диметилсульфоксида (DMSO), до-
водили до объема 0.2 мл 0.9%-ным раствором NaCl и вводили животным (n = 15) внут-
рибрюшинно (в/б) в дозе 5 мг/кг. Контрольным крысам (n = 15) вводили в/б 0.2 мл
0.9%-ный раствор NaCl с добавлением 20 мкл DMSO. Содержание Hsp70 исследо-
вали в ВО покрышки среднего мозга и голубом пятне через 1, 3, 7, 9 и 12 сут после
введения 0.9%-ного раствора NaCl + DMSO (контрольная группа) и U133 (экспе-
риментальная группа). В эксперименте было проанализировано пять групп живот-
ных в разных временных точках (1, 3, 7, 9 и 12 сут). В каждой временной точке было
по 3 животных для контрольной группы и 3 животных для экспериментальной.

Вестерн-блот
Изменение содержания Hsp70 в ВО покрышки среднего мозга и голубом пятне

после введения U133 оценивали методом Вестерн-блот. Пробы тканей головного
мозга лизировали с использованием High RIPA буфера и гомогенизировали. Белки
разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном геле, затем переносили
на PVDF-мембрану Immobilon-P (Millipore Corporation, США). Для предотвраще-
ния неспецифического связывания антител полоски мембран инкубировали в бло-
кирующем растворе (PBS с добавлением 0.1% Tween-20 и 3% бычьего сывороточно-
го альбумина) в течение 1 ч. Для иммуномечения применяли первичные монокло-
нальные антитела мыши к индуцибельному белку Hsp70 (1 : 1000; Abcam,
Великобритания). В качестве контроля нагрузки использовали GAPDH (монокло-
нальные антитела мыши, 1 : 1000; Abcam, Великобритания). Визуализацию сигнала
проводили с использованием протокола хемилюминесценции с применением ре-
актива Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitogen, США). Ана-
лиз количества белка осуществляли с помощью денситометрии с использованием
программы ImageJ. Уровень белка интереса Hsp70 был скорректирован по фоново-
му сигналу и нормирован на сигнал GAPDH.

Создание модели доклинической стадии БП
Для создания пролонгированной модели доклинической стадии БП у пожилых

крыс использовали ранее разработанный протокол интраназального введения спе-
цифического ингибитора ферментативной активности протеасом лактацистина
(ЛЦ; Enzo, США) [23]. ЛЦ растворяли в апирогенном фосфатном буфере (рН 7.4;
PBS) и вводили крысам (n = 8) интраназально в каждую ноздрю в дозе 100 мкг/8 мкл
дважды с интервалом 7 дней. За два введения каждое животное получала 400 мкг ЛЦ.
Контрольной группе животных (n = 8) вводили растворитель ЛЦ интраназально
(8 мкл PBS) и растворитель U133 в/б (0.2 мл 0.9%-ного раствора NaCl с добавлением
20 мкл DMSO).

Проведение терапии с индуктором шаперонов U133
Соединение U133 вводили крысам (n = 8) в/б в дозе 5 мг/кг и объеме 0.2 мл

0.9%-ного раствора NaCl с добавлением 20 мкл DMSO трижды: через 4 ч после
каждого введения ЛЦ, а также через 7 дней после последнего введения ЛЦ. Кон-
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трольной группе животных (n = 8) вводили 8 мкл PBS интраназально и в/б 0.2 мл
0.9%-ного раствора NaCl с добавлением 20 мкл DMSO.

Последующая оценка терапевтического эффекта соединения U133 проводилась
в трех экспериментальных группах: 1. Контрольная группа (n = 8). 2. Группа жи-
вотных в модели доклинической стадии БП (n = 8). 3. Группа животных в модели
доклинической стадии БП, получавших терапию с U133 (n = 8).

Тест на предпочтение сахарозы
Для выявления симптома ангедонии был проведен тест на предпочтение сахаро-

зы по стандартной методике [31] в модификации. Для определения базального
уровня предпочтения сахарозы проводили фоновое тестирование за 2 дня до нача-
ла эксперимента. Экспериментальное тестирование проводили через 21 день после
первого введения ЛЦ. Во время проведения теста животные содержались в одиноч-
ных клетках при температуре окружающей среды 24 ± 1°С и фотопериоде 12 : 12 ч.
Во избежание стрессирования животных, предварительной депривации воды или
пищи не проводили. Животным в течение 24 ч предоставляли свободный доступ к
двум идентичным шариковым поилкам объемом 200 мл, одна из которых содержа-
ла питьевую воду, вторая – 2%-ный раствор сахарозы в питьевой воде. Перед те-
стированием и после его окончания объем жидкостей (водопроводной воды и рас-
твора сахарозы в воде) в поилках измеряли с помощью мерной колбы на 200 мл.
Предпочтение сахарозы рассчитывали по формуле:

где  – объем выпитого раствора сахарозы;  – объем выпитой воды.

Иммуногистохимическое исследование
После окончания теста на предпочтение сахарозы животных наркотизировали зо-

летилом (Zoletil®; внутримышечно, 60 мг/кг) декапитировали и извлекали головной
мозг. Головной мозг фиксировали в 4%-ном растворе параформальдегида при тем-
пературе 4°С в течение 5 дней, промывали в PBS и переносили в 20%-ный раствор
сахарозы при температуре 4°С для криопротекции. Через 3–5 дней мозг заморажи-
вали в изопентане при температуре –45°С и хранили при –80°С. Чередующиеся се-
рии фронтальных срезов вентрального стриатума и ВО покрышки среднего мозга
(10 мкм) и голубого пятна (20 мкм) подготавливали на криостате Leica (Германия)
в соответствии с атласом головного мозга крысы [32]. В работе использовали био-
тин-стрептавидиновый метод, описанный ранее [23, 27], с применением первич-
ных кроличьих поликлональных антител против ТГ (1 : 700, Abcam, Великобрита-
ния), против Iba-1 (1 : 200, Abcam, Великобритания) и вторичных биотинилиро-
ванных антител против иммуноглобулинов кролика (1 : 350, Vector Lab., США) и
стрептавидин-пероксидазного комплекса (1 : 400, VectorLab, США). Специфичность
иммуногистохимической реакции проверяли негативным контролем без первич-
ных или вторичных антител.

Изображения изучаемых структур головного мозга в проходящем свете получали
с помощью микроскопа Сarl Zeiss (Германия) со встроенной видеокамерой Imager 4.1,
и программного обеспечения для захвата изображения AxioVision-4.7.2. (в jpg или
tiff форматах). Подсчет количества иммунопозитивных к ТГ нейронов в ВО по-
крышки, их аксонов в вентральном стриатуме, НА-ергических нейронов в голубом
пятне и Iba1-иммунопозитивных микроглиоцитов проводили визуальным методом
с помощью программы PhotoM (http://www.t_lambda.chat.ru). По каждому живот-
ному анализировали 10–12 снимков ВО покрышки и голубого пятна на одном
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+
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Предпочтение 100%,V

V V

сахV водыV
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уровне исследуемых зон от каждого животного, разделенных примерно 70-ю мкм.
На снимке стандартной площадью, захватываемой камерой светового микроскопа,
обводили ТГ-иммунопозитивные нейроны с видимым ядром. Количество клеток
приходилось на стандартную площадь ткани, захватываемой камерой светового
микроскопа. Для голубого пятна площадь составила 365 мм2 (объектив ×20), вен-
тральной области покрышки среднего мозга 1443 мм2 (объектив ×10).

Определение количества выживших ТГ-иммунореактивных терминалей в вен-
тральном стриатуме выполнялось с помощью программы ImageJ (NIH, США). По
каждому животному сделано 4–5 микрофотографий для каждой из четырех услов-
но-выделенных областей вентрального стриатума стандартной площадью 92 мм2

(объектив ×40). Результаты по изменению количества ДА-ергических нейронов и
их аксонов представлялись в виде среднего арифметического ±m.

Полуколичественный анализ оптической плотности ТГ-иммунореактивного ве-
щества в нейронах ВО покрышки среднего мозга проводился с использованием
программного обеспечения PhotoM. Иммунногистохимическую реакцию выпол-
няли одновременно в контрольной и экспериментальной группах. От каждого жи-
вотного анализировали по пять срезов на одном уровне исследуемых зон. На каж-
дом снимке стандартной площадью 365 мм2 (объектив ×20) обводили ТГ-иммуно-
позитивные нейроны с видимым ядром. Оптическая плотность, отражающая
содержание иммунопозитивного вещества, рассчитывалась как разница между ин-
тенсивно окрашенными нейронами, содержащими иммунореактивное вещество, и
интенсивностью окраски фона (не содержащего иммунореактивного вещества) на
том же срезе. Результаты были представлены в относительных единицах оптиче-
ской плотности на мкм2.

Статистический анализ
Анализ всех полученных результатов осуществлялся с помощью программы Sta-

tistica 7.0. Нормальность распределения проверяли с помощью теста Колмогорова–
Смирнова. Анализ данных, имеющих распределение, отличное от нормального,
проводили с помощью непараметрического критерия Краскела–Уоллиса; в каче-
стве post-hoc критерия применен ранговый критерий Ньюмана–Кейлса. Стати-
стическую обработку данных, распределенных нормально, выполняли с помощью
дисперсионного анализа ANOVA с последующим post-hoc анализом с помощью
критерия Тьюки HSD. Различия результатов между группами считались статисти-
чески значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Системное введение соединения U133 повышает уровень Hsp70
в эмоциогенных структурах головного мозга

На первом этапе работы необходимо было оценить Hsp-70-индуцирующую ак-
тивность соединения U133 в стареющем мозге у пожилых животных. Проведенное
исследование показало, что после внутрибрюшинного введения U133 максималь-
ное увеличение содержания белка Hsp70 в ВО покрышки среднего мозга и голубом
пятне отмечалось на 7-е сутки после инъекции; прирост Hsp70 в ВО покрышки со-
ставил 121% (р ≤ 0.05), голубом пятне 33% (р ≤ 0.05) по сравнению с контролем. По-
вышенный уровень Hsp70 сохранялся в течение последующих 2–3 сут.

В верхней части рис. 1 представлены репрезентативные иммуноблоты вентраль-
ной области покрышки среднего мозга (VTA) и голубого пятна (Locus C.). На гра-
фике по вертикали – оптическая плотность Hsp70, % от контроля. ANOVA с после-
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дующим post-hoc анализом с помощью критерия Тьюки HSD. Достоверность раз-
личий в опыте относительно контроля * – p < 0.05.

Применение Hsp70-индуцирующей терапии с U133 устраняет признаки
депрессивно-подобного поведения в модели доклинической стадии

болезни Паркинсона у пожилых крыс

Проведенные ранее нами исследования показали, что модель доклинической
стадии БП у пожилых крыс воссоздает у животных ранние нарушения сна (гипер-
сомния, фрагментации сна), которые поддаются коррекции при проведении тера-
пии с препаратом U133 [28]. В многочисленных клинических исследованиях про-
демонстрирована тесная связь нарушений сна и развития депрессии, позволяющая
говорить о наличии общих патофизиологических механизмов этих расстройств.
Это позволило нам предположить, что терапия с индуктором шаперонов U133 мо-
жет корректировать не только нарушения сна, но и признаки депрессивно-подоб-
ного поведения, характерные для модели доклинической стадии БП у пожилых
животных. Проведенное исследование показало, что у животных в модели докли-
нической стадии БП на 21-й день после первого введения ЛЦ отмечается снижение
предпочтения сладкого раствора сахарозы по сравнению с контрольными живот-
ными (рис. 2а). Более того, когда учитывалось общее потребление сахарозы, было
выяснено, что модельные животные имели пониженное потребление сахарозы, су-
дя по снижению объема выпитого подслащенного раствора (рис. 2b). При этом
разницы в объеме потребляемой воды не наблюдалось по сравнению с контролем
(рис. 2с). В совокупности полученные данные указывают на наличие у крыс в мо-
дели доклинической стадии БП ключевого депрессивного симптома ангедонии.
Терапия с U133 устраняла гедонистический дефицит и животные предпочитали
пить подслащенную воду так же охотно, как и нормальные крысы в контрольной
группе, при этом возрастало количество потребляемой сахарозы при неизменном
количестве потребляемой воды по сравнению с группой животных в модели БП, не
получавших терапию (рис. 2).

Рис. 1. Изменение содержания индуцибельного белка теплового шока Hsp70 в вентральной области по-
крышки среднего мозга (а) и голубом пятне (b) у пожилых крыс через 1, 3, 7, 9, 12 дней (Day 1, 3, 7, 9, 12)
после внутрибрюшинного введения соединения U133.
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Терапия с U133 препятствует развитию нейродегенерации и ослабляет признаки 
нейровоспаления в моноаминергических эмоциогенных структурах головного мозга

в модели доклинической стадии болезни Паркинсона у пожилых крыс

При проведении патоморфологического анализа, выполненного после оконча-
ния теста на предпочтение сахарозы, выяснено, что развитие признаков депрес-
сивно-подобного поведения в модели доклинической стадии БП у пожилых крыс
сопряжено с развитием нейродегенеративного и нейровоспалительного процессов
в эмоциогенных структурах головного мозга. Количество ТГ-иммунопозитивных
нейронов было уменьшено на 15% (p < 0.05) в ВО покрышки среднего мозга и на
30% (p < 0.01) в голубом пятне. Развитие процесса нейродегенерации в ВО по-
крышки сопровождалось уменьшением на 17% (p < 0.01) количества ДА-ергиче-
ских аксонов в вентральном стриатуме, играющем ключевую роль в механизмах
формирования удовольствия и вознаграждения у грызунов и человека [14]. Курсо-
вое введение U133 препятствовало развитию нейродегенеративного процесса в
эмоциогенных структурах головного мозга при моделировании у животных докли-
нической стадии БП (рис. 3).

Для того, чтобы оценить влияние индуктора шаперонов U133 на компенсатор-
ные процессы, направленные на поддержание уровня дофамина в мезолимбиче-
ской системе, был проведен анализ содержания ТГ в нейронах ВО покрышки сред-
него мозга. У животных в модели доклинической стадии БП в ДА-ергических ней-
ронах ВО покрышки верифицировано увеличение содержания ТГ на 38% (p < 0.05)
по сравнению с контролем, что может свидетельствовать о компенсаторном повы-
шении скорости синтеза дофамина в выживших нейронах. Проведение терапии с
U133 не препятствовало развитию компенсаторных реакций, направленных на
поддержание уровня дофамина в ВО покрышки у модельных животных; уровень
ТГ в ВО оставался повышенным, как и у модельных животных, не получавших те-
рапию с U133 (рис. 4).

Характерным признаком БП является развитие хронического нейровоспаления
(т.е. реактивный микроглиоз и инфильтрация лимфоцитов) в нигростриатной и
экстранигральных структурах головного мозга, которое провоцируют олигомеры

Рис. 2. Изменения в предпочтении раствора сахарозы (a), потреблении количества сахарозы (b) и воды
(c) у крыс пожилого возраста в модели доклинической стадии болезни Паркинсона при проведении те-
рапии с U133.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с
U133 в модели болезни Паркинсона. Применен непараметрический критерий Краскела–Уоллиса; в ка-
честве post-hoc критерия – ранговый критерий Ньюмана–Кейлса. Значения достоверны в опыте отно-
сительно контроля * – p < 0.05; LC + U133 по сравнению с LC # – p < 0.05; ## – p < 0.01.
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α-синуклеина, высвобождающиеся во внеклеточное пространство из пораженных
нейронов [18]. В нашей работе выяснено, что в ЛЦ-индуцированной модели до-
клинической стадии БП у пожилых крыс увеличивается количество активирован-
ных микроглиоцитов в ВО покрышки на 59% (p < 0.05) и на 43% (p < 0.05) в голу-
бом пятне по сравнению с контролем, что указывает на развитие реактивного мик-

Рис. 3. Влияние терапии с U133 на процесс нейродегенерации в вентральной области покрышки (VTA)
среднего мозга, вентральном стриатуме (Vent. Striatum) и голубом пятне (Locus С.) в модели доклиниче-
ской стадии болезни Паркинсона у пожилых крыс. Световая микроскопия: ТГ-иммунореактивные
нейроны (VTA, Locus С.) и аксоны (Vent. Striatum). Масштаб: 100 мкм – VTA, Locuc C., 200 мкм – Vent.
Striatum. На графике по вертикали – количество ТГ-иммунореактивных нейронов и аксонов.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель доклинической стадии болезни Паркинсона,
LC + U133 – проведение терапии с U133 в модели.
Здесь и на рис. 4 и 5 проведен дисперсионный анализ ANOVA с последующим post-hoc анализом с по-
мощью критерия Тьюки HSD. Значения достоверны в опыте относительно контроля * – p < 0.05; ** – p < 0.01;
LC + U133 по сравнению с LC # – p < 0.05; ## – p < 0.01.
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Рис. 4. Влияние терапии с U133 на содержание тирозингидроксилазы в нейронах вентральной обла-
сти (VTA) покрышки среднего мозга у пожилых крыс в модели доклинической стадии болезни Пар-
кинсона. Световая микроскопия: ТГ-иммунореактивные нейроны в VTA (масштаб 25 мкм). На гра-
фике по вертикали – оптическая плотность, условные единицы.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель доклинической стадии болезни Паркинсона,
LC + U133 – терапия с U133 в модели.

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0

* *

Control

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, a
rb

. u
ni

ts

Control

VTA

V
TA

LC LC + U133
LC LC + U133



1203ИНДУКТОР ШАПЕРОНОВ U133 УСТРАНЯЕТ АНГЕДОНИЮ

роглиоза. Применение терапии с U133 предотвращало развитие микроглиоза ВО
покрышки и не оказывало заметного влияния на микроглиз в голубом пятне (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Спорадической формой БП страдают преимущественно пожилые люди (старше
65 лет). Разработка новой стратегии нейропротективной фармакотерапии БП этой
возрастной категории – одна из самых сложных задач. Это обусловлено возраст-
ными изменениями в нейрохимической композиции нейронов центральной и пе-
риферической нервной системы, симпатической иннервации периферических ор-
ганов, сложностями, связанными с повышенной чувствительностью к лекарствен-
ным препаратам и развитием побочных эффектов при терапии [2, 33–35]. Кроме того,
молекулярно-генетические изменения в стареющем мозге (снижение уровня и актив-
ности транскрипционного фактора HSF1, скорости транскрипции генов hsp70 и син-
теза АТФ-зависимых шаперонов) снижают надежность регуляции клеточного про-
теостаза [2, 36, 37]. Поэтому при испытаниях новых терапевтических соединений и
фармпрепаратов возрастные изменения должны учитываться при переносе резуль-
татов доклинических исследований на стареющего человека.

Недавно в лаборатории создана модель доклинической стадии БП у пожилых
крыс [21–25], которая по своим патоморфологическим и нейрохимические при-
знакам соответствует основным требованиям, предъявляемым к животным моде-
лям. Cоздание такой модели обеспечило проведение мониторинга функциональ-
ного состояния головного мозга, позволяющего выявить ранние нарушения сна и
повышенный уровень тревожности.

Проведенное исследование показало, что у пожилых животных в модели докли-
нической стадии БП развиваются признаки депрессивно-подобного поведения в
виде симптома ангедонии, о чем свидетельствует снижение желания у крыс полу-
чать удовольствие от подслащенной сахарозой воды по сравнению с контрольной
группой, которые предпочитали пить подслащенную воду. Об этом указывает и по-
ниженное потребление животными сахарозы при неизменной разнице в объеме

Рис. 5. Изменение числа активированных микроглиоцитов в вентральной области покрышки (VTA)
среднего мозга и голубом пятне (Locus C.) при проведении терапии с U133 в модели доклинической ста-
дии болезни Паркинсона у пожилых крыс. Световая микроскопия: Iba1-иммунореактивные микро-
глиоциты в VTA и Locus C. Масштаб: 50 мкм. На графике по вертикали – количество Iba1-иммунореак-
тивных микроглиоцитов.
Control – введение контрольного раствора, LC – модель доклинической стадии болезни Паркинсона,
LC + U133 – проведение терапии с U133 в модели.
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потребляемой воды по сравнению с контрольной группой. Патоморфологический
анализ эмоциогенных структур головного мозга на модели доклинической стадии
БП позволил нам предположить, что патофизиологической основой симптома ан-
гедонии является развитие нейродегенеративного и нейровоспалительного про-
цессов в ДА-ергической системе ВО покрышки среднего мозга и НА-ергической
системе голубого пятна, которые включены в механизмы формирования эмоцио-
нального поведения у грызунов и человека [15, 38]. Подтверждением этого может
быть доказанная эффективность агониста дофаминовых рецепторов прамипексола
и противовоспалительных препаратов (целекоксиб, миноциклин) не только и не
столько в лечении депрессии в целом, сколько в устранении именно ангедонии
различного генеза, в том числе и при БП [39, 40]. Выявленный в нашем исследова-
нии симптом ангедонии может рассматриваться как ранний немоторный маркер
БП у пожилых лиц, сигнализирующий о начавшейся дисфункции моноаминерги-
ческих восходящих систем головного мозга.

Ранее нами показано, что системное введение U133 (5 мг/кг) крысам среднего
возраста приводит через 1 сут к значимому возрастанию уровня Hsp70 в черной суб-
станции и стриатуме вследствие активации транскрипционного фактора HSF1 [27].
При введении такой же дозы U133 пожилым животным Hsp70-индуцирующий эф-
фект соединения был отставлен во времени и максимальный прирост Hsp70 в ВО
покрышки среднего мозга и голубом пятне наблюдался лишь к 7 суткам. Повы-
шенный уровень Hsp70 сохранялся в течение 3-х последующих дней, что является
подходящим для длительного применения этого индуктора с целью терапии. При-
чиной запаздывания синтеза Hsp70 может быть возрастное снижение скорости
транскрипции индуцибельных генов белка теплового шока Hsp70 в головном мозге
вследствие снижения уровня и активности HSF1, запускающего экспрессию гена
hsp70. Ранее сообщалось, что возраст влияет на индуцируемую, но не базальную
экспрессию генов белков теплового шока HSP70; выяснено, что скорость тран-
скрипции hsp70 снижается почти на 60% в стареющих фибробластах человека [41] и
на 66% в старых Т-лимфоцитах в сравнении с молодыми при действии теплового
шока [36]. При этом отмечалось снижение уровня HSF1.

Проведенное исследование показало, что курсовое введение U133 препятствова-
ло проявлению признаков ангедонии и сниженному потреблению сахарозы у по-
жилых крыс в модели доклинической стадии БП. Эти данные демонстрируют, что
индуктор шаперонов U133 оказывает действие, подобное антидепрессанту. Анти-
депрессантный эффект индуктора белков теплового шока геранилгеранилацетона
(тепренона) выявлен и другими исследователями в модели депрессии у мышей,
вызванной стрессом социального поражения [42]. Коррекция депрессивно-подоб-
ного поведения с помощью Hsp70-индуцирующей терапии в модели доклиниче-
ской стадии БП связана в первую очередь c нейропротективными свойствами ша-
перона Hsp70, которые эффективно проявляются в мезолимбической системе воз-
награждения и НА-ергической системе голубого пятна. Об этом свидетельствует
значительное уменьшение количества погибших нейронов и ослабление призна-
ков хронического нейровоспаления, судя по уменьшению количества активиро-
ванной микроглии, в этих эмоциогенных структурах. Запускаемый индуктором
шаперонов U133 специализированный мультифакторный механизм мощной ней-
ропротекции не препятствует развитию компенсаторных реакций, направленных
на поддержание уровня дофамина в мезолимбической системе (судя по повышен-
ному уровню ТГ в нейронах ВО покрышки) и способствует восстановлению функ-
ции восходящих моноаминергических путей. Мы недавно показали, что в основе
этого механизма лежит способность Hsp70 напрямую взаимодействовать с агрега-
тами α-синуклеина и разбирать их, а также снижать содержание патогенной фос-
форилированной (Ser129) формы α-синуклеина [24, 27]. Другими исследователями
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обнаружено, что Hsp70 ингибирует образование фибрилл α-синуклеина за счет из-
бирательного связывания с префибриллами (олигомерами), что приводит к ослаб-
лению их токсических свойств [43]. Кроме того, не менее важным механизмом
нейропротекции Hsp70-индуцирующей терапии в нашей модели доклинической
стадии БП может быть ее корректирующее влияние на нарушение сна, которое
приводит к увеличению пропорции глубокого сна, во время которого повышается
скорость синтеза белков и работа глимфатической системы головного мозга [28].
Этот физиологический механизм обеспечивает интенсификацию восстановитель-
ных процессов в нервных клетках и очистку мозга от амилоидных белков, что про-
тиводействует начавшейся нейродегенерации и дисфункции нервных сетей, вовле-
ченных в регуляцию интегративных функций мозга. Кроме того, дополнительный
вклад в нейропротекцию вносят противовоспалительные свойства Hsp70, которые
связаны с его модулирующим влиянием на TLR-2 (Toll-like receptor type-2), воспали-
тельный сигналинг и систему белков транскрипционного фактора NF-κB [44, 45].

Таким образом, полученные данные демонстрирует, что проведение превентив-
ной фармакотерапии с помощью индуктора шаперонов U133 на модели доклини-
ческой стадии БП у пожилых животных оказывает действие, подобное антидепрес-
сантам, которое может быть опосредовано улучшением функционального состоя-
ния моноаминергических эмоциогенных структур головного мозга и ослаблением
нейровоспаления. Полученные данные являются фундаментальным обоснованием
для разработки новой молекулярной технологии превентивной терапии БП и анге-
донии различного генеза на основе индукторов шаперонов.
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The Chaperone Inducer U133 Eliminates Anhedonia and Prevents the Development
of Neurodegeneration in Monoaminergic Emotionogenic Structures of the Brain

in a Model of the Preclinical Stage of Parkinson’s Disease in Elderly Rats

I. V. Ekimovaa, *, M. B. Pazia, **, S. G. Polonikb, D. V. Belana, 
S. G. Polonikb, and Yu. F. Pastukhova

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, RAS, Saint Petersburg, Russia
b Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry of Far East Branch, RAS, Vladivostok, Russia

*e-mail: irina-ekimova@mail.ru
**e-mail: pazi.mari@mail.ru

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder predominantly diagnosed in
elderly patients, which at present is considered incurable. To date there are no effective
neuroprotectors suitable for treatment of PD patients. We have previously demonstrated
that therapy with U133, which induces synthesis of heat shock proteins Hsp70 and
HSP40 in the brain, prevents the development of neurodegeneration in the nigrostriatal
system and eliminates sleep disorders in an animal model of PD. In this study, we evalu-
ated antidepressant properties of preventive therapy with U133, as well as its neuropro-
tective effect on monoaminergic emotionogenic structures of the brain in a model of
preclinical stage of PD in aged Wistar rats (20 months). The model was created by intra-
nasal administration of proteasome inhibitor lactacystin. The study showed that intra-
peritoneal administration of U133 in aged animals lead to a delayed (after 3-7 days) in-
crease in the level of Hsp70 (HSPA1) in the ventral tegmental area and the locus coeru-
leus. Preventive therapy with U133 eliminated signs of depression-like behavior in the
form of anhedonia, which emerges during preclinical stage of PD in aging rats. It was es-
tablished that the antidepressant-like effect of the U133 chaperone inducer is due to
ability of Hsp70 chaperone to attenuate the processes of neurodegeneration and neu-
roinflammation in the dopaminergic mesolimbic reward system and the noradrenergic
system of the locus coeruleus. The obtained data may be used as a fundamental basis for
the development of a new chaperone inducer-based molecular technology of preventive
therapy of PD and anhedonia of various origins.

Keywords: Parkinson’s disease, lactacystin, compound U133, anhedonia, neurodegener-
ation, neuroinflammation, ventral tegmental area, locus coeruleus, aging rats
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Нейропептид Y (NPY) выполняет разнообразные функции в нервной системе,
включая регуляцию сосудистого тонуса и гастроинтестинальной секреции, ока-
зывает прямое тормозящее влияние на моторику и секрецию кишечника. Коло-
кализация NPY с ферментом синтеза ацетилхолина – холинацетилтрансферазой
(ChAT), нейрональной NO-синтазой (nNOS), вазоактивным интестинальным
пептидом (VIP) и кальций-связывающим белком кальбиндином (CB) выявля-
лась в нейронах подслизистого сплетения тонкой кишки крыс разного возраста
(от момента рождения до наступления старости) при помощи иммуногистохи-
мического метода двойного мечения антителами и флуоресцентной микроско-
пии. С момента рождения все NPY-иммунореактивные нейроны колокализуют
ChAT. Большая часть NPY-содержащих нейронов также содержит VIP и CB.
У старых крыс процент NPY-иммунореактивных нейронов, содержащих CB, VIP
и ChAT, снижается. У юных крыс, от новорожденных до 20 суток жизни, а также
у старых животных в NPY-позитивных нейронах выявляется nNOS. Таким обра-
зом, на ранних этапах онтогенеза и у старых крыс энтеральные NPY-иммуноре-
активные нейроны подслизистого сплетения метасимпатической нервной систе-
мы содержат более широкий спектр нейротрансмиттеров по сравнению с взрос-
лыми животными.

Ключевые слова: нейропептид Y, метасимпатическая нервная система, иммуноги-
стохимия, интрамуральные ганглии, онтогенез

DOI: 10.31857/S0869813921100083

Нейрохимический состав ганглиев метасимпатической нервной системы отли-
чается значительной вариацией. Медиатор ацетилхолин, синтезируемый фермен-
том холинацетилтрансферазой (ChAT) содержится в большей части ганглионарных
нейронов. Кроме ацетилхолина, нейроны интрамуральных ганглиев могут содержать
другие нейротрансмиттеры, включая оксид азота (NO), серотонин, гистамин, а так-
же нейропептиды: нейропептид Y (NPY), вазоактивный интестинальный полипеп-
тид (VIP) и другие [1–3].

NPY широко распространен в желудочно-кишечном тракте, выявляется в во-
локнах, направляющихся к слизистой и мышечной оболочке, а также к гладким
мышцам сосудов [4–6]. NPY обнаруживается примерно в половине нейронов под-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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слизистого нервного сплетения (ПС) и лишь в небольшой части нейронов межмы-
шечного сплетения мыши и крысы [7, 8].

В интрамуральных узлах кишки грызунов большинство NPY-иммунореактив-
ных (ИР) нейронов колокализуют ChAT [7, 9]. Нейроны, колокализующие ChAT,
кальций-связывающий белок кальбиндин (CB), NPY, VIP считаются секретомо-
торными нейронами [1, 3, 9]. Согласно данным литературы, в периферических ней-
ронах содержится так называемая периферическая изоформа ChAT (pChAT) [10].

NPY оказывает прямое тормозящее влияние на моторику и секрецию кишечни-
ка. Кроме этого, NPY способствует нейрогенезу и ангиогенезу [11–13]. Нейроны
ПС регулируют транспорт ионов и воды через эпителий кишечника, а также секре-
торную функцию желез. Секреторные нарушения в виде гипер- или гипосекреции
могут быть связаны с нарушением деятельности NPY-ергических нейронов ПС,
преимущественно тонкой кишки.

В онтогенезе морфологические характеристики и химический состав нейронов
автономной нервной системы изменяется [2, 14, 15]. Это касается изменения раз-
меров нейронов, содержания кальций-связывающих белков, нейропептидов, ме-
диаторов и ферментов их синтеза, в том числе экспрессии NPY и его рецепторов.
Установлено, что доля нейронов, содержащих NPY в метасимпатических узлах ПС
тонкой кишки увеличивается с момента рождения до 20–30 суток жизни, а затем
снижается [8]. Тем не менее, изменения нейрохимического состава нейропептид
Y-содержащих метасимпатических энтеральных нейронов остаются малоисследо-
ванными.

Целью настоящей работы явилось определение колокализации NPY с фермен-
тами синтеза нейротрансмиттеров и нейротрансмиттерами в нейронах ПС тонкой
кишки крыс в постнатальном онтогенезе от момента рождения и до наступления
старости животных при помощи иммуногистохимических методов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на новорожденных, 10-, 20-, 30-суточных, 6-месячных, 2-лет-
них крысах линии Вистар (по 5 в каждой возрастной группе). Животные содержа-
лись в стандартных условиях вивария в акриловых клетках с деревянной стружкой в
акклиматизированном помещении (12/12 ч свет/темнота, при температуре 22 ± 3°C)
на полнорационной сбалансированной диете со свободным доступом к пище и воде.
Исследование проводилось с соблюдением “Правил проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных” (приказ № 775 от 12.08.1977 г. МЗ СССР), в
соответствии с принципами Базельской декларации и рекомендациями этического
комитета ЯГМУ (протокол N 41 от 22.10.2020). После введения летальной дозы уре-
тана (3 г/кг, внутрибрюшинно), животных перфузировали транскардиально рас-
твором стандартного фоcфатно-cолевого буфеpа (PBS; 0.01 М, pH 7.4) (БиолоТ,
Россия), затем 4%-ным pаcтвоpом паpафоpмальдегида (Sigma, США) на PBS. По-
сле перфузии участки двенадцатиперстной кишки длиной по 0.5 см извлекались и
помещались в ту же фиксирующую смесь, в которой производили перфузию, на 1–2 ч.
Серии срезов толщиной 12 мкм изготовляли на криостате.

С целью выявления нейронов, содержащих NPY, ChAT, VIP, nNOS и CB приме-
нялось двойное мечение антителами. Срезы преинкубировали в течение 30 мин
при комнатной температуре в PBS с добавлением 10% ослиной сыворотки (Jackson
Immunoresearch, США), 1% тритона X-100, 0.1% бычьего сывороточного альбуми-
на, 0.05% тимерозола. Затем срезы инкубировали с первичными антителами (табл. 1) в
течение 24 ч при комнатной температуре. После кратковременной промывки в
PBS срезы инкубировали с вторичными антителами в течение 2 ч. Вторичные ан-
титела были конъюгированы с флуорохромами – флуоресцеин-изотиоцианатом
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(FITC), дающим зеленую флуоресценцию и индокарбоцианином (Cy3), дающим
красную флуоресценцию (разведение 1 : 150, Jackson Immunoresearch, США). По-
сле этого срезы снова отмывали в PBS и заключали в среду для иммунофлуорес-
ценции (VectaShield, Vector Laboratories, США).

Отрицательный контроль проводился с заменой первичных антител ослиной
сывороткой.

Анализ препаратов проводили на флуоресцентном микроскопе Olympus BX43
(Токио, Япония) с соответствующим набором светофильтров и охлаждаемой цифро-
вой CCD камерой Tucsen TCC 6.1ICE c программным обеспечением ISCapture 3.6
(Китай). Для определения процентного соотношения иммунопозитивных нейро-
нов на цифровых изображениях гистологических препаратов использовали про-
грамму Image J (NIH, США, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Анализу подлежали нервные
клетки, срез которых прошел через ядро с ядрышком. Суммарное количество ИР
нейронов, содержащих только красную, только зеленую, и колокализующих обе
метки (желтый цвет при наложении изображений) принимали за 100%. Подсчет
ИР нейронов проводили в случайно выбранных измеренных областях (площадь
изображения составляла 0.12 мм2) при 200-кратном увеличении. Для каждого живот-
ного использовали 5 изображений на 5 срезах (по одному изображению на срез).

Математическая обработка данных проведена с использованием пакетов при-
кладных программ Sigma Plot (StatSoft, США). Все величины представлены как
средняя арифметическая ± ошибка среднего (М ± m). Достоверность различий
средних величин определяли с использованием однофакторного дисперсионного
анализа (ANOVA) с коррекцией Бонферрони. Достоверными считали различия
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ПС NPY-ИР нейроны выявлялись в большом количестве во всех возрастных
группах (рис. 1–5). Все NPY-ИР нейроны (100%) с момента рождения до старости
содержали фермент синтеза ацетилхолина – ChAT (рис. 1). При этом выявлялась
часть ChAT-ИР NPY-негативных клеток, процент которых достоверно увеличивал-
ся с 20-е по 30-е сутки, а также у старых крыс (p < 0.05, рис. 2).

С момента рождения большая часть NPY-содержащих нейронов также содержа-
ла CB (рис. 3), VIP (рис. 4) и nNOS (рис. 5). Процент NPY-ИР нейронов, колокали-
зующих CB, достоверно возрастал между 10-ми и 20-ми сутками жизни (p < 0.05,
рис. 2), оставаясь постоянным до 6 месяцев, и уменьшался у старых крыс (p < 0.01).
У старых крыс по сравнению с более молодыми также достоверно увеличивался
процент CB-ИР нейронов, не содержащих NPY (p < 0.001).

Таблица 1. Использованные первичные антитела

*Применялись антитела к периферической изоформе ChAT (pChAT).

Тип антител Животное-донор Разведение Источник Кат №

ChAT* Коза 1 : 100 Millipore AB144p
VIP Кролик 1 : 300 Abcam ab43841
nNOS Коза 1 : 300 Abcam ab1376
NPY Кролик 1 : 500 Abcam ab30914
NPY Овца 1 : 500 Abcam ab6173
CB Кролик 1 : 500 Abcam ab11426
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Процент NPY-ИР нейронов, колокализующих VIP, достоверно не отличался у
юных и взрослых крыс (p > 0.05, рис. 2), но снижался у старых крыс (p < 0.001).
У старых животных относительно более молодых достоверно возрастала доля
NPY-ИР VIP-негативных нейронов (p < 0.001).

У юных крыс от новорожденных до 20-х суток жизни, а также у старых живот-
ных в NPY-позитивных нейронах выявлялась nNOS. Следует отметить, что если у
новорожденных и 10-суточных животных выявлялось значительное количество
nNOS-ИР нейронов, то у 20-суточных отмечались лишь единичные клетки. Тем не
менее, у старых крыс доля nNOS-ИР нейронов опять становится сопоставимой с
новорожденными и 10-суточными, без достоверных различий между этими груп-
пами (p > 0.05, рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты нашего исследования показывают, что NPY-ИР нейроны выявляются
в узлах ПС в большом количестве с момента рождения. Данные нашего предыду-
щего исследования свидетельствуют, что процент NPY-ИР нейронов ПС тонкой
кишки непостоянен в онтогенезе, а наибольший процент у крыс наблюдался в воз-
расте 20–30-ти суток [8].

Рис. 1. Микрофотографии нейронов, содержащих NPY (a, d), ChAT (b, e), а также колокализация NPY и
ChAT (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 20-суточных (a–c) и двухлет-
них (d–f) крыс. ChAT(+)/NPY(-) нейроны указаны стрелками. Флуоресценция Сy3 (красный, ChAT),
FITC (зеленый, NPY). Масштаб – 50 мкм.

a b c

d e f

Рис. 2. Процентное содержание NPY-ИР нейронов, колокализующих ChAT (a), CB (b), VIP (c), nNOS
(d) у крыс разного возраста.
*p < 0.05 – различия достоверны по сравнению с 30-суточной крысой.
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NPY-ИР и иммунонегативные нейроны относятся к разным функциональным
популяциям. ПС у морских свинок и мышей содержит четыре типа нейронов,
включая секретомоторные и вазомоторные нейроны, а также собственные первич-
ные афферентные нейроны [1, 3]. Нейроны, колокализующие ChAT, CB, NPY и
VIP, считаются секретомоторными нейронами [9].

NPY оказывает прямое тормозящее влияние на моторику и секрецию кишечни-
ка. Ингибирующее влияние NPY на секреторную функцию кишки реализуется пу-
тем активации Y1-постсинаптических рецепторов энтероцитов и нейрональных
пресинаптических Y2-рецепторов [4, 16]. Учитывая, что нейроны ПС участвуют в
регуляции секреции, можно предположить, что в возрасте 20–30-ти суток проис-
ходит окончательное формирование секреторной функции тонкой кишки, связан-
ное с переходом с молочного питания на самостоятельное. При этом NPY может
играть особую роль в становлении функции тонкой кишки, действуя не только в
качестве котрансмиттера, но и как трофический фактор. Кроме влияния на тонус
сосудов, деятельность сердца, секреторную и моторную функцию желудочно-ки-
шечного тракта, NPY стимулирует нейрогенез, а также оказывает трофические эф-
фекты, в частности способствует ангиогенезу и гипертрофии миокарда [11–13].
В кишке NPY играет также важную роль в модулировании функций иммунных
клеток и эпителиального барьера.

Мы впервые исследовали колокализацию NPY и ChAT с момента рождения до
наступления старости у крыс. На протяжении постнатального онтогенеза все NPY-ИР
нейроны содержит фермент синтеза ацетилхолина – ChAT, что соответствует дан-
ным литературы, полученным на взрослых животных [1, 3, 7]. Мы также обнару-
жили, что NPY-ИР холинергические нейроны в большинстве своем содержат VIP и
CB у юных, взрослых и старых крыс.

Интересно, что один и тот же нейрон подслизистого сплетения содержит нейро-
трансмиттеры, стимулирующие секрецию (VIP) и тормозящие ее (NPY) [1]. Веро-
ятно, выделение VIP или NPY зависит от характера стимуляции. Например, из
симпатических терминалей при низкочастотной стимуляции выделяется норадре-
налин, а при высокочастотной – NPY [5]. Считается, что NPY оказывает провоспа-
лительный эффект, а VIP – противовоспалительный [17]. Повышение процента
NPY(+)/VIP(–) и уменьшение доли VIP-ИР нейронов может быть свидетельством
того, что старение сопровождается повышением уровня воспалительных процессов во
многих тканях, включая нервную систему и желудочно-кишечный тракт [18].

Мы обнаружили, что в раннем возрасте большая часть NPY-ИР нейронов тран-
зиторно экспрессирует nNOS. При этом небольшая часть NPY-негативных нейронов у
новорожденных и 10-суточных животных также колокализует nNOS. Тем не менее,
nNOS в ПС выявляется лишь у единичных нейронов в возрасте старше 20-ти суток, но
опять обнаруживается у старых животных. Согласно литературным данным, лишь
1% нейронов подслизистого сплетения тонкой кишки взрослой мыши содержат
nNOS, однако в позднем эмбриональном и раннем постнатальном периоде nNOS
обнаруживается в 50% нейронов ПС [19, 20]. Сходным образом холинергические
нейроны симпатических узлов экспрессируют ChAT и фермент синтеза катехола-
минов – тирозингидроксилазу, которая перестает выявляться с третьей недели
жизни [21]. Также транзиторная экспрессия nNOS наблюдается в эмбриональном
периоде в спинномозговых узлах, мозжечке, стволе мозга, коре больших полуша-
рий и гиппокампе [22, 23]. Ряд авторов связывает такую транзиторную экспрессию
с ролью NO в устранении избыточной синаптической иннервации, наблюдающей-
ся в развивающейся нервной системе, и тонкой настройкой синаптического аппа-
рата, сопровождающегося активацией одних синапсов и элиминацией малоактив-
ных [23, 24]. Также NO увеличивает возбудимость нейронов за счет модуляции ак-
тивности K+-каналов [24]. Увеличение экспрессии nNOS в старости также
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Рис. 3. Микрофотографии нейронов, содержащих CB (a, d), NPY (b, e), а также колокализация CB и
NPY (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 20-суточных (a–c), и двухлет-
них (d–f) крыс. CB(–)/NPY(+) нейроны (b, c) указаны стрелками, CB(+)/NPY(–) нейроны (d, f) – звез-
дочкой. Флуоресценция Сy3 (красный, NPY), FITC (зеленый, CB). Масштаб – 50 мкм.
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d e f
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Рис. 4. Микрофотографии нейронов, содержащих NPY (a, d), VIP (b, e), а также колокализация NPY и
VIP (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 20-суточных (a–c), и двухлет-
них (d–f) крыс. NPY(+)/VIP(–) нейроны указаны стрелками. Флуоресценция Сy3 (красный, VIP),
FITC (зеленый, NPY). Масштаб – 50 мкм.

a b c

d e f
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отмечается в нейронах ЦНС [25, 26]. Предполагается, что это может, с одной сто-
роны, способствовать апоптозу, с другой – иметь антиапоптотическое значение.

Таким образом, на ранних этапах онтогенеза и в старости энтеральные нейроны
метасимпатической нервной системы, в частности содержащие нейропептид Y, со-
держат более широкий спектр нейротрансмиттеров по сравнению со взрослыми
животными. Впервые показано, что NPY-ергические нейроны подслизистого
сплетения крыс, наряду с холинацетилтрансферазой, вазоинтестинальным пепти-
дом и кальбиндином, у новорожденных и старых крыс также экспрессируют ней-
рональную NO-синтазу.
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них (d–f) крыс. nNOS(+)/NPY(–) нейрон указан стрелкой. Флуоресценция Сy3 (красный, nNOS),
FITC (зеленый, NPY). Масштаб – 50 мкм.
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Neurochemical Features of the Neuropeptide Y-Ergic Enteric Submucous Neurons
of the Small Intestine in Postnatal Ontogenesis
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b Berbekov Kabardino-Balkarian State University, Nalchik, Russia
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Neuropeptide Y (NPY) plays an important role in the nervous system, including the reg-
ulation of vascular tone and gastrointestinal secretion, has a direct inhibitory effect on
intestinal motility and secretion. Colocalization of NPY with the enzyme for the synthe-
sis of acetylcholine – choline acetyltransferase (ChAT), neuronal NO synthase (nNOS),
vasoactive intestinal peptide (VIP) and calcium-binding protein calbindin (CB) was de-
tected in the neurons of the submucous plexus of the small intestine of rats from the mo-
ment of birth until old age using immunohistochemical method of double labeling with
antibodies and f luorescence microscopy. From the moment of birth, all NPY-immuno-
reactive neurons colocalize ChAT. Most of NPY-containing neurons also contain VIP
and CB. In aged rats, the percentage of NPY-immunoreactive neurons containing CB,
VIP, and ChAT decreases. In young rats from newborns to 20-day-old as well as in aged
rats, nNOS is detected in NPY-positive neurons. Thus, at the early stages of ontogenesis
and in the senescence, the enteric metasympathetic NPY-immunoreactive submucous
neurons contain a wider range of neurotransmitters when compared to adult animals.

Keywords: neuropeptide Y, metasympathetic nervous system, immunohistochemistry,
intramural ganglia, ontogenesis
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Амигдала – одна из ключевых лимбических структур головного мозга, обеспечи-
вающих центральную регуляцию функций автономной нервной системы. Цен-
тральному ядру амигдалы (ЦеА) отводят ведущую роль в эмоционально-аффек-
тивной оценке и модуляции поступающей в мозг висцеросенсорной информа-
ции, в том числе ноцицептивных сигналов от желудочно-кишечного тракта.
Недавно полученные данные о нейропластических перестройках в ЦеА при вос-
палении толстой кишки указывают на возможность влияния периферической
патологии на процессы амигдалярного контроля висцеральных болевых сигна-
лов. Однако конкретные механизмы реализации этих процессов и изменения в
них при органических заболеваниях остаются малоизученными, сдерживая раз-
работку эффективных методов лечения абдоминальных болевых синдромов. Це-
лью наших нейрофизиологических экспериментов на анестезированных крысах
являлось определение нейрональных механизмов, обеспечивающих амигдало-
фугальную модуляцию висцеральной ноцицептивной трансмиссии на уровне
продолговатого мозга, с оценкой особенностей их реализации при кишечном
воспалении. Для этого у здоровых животных и крыс с экспериментальным коли-
том изучали эффекты электрической стимуляции ЦеА на импульсную актив-
ность нейронов бульбарной каудальной вентролатеральной ретикулярной обла-
сти (кВЛРО), вызванную ноцицептивным колоректальным растяжением (КРР).
Установлено, что ЦеА оказывает подавляющее действие на нейрональные про-
цессы обработки кВЛРО ноцицептивных сигналов от толстой кишки, которое
проявляется в уменьшении возбуждающих и ослаблении тормозных реакций
бульбарных нейронов на КРР. Такой эффект может способствовать уменьшению
восходящего болевого потока и инициируемых им рефлекторных реакций буль-
барного уровня, т.е. является антиноцицептивным. Впервые показано, что колит
сопровождается ослаблением угнетающих влияний ЦеА на возбуждающиеся в
ответ на КРР клетки кВЛРО при сохранении амигдалофугального подавления
тормозных ноцицептивных нейрональных реакций. Выявленные изменения мо-
гут приводить к усилению супраспинальной трансмиссии болевых сигналов от
кишки, т.е. лежать в основе центральных механизмов патогенеза кишечной ги-
пералгезии и хронической абдоминальной боли.

Ключевые слова: центральное ядро амигдалы, каудальная вентролатеральная рети-
кулярная область, кишечная ноцицепция, нейрональная активность, колит
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Амигдала является одной из ключевых лимбических структур головного мозга,
обеспечивающих центральную регуляцию функций автономной нервной системы
[1, 2]. Реципрокные связи амигдалы cо стволовыми структурами, а также с инте-
гративными субкортикальными и кортикальными областями [1, 3] позволяют ей
взаимодействовать с автономными центрами мозга и координировать их актив-
ность в целях формирования адекватных текущему мотивационно-эмоциональному
состоянию висцеральных и эндокринных ответов [1, 2]. В этом контексте важными
функциями амигдалы являются эмоционально-аффективная оценка и модуляция
поступающей в мозг висцеросенсорной информации, в том числе ноцицептивных
сигналов, исходящих от органов желудочно-кишечного тракта [4–6].

Участие амигдалы в контроле абдоминальной ноцицепции продемонстрировано
клиническими и экспериментальными исследованиями. С помощью методов ней-
ровизуализации мозга человека показано, что механическое растяжение прямой
кишки вызывает активацию этой переднемозговой структуры [7, 8]. Усиление ней-
рональной активности центрального ядра амигдалы (ЦеА) после химического или
механического кишечного раздражения было отмечено в экспериментах на крысах
[9, 10]. Также на грызунах было установлено, что фармакологическая модуляция
активности ЦеА оказывает влияние на висцеральную чувствительность. Так, мик-
роинъекции в это ядро кортикостерона, кортикотропин-рилизинг-фактора, моду-
ляторов его рецепторов 1 типа, глюкокортикоидных или глутаматных рецепторов
способствовали усилению [6, 11–13], либо ослаблению реакции бодрствующего
животного на колоректальное растяжение [12, 14, 15]. Эти данные подтверждают
важную роль амигдалы и, прежде всего, ее центрального ядра в супраспинальной
модуляции кишечной ноцицепции. Между тем, обеспечивающие эту функцию
ЦеА нейрональные механизмы до сих пор остаются неясными.

Кроме того, в последние годы установлено, что патология желудочно-кишечного
тракта сопровождается существенными структурными, молекулярными и функци-
ональными перестройками в амигдале и ее центральном ядре. В частности, у паци-
ентов с воспалительными заболеваниями толстой кишки обнаружены изменения
объема серого вещества, количества нейрокининовых рецепторов в амигдале [16–18]
и ее неадекватная активация при стрессорных воздействиях [8, 19]. В свою очередь,
в экспериментальных исследованиях на моделях колита у крыс и мышей в ЦеА на-
блюдалось увеличение базальной и вызванной нейрональной активности, усиле-
ние синаптической передачи [20–22], повышенная экспрессия кортикотропин-
рилизинг-фактора и активность метаботропных глутаматергических рецепторов
I группы, сниженные экспрессии рецептора кортикостерона и нейропептида Y [21,
23, 24]. Эти вызванные периферическим воспалением перестройки могут изменять
процессы обработки амигдалой интероцептивных сигналов и ее модулирующие
влияния на висцеросенсорную активность автономных центров мозга, способ-
ствуя усилению абдоминальной ноцицепции и ощущения боли. Однако как сами
механизмы реализации этих процессов, так и возможные изменения в них при ки-
шечной патологии остаются неизученными. Это существенно сдерживает разра-
ботку эффективных методов лечения абдоминальных болевых синдромов, особен-
но их хронических форм, в патогенезе которых ведущую роль отводят нарушениям
в супраспинальных механизмах контроля ноцицептивной информации от толстой
кишки [25, 26].

Поэтому целью проведенных нами нейрофизиологических экспериментов на
крысах являлось выяснение нейрональных механизмов, обеспечивающих амигда-
лофугальную модуляцию висцеральной ноцицептивной трансмиссии на уровне
продолговатого мозга, с оценкой особенностей их реализации при кишечном вос-
палении. Для этого у здоровых животных и крыс с экспериментальным колитом
мы изучали эффекты электрической стимуляции ЦеА на вызванную ноцицептив-
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ным колоректальным растяжением импульсную активность нейронов каудальной
вентролатеральной ретикулярной области (кВЛРО) продолговатого мозга — пер-
вого супраспинального автономного центра, получающего ноцицептивную ин-
формацию от толстой кишки по волокнам спинальной вентролатеральной систе-
мы [2, 27, 28].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на 27 взрослых самцах крыс линии Вистар (масса тела 280–
360 г) из Коллекции лабораторных млекопитающих разной таксономической при-
надлежности Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Все эксперименталь-
ные процедуры соответствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми
актами РФ, принципам Базельской декларации и рекомендациям Комиссии по
контролю за содержанием и использованием лабораторных животных при Инсти-
туте физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Животных после 24-часовой пищевой депривации анестезировали внутрибрю-
шинным введением смеси уретана (800 мг/кг; Sigma-Aldrich, США) и альфа-хлора-
лозы (60 мг/кг; ICN Biomedicals, США). В бедренные артерию и вену устанавлива-
ли катетеры для регистрации артериального давления с помощью полупроводни-
кового датчика MLT0670 (ADInstruments, Великобритания) и для внутривенного
введения анестетика в случае необходимости. После трахеостомии (для облегчения
процесса дыхания в условиях эксперимента) голову крысы закрепляли в стереотак-
сическом приборе (Медикор, Венгрия) под углом 30° к горизонтальной плоскости.
Посредством рассечения мягких тканей обеспечивали доступ к затылочной кости
черепа, нижнюю часть которой удаляли вместе с подлежащей твердой мозговой
оболочкой. Открытую дорсальную поверхность продолговатого мозга заливали
теплым физиологическим раствором. Для доступа к центральному ядру амигдалы
просверливали миллиметровое отверстие в зоне его проекции на левую теменную
кость согласно стандартному атласу мозга крысы [29]. В отверстие погружали мо-
нополярный вольфрамовый стимулирующий электрод в лаковой изоляции с кон-
чиком диметром 5 мкм и сопротивлением 50 кОм (Science Products GMBH, Герма-
ния), который размещали в пределах стереотаксических координат латеральной
части ядра (2.1–2.6 мм каудальнее брегмы, 4.0–4.5 мм латеральнее средней линии,
6.5–7.6 мм от поверхности мозга), непосредственно связанной с процессами кон-
троля ноцицепции [30, 31]. Индифферентный электрод закрепляли в контралате-
ральной височной мышце.

Для ноцицептивного колоректального растяжения использовали интраректаль-
но введенный резиновый баллон длиной 7 см, который раздували воздухом до дав-
ления 80 мм рт. ст. с помощью автоматического шприцевого насоса (ДШ-09,
Висма-Планар, Беларусь). Индикатором ноцицептивного характера применяемой
стимуляции на системном уровне служили вызываемые ею колебания уровня арте-
риального давления. Внеклеточную регистрацию вызванной кишечной стимуля-
цией активности нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области про-
долговатого мозга осуществляли вольфрамовыми микроэлектродами (кончик 1 мкм,
сопротивление 1 МОм; World Precision Instruments, США). При поиске нейронов
микроэлектрод перемещали в зоне, расположенной на 1.0–1.4 мм ростральнее за-
движки и 1.9–2.3 мм латеральнее средней линии на глубине 2.8–3.4 мм от поверх-
ности мозга, с помощью электронного погружающего устройства (МП-2, Россия) с
шагом 4 мкм. Отводимый сигнал после усиления и фильтрации в диапазоне 400–
5000 Гц (усилитель DAM 80, World Precision Instruments, США) поступал на вход
звуковой карты компьютера. Визуализацию и запись нейрональной активности в
режиме реального времени осуществляли посредством программы Audition 3 (Ado-
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be Corp, США). Запись производили на трехминутном интервале – 1 мин до сти-
муляции (фоновый показатель), 1 мин во время колоректального растяжения и
1 мин после него. Последующий анализ с селекцией нейрональных разрядов по
форме выполняли с помощью программы Spike 2 (CED, Великобритания). Для
разных импульсных потоков определяли среднюю частоту разрядов на последова-
тельных минутных интервалах, указанных выше. Нейроны считали реагирующими
на ноцицептивную стимуляцию, если частота их разрядов во время раздражения
изменялась по отношению к фоновому значению не менее чем на 15%.

Для каждого регистрируемого нейрона оценивали его исходную фоновую актив-
ность и реакцию на колоректальное растяжение, затем (с интервалом 5 мин) – те же
показатели после предварительной (за 20 с) стимуляции центрального ядра ами-
гдалы. При этом в течение 40 с записывалась текущая фоновая активность нейро-
на, затем осуществлялось 10-секундное раздражение амигдалы и через 10 с после
его окончания начинался 60-секундный период мониторирования постстимуляци-
онных изменений в фоновой активности или производилось 60-секундное КРР.
Для электрического раздражения центрального ядра использовали прямоугольные
импульсы тока отрицательной полярности силой 200–300 мкА и длительностью
500 мкс, которые генерировали с помощью электростимулятора Isostim A320
(World Precision Instruments, США) и предъявляли с частотой 50 Гц в течение 10 с.
Эксперименты проводили на двух группах крыс – здоровых (15 животных) или с
колитом (12 особей), инициированным по методу Morris с соавт. [32] посредством
трансректального введения в ободочную кишку спиртового раствора пикрилсуль-
фониевой кислоты (TNBS, 20 мг в 0.25 мл 50%-ного раствора этанола; Sigma-Al-
drich, США). Введение раствора осуществлялось с помощью инсулинового шпри-
ца, снабженного тонким 7-сантиметровым полиэтиленовым катетером. Опыты на-
чинали через 5–12 дней после инъекции, на пике развития колита.

По окончании каждого эксперимента осуществляли эвтаназию животного пу-
тем внутривенного введения трехкратной дозы анестезирующей смеси и выполняли
электролитическое разрушение ткани мозга посредством пропускания через реги-
стрирующий и стимулирующий электроды постоянного тока силой 0.5–1.2 мА в
течение 40 с. Локализацию мест регистрации и стимуляции производили на обра-
ботанных стандартными гистологическими методами (метод Ниссля) срезах моз-
га толщиной 40 мкм с использованием атласа мозга крысы [29]. В случае локали-
зации регистрирующего или стимулирующего электродов за пределами границ
исследуемых структур мозга результаты нейрофизиологического исследования
данного животного были исключены из дальнейшего анализа. По завершении
каждого опыта у здоровых крыс и животных, подвергнутых введению пикрил-
сульфониевой кислоты, был осуществлен забор фрагмента толстой кишки дли-
ной 8 см от ануса для визуального анализа и последующего гистологического
окрашивания (эозин и гематоксилин) с целью исключения спонтанной патоло-
гии у животных, отнесенных к группе здоровых, и гистологического подтвержде-
ния колита у крыс второй группы.

Статистическую обработку, сравнение и графическое оформление результатов,
полученных в разных условиях и на разных группах животных, производили по-
средством программ Origin 2015 (OriginLab, США) и GraphPad InStat 3.02 (Graph-
Pad Software, США). Статистический анализ полученных данных производился с
использованием непараметрических методов для парных (тест Фридмана и пар-
ный тест Вилкоксона) и непарных (тесты Крускала–Уоллиса и Манна–Уитни) из-
мерений. Применение непараметрических тестов было связано с отклонением
анализируемых выборок от нормального распределения (тест Шапиро–Вилка).
Данные представлены как медиана (25-й процентиль; 75-й процентиль). Различия
считали статистически значимыми при p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В группе здоровых животных была зарегистрирована активность 145 нейронов
кВЛРО продолговатого мозга, локализованных между двойным и латеральным ре-
тикулярными ядрами (рис. 1a). Из них 128 (88.3%) клеток реагировали на ноцицеп-

Рис. 1. Локализация мест регистрации нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области
продолговатого мозга (a), область электрической стимуляции центрального ядра амигдалы (b) и приме-
ры возбуждающей (c, d) и тормозной (e, f) нейрональных реакций на колоректальное растяжение изоли-
рованно (c, e) или после предварительной (за 20 с) активации центрального ядра амигдалы (d, f). Обо-
значения на (a): Amb – двойное ядро, Cu – клиновидное ядро, LRt – латеральное ретикулярное ядро,
Sol – ядро одиночного тракта, Sp5 – спинальное ядро тройничного нерва, XII – ядро подъязычного
нерва. Обозначения на (b): BL – базолатеральное ядро амигдалы, BM – базомедиальное ядро амигдалы,
Co – кортикальное ядро амигдалы, GP – бледный шар, La – латеральное ядро амигдалы, LH – лате-
ральный гипоталамус, Me – медиальное ядро амигдалы. Схемы срезов мозга адаптированы из стандарт-
ного атласа мозга крысы [29]. Обозначения на (c–f): CRD – колоректальное растяжение, CeA – стиму-
ляция центрального ядра амигдалы. В верхней части каждого фрагмента – нативные записи, ниже – со-
ответствующие гистограммы. По оси абсцисс – время в секундах, по оси ординат – частота разрядов.
Отрезки – время действия раздражений. Артефакты электрической стимуляции убраны с помощью ам-
плитудного дискриминатора.
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тивное колоректальное растяжение (КРР) значительными и пролонгированными
во времени увеличением (n = 78, p = 0.03, Fr = 7.29, тест Фридмана) или уменьше-
нием частоты разрядов (n = 50, p = 0.04, Fr = 6.24) и были отнесены к возбуждаю-
щимся и тормозящимся соответственно. Остальные 17 (11.7%) нейронов, активность
которых во время и после КРР существенно не изменялась (p = 0.08, Fr = 5.06), рас-
сматривались как индифферентные к применяемому висцеральному раздражению
и были исключены из дальнейшего анализа эффектов стимуляции амигдалы. Ука-
занные три типа нейронов характеризовались различающимися частотами фоновой
активности (p < 0.001, KW = 35.3, тест Крускала–Уоллиса), что может служить под-
тверждением их принадлежности к функционально различным популяциям. Воз-
буждающиеся клетки генерировали фоновые разряды с частотой 0.7 (0.3; 1.3) имп/с,
которая была существенно ниже, чем у тормозящихся (1.4 (1.1; 2.2); p < 0.001, U = 985,
тест Манна–Уитни) и индифферентных нейронов (1.9 (1.5; 3.0); p < 0.001, U = 190).
Из последних двух типов клеток более высокую частоту фоновой активности де-
монстрировали индифферентные к КРР клетки (p = 0.04, U = 283).

Возбуждающиеся при кишечном растяжении клетки (рис. 1c) составляли 53.8%
от общего числа зарегистрированных нейронов. Вызванное КРР усиление их им-
пульсной активности достигало 143.6 (128.1; 223.0)% от исходного (фонового) уров-
ня (n = 78, p < 0.001, парный тест Вилкоксона) и сохранялось как минимум в тече-
ние 1 мин после окончания стимуляции (рис. 2a). В свою очередь, в популяции
тормозящихся при КРР нейронов (рис. 1e), к которой были отнесены 34.5% изу-
ченных клеток, снижение частоты разрядов во время раздражения доходило до 71.3
(57.8; 78.6)% от ее исходного значения (n = 50, p < 0.001, парный тест Вилкоксона),
оставаясь на сниженном уровне после прекращения КРР (рис. 2b).

Предварительная 10-секундная электрическая стимуляция латеральной части
ЦеА (рис. 1b) у здоровых животных вызывала небольшое, но статистически значи-
мое снижение частоты фоновой импульсации возбуждающихся при КРР нейронов
(n = 78, p = 0.02, парный тест Вилкоксона; рис. 3a) и подавляла их ответы на висце-
ральное болевое раздражение (рис. 1d). Интенсивность последних после стимуля-
ции ЦеА составляла 123.6 (86.6; 158.9)% от фоновой активности, что было суще-

Рис. 2. Частота разрядов у возбуждающихся (a) и тормозящихся (b) в ответ на колоректальное растяже-
ние (CRD) нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого мозга у здо-
ровых крыс исходно (Baseline), во время раздражения (Under CRD) и после его окончания (After CRD).
Верхняя и нижняя границы каждого прямоугольника – первый и третий квартили (25-й и 75-й процен-
тили) соответственно, поперечная линия внутри – медиана (50-й процентиль), квадрат внутри – сред-
нее арифметическое, концы отрезков – 10-й и 90-й процентили, кресты – выбросы. Значимые разли-

чия по сравнению с соответствующим исходным значением (парный тест Вилкоксона): ### – p < 0.001.

### ###

6

8

4

2

0

Baseline Under CRD After CRD

a

D
is

ch
ar

ge
 ra

te
, s

pi
ke

s/
s

### ###

6

4

2

0

Baseline Under CRD After CRD

b



1225АМИГДАЛОФУГАЛЬНАЯ МОДУЛЯЦИЯ ВИСЦЕРАЛЬНОЙ

ственно ниже, чем при изолированном применении КРР (n = 78, p < 0.01, парный
тест Вилкоксона; рис. 4a). Электрораздражение амигдалы не оказывало значимого
влияния на частоту фоновых разрядов тормозящихся при кишечном растяжении
нейронов (рис. 3b), но приводило к ослаблению их тормозных реакций на КРР
(рис. 1f), либо к их трансформации в возбуждающие. В целом, вызванный КРР
уровень импульсной активности этих нейронов после стимуляции ЦеА составлял
99.9 (63.2; 129.7)% от фонового значения, существенно превышая таковой при изо-
лированном кишечном раздражении (n = 50, p < 0.001, парный тест Вилкоксона;
рис. 4b).

У крыс с колитом в исследуемой области продолговатого мозга (рис. 1a) было за-
регистрировано 106 нейронов. Из них 38 (35.9%) клеток во время и после КРР де-
монстрировали усиление импульсной активности (p < 0.001, Fr = 42.37, тест Фрид-
мана), а 51 нейрон (48.1%) – ее уменьшение (p < 0.001, Fr = 61.22). Остальные 17 (16%)
клеток были индифферентными к болевой висцеральной стимуляции (p = 0.19,
Fr = 3.29). Процентное соотношение разных типов нейронов при патологии суще-
ственно отличалось от такового в норме (p = 0.02, Chi-square = 7.9, тест хи-квадрат),
характеризуясь меньшим процентом возбуждающихся и повышенной долей тор-
мозящихся при КРР клеток (p = 0.009, точный тест Фишера) при сопоставимом с
нормой соотношении реагирующих на раздражение и индифферентных к нему
нейронов (p > 0.05, точный тест Фишера). Частоты фоновых разрядов указанных
нейрональных типов существенно различались (p < 0.001, KW = 19.68, тест Круска-
ла–Уоллиса), однако данная характеристика для каждого из них в отдельности бы-
ла сопоставима с таковой у здоровых животных (для всех случаев p = 0.08–0.83, U =
= 93–1409, тест Манна–Уитни; рис. 3a, b).

У крыс с кишечным воспалением возбуждающая нейрональная реакция на КРР
достигала 157.3 (130.3; 271.6)% от уровня фоновой импульсации, превышая соот-
ветствующее значение в норме (p = 0.04, U = 1018, тест Манна–Уитни; рис. 4a).
Тормозящиеся нейроны в ответ на растяжение воспаленной кишки демонстриро-
вали снижение импульсной активности до 68.2 (45.5; 78.2)% от ее фонового уровня,
что не отличалось от сходной реакции в отсутствие патологии (p = 0.30, U = 1123,
тест Манна–Уитни; рис. 4b).

Рис. 3. Частота фоновых разрядов у нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области
продолговатого мозга с возбуждающими (a) и тормозными (b) реакциями на колоректальное растяже-
ние (CRD) до электрической стимуляции центрального ядра амигдалы (Before CeA stimulation) и после
него (After CeA stimulation) у здоровых крыс (Norm) и животных с колитом (Colitis). Значимые различия по
сравнению с соответствующим значением до активации амигдалы (парный тест Вилкоксона): # – p < 0.05.
Остальные обозначения как на рис. 2.
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Предварительная стимуляция ЦеА при колите, в отличие от ее тормозного дей-
ствия в норме, не оказывала существенного влияния на частоты фоновых и вы-
званных КРР разрядов у клеток возбуждающегося типа (n = 38, p = 0.66 и p = 0.10
соответственно, парный тест Вилкоксона). После такой стимуляции уровень им-
пульсной активности нейрона во время кишечного раздражения составлял 137.6
(104.2; 253.9)% от ее фонового значения, превосходя соответствующий показатель
после активации ЦеА в группе здоровых животных (p = 0.04, U = 1143, тест Манна–
Уитни; рис. 4a). В свою очередь, кишечная патология сопровождалась усиливаю-
щим эффектом амигдалы на фоновую импульсацию тормозящихся при КРР кле-
ток (n = 51, p = 0.03, парный тест Вилкоксона; рис. 3b), который не наблюдался в
норме. При этом сохранялось амигдалофугальное подавление тормозных нейро-
нальных ответов на болевое раздражение кишки (рис. 4b). Вызванный КРР уро-
вень импульсной активности этих нейронов после стимуляции ЦеА в условиях па-
тологии составлял 96.2 (74.6; 116.9)% от фонового значения, существенно превы-
шая таковой при изолированном кишечном раздражении (n = 51, p < 0.001, парный
тест Вилкоксона) и не отличаясь от соответствующего показателя у здоровых жи-
вотных (p = 0.55, U = 1163, тест Манна–Уитни).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенных исследований нами впервые установлено, что элек-
трическая стимуляция латеральной части ЦеА оказывает подавляющее действие на
нейрональные процессы обработки ноцицептивных сигналов от толстой кишки в
кВЛРО продолговатого мозга, которое проявляется в уменьшении возбуждающих
и ослаблении тормозных реакций бульбарных нейронов на болевое колоректаль-
ное растяжение. Впервые показано, что кишечное воспаление (колит) сопровож-
дается ослаблением угнетающих влияний ЦеА на возбуждающиеся в ответ на вис-
церальное ноцицептивное воздействие клетки кВЛРО при сохранении амигдало-
фугального подавления вызываемого КРР нейронального торможения.

Рис. 4. Частота вызванных разрядов у нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области
продолговатого мозга, возбуждающихся (a) и тормозящихся (b) при колоректальном растяжении, ис-
ходно (CRD) и после предварительной электрической стимуляции центрального ядра амигдалы (CeA + CRD)
у здоровых крыс (Norm) и животных с колитом (Colitis). Значимые различия по сравнению с соответ-

ствующим значением до активации амигдалы (парный тест Вилкоксона): ## – р < 0.01, ### – p < 0.001.
Значимые различия по сравнению с соответствующим значением в норме (тест Манна–Уитни): * – р < 0.05.
Остальные обозначения как на рис. 2.
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Каудальная вентролатеральная ретикулярная формация продолговатого мозга
общепризнанно считается центром интеграции кардиоваскулярных и моторных
рефлекторных реакций, в том числе инициируемых ноцицептивными раздражите-
лями, и является важным звеном эндогенной системы контроля болевой чувстви-
тельности [2, 28, 33, 34]. Ранее было установлено, что эта область, получающая
висцеросенсорную информацию от восходящих спиноталамического, спинорети-
кулярного и спиномезенцефалического трактов [27, 35], содержит специфические
популяции реагирующих на кишечное растяжение нейронов, изменения в актив-
ности которых могут служить индикатором супраспинального проведения болевых
сигналов от толстой кишки [35–38]. Наше исследование свидетельствует о суще-
ствовании в кВЛРО двух групп нейронов – возбуждающихся и тормозящихся в от-
вет на ноцицептивное колоректальное растяжение. Это согласуется с результатами
других работ [36, 38] и совпадает с ранее полученными нами данными [39–41].
Кроме того, сходные по свойствам группы нейронов обнаружены в люмбосакраль-
ном и тораколюмбальном отделах спинного мозга [42], ядре одиночного тракта
[41, 43], большом ядре шва [44], вентральном заднелатеральном ядре таламуса [45]
и передней инсулярной коре [46].

Выявленное нами различие в фоновой импульсной активности возбуждающих-
ся и тормозящихся при КРР нейронов кВЛРО подтверждает их принадлежность к
функционально различным популяциям. Имеющиеся иммуногистохимические
данные указывают, что возбуждающиеся при растяжении кишки клетки ВЛРО, по
крайней мере частично, могут быть катехоламинергическими [47, 48]. По мнению
ведущих специалистов в этой области, такие клетки имеют непосредственное от-
ношение к механизмам восходящего проведения висцерального болевого сигнала
и могут быть отнесены к специфическим висцеральным ноцицептивным нейро-
нам [36, 38, 49]. Эту точку зрения поддерживают результаты наших предыдущих
работ, в которых возбуждающаяся при КРР группа нейронов являлась мишенью
для действия фармакологических препаратов со свойствами висцеральных аналь-
гетиков [39, 50, 51] и демонстрировала признаки сенситизации при кишечном вос-
палении [40, 41]. Наблюдавшееся нами в данном исследовании снижение реактив-
ности таких бульбарных клеток к КРР после электростимуляции ЦеА может свиде-
тельствовать об антиноцицептивном действии амигдалы, вследствие которого
представляется уместным ожидать ослабления исходящего из кВЛРО висцераль-
ного болевого потока к вышележащим структурам мозга.

Нейрохимическая и функциональная принадлежность тормозящихся в ответ на ки-
шечную стимуляцию бульбарных нейронов в настоящее время не определена. На ос-
новании сходства этих клеток кВЛРО по своим свойствам с тормозными off-нейрона-
ми рострального вентромедиального отдела продолговатого мозга ряд авторов свя-
зывает их с функционированием бульбарной антиноцицептивной системы [38, 49].
Вместе с тем, наши предыдущие исследования показали, что такие клетки могут
участвовать в процессах дифференцировки соматических и висцеральных болевых
сигналов [41]. Кроме того, по крайней мере часть из них может быть вовлечена в
реализацию продемонстрированных ранее гипотензивных кардиоваскулярных ре-
акций на висцеральную ноцицепцию [41, 51, 52], которые могут обеспечиваться ва-
зодепрессорной (симпатоингибирующей) кВЛРО [33, 34] посредством ее тормоз-
но-возбуждающих нейрональных взаимодействий с симпатоактивирующей ростраль-
ной вентролатеральной ретикулярной областью продолговатого мозга [2, 28, 53].
Более конкретная функциональная идентификация тормозящихся при ноцицеп-
тивной кишечной стимуляции нейронов кВЛРО требует проведения специальных
исследований. Наблюдавшееся в наших экспериментах уменьшение тормозных
нейрональных реакций кВЛРО на кишечное растяжение после активации ЦеА мо-
жет свидетельствовать в пользу амигдалофугального подавления не только возбуж-
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дающей, но и тормозной нейротрансмиссии висцеральных болевых сигналов в ис-
следованной области продолговатого мозга, следствием чего может являться
уменьшение всех вызываемых ими рефлекторных реакций бульбарного уровня.
Продемонстрированное в нашем исследовании общее тормозное влияние ЦеА на
бульбарные механизмы обработки висцеральных болевых сигналов согласуется с
антиноцицептивными эффектами его стимуляции нейропептидами и агонистами
нейротрансмиттеров на моделях соматической боли у бодрствующих животных
[31, 54, 55].

Эффекты стимуляции латеральной части ЦеА могут реализоваться как через ее
собственные нисходящие проекции, так и через связи активируемой ею медиаль-
ной части ядра [3, 30, 31], то есть через нисходящие пути ЦеА в целом. В частности,
тормозные амигдалофугальные влияния на связанные с висцеральной ноцицепци-
ей нейроны продолговатого мозга могут реализоваться через относительно слабо
выраженные, но все же существующие прямые ГАМК-ергические проекции ЦеА
на кВЛРО [1, 56–58]. Активация этих входов может приводить к подавлению воз-
буждающих нейрональных реакций этой бульбарной области на КРР. Эти же амигда-
лофугальные проекции способны подавлять активность присутствующих в кВЛРО
ноцицептивных ГАМК-ергических нейронов [59], ослабляя тем самым иницииру-
емую КРР локальную тормозную нейротрансмиссию. Существенную роль в обес-
печении выявленных эффектов ЦеА могут играть его более массивные ингибитор-
ные входы к ростральной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого
мозга и ядру одиночного тракта [1, 57, 58], которые, как известно, оказывают акти-
вирующие влияния на кВЛРО [57, 60, 61]. Поэтому общее снижение возбуждаю-
щей нейрональной активности последней частично может быть следствием ами-
гдалофугального торможения нейронов указанных бульбарных областей. В то же
время, имеющиеся в меньшем количестве глутаматергические проекции от ЦеА к
этим же структурам [62] могут способствовать усилению их активирующих входов
в кВЛРО с последующим ослаблением тормозных реакций части ее нейронов на
растяжение кишки. Кроме вышеперечисленного, продемонстрированные нами
модулирующие влияния ЦеА на возбуждающую и тормозную висцеральную ноци-
цептивную трансмиссию в кВЛРО могут быть опосредованы вентролатеральной
областью центрального серого вещества среднего мозга – одним из ключевых ком-
понентов эндогенной системы контроля болевой чувствительности [56, 63–65].

Как впервые показало наше исследование, развитие колита сопровождается
ослаблением тормозных влияний ЦеА на активирующиеся при колоректальном
растяжении нейроны кВЛРО, что может свидетельствовать о нарушении амигда-
лобульбарных влияний в этих условиях. Одной из причин может являться вызыва-
емое кишечным воспалением усиление глутаматергической нейротрансмиссии в
пределах исследуемого амигдалярного ядра [21, 66], которое может способствовать
ослаблению тормозных ГАМК-ергических и усилению возбуждающих глутаматер-
гических влияний ЦеА на кВЛРО и/или активирующие ее бульбарные структуры.
Сходное усиление глутамат-зависимой нейрональной активности в ЦеА было про-
демонстрировано при соматических патологиях – артрите и периферической ней-
ропатии [30, 31, 67]. Одним из свидетельств в пользу усиления возбуждающих амигда-
лярных влияний при кишечном воспалении может являться наблюдавшееся нами по-
сле стимуляции ЦеА увеличение уровня фоновой активности тормозящихся при
КРР бульбарных нейронов, которое отсутствовало у здоровых животных. В связи с
этим представляется закономерным, что вызываемое ЦеА ослабление тормозных
нейрональных реакций на растяжение кишки при таких условиях сохранялось, то-
гда как его подавляющие, вероятнее всего ГАМК-зависимые, эффекты на фоно-
вую и вызванную активность возбуждающихся ноцицептивных нейронов кВЛРО
были существенно ослаблены. В своей совокупности такие опосредуемые локаль-
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ными глутаматергическими механизмами изменения в нисходящих влияниях ЦеА
при колите могут способствовать усилению висцеральной болевой трансмиссии
при по-прежнему ослабленной, т. е. неадекватной, реализации инициируемых ею
антиноцицептивных и кардиоваскулярных рефлекторных реакций бульбарного
уровня. Косвенным подтверждением справедливости этого предположения явля-
ется продемонстрированное ранее усиление кишечной болевой чувствительности
у бодрствующих мышей после фармакологической активации в ЦеА метаботроп-
ных глутаматных рецепторов [11].

Определенную роль в способствующих ноцицепции перестройках амигдалофу-
гальных влияний при кишечном воспалении также может играть ассоциированное с
ним увеличение в ЦеА уровня экспрессии кортикотропин-рилизинг-фактора [23].
Ранее было установлено, что микроинъекции кортикотропин-рилизинг-гормона в
это ядро способствует усилению реакции бодрствующего животного на ноцицеп-
тивное колоректальное растяжение [6, 12, 13], тогда как блокада локального синте-
за указанного гормона или антагонизм его рецепторов 1-го типа уменьшал кишеч-
ную гиперчувствительность [12, 14, 15]. Имеющиеся к настоящему времени экспе-
риментальные данные позволяют предполагать, что повышенный уровень
локального кортикотропин-рилизинг-фактора может усиливать опосредуемые им
возбуждающие влияния ЦеА на клетки паравентрикулярного ядра гипоталамуса
[68–70]. Измененный уровень амигдалофугальной активации последнего, в свою
очередь, может приводить к смещению баланса его возбуждающих и тормозных
модулирующих влияний на кВЛРО в сторону более выраженного возбуждения
[71–73], способствуя тем самым усилению висцеральной болевой трансмиссии в
этой структуре.

Таким образом, в нашем исследовании впервые продемонстрировано, что цен-
тральное ядро амигдалы оказывает тормозное действие на нейрональные процессы
обработки висцерального болевого сигнала в каудальной вентролатеральной рети-
кулярной области продолговатого мозга, что может приводить к уменьшению вос-
ходящего ноцицептивного потока и инициируемых им рефлекторных реакций
бульбарного уровня. Установлено, что угнетающий эффект активации централь-
ной амигдалы на вызываемое кишечным растяжением возбуждение бульбарных
ретикулярных нейронов существенно ослабевает при колите, свидетельствуя о на-
рушении антиноцицептивных амигдалобульбарных влияний при висцеральной
патологии. Такие нарушения могут способствовать усилению супраспинальной
трансмиссии ноцицептивных сигналов от толстой кишки, т.е. лежать в основе
центральных механизмов патогенеза кишечной гипералгезии и хронической аб-
доминальной боли при воспалительных заболеваниях желудочно-кишечного
тракта. Необходимы дальнейшие исследования для выяснения конкретных ана-
томических путей и нейрохимических процессов, вовлеченных в реализацию ан-
тиноцицептивных амигдалобульбарных влияний и их нарушения при висцераль-
ной патологии.
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Amygdalofugal Modulation of Visceral Nociceptive Transmission in the Rat Caudal
Ventrolateral Medulla in Normal Conditions and under Intestinal Inflammation

O. A. Lyubashinaa, *, I. B. Sivachenkoa, and I. I. Busyginaa

a Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

*e-mail: lyubashinaoa@infran.ru

The amygdala is a key brain limbic structure providing central regulation of the auto-
nomic nervous system. The central nucleus of the amygdala (CeA) is assigned a leading
role in the emotional and affective states-determined assessment and modulation of vis-
cerosensory information entering the brain, including nociceptive signals from the gas-
trointestinal tract. Recently obtained data on the neuroplastic alterations in CeA occur-
ring under colonic inflammation suggest that peripheral pathology can influence amyg-
daloid control of visceral pain signaling. However, the specific mechanisms underlying
such control as well as their changes in organic diseases remain poorly understood, hin-
dering the development of effective abdominal pain treatment. The aim of our neuro-
physiological experiments in anesthetized rats was to determine the neuronal mecha-
nisms that provide amygdalofugal modulation of the medullary visceral nociceptive
transmission with parallel evaluation of these mechanisms’ implementation under intes-
tinal inflammation. For this purpose, the effects of CeA electrical stimulation on noci-
ceptive colorectal distension (CRD)-evoked spike activity of neurons in the caudal ven-
trolateral medulla (CVLM) were studied in healthy animals and rats with experimental
colitis. It was found that CeA exerts the suppressive effect on the CVLM neuronal process-
ing of nociceptive signals from the colon, which manifests itself in a decrease of excitatory
and weakening of inhibitory medullary neurons’ responses to CRD. The effect observed
can contribute to an attenuation of the ascending pain flow as well as of the pain-trig-
gered reflex reactions realized at the medullary level, being therefore considered as anti-
nociceptive. It was shown for the first time that colitis is accompanied by a decrease in
the inhibitory influence of CeA on CRD-excited CVLM cells with maintaining amygda-
lofugal suppression of the inhibitory nociceptive neuronal reactions. The revealed
changes can lead to an increase in the supraspinal transmission of pain signals from the
colon, i.e. they can underlie central mechanisms of the intestinal hyperalgesia and
chronic abdominal pain pathogenesis.

Keywords: amygdala central nucleus, caudal ventrolateral medulla, intestinal nocicep-
tion, neuronal activity, colitis
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Открытие системы следовых аминов и их рецепторов двадцать лет назад дало но-
вые перспективы в изучении моноаминовых систем мозга. Тем не менее, из 6 ре-
цепторов следовых аминов, которые были обнаружены у человека, мышей и
крыс, достаточно хорошо изучен только рецептор TAAR1 и его лиганды. Биоло-
гические функции остальных 5 рецепторов в настоящее время остаются неиз-
вестными. В ходе данной работы была проведена оценка результатов поведенче-
ских, биохимических и морфологических параметров нокаутной линии крыс
TAAR9-KО, получавших 20%-ный раствор фруктозы вместо воды в течение 2 ме-
сяцев. Физиологические изменения были исследованы в поведенческих тестах
“Открытое поле”, “Приподнятый крестообразный лабиринт” и “Водный лаби-
ринт Морриса”, а также ключевые характеристики микростуктуры груминга.
В результате были выявлены существенные различия в поисковой активности,
“норковом рефлексе”, терморегуляции, изменения ряда биохимических парамет-
ров и накоплении липидов в паренхиме печени у крыс, нокаутных по гену TAAR9.

Ключевые слова: следовые амины, поведение, фруктоза, TAAR9, груминг
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ВВЕДЕНИЕ

Следовые амины (СА) являются независимой группой эндогенных аминов, ко-
торые образуются в различных органах и тканях в результате декарбоксилирования
аминокислот. Кроме того, СА образуются при ферментативной или термической
обработке продуктов питания с участием микрофлоры желудочно-кишечного
тракта [1–3]. Показано, что моноаминовые нейромедиаторы (дофамин, серото-
нин, норадреналин) метаболизируются с образованием СА [4–7].

С тех пор как в 2001 г. были открыты рецепторы СА [8, 9], данный тип соедине-
ний стал рассматриваться как отдельная группа эндогенных моноаминов, облада-
ющих независимым путем рецепции и принимающих участие в патогенезе функ-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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циональных нарушений моноаминовых систем, алиментарно-зависимых и других
заболеваний [2].

На сегодняшний день у разных видов открыто более 100 рецепторов СА. Для че-
ловека выявлено шесть функционально-активных рецепторов – TAAR1, 2, 5, 6, 8, 9
и три псевдогена – TAAR3, 4 и 7 [2, 10].

Одним из наименее изученных подсемейств рецепторов СА у млекопитающих
является TAAR9. Информации по биологической функции этого рецептора в на-
стоящее время очень мало. В ряде исследований установлено, как и в случае с
ТААR8, что различные популяции лейкоцитов экспрессировали TAAR9 [11, 12].
Показано, что TAAR9 экспрессируется также в селезенке человека [13], в кишечни-
ке мыши [14], гипофизе и скелетных мышцах человека [15].

Одним из современных и хорошо зарекомендовавших себя методов выявления
новых физиологических и метаболических функций генов является применение
метаболической нагрузки в виде кормления высококалорийными рационами или
поения растворами простых углеводов нокаутных по изучаемом гену линий лабо-
раторных животных [11, 14].

Таким образом, целью исследования явилось изучение влияния высокофруктоз-
ного рациона на поведенческие, биохимические и морфологические параметры
крыс нокаутной линии TAAR9-KO.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лабораторные животные
В исследовании использовались самки крыс нокаутной линии TAAR9-KO и

контрольныe животные (“дикий тип”, WT, аутбредная линия Spague-Dawley) в
возрасте 5–6 мес. (n = 32), полученные из вивария Института трансляционной
биомедицины СПбГУ. Животные, согласно генотипам и потребляемым рационам,
были разделены на 6 групп. Средняя исходная масса тела в группах не различалась.

Крысы содержались в режиме 12 : 12 ч (день : ночь). Все процедуры были выпол-
нены в соответствии с руководящими принципами, установленными Советом Ев-
ропейского сообщества (Директива 2010/63 /ЕС от 22 сентября 2010 г.).

Генотипирование
Генотипирование животных основано на методе ПДРФ (полиморфизм дли-

ны рестрикционных фрагментов). Генотипирование проводится при помощи
ПЦР с ДНК, выделенной методом щелочного лизиса [16] из образца ткани,
взятого из хвоста животного, и праймерами, фланкирующими сайт мутации
(5'-TGGCCTTTTGCAAGAAGTTT-3' and 5'-GCAAAGCAGAAGGAGGTGTC-3').
ПЦР проводится в буфере, содержащем 2× BioMaster HS-Taq PCR-Color reaction
mix (Biolab mix, Россия), 1 мкM каждого праймера и 500 нг геномной ДНК. Усло-
вия ПЦР: 3 мин при 95°C, 35 циклов по 20 с при 95°C, 20 с при 63°C, 40 с при 72°C
и конечная инкубация в течение 5 мин при 72°C. Продукт реакции – ампликон
339 п.н. В ПДРФ-анализе используется рестриктаза SacI (Thermo Scientific, США).
При генотипе дикого типа оба аллеля подвергаются рестрикции и образуют 2 фраг-
мента (195 и 143 п.н.); у гетерозигот только один аллель подвергается рестрикции,
образуется три фрагмента (339, 195 и 143 п.н.); в генотипе нокаута оба аллеля теря-
ют сайт рестрикции, поэтому образуется только один фрагмент (339 п.н.).

Рационы
Животные содержались в клетках открытого типа и получали сбалансирован-

ный гранулированный корм (ООО Лабораторкорм, Россия). Животные экспери-
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ментальных групп получали 20%-ный раствор фруктозы вместо воды. Всем живот-
ным обеспечивали доступ к пище и воде ad libitum.

Количество съеденного рациона и выпитой жидкости фиксировали ежедневно.

Дизайн экспериментов
Для решения поставленной цели было проведено 2 эксперимента.
Эксперимент 1.
Основной задачей первого эксперимента стал общий анализ поведенческих из-

менений крыс нокаутной линии TAAR9-KO в сравнении с группой WT. Для этого
крысы с генотипами WT и TAAR9-KO были разделены на 2 группы с равной чис-
ленностью (n = 6). Животным обеих групп были проведены поведенческие тесты
“Открытое поле” (включая ключевые характеристики груминга), “Приподнятый
крестообразный лабиринт” и “Водный лабиринт Морриса”.

Эксперимент 2.
Задачей второго эксперимента явилось исследование поведенческих, биохими-

ческих и морфологических параметров крыс нокаутной линии TAAR9-KO в срав-
нении с группой WT, получавших 20%-ный раствор фруктозы вместо воды в течение
2-х месяцев в режиме свободного доступа. Для этого крысы, согласно генотипам,
были разделены на 4 группы (n = 5–7): животные 1-й и 2-й групп – с генотипом WT,
3-й и 4-й группы – c генотипом TAAR9-KO. Крысы1-й и 3-й групп получали сба-
лансированный гранулированный корм, а 2-й и 4-й групп – сбалансированный
гранулированный корм с 20%-ным раствором фруктозы вместо воды.

Животным всех групп были проведены физиологические тесты “Открытое поле”,
“Приподнятый крестообразный лабиринт”, морфологическое исследование ткани
печени и биохимическое исследование плазмы крови.

Крыс еженедельно взвешивали с точностью ±1 г.

Сбор и хранение образцов крови.
Кровь собирали в пробирки для сбора сыворотки крови “VACUETTE” (Greiner

Bio-One, Австрия), инкубировали в вертикальном положении в течение 15 мин, а
затем держали при 4°C до центрифугирования. Образцы со свернувшейся кровью
центрифугировали при 1500 об/мин в течение 15 мин при 4°C. Сыворотку перено-
сили в сухие чистые пробирки и хранили до анализа при –20°C не более 5 дней.

Поведенческие эксперименты
Тест “Открытое поле” (ОП).
Уровни локомоторной активности и другие поведенческие изменения оценива-

ли с использованием оборудования “Open Science” (Россия) и программного обес-
печения, разработанного в Физиологическом отделе им. И.П. Павлова ФГБНУ
“Институт экспериментальной медицины”. Уровень освещенности установки –
8300 лм. Животные помещались в центр арены на 5 мин. Регистрировали траекто-
рию и скорость движения животного, общую и разделенную по секторам арены
пройденную дистанцию. Также было посчитано количество вертикальных стоек,
стоек с упором в борт арены, актов груминга, а также уровень дефекации (количе-
ство болюсов) за время тестирования.

Тест “Приподнятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ).
Уровень тревожности животных оценивали с использованием оборудования

“Open Science” (Россия) и программного обеспечения, разработанного в Физиоло-
гическом отделе им. И.П. Павлова ФГБНУ “Институт экспериментальной меди-
цины”. Уровень освещенности установки – 8300 лм. Тест ПКЛ позволяет оценить
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степень выраженности эмоциональной реакции страха и тревоги, двигательную
активность, скорость ориентировочных реакций. Время пребывания животных в
лабиринте составляло 5 мин. Фиксировали количество переходов из одной зоны в
другую, процент посещений зон и время, проведенное в рукавах, общую неподвиж-
ность в открытых рукавах, количество свешиваний в открытых рукавах, количество
заходов в открытые и закрытые рукава, количество актов груминга и дефекаций.

Тест “Водный лабиринт Морриса” (ВЛМ).
Тестирование пространственной памяти животных проводили в тесте ВЛМ. Для

тестирования использовали круглый бассейн диаметром 150 и высотой 60 см, за-
полненный водой на высоту 43 см. Температура воды составляла 22 ± 1°С. Квад-
ратную платформу из оргстекла (“остров”) размером 10 × 10 см помещали в центр
одного из секторов на глубину 1–1.5 см. В качестве стартовых позиций были вы-
браны северо-восточная (NE), восточная (E), южная (S) и юго-западная (SW) об-
ласти бассейна. В качестве пространственных ориентиров использовали визуаль-
ные стимулы – различные геометрические фигуры (крест, круг, квадрат и тре-
угольник), расположенные на стенках бассейна в позициях NW, NE, SE и SW.
Уровень освещенности установки – 8300 лм.

Четыре дня подряд животным давали по 4 попытки для поиска скрытой под во-
дой платформы: крысу помещали в воду мордой к стенке бассейна в одной из стар-
товых областей бассейна. Стартовую позицию меняли в каждую из четырех попы-
ток одного дня. Попытка заканчивалась в момент нахождения крысой платформы
или через 90 с после начала попытки, если крыса не могла найти платформу.
В этом случае крысу аккуратно рукой направляли к платформе. В течение 30 с жи-
вотное оставляли сидеть на платформе. Новую попытку предъявляли через 90–120 с
после снятия крысы с платформы в предыдущей попытке. На 5-й день экспери-
мента платформу убирали и всем животным давали одну попытку длительностью
90 с. Оценивали время поиска, скорость передвижения, длину пройденного пути.

Оценка показателей микроструктуры груминга
Показатели груминга анализировали визуально на основе анализа видеозаписи

тестов ОП и ПКЛ в замедленном режиме. Анализ стадий груминга оценивался по
следующей цефало-каудальной (от головы до хвоста) системе: отсутствие груминга
(стадия 0), лизание лап (стадия 1), умывание носа и лица (стадия 2), умывание го-
ловы (стадия 3), уход за туловищем (стадия 4), чесание туловища (стадия 5), умыва-
ние задних лап и хвоста (стадия 6), умывание гениталий (стадия 7).

Были исследованы три основных показателя груминга: латентность (в с) начала
груминга (LG), общее время (в с), затраченное на груминг (TS), и число актов гру-
минга (NB) [17, 18]. Под единичным актом подразумевается одна или несколько
стадий цефало-каудальной системы груминга. Перерывы длительностью более 5 с
определялись как отдельные, самостоятельные акты груминга. Акт груминга считался
прерванным, если хотя бы один перерыв был зафиксирован в переходах между стади-
ями. Также была проведена оценка числа (NIB) и процента (% IB = NIB/NB) пре-
рванных актов груминга.

Измерение биохимических показателей
Для биохимического скрининга использовали автоматический анализатор Ran-

dom Access A-25 (Biosystems S.A., Испания). Перед анализом образцы сыворотки
хранили при –20°C. Были проанализированы следующие биохимические параметры:
общий белок (TP), фосфор (P), глюкоза (Glu), креатинин (CRE), общий билиру-
бин (TB), аланинаминотрансфераза (ALT), альбумин (ALB), аспартатаминотранс-
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фераза (AST), коэффициент де Ритиса (AST/ALT), лактатдегидрогеназа (LDH), ли-
паза (PL), мочевина (UREA), триглицериды (TG).

Существенно измененные параметры подтверждены на дополнительном анали-
заторе (Olympus AU400, Япония) для исключения методических ошибок.

Морфологический анализ печени
Морфологический анализ печени проводили с использованием стандартных ги-

стологических методов проводки с последующим окрашиванием эозин-гематок-
силином [19] и черным суданом (на общие липиды) [20]. Микрофотографии образ-
цов ткани печени были получены с использованием светового микроскопа (Carl
Zeiss, Германия), оснащенным цифровой фотокамерой.

Межисследовательская повторяемость
Перед анализом образцов сыворотки и крови оборудование было обеззаражено,

откалибровано и проверено внутренним контролем качества. Повторяемость ре-
зультатов анализа оценивалась путем расчета коэффициента вариации (CV) 10 по-
следовательных измерений материала внутреннего контроля качества в трех раз-
личных контролях (низком, нормальном и высоком). Коэффициенты вариации (%)
рассчитывались как стандартное отклонение (SD)/среднее значение ×100.

Статистический анализ
Нормальность распределения была оценена с помощью критерия Shapiro–Wilk test

(в случае W ≤ 1.0 распределение считалось ненормальным и статистический анализ
проводился с использованием непараметрических критериев, описанных ниже).
Статистический анализ полученных результатов проведен с использованием непа-
раметрических критериев Mann–Whitney U-test и Kruskal–Wallis H-test с помощью
компьютерных программ SPSS Statistics (США) версии 16.0 и GraphPad Prism вер-
сии 6.0 от GraphPad Software (США). Полученные значения выражены в виде сред-
него ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В тесте ОП было показано достоверное увеличение локомоторной активности
(как горизонтальной, так и вертикальной). При этом увеличение горизонтальной
локомоторной активности было на уровне тенденции. Тем не менее среднее общее
количество стоек в группе KO было более чем в 4 раза выше, чем в группе WT, что
указывает на увеличение исследовательской (поисковой) активности у животных
экспериментальной группы (рис. 1).

Для остальных поведенческих показателей (время в центре арены, количество
заходов в центр и др.) в тесте ОП не было выявлено статистически достоверных от-
личий между экспериментальной и контрольной группами.

В тесте ПКЛ также не было обнаружено достоверных изменений в уровнях тре-
вожности нокаутных по TAAR9 крыс в сравнении с контрольной группой (рис. 2).

В тесте ВЛМ показано снижение средних значений времени (рис. 3) и общей
пройденной дистанции (рис. 4) в группе TAAR9-KO в сравнении с “диким типом”
во второй день эксперимента, что может говорить об улучшении функции кратко-
срочной (рабочей) памяти. Причем, отличия по времени были статистически до-
стоверными. К 4-му дню исследования эти различия нивелировались.

На 5-й день исследования также не было зафиксировано достоверных отличий в
показателях общей пройденной дистанции (659.9 ± 128.5 и 609.6 ± 69.0 см) и времени
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(27.4 ± 5.3 и 19.6 ± 2.7 с) в секторе NW (платформа) ВЛМ для групп TAAR9-KO и “ди-
кого типа” соответственно (р > 0.05, Mann–Whitney U-test).

Tрадиционные показатели груминга у крыс нокаутной линии TAAR9-KO (об-
щая продолжительность груминга и средняя продолжительность единичного акта
груминга (СПЕГ)) в тесте ОП достоверно не изменились в сравнении с контроль-
ной группой. Тем не менее, средние значения латентности груминга были сниже-
ны на уровне тенденции в группах с генотипом KO в сравнении с группами WT вне
зависимости от рациона. Кроме того, анализ микроструктуры груминга показал,
что крысы нокаутной линии TAAR9-KO в среднем демонстрировали большее ко-
личество стадий и число прерываний полноценных актов груминга. По остальным
показателям груминга достоверных отличий обнаружено не было.

Рис. 1. Количество вертикальных стоек с упором в тесте ОП.
WT – контрольная группа, TAAR9-KO – экспериментальная группа. *р ≤ 0.05 в сравнении с контроль-
ной группой, Mann–Whitney U-test.
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Рис. 2. Дистанция, пройденная в закрытых (OS) и открытых рукавах (CS), соотношение CS/OS в тесте ПКЛ.
WT – контрольная группа, TAAR9-KO – экспериментальная группа.

14

12

10

8

2

4

6

0
OS CS CS/OS

WT

To
ta

l d
is

ta
nc

e,
 m

TAAR9-KO



1241ВЛИЯНИЕ ВЫСОКОФРУКТОЗНОЙ ДИЕТЫ

В эксперименте с добавлением 20%-ного раствора фруктозы в рацион повышен-
ный “норковый рефлекс” у крыс TAAR9-KO в тесте ОП (рис. 5) сочетался с хао-
тичным обследованием норок при одинаковом с контрольными животными вре-
менем заглядывания, что может быть интерпретировано как снижение концентра-
ции внимания, вызванное функциональными нарушениями рецептора TAAR9.

Анализ интегральных показателей выявил снижение отношения относительной
массы белого забрюшинного жира к бурому подлопаточному жиру в группе KO K в
сравнении с контрольной группой WT K (рис. 6).

Рис. 3. Средние значения времени (в с) в тесте ВЛМ.
WT – группа крыс c генотипом WT, TAAR9-KO – группа крыс с генотипом TAAR9-KO.
*р ≤ 0.05 в сравнении с группой WT, Mann–Whitney U-test.
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Рис. 4. Средние значения дистанций, пройденных крысами нокаутной линии TAAR9-KO в тесте ВЛМ.
WT – контрольная группа крыс c генотипом WT, TAAR9-KO – группа крыс с генотипом TAAR9-KO.
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Рис. 5. Средние значения количества актов заглядывания в “норки” (норковый рефлекс) в тесте ОП.
WT K – группа крыс c генотипом WT на контрольном рационе, WT FR – группа крыс c генотипом
WT на рационе с добавкой 20%-ного раствора фруктозы вместо воды, KO K – группа крыс с геноти-
пом TAAR9-KO на контрольном рационе, KO FR – группа крыс с генотипом TAAR9-KO на рационе с
добавкой 20%-ного раствора фруктозы вместо воды. *р ≤ 0.05 в сравнении с контрольной группой,
Kruskal–Wallis H-test (W ≤ 1.0).
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Рис. 6. Средние значения отношения относительной массы белого забрюшинного жира к бурому под-
лопаточному жиру для крыс TAAR9-KO. WT K – группа крыс c генотипом WT на контрольном рационе,
WT FR – группа крыс c генотипом WT на рационе с добавкой 20%-ного раствора фруктозы вместо воды,
KO K – группа крыс с генотипом TAAR9-KO на контрольном рационе, KO FR – группа крыс с геноти-
пом TAAR9-KO на рационе с добавкой 20%-ного раствора фруктозы. * р ≤ 0.05 в сравнении с контроль-
ной группой WTK, ** р ≤ 0.05 в сравнении с группой WT FR, Kruskal–Wallis H-test (W ≤ 1.0).
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Добавка фруктозы к рациону приводила к достоверному увеличению отношения
белой и бурой жировой ткани у крыс с генотипом WT и не влияла на этот показа-
тель у нокаутных по гену TAAR9 животных (рис. 6).

На рис. 7 показаны изменения в микроструктуре груминга (общая продолжитель-
ность и средняя продолжительность одной стадии) крыс нокаутной линии TAAR9-KO
в тесте ПКЛ на фоне потребления 20%-ного раствора фруктозы.

Из рис. 7 видно, что добавка фруктозы к рациону достоверно снижала показате-
ли общей и средней продолжительности одной стадии груминга для группы c гено-
типом TAAR9-KO.

Средние значения латентности груминга были снижены на уровне тенденции в
группах с генотипом KO в сравнении с группами WT вне зависимости от рациона.
Кроме того, анализ микроструктуры груминга показал, что крысы нокаутной ли-
нии TAAR9-KO в среднем демонстрировали большее количество стадий и число
прерываний полноценных актов груминга.

Метаболическая нагрузка фруктозой показала тенденцию к снижению концен-
трации общего белка у крыс TAAR9-KO в сравнении с “диким типом”, что может яв-
ляться следствием влияния фруктозы на нарушения белкового обмена у KO (рис. 8).

Тенденция к снижению уровня общего белка у KO на высокофруктозном рацио-
не в сравнении как с “диким типом”, так и с обоими генетическим вариантами на
контрольном рационе могут говорить об увеличении скорости белкового обмена у
KO под действием простых углеводов.

Рис. 7. Показатели микроструктуры груминга крыс TAAR9-KO: общая продолжительность и средняя
продолжительность одной стадии груминга в тесте ПКЛ.
WT K – группа крыс c генотипом WT на контрольном рационе, WT FR – группа крыс c генотипом WT на
рационе с добавкой 20%-ного раствора фруктозы вместо воды, KO K – группа крыс с генотипом TAAR9-KO
на контрольном рационе, KO FR – группа крыс с генотипом TAAR9-KO на рационе с добавкой 20%-но-
го раствора фруктозы. * р ≤ 0.05 в сравнении с контрольной группой, Kruskal–Wallis H-test (W ≤ 1.0).
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Выявлено снижение активности АЛТ в плазме крови для групп на высокофрук-
тозном рационе обоих генотипов и повышение среднего значения коэффициента
де Ритиса (АСТ/АЛТ) в группе KO FR (р ≤ 0.05, рис. 8).

Количество триглицероидов в крови нокаутных по гену TAAR9 животных, полу-
чавших высокофруктозный рацион, было достоверно ниже, чем в группе с геноти-
пом WT, получавшей 20%-ный раствор фруктозы вместо воды.

Данный факт подтверждается результатом морфологических исследований пе-
чени при качественном окрашивании на липиды черным суданом (рис. 9). В па-
ренхиме печени животных с генотипом WT липидные вакуоли практически отсут-
ствуют. У крыс с генотипом TAAR9-KO, напротив, обнаружено большое количе-
ство липидов в гепатоцитах, при этом на высокофруктозном рационе количество
липидов снижается, что хорошо соотносится с современными представлениями о
том, что избыток углеводов в рационе активирует образование липопротеинов
низкой плотности и отток липидов из печени в другие органы и ткани. Окрашива-
ние образцов печени эозином-гематоксилином не выявило серьезных изменений в
структуре паренхимы печени (рис. 10).

Рис. 8. Сравнительный анализ биохимических показателей крови крыс нокаутной линии TAAR9-KO,
получавших рацион с добавкой 20%-ного раствора фруктозы вместо воды.
WT K – группа крыс c генотипом WT на контрольном рационе, WT FR – группа крыс c генотипом WT
на рационе с добавкой 20%-ного раствора фруктозы вместо воды, KO K – группа крыс с генотипом TAAR9-KO
на контрольном рационе, KO FR – группа крыс с генотипом TAAR9-KO на рационе с добавкой 20%-но-
го раствора фруктозы. *р ≤ 0.05 в сравнении с контрольной группой WT K, **р ≤ 0.05 в сравнении с груп-

пами WT K и WT FR, *** р ≤ 0.05 в сравнении с группами WT K, WT FR и KO K, # – р ≤ 0.05 в сравнении
с группой WT FR, Kruskal–Wallis H-test (W ≤ 1.0).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Метаболическая нагрузка фруктозой показала снижение концентрации общего
белка в плазме крыс TAAR9-KO в сравнении с “диким типом”, что может являться
следствием увеличения скорости белкового обмена у KO под действием простых

Рис. 9. Морфологическая картина ткани печени крыс нокаутной линии TAAR9-KO. Окрашивание на
липиды черным суданом. Увеличение ×230.

TAAR9 WT control diet TAAR9-KO control diet

TAAR9 WT 20% fructose TAAR9-KO 20% fructose
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углеводов. Снижение активности АЛТ (маркера анаболических реакций) для ис-
следуемых групп обоих генотипов на высокофруктозном рационе подтверждает
гипотезу об ингибировании анаболических реакций (включая глюконеогенез) в
сочетании с увеличением скорости расходования пула белков в плазме крови по-
средством избыточного содержания фруктозы в рационе.

В тесте ОП показано достоверное увеличение локомоторной активности (как
горизонтальной, так и вертикальной), а также количества актов “норкового ре-

Рис. 10. Морфологическая картина ткани печени крыс нокаутной линии TAAR9-KO. Окрашивание
эозином-гематоксилином. Увеличение ×230.

TAAR9 WT control diet TAAR9-KO control diet

TAAR9 WT 20% fructose TAAR9-KO 20% fructose
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флекса” у крыс нокаутной линии TAAR9-KO в сравнении с контрольной группой.
Повышенный “норковый рефлекс” крыс с генотипом KO в сочетании с хаотичным
обследованием норок, по всей видимости, является маркером снижения концен-
трации внимания, вызванное нарушениями функции рецептора TAAR9. При этом
не было обнаружено достоверных изменений в уровнях тревожности нокаутных по
TAAR9 крыс в сравнении с контрольной группой.

В тесте ВЛМ выявлено снижение локомоторной активности (общей пройден-
ной дистанции) в группе TAAR9-KO в сравнении с группой WT, что косвенно мо-
жет говорить о влиянии функционального нарушения рецептора TAAR9 на дофа-
миновые системы.

Анализ микроструктуры груминга выявил тенденцию к повышению средних
значений латентности, а также большее количество стадий и число прерываний пол-
ноценных актов груминга в группах с генотипом KO в сравнении с группами WT.
Этот результат может говорить о повышении уровня тревожности крыс, однако в
тесте ПКЛ отличий в уровнях тревожности между исследованными группами об-
наружено не было. По всей видимости, данный эффект был связан с дефицитом
внимания, признаки которого были обнаружены в других поведенческих тестах
(ОП и ВЛМ).

Добавка фруктозы к рациону достоверно снижала показатели общей продолжи-
тельности груминга и средней продолжительности одной стадии груминга для груп-
пы c генотипом TAAR9-KO в тесте ПКЛ, что также может являться маркером де-
фицита внимания.

Таким образом, в проведенном исследовании впервые был выделен ряд пове-
денческих особенностей крыс нокаутной линии TAAR9-KO, в частности высокий
уровень поисковой активности, выражающийся в повышенной локомоторной ак-
тивности и увеличении количества актов “норкового рефлекса”.

Анализ интегральных показателей вывил снижение отношения массы белого за-
брюшинного жира к бурому подлопаточному жиру в группе KO K в сравнении с
контрольной группой WT K. Добавка фруктозы к рациону животных с генотипом
WT приводила к достоверному увеличению отношения белой и бурой жировой
ткани, но не влияла на этот показатель у нокаутных по гену TAAR9 животных из
группы FR KO. Таким образом, полученный результат может указывать на связь
функционального нарушения рецептора TAAR9 c процессами терморегуляции.

Биохимическое исследование крови выявило ряд нарушений в липидном и бел-
ковом обмене крыс TAAR9-KO, связанном с потреблением высокофруктозного ра-
циона, что выражалось в снижении уровня общего белка у нокаутных по гену TAAR9
животных, снижении активности АЛТ и концентрации триглициридов в плазме
крови, а также в повышении среднего значения коэффициента де Ритиса
(АСТ/АЛТ) в группе KO FR, что может указывать на активизацию катаболических
процессов у животных с генотипом KO под действием фруктозного рациона, явля-
ющемся следствием компенсаторного ответа организма крыс TAAR9-KO на гене-
тически опосредованное нарушение белкового и липидного обменов.

Полученные результаты биохимического анализа крови были подтверждены
данными морфологического исследования печени (окрашивание на общие липи-
ды черным суданом).

Обнаруженные поведенческие изменения крыс нокаутной линии TAAR9-KO
характеризуют возможную связь функционального нарушения рецептора следо-
вых аминов TAAR9 с дофаминовыми системами, что, в свою очередь, приводит к
повышению локомоторной активности и дефициту внимания у нокаутов и требует
проведения дальнейших физиологических и биохимических экспериментов.
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The discovery of the system of trace amines and their receptors twenty years ago gave
new perspectives in the study of monoamine systems in the brain. However, of the
6 trace amine receptors found in humans, mice, and rats, only the TAAR1 receptor and
its ligands are well studied. The biological functions of the remaining 5 receptors are cur-
rently unknown. In the course of this work, the results of the behavioral, biochemical
and morphological parameters ofTAAR9-KO rats that received a 20% fructose solution
instead of water for 2 months were assessed. Physiological changes were investigated in
the Open Field, Elevated Plus Maze, and Morris Water Maze behavioral tests, as well as
key grooming characteristics. As a result, significant differences were revealed in the
search activity, “burrow reflex”, thermoregulation, changes in several of biochemical
parameters and accumulation of lipids in the liver parenchyma in rats knocked out for
the TAAR9 gene.
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C целью моделирования процессов апоптоза в центральной нервной системе и
сетчатке глаза проведена энуклеация одного глазного яблока у крыс самцов линии
Вистар (n = 10) в возрасте 10–12 нед. Одновременно в одной серии опытов (n = 5)
ввели парабульбарно на стороне интактного глаза 100000 мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК), меченных PKH67, в 100 мкл буферного раствора. В другой
серии опытов на крысах (n = 5) непосредственно после энуклеации с одной сто-
роны глаза осуществили интраназальное введение в верхнюю часть полости носа
100000 МСК, окрашенных PKH67, в 100 мкл буферного раствора. На третьи сут-
ки после энуклеации животных декапитировали и готовили срезы головного
мозга и сетчатки глаза. Установили распределение флуоресцирующих МСК в
структурах четверохолмия среднего мозга, в латеральном коленчатом теле про-
межуточного мозга и в сетчатке сохраненного глаза в обеих сериях опытов. За-
ключили, что интраназальная периневральная имплантация МСК перспективна
в качестве альтернативного метода доставки МСК в сетчатку глаза пациентов с
признаками дегенеративных процессов в этой структуре глаза.

Ключевые слова: сетчатка глаза, подкорковые зрительные центры, энуклеация
глаза, дегенеративный процесс, стволовые клетки
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Функционирование зрительной системы нарушается при заболеваниях, связан-
ных с развитием дистрофических, дегенеративных и иных разрушительных процес-
сов в сетчатой оболочке глаза в экспериментальных [1] или в естественных условиях,
что является во всем мире ведущей причиной развития слепоты (caecitas) [2–4].
Микрохирургические операции по восстановлению зрения до сих пор являются
недостаточно эффективными, что постоянно инициирует поиск новых методиче-
ских приемов в области офтальмологии. В последние годы арсенал клиницистов и
исследователей этого актуального вопроса был расширен за счет применения ме-
тодик клеточной терапии. Активация нововведений в этой области инициирована
разработкой Национальным нститутом здоровья США программы SCOTS (The
Stem Cell Ophthalmology Treatment Study, Identifier NCT Number 01920867. SCOTS),
которая является самым обширным исследованием в области применения стволо-
вых клеток (СК) в офтальмологии, зарегистрированным Национальным институ-
том здоровья США [2]. Итак, клеточные технологии в микрохирургии глаза интен-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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сивно развиваются, но стабильных и обнадеживающих результатов в восстановле-
нии зрения до сих пор так и не достигнуто. Этот факт является своеобразным
триггером для более интенсивного экспериментального анализа новых методик с
целью последующего внедрения в офтальмологии.

Одной из базовых методик клеточных технологий является метод имплантации
СК, включая по показаниям мезенхимальные СК (МСК), которые микрохирурги
вводят в системный кровоток или в субтеноновое пространство, интравитреально,
субретинально, субконюнктивально для активации репаративных процессов в сет-
чатке глаза [3, 4]. Результаты микрохирургических операций, включающих клеточ-
ные технологии, обнадеживают [3, 4], но многообразие причин и закономерностей
развития патологических процессов в сетчатке глаза (ретинопатии, макулодистро-
фии, ангиопатии сетчатки) требует конкретизации показаний к применению и де-
тализации эффектов СК, а также поиск более эффективных и безопасных способов
применения репаративных технологий. В первую очередь речь идет о минимизации
побочных эффектов при манипулировании непосредственно на глазном яблоке.

Проблема клеточных технологий в офтальмологии сравнительно новая. На со-
четание “stem cell retina disease” 20 лет назад в PubMed встречались лишь единичные
публикации. В современных условиях, 21 февраля 2021 г., в PubMed на сочетание
“stem cell retina disease” обнаружено 1734 статьи, “cell technology retina disease” –
1442 статьи. Конкретно по тематикам среди этих статей есть 206 исследований на
сочетание “subretinal stem cell retina disease”, и на “stem cell technology retina disease” –
226 публикаций . Среди этих методов доминируют публикации на сочетание слов:
“intravitreal method stem cell retina disease” – 93 статьи, “intravenous method stem cell
retina disease” – 14 статей, “subconjunctival method stem cell retina disease” – четыре
статьи, “retrobulbar stem cell retina disease” найдено пять статей; “sub-tenons stem cell
retina disease” – одна статья, “parabulbar method stem cell retina disease” – отсутству-
ют публикации.

В рамках проекта SCOTS проводятся уникальные исследования в клиниках.
К примеру [3], микрохирурги подвели итоги 32 операций с применением МСК, ре-
комендованные SCOTS при лечении пациентов с возрастной дегенерацией желто-
го пятна (Age-Related Macular Degeneration), во время которых применяли следую-
щие способы для введения СК костного мозга: ретробульбарно, в субтеноновое
пространство, внутривенно, интравитреально, субретинально. Осложнений при
применении этих методов не отмечено. Авторы заключили [3], что использование
клеточных технологий в сочетании с традиционной терапией возрастной дегенера-
ции желтого пятна продемонстрировало статистически значимое улучшение
остроты зрения.

Методология SCOTS изложена в тематических статьях, к примеру [2, 3]. При за-
мене пораженной ткани в сетчатке глаза одной из основных проблем является воз-
можность восстановления нервных связей между клетками сетчатки глаза и ней-
ронными сетями мозга [3, 4]. Таким образом, принципиально важно начинать те-
рапию у пациентов на ранних этапах развития процессов дегенерации в сетчатке
[3, 4]. В этом отношении клеточные технологии весьма перспективны, поскольку
нейротрофическая роль МСК позитивно проявляется именно на ранних этапах
развития нейродегенерации [5–7]. Этот факт объясняется тем, что для выделяемых
из МСК трофических факторов (nerve growth factor (NGF), glial-derived neurotroph-
ic factor (GDNF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), vascular endothelial
growth factor (VEGF) и др.) [5–7] необходим поврежденный, но не разрушенный
полностью объект воздействия в виде ганглионарных, биполярных, горизонталь-
ных, амакриновых нейронов, радиальных глиальных клеток Мюллера, фоторецеп-
торов. С другой стороны, вмешательство на ранней стадии развития нейродегене-
рации сопряжено с риском хирургических и терапевтических осложнений, когда



1252 КУЛЬЧИЦКИЙ и др.

пациенты все еще сохраняют относительно хорошее зрение [3, 4]. В этом отноше-
нии внедрение выверенных с точки зрения эффективности и безопасности в экс-
периментальной и клинической практике клеточных технологий перспективно
для достижения позитивного результата и минимизации побочных эффектов в
микрохирургии глаза.

В связи со сказанным выше сформулирована цель экспериментальной работы,
которая направлена на верификацию гипотезы о возможности миграции МСК в
поврежденные участки как головного мозга, так и сетчатки глаза после импланта-
ции МСК взрослым самцам крыс линии Вистар (3–3.5 мес.) парабульбарно (n = 5)
или в подслизистый слой полости носа в области терминалей обонятельного и
тройничного нервов (n = 5). При этом учитывали данные [8] о способности МСК
мигрировать после интраназальной имплантации вдоль краниальных нервов (обо-
нятельный и тройничный нервы) в область разрушенного участка мозга.

Учитывая центрипетальные и центрифугальные связи нейронов сетчатки глаза с
нейронными сетями различных отделов мозга (дорсальная таламо-ретинальная,
вентральная таламо-ретинальная, претекто-ретинальная, текто-ретинальная, сег-
менто-мезэнцефало-ретинальная, дорсальная истмо-ретинальная, вентральная
истмо-ретинальная системы [9–11]), предположили, что по этим волокнам спо-
собны мигрировать эндогенные СК из мозга в сетчатку глаза или имплантирован-
ные МСК при возникновении дегенеративных процессов в сетчатке. Дополнитель-
ным подспорьем для данной точки зрения являются сведения о существовании свя-
зей между центральными элементами системы обоняния и сетчаткой глаза [11].
Такая несколько парадоксальная информация о внутрицентральных взаимосвязях
нейронных сетей обоняния и зрения [11] при детальном рассмотрении является до-
полнительным аргументом в пользу высказанного выше предположения об эволю-
ционно сформированной основе для миграции СК в сетчатку глаза при формиро-
вании конкретных условий, к примеру, из эндогенного пула СК в обонятельных
луковицах к очагам нейродеструкции в нервной ткани [8, 12–15]. Доказано, что од-
ним из триггеров направленной миграции МСК в поврежденные участки мозга яв-
ляются разнообразные хемокины [9], к примеру, stromal-cell-derived factor 1 (SDF-1)
и fractalkine [12].

В задачи работы входило моделирование на первом этапе повреждений в сетчат-
ке глаза и в головном мозге с последующим парабульбарным или интраназальным
введением МСК, меченных флуоресцентным красителем. На следующем этапе че-
рез трое суток после энуклеации животных декапитировали и готовили послойные
срезы головного мозга и сетчатки глаза с целью верификации распределения МСК
в головном мозге и сетчатке глаза экспериментальных животных. Ответы на цель и
задачи экспериментальной работы необходимы для заключения о целесообразно-
сти или бесперспективности продолжения подобных поисковых исследований в
прикладном аспекте с целью разработки альтернативных способов имплантации
аутологичных МСК пациентам с возрастной дегенерацией желтого пятна.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на крысах-самцах линии Вистар (n = 10) в возрасте
10–12 нед. Содержание животных в виварии Института физиологии Националь-
ной академии наук Беларуси и экспериментальные манипуляции осуществляли с
учетом рекомендаций Хельсинской декларации 1975 г. и ее пересмотренного вари-
анта 2000 г. Протокол исследований и план экспериментов одобрен Этическим ко-
митетом Института физиологии Национальной академии наук Беларуси (протокол
№ 41 от 13.12.2019, Б18Р-227). Основой для выбора дизайна исследования явилась
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модель апоптоза в сетчатке и в головном мозге крыс после повреждения зритель-
ного нерва [1].

Животных содержали в виварии при обычном 12-часовом световом режиме при
свободном доступе к воде и стандартному корму в клетках по 3–4 крысы. Помимо
регулярного контроля массы тела крыс, дополнительное взвешивание осуществля-
ли непосредственно перед проведением оперативного вмешательства.

Для имплантации использовали первичную культуру МСК, полученную из жи-
ровой ткани самок крыс (n = 7) массой 240–280 г по методике, утвержденной Уче-
ным советом Института физиологии НАН Беларуси (протокол № 8 от 26.08.2010 г.).
В стерильных условиях жировую ткань выделяли из большого сальника и околопо-
чечной жировой клетчатки наркотизированных (55.6 мг/кг кетамина, 5.5 мг/кг
ксилазина, 1.1 мг/кг ацепромазина, внутрибрюшинно) самок крыс массой 300–330 г.
Полученную жировую массу помещали в пробирку, заполненную фосфатным бу-
ферным раствором (Sigma-Aldrich, США, рН 7.4). В условиях ламинарного шкафа
(BioHazard, США) ткань, промытую в фосфатном буферном растворе, измельчали
ножницами в чашке Петри до образования однородной массы. Ферментизацию
проводили в СО2-инкубаторе при 37°С (ShellLab Series 3517, США) в течение 40 мин
0.075%-ным раствором коллагеназы I типа (Sigma-Aldrich, США) или в течение
30 мин 0.25%-ным раствором трипсина-EDTA (Sigma-Aldrich, США). Объемное
соотношение жировой массы и энзима 1 : 1. Для нейтрализации активности энзима
добавляли равный объем питательной среды Игла, модифицированной по способу
Дульбекко с низким содержанием глюкозы 1000 мг/л (DMEM) (Sigma-Aldrich,
США), содержащей 10% фетальной телячьей сыворотки (Gibco, США) и 100 мкг/мл
сульфата гентамицина. Полученную суспензию клеток центрифугировали 10 мин
со скоростью 1500 об./мин. Сформировавшуюся пленку из адипоцитов и суперна-
тант удаляли. Клеточный осадок дважды отмывали в фосфатном буферном раство-
ре в течение 10 мин при 1500 об./мин. После центрифугирования клеточный оса-
док ресуспензировали в полной питательной среде, содержащей питательную сре-
ду DMEM, 10% фетальной телячьей сыворотки, 100 мкг/мл сульфата гентамицина.
Высевали в пластиковые культуральные флаконы.

Через 48 ч из чашки удаляли среду, промывали культуру фосфатным буферным
раствором, удаляя остатки среды и сыворотки, добавляли 1 мл раствора трипсина и
инкубировали 3 мин при температуре 37°С. Затем клетки отмывали от трипсина,
центрифугируя в 3–5-ти мл фосфатного буферного раствора в присутствии 10%
сыворотки в течение 10 мин со скоростью 1500 об./мин. Надосадочную жидкость
удаляли. Осадок ресуспензировали в полной питательной среде и высевали в куль-
туральные флаконы.

В день проведения имплантации клеточную массу суспензировали методом
ферментативной диссоциации. Для этого из флакона с клетками удаляли питатель-
ную среду, промывали фосфатным буферным раствором. Клетки инкубировали в
присутствии 1-го мл трипсина при температуре 37°С в течение 3 мин. Действие
фермента инактивировали добавлением равного объема полной питательной среды.
Полученную суспензию клеток пипетировали, объем доводили до 5-ти мл и цен-
трифугировали 10 мин при скорости 1500 об./мин. Супернатант удаляли, а осадок
ресуспензировали в 5-ти мл фосфатного буферного раствора. Суспензию центри-
фугировали в течение 10 мин при скорости 1500 об./мин. После удаления суперна-
танта осадок ресуспензировали в 1-ом мл раствора Diluent C и инкубировали 5 мин.
Затем добавляли 5 мл фосфатного буферного раствора и центрифугировали в тече-
ние 10 мин при 1500 об./мин. Супернатант удаляли, а осадок ресуспензировали в
50-ти мкл фосфатного буферного раствора с добавлением 10-ти мкл раствора флу-
оресцирующего красителя РКН67 и инкубировали в темноте в течение 5 мин. Для
удаления несвязанного красителя в пробирку вносили 5 мл фосфатного буферного
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раствора с добавлением 5% фетальной телячьей сыворотки и центрифугировали
10 мин при скорости 1500 об./мин. Из образовавшегося после удаления суперна-
танта осадка готовили суспензию окрашенных клеток для имплантации. При ис-
следовании образцов, окрашенных PKH67 Green Fluorescent Cell Linker, на флуо-
ресцентном микроскопе использовали фильтры с длиной волны возбуждения 490 нм
и длиной волны испускания 502 нм. Концентрация живых клеток в готовой для
имплантации суспензии составляла 100000 клеток в 100 мкл фосфатного буферно-
го раствора (подсчет осуществляли в камере Горяева).

Все операционные процедуры проводили на наркотизированных животных
(55.6 мг/кг кетамина, 5.5 мг/кг ксилазина, 1.1 мг/кг ацепромазина, внутрибрюшинно).
В условиях наркоза c помощью изогнутого пинцета из набора для микроопераций
накладывали две лигатуры на зрительный нерв и сосуды, и после перерезки между
лигатурами осуществляли энуклеацию одного глаза. Одновременно в одной серии опы-
тов (n = 5) вводили парабульбарно на стороне “интактного” глаза 100000 МСК, мечен-
ных PKH67, в 100 мкл буферного раствора. В другой серии опытов на крысах (n = 5)
непосредственно после энуклеации с одной стороны глаза осуществляли интрана-
зальную инъекцию в верхнюю часть полости носа 100000 МСК, меченных PKH67,
в 100 мкл буферного раствора. До выхода из наркоза животных размещали в от-
дельных клетках.

Через трое суток осуществляли декапитацию крыс с помощью гильотины
(OpenScience Ltd, Россия) и изготавливали послойные горизонтальные срезы го-
ловного мозга толщиной 8 мкм и сетчатки глаза толщиной 12 мкм при температуре
–19°С на криостате Microm HM525 (Microm International GmbH, Германия). Пре-
параты непосредственно после их приготовления анализировали с помощью флуо-
ресцентного микроскопа в Институте физики им. Б.И. Степанова Национальной
академии наук Беларуси (Zeiss AxioVert 200M inverted research, камера: Zeiss Axio-
Cam HRm, объектив: Plan-Neofluar 40x/0.75, Plan-Neofluar 20x/0.75 или Plan-Neo-
fluar 10x/0.75).

Статистический тест Колмогорова–Смирнова (тест K/S) использовали для вы-
явления различий между гистограммами флуоресценции PKH67. Различия между
гистограммами считали статистически значимыми, при р < 0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В процессе анализа горизонтальных срезов мозга и сетчатки глаза принимали во
внимание, что повреждение в процессе энуклеации II, III, IV и VI краниальных
нервов сопровождается развитием деструктивных процессов не только в структу-
рах мозга (верхние бугры четверохолмия среднего мозга, латеральное коленчатое
тело промежуточного мозга, зрительная кора), которые являются центральными
элементами зрительного анализатора, но также и в сетчатке глаза, который не был
удален [9, 10]. Триггером нейродеструктивных процессов являются патологиче-
ские события, которые развертываются в тканях мозга и в сетчатке глаза после на-
рушения целостности в первую очередь волокон зрительного нерва, проходящих в
центрипетальном и центрифугальном направлениях в пересеченных краниальных
нервах при проведении энуклеации глазного яблока [9–11]. Перекрест зрительных
нервов является основой для развития нейродеструктивных процессов на ипси- и
контралатеральной сторонах мозга после энуклеации глазного яблока [9–11]. Ак-
центируем внимание вновь на сведениях [9, 10] о присутствии в зрительных нервах
волокон, идущих как в центрипетальном, так и в центрифугальном направлениях.
Следовательно, развитие после энуклеации одного глаза нейродеструктивных про-
цессов в подкорковых зрительных центрах головного мозга сопровождается повре-
ждением нейронов, отростки которых обеспечивают также центрифугальный по-
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ток информации к сетчатке интактного глаза прооперированного животного.
Итак, после энуклеации глазного яблока формируются условия для деструктивных
процессов не только в подкорковых центрах головного мозга, но и в сетчатке со-
храненного глаза. Доказано, что в поврежденных тканях возрастает уровень хемо-
кинов [12] и иных слабоизученных биосубстанций, которые являются факторами
[6, 12], способными активировать процессы миграции МСК в разрушенные участ-
ки мозга и в сетчатку интактного глаза.

На рис. 1 представлена флуоресценция МСК в структурах четверохолмия сред-
него мозга, а на рис. 2 – в латеральном коленчатом теле промежуточного мозга че-
рез три дня после парабульбарного введения МСК на стороне интактного глаза.
Что является причиной данной флуоресценции? Предположительно, по сохранен-
ным краниальным нервам интактного глаза (II, III, IV и VI) МСК мигрировали в те
отделы головного мозга, в которых начали развиваться нейродеструктивные про-
цессы после энуклеации одного глазного яблока. Дальнейшие события восприни-
маются несколько невероятно, но фактом является то, что после установленной
миграции МСК из парабульбарной области в участки нейродеструкции подкорко-
вых центров зрения (рис. 1 и 2) МСК по сохраненным волокнам зрительного нерва
мигрируют в обратном направлении в те участки сетчатки глаза (рис. 3), в которых
развиваются деструктивные процессы после нарушения центрифугальных и цен-
трипетальных взаимосвязей нейронов подкорковых центров зрения с сетчатой
оболочкой глаза.

Важным фактом является то, что флуоресценция обнаружена помимо сетчатки
“интактного” глаза только в структурах подкорковых зрительных центров головно-
го мозга. В остальных участках головного мозга, не входящих в состав зрительного
анализатора, флуоресцирующие метки от МСК не выявлены.

На рис. 3 представлена флуоресценция МСК в сетчатке сохраненного глаза че-
рез трое суток после парабульбарного введения МСК на стороне этого глаза.

Рис. 1. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в верхних буграх четверохолмия среднего мозга
через трое суток после парабульбарного введения МСК на стороне сохраненного глаза. Шкала 50 мкм.

50 �m
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Рис. 2. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в латеральном коленчатом теле промежуточно-
го мозга через трое суток после парабульбарного введения МСК на стороне сохраненного глаза. Шкала
50 мкм.

50 �m

Рис. 3. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в сетчатке сохраненного глаза через трое суток
после парабульбарного введения МСК на стороне этого глаза. Шкала 100 мкм.

100 �m
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Выявленная в экспериментах миграция МСК в “интактный” глаз (и в головной
мозг) после парабульбарного введения СК на стороне этого глаза гипотетически
может быть обусловлена иными механизмами в отличие от тех, которые предлага-
ют авторы статьи (к примеру, по кровеносным сосудам). Авторы приняли во внима-
ние подобные варианты событий и в серии опытов на крысах (n = 5) после энуклеа-
ции одного глаза осуществили введение МСК интраназально. Данная методика от-
работана в Центре мозга Института физиологии НАН Беларуси около 10-ти лет
назад [8] и является альтернативой внутривенного, эндолюмбального или введе-
ния МСК непосредственно в ткань мозга после трепанации черепа по показаниям
при инсультах или травмах головного мозга [8, 16–19]. Кстати, в 2018 г. утверждена
Министерством здравоохранения Республики Беларусь Инструкция по примене-
нию с использованием интраназального периневрального метода миграции МСК в
поврежденную область головного мозга “Метод лечения инсульта с использовани-
ем аутологичных мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани” (регистраци-
онный номер № 242-1218), а в 2020 г. Инструкция по применению “Метод лечения
черепно-мозговой травмы тяжелой степени с использованием биомедицинского
клеточного продукта на основе мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани”
(регистрационный номер № 140-1220). Авторы статьи являются соавторами данных
инструкций, которые применены по показаниям в комплексной терапии у 92 па-
циентов.

На рис. 4–6 визуализируются флуоресцирующие метки от МСК как в подкорко-
вых ядрах зрительного анализатора (рис. 4 и 5), так и в сетчатке глаза (рис. 6) после
интраназальной имплантации МСК.

Итак, визуализация флуоресцирующих меток от МСК в структурах верхних буг-
ров четверохолмия среднего мозга (рис. 4) и латеральном коленчатом теле проме-
жуточного мозга (рис. 5) после интраназального введения МСК свидетельствует о
миграции МСК из полости носа в те участки мозга, в которых в результате нейро-
деструкции накапливаются хемокины и иные биологические субстанции [5, 6], ко-

Рис. 4. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в структурах верхних бугров четверохолмия
среднего мозга через трое суток после интраназального введения МСК. Шкала 50 мкм.

50 �m
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Рис. 5. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в латеральном коленчатом теле промежуточно-
го мозга через трое суток после интраназального введения МСК. Шкала 50 мкм.

50 �m

Рис. 6. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в сетчатке сохраненного глаза через трое суток
после интраназального введения МСК. Шкала 50 мкм.

50 �m
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торые предположительно [5, 6, 12] являются естественными стимулами для осу-
ществления периневрального перемещения МСК из полости носа по обонятель-
ным и тройничным нервам в область повреждения мозга.

Поскольку факты, представленные на рис. 4 и 5, свидетельствуют о реальности
перемещения МСК из подслизистой оболочки полости носа в поврежденные
участки головного мозга, в которых расположены нейронные сети подкорковых
центров зрительного анализатора, то логично на следующем этапе экспериментов
проверить гипотезу о возможности миграции МСК из этих структур мозга в повре-
жденные участки сетчатки сохраненного глаза после энуклеации другого глаза.
И, действительно, на рис. 6 представлена флуоресценция МСК в сетчатке сохра-
ненного глаза через трое суток после интраназального введения МСК. Выявление
флуоресценции в сетчатке глаза после интраназальной имплантации МСК требует
логического объяснения, что и будет предпринято на следующем этапе анализа ре-
зультатов исследования.

Что является причиной миграции МСК в “интактный” глаз? Триггером для ми-
грации МСК в сетчатку “интактного” глаза из поврежденных участков мозга явля-
ются развивающиеся деструктивные процессы в сетчатке этого глазного яблока в
результате экспериментального нарушения его иннервации после энуклеации дру-
гого глазного яблока. Перекрест зрительных нервов позволяет объяснить причину
развития нейродеструктивных процессов в подкорковых зрительных центрах как
ипси-, так и контралатерально. Деструктивные процессы затрагивают как центри-
фугальные, так и центрипетальные волокна, повреждение которых сопровождает-
ся изменением структуры и функции как в мозге, так и в сетчатке глаза. Именно
поэтому в эти поврежденные участки мозга и сетчатки мигрируют МСК для уча-
стия в репаративных процессах. Авторы учитывали при формулировании этих объ-
яснений известные факты о миграции эндогенных СК мозга и МСК, введенных
извне в мозг, в направлении к тем участкам поврежденной нервной ткани, в кото-
рых накапливаются ростовые факторы, цитокины [7], хемокины [12], являющиеся
ориентирами для направленной миграции МСК.

Таким образом, в экспериментах на лабораторных крысах продемонстрированы
элементарные методические приемы, позволяющие реализовать задачу доставки
СК в поврежденные участки сетчатки глаза после имплантации МСК в области
терминалей обонятельного и/или тройничного нервов в полости носа. Приклад-
ной аспект таких методических приемов реален при условии проявления заинтере-
сованности офтальмологов, владеющих как микрохирургическими методами, так
и клеточными технологиями.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные опыты инициированы статистическими сведениями о недоста-
точно эффективной терапии заболеваний, сопровождающихся развитием слепоты
[20–24]. В обзоре, оформленном 20 лет назад [20], обсуждались аналогичные про-
блемы, которые доминируют в научных статьях и в настоящее время [21, 22]. По-
скольку в последние годы действуют активные программы по устранению основ-
ных причин слепоты в детстве, то естественно, что исследования причин и терапии
глазных болезней начинают смещаться в сторону основных причин слепоты в по-
жилом возрасте [20, 25–28]. Итак, актуальная проблема решается и требует внедре-
ния новых эффективных и безопасных методов профилактики и терапии заболева-
ний сетчатки глаза. С этой точки зрения перспективным направлением выглядит в
офтальмологии наряду с уникальными микрохирургическими методами примене-
ние клеточных технологий.
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Авторы настоящей статьи (микрохирург, нейрохирург и нейрофизиологи) по-
пробовали ответить на один из основных вопросов в существующей проблеме при-
менения клеточных технологий в офтальмологии и нейрохирургии. Как снизить
побочные эффекты имплантации СК непосредственно в глазное яблоко (к приме-
ру, интравитреально)? Наилучшим решением этой проблемы является поиск аль-
тернативных способов доставки СК к поврежденной сетчатой оболочке глаза. Этот
поиск проведен в экспериментах на лабораторных крысах линии Вистар. В процес-
се исследований выделено несколько вопросов. Во-первых, реально ли акцентиро-
вать внимание только на эволюционно зафиксированный репаративный механизм
эндогенных СК мозга для активации восстановительных процессов в сетчатой обо-
лочке глаза? Во-вторых, поскольку большинство клинических случаев демонстри-
рует, что этого потенциала недостаточно, то назрела необходимость поиска спосо-
бов дополнительной активации репаративных процессов эндогенных СК за счет
имплантации МСК не в глазное яблоко, а парабульбарно или в области термина-
лей иных краниальных нервов. В последнем случае реальна периневральная мигра-
ция МСК из полости носа в участки нейродеструкции мозга [8], что минимизирует
возможность побочных эффектов, которые допустимы при проведении микрохи-
рургических операций на глазном яблоке при осуществлении интравитреальных,
субтеноновых инъекций пациентам. В аспекте рассматриваемой тематики примеча-
тельна публикация статьи Wolter более 50-ти лет назад [29], в которой детально про-
анализированы варианты центрипетальных и центрифугальных взаимоотношений
элементов сетчатки и нейронных сетей подкорковых центров головного мозга с де-
тализацией событий на уровне перекреста (хиазмы) зрительных нервов.

Постулируется, что репаративная способность МСК в поврежденных участках
мозга и по аналогии в сетчатке глаза проявляется после выделения разнообразных
нейротрофических факторов в очагах нейродеструкции [3, 4, 6, 17, 19, 28]. Профес-
сионалам несложно выделить МСК из разных тканей, и МСК проявили себя мно-
гообещающими при лечении многих заболеваний путем восстановления гомеоста-
за органов в поврежденных или пораженных патологическими процессами тканях.

Доказано, что трофические и иммуномодулирующие свойства МСК способны
защищать нейроны сетчатки и улучшать функцию клеток пигментного эпителия
сетчатки от ряда заболеваний, связанных с дегенерацией сетчатки [3, 4, 19, 28]. Не-
давние клинические испытания выявили реальные профили безопасности для
применения МСК при заболеваниях сетчатки. Однако настороженность в отноше-
нии серьезных осложнений и побочных эффектов, возникающая до сих пор из-за
неудачно спланированных клинических испытаний, способны блокировать иссле-
дования в области терапии сетчатки на основе МСК. Тем не менее, результаты
проведенного авторами экспериментального исследования свидетельствуют, что
МСК обладают перспективным терапевтическим потенциалом для профилактики
и терапии дегенеративных процессов в сетчатке глаза. Для оптимизации хирурги-
ческой доставки МСК в сетчатку глаза целесообразно использовать методы, кото-
рые позволяют исключить неблагоприятные последствия. С этой точки зрения
разработанный в процессе экспериментальных исследований метод интраназаль-
ной имплантации MСК с целью последующей их направленной периневральной
миграции по краниальным нервам (обонятельный и тройничный нервы) в участки
нейродеструкций подкорковых центров зрения и затем по зрительным нервам в
сетчатку глаза является одним из вариантов для будущего анализа в клиническом
аспекте с целью лечения дегенерации сетчатки.

Результаты каждого научного исследования воспринимаются на расстоянии.
Авторы понимают, что получены лишь первые экспериментальные факты, кото-
рые часто подвергаются резкой критике клиницистами. Так и должно быть в науч-
ной жизни. Поводом для доли оптимизма является научная жизнь мэтра физиоло-
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гии, приближающийся юбилей которого явился стимулом для оформления данной
статьи. Речь идет об Александре Даниловиче Ноздрачеве, который полон новых
идей и не страшится “заглядывать за горизонт”, что побуждает других исследовате-
лей к непреходящему пересмотру и верификации гипотез, значимость которых
определяет время.
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Mesenchymal Stem Cells and Activation of Reparative Processes in Brain and Retina

V. A. Kulchitskya, *, A. S. Zamaroa, Y. G. Shankob, and V. M. Rubakhovaa

a Institute of Physiology, National Academy of Sciences, Minsk, Belarus
b Republican Research and Clinical Center of Neurology and Neurosurgery , Minsk, Belarus

*e-mail: kulchitski48@mail.ru

In order to simulate the processes of apoptosis in the central nervous system and retina
we performed enucleation of one eyeball in male Wistar rats (n = 10) at the age of 10–
12 weeks. Simultaneously in one series of experiments (n = 5) 100000 PKH67-labeled
mesenchymal stem cells (MSCs) were parabulbar injected on the intact eye side in 100 μl
of buffer solution. In another series of experiments in rats (n = 5) immediately after enu-
cleation on one side of the eye 100 000 PKH67-labeled mesenchymal stem cells (MSCs)
in 100 μl of buffer solution were injected intranasally into the upper part of the nasal cav-
ity. Three days after enucleation, brain and retinal slices were prepared. Distribution of
fluorescent MSCs was established in both series of experiments in the next structures:
quadruple of mesencephalon, lateral geniculate body of diencephalon and the retina of
preserved eye. It was suggested that intranasal perineural implantation of MSCs, due to
its simplicity and efficiency, is promising as an alternative method of MSCs delivery into
the retina of patients with signs of dystrophic and degenerative processes.

Keywords: retina, subcortical visual centers, eye enucleating, degenerative process, stem
cells
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У крыс линии WAG/Rij, генетически предрасположенных к абсанс-эпилепсии (АЭ)
и демонстрирующих депрессивно-подобное поведение, исследовали особен-
ность функционирования соматосенсорной системы в периоды, когда АЭ еще не
сформирована (2–3 мес.) и когда патология хорошо выражена (6–7 мес.). Кон-
трольными животными являлись здоровые крысы линии Wistar, у которых реги-
стрировали внеклеточные ответы одиночных нейронов соматосенсорной коры
на одиночное электрическое раздражение области вибрисс. Установлено, что
вызванная активность нейронов соматосенсорной коры на афферентную стиму-
ляцию, вне зависимости от возраста и вида животных, включает четыре компо-
нента: первичные (коротко-латентные) возбуждение и торможение, и вторичные
(длинно-латентные) возбуждение и торможение. У крыс WAG/Rij, в отличие от
здоровых крыс Wistar, в 2–3-месячном возрасте число коротко-латентных тор-
мозных реакций значимо меньше, а число длинно-латентных тормозных реак-
ций значимо больше. Постулируется, что нарушение баланса тормозных механиз-
мов разной природы может обусловливать развитие как АЭ, так и депрессии у
крыс линии WAG/Rij. У 6–7-месячных крыс линии WAG/Rij (в период, когда эпи-
лептическая активность сформирована) обнаружено, что вторичная активацион-
ная реакция на афферентное раздражение представлена преимущественно много-
компонентной высокочастотной фазной реакцией (чередование коротких по про-
должительности разрядов нейрона и тормозных периодов). У крыс линии Wistar
в этот возрастной период вторичное возбуждение представлено тонической ре-
акцией. Частота фазных разрядов сопоставима с частотой пик-волновой актив-
ности, являющейся электроэнцефалографическим признаком АЭ. Предполага-
ется, что фазную реакцию можно рассматривать как нейронный эквивалент эпи-
лептической активности, и пик-волновая активность у крыс WAG/Rij может
быть провоцирована афферентацией от вибрисс.

Ключевые слова: нейрон, соматосенсорная кора, вибриссы, абсанс-эпилепсия,
крысы линии WAG/Rij

DOI: 10.31857/S0869813921100101

ВВЕДЕНИЕ

Крысы линии WAG/Rij генетически предрасположены к абсанс-эпилепсии (АЭ) [1]
и демонстрируют депрессивно-подобное поведение [2]. Электроэнцефалографиче-
ским проявлением эпилептического приступа является генерализованная пик-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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волновая активность (Spike-wave discharges), которая формируется у этих живот-
ных в 5–6-месячном возрасте [3]. Эпилептический приступ продолжается в тече-
ние нескольких секунд, а частота пик-волновых разрядов у крыс WAG/Rij умень-
шается от начала приступа до его окончания с 15 до 6–7 Гц [4]. Существенная роль
в формировании АЭ принадлежит сенсорным факторам. Было установлено, что
ограничение видоспецифической афферентации за счет выстригания вибрисс в тече-
ние первых трех недель жизни крысенка провоцирует более раннее развитие АЭ [5].
В противоположность этому, ежедневная дополнительная тактильная стимуляция
крысят линии WAG/Rij в течение первых 20-ти дней жизни препятствует развитию
как АЭ, так и депрессивно-подобного поведения в 6-месячном возрасте у этих жи-
вотных [6]. На формирование АЭ могут оказывать влияние и видоспецифические
сенсорные факторы раннего онтогенеза. В экспериментах с перекрестным воспи-
танием новорожденных крысят показано, что замена самок WAG/Rij, генетически
предрасположенных к АЭ, здоровыми самками линии Wistar в период молочного
вскармливания замедляет развитие патологии [7]. Установлено, что данная процеду-
ра оказывает влияние и на проявление депрессии у этих животных [8].

Особая роль в возникновении эпилептического приступа отводится соматосен-
сорной коре. Предполагается, что она является триггерной зоной генерации пик-
волновой активности [9]. Сформированный в этой области первичный разряд рас-
пространяется кортикофугально, активируя таламические ядра [10].

Относительно недавно появились сведения о том, что заднее ядро таламуса (РО)
может выполнять функцию ревербератора, обеспечивая циркуляцию возбуждения
между неокортексом и таламусом [11]. Нами установлено, что электрическая сти-
муляция РО вызывает в сенсомоторной коре у 6-месячных крыс WAG/Rij фазную
реакцию (чередование коротких по продолжительности разрядов нейрона и тор-
мозных периодов), которую было предложено рассматривать в качестве нейронно-
го эквивалента пик-волновой активности [12]. В связи с тем, что РО опосредует па-
ралемнисковый вход в соматосенсорную кору от вибрисс, допустимо предположить,
что афферентация из области вибрисс способна инициировать эпилептический при-
ступ у крыс линии WAG/Rij.

Таким образом, результаты исследования роли соматической афферентации в
формировании АЭ свидетельствуют в пользу наличия функциональных особенно-
стей соматосенсорного анализатора у крыс WAG/Rij, которые обусловливают как
раннее развитие депрессии, так и формирование эпилептического статуса.

Задачей настоящего исследования было выявление специфики реакций одиноч-
ных нейронов соматосенсорной зоны коры на стимуляцию области вибрисс у крыс
линии WAG/Rij 2–3-месячного возраста, когда АЭ еще не сформирована и 6–7-ме-
сячного возраста, когда АЭ хорошо выражена.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Использовали самцов крыс линии Wistar и линии WAG/Rij (собственное разведе-
ние). Все эксперименты выполняли в соответствии с протоколом использования ла-
бораторных животных Института высшей нервной деятельности и нейрофизиологии
РАН, основанного на директиве Совета Европейского Сообщества (86/609/ЕЕС).

В остром опыте под уретановым наркозом (0.15 г на 100 г массы тела животного)
с помощью стеклянных микроэлектродов, заполненных 2 М раствором NaCl (диа-
метр кончика ≤1 мкм) регистрировали внеклеточную активность одиночных ней-
ронов. Регистрирующий электрод ориентировали по координатам АР +2.5; L 5.5 и
погружали вертикально. В этом случае он входил в соматосенсорную кору танген-
циально под углом 45°. Ориентируясь на морфометрические исследования [13],
было рассчитано, что IV слой коры в этом случае занимает пространство на глуби-
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не от 550 до 1400 мкм. Регистрацию активности нейронов осуществляли в этом
диапазоне.

Как было отмечено, основанием данного исследования, в том числе, были полу-
ченные нами данные о возникновении в соматосенсорной коре фазной реакции на
электрическую стимуляцию РО и высказанное нами предположение, что афферен-
тация из области вибрисс способна инициировать приступ эпилепсии. В связи с
тем, что при стимуляции РО активируются множественные афферентные входы в
кору, мы сочли целесообразным использовать в настоящем исследовании не меха-
ническую стимуляцию отдельных вибрисс, позволяющую анализировать рецеп-
тивные поля сенсорных нейронов, а электрическое раздражение этой области, по-
лагая, что результаты стимуляции множественных входов из области вибрисс более
сопоставимо с результатами, полученными при электрическом раздражении РО.

Для стимуляции области вибрисс использовали игольчатые электроды с меж-
электродным расстоянием 4 мм, которые вводили вдоль ряда С вибрисс. Стимуля-
цию осуществляли одиночным прямоугольным импульсом тока силой 0.5 мкА,
длительностью 0.2 мс, что, как правило, в 2 раза превышало силу раздражения, вы-
зывающую минимальное подергивание вибрисс.

Импульсную активность нейрона регистрировали в течение 4 с: 2 с до и 2 с после
стимула. Результаты сохраняли в памяти компьютера. Для анализа реакций по ре-
зультатам 10 раздражений строили перистимульные гистограммы с разрешением
бина от 1 до 16 мс. Анализ осуществляли с помощью компьютерной программы,
созданной по нашему заказу фирмой L-Card. На основе сравнения средней часто-
ты потенциалов действия в фоне и после раздражения программа выделяла пред-
полагаемые зоны реакции (возбуждение/торможение) по критерию 30%-ного уве-
личения или уменьшения средней частоты разрядов. После установления значимого
отличия частоты потенциалов действия в предполагаемой зоне реакции по сравне-
нию с фоном (использовали непараметрический критерий Вилкоксона) вычисляли
латентный период (от момента нанесения раздражения до начала зоны реакции),
продолжительность реакции и частоту потенциалов действия в зоне реакции.

Статистическую значимость межгрупповых различий определяли с использова-
нием параметрического t-теста (все анализируемые показатели имели нормальное
распределение – тест Шапиро–Уилка) и теста двух пропорций (two-sided).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реакция нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию области
вибрисс у 2–3-месячных крыс линии Wistar

В экспериментах на 6 крысах линии Wistar зарегистрированы 48 нейронов. Из
них 37 нейронов реагировали на одиночную электрическую стимуляцию области
вибрисс. Реакция состояла из нескольких активационных и тормозных компонен-
тов. По критериям латентного периода и длительности реакции нами выделено
4 компонента ответа на стимуляцию области вибрисс: первичное возбуждение (1 E),
первичное торможение (1 I), вторичное возбуждение (2 E) и вторичное торможе-
ние (2 I) (рис. 1a). Латентный период первичного возбуждения составлял 27.8 ± 8.3 мс,
а продолжительность 51.5 ± 44 мс. Латентный период вторичного возбуждения был
209.3 ± 67.5 мс а продолжительность 313 ± 224.7 мс. По обоим показателям первич-
ный и вторичный ответ значимо отличались (t (13.1) – 45, p < 0.001; t (5.6) – 45, p < 0.001
соответственно). Первичное торможение возникало с латентным периодом 70.6 ± 23.4 мс,
а латентный период вторичного торможения составлял 697.5 ± 146 мс. Отличия бы-
ли значимы (t (15.3) – 26, p < 0.001).
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В ряде случаев реакция нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию обла-
сти вибрисс состояла из отдельных компонентов (рис. 1b–d). В связи с этим часто-
та встречаемости перечисленных активационных и тормозных реакций была раз-
ной. Первичное возбуждение выявлено у половины всех зарегистрированных ней-
ронов. Первичное торможение обнаружено у 25% нервных клеток. Вторичное
возбуждение выявили у 48%, а вторичное торможение у 30% нейронов соматосен-
сорной коры (рис. 1e).

Реакция нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию области вибрисс
у 2–3-месячных крыс линии WAG/Rij

В этой серии экспериментов у 8 крыс WAG/Rij зарегистрировали 58 нейронов
соматосенсорной коры. Из них 49 нейронов реагировали на одиночную электриче-

Рис. 1. Реакция нейронов соматосенсорной зоны коры на стимуляцию области вибрисс у 2–3-месячных
крыс Wistar. Суммарные перистимульные гистограммы (10 предъявлений). Эпоха анализа 2с. 1 бин – 8 мс.
По оси ординат – количество спайков в бине. Стрелка – момент нанесения раздражения. a – сложный
ответ, включающий первичные возбуждение 1E и торможение 1I, вторичные возбуждение 2E и тормо-
жение 2I; b – вторичное возбуждение; с – первичное торможение; d – первичные возбуждение и тормо-
жение; e – соотношение активационных и тормозных компонентов ответа на стимуляцию области виб-
рисс у крыс Wistar и WAG/Rij; 1 – первичное возбуждение, 2 – первичное торможение, 3 – вторичное
возбуждение, 4 – вторичное торможение. *p < 0.05 по критерию двух пропорций (two-sided).
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скую стимуляцию области вибрисс. Компонентный состав реакций нейронов у
крыс линии WAG/Rij не отличался от обнаруженного у крыс Wistar. Временные па-
раметры ответов в основном не различались. Отличия были выявлены только для
латентных периодов первичного возбуждения и вторичного торможения. У крыс
линии WAG/Rij эти параметры были значимо меньше, чем у крыс линии Wistar
(табл. 1).

Существенные отличия реакций нейронов соматосенсорной коры на афферент-
ную стимуляцию у крыс линии WAG/Rij были обнаружены по критерию встречае-
мости тормозных компонентов ответа. Число нейронов, реагирующих первичной
тормозной реакцией у крыс линии WAG/Rij было значимо меньше (p = 0.04 по те-
сту двух пропорций – two-sided). (рис. 1e, 2). В отличие от первичного торможения
вторичное торможение у крыс линии WAG/Rij зарегистрировано у большего числа
нейронов соматосенсорной коры (59% у WAG/Rij, 30% у Wistar) (рис. 1e, 4). Разли-
чие значимо – р = 0.03 по тесту двух пропорций (two-sided).

Реакция нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию области вибрисс
у 6–7-месячных крыс линии Wistar

У 6-ти крыс линии Wistar зарегистрирована активность 52-х нейронов сомато-
сенсорной коры, из которых 49 нейронов реагировали на одиночную электриче-
скую стимуляцию области вибрисс. Как правило, реакция была сложной: включа-
ла активационные и тормозные компоненты и в целом была схожей с выявленной
нами у крыс линии Wistar более раннего возраста. Наиболее существенное отличие
заключалось в том, что у части нейронов вторичный активационный компонент
мог быть представлен не только тоническим разрядом (рис. 2a), но и двумя более
короткими по продолжительности фазами, а у 4-х нейронов был обнаружен 3-ком-
понентный ответ (рис. 2b).

Реакция нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию области вибрисс
у 6–7-месячных крыс линии WAG/Rij

У 6-ти крыс линии WAG/Rij в возрасте, когда АЭ уже хорошо выражена, иссле-
дована реакция 51-ного нейрона соматосенсорной коры на стимуляцию области
вибрисс. В этой серии экспериментов 46 нейронов реагировали на афферентную
стимуляцию. Компонентный состав реакций был таким же, как и у крыс Wistar.

Таблица 1. Временные параметры реакций нейронов соматосенсорной коры в мс (латентные
периоды и длительность) на стимуляцию области вибрисс у 2–3-месячных крыс линий Wistar
и WAG/Rij

M ± m, n – число реакций, ниже медиана и в скобках нижний и верхний квартили, *p < 0.05 по t-крите-
рию.
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Wistar 27.8 ± 8.3
n = 24

24
(24–28)

51.5 ± 44
n = 24

40
(24–48)

70.6 ± 23.4
n = 13

64
(48–56)

136.4 ± 40.7
n = 13
136.4

(112–176)

209.3 ± 67.5
n = 23

200
(164– 240)

313 ± 224.7
n = 23

272
(144–370)

697.5 ± 146
n = 15

640
(592– 840)

327.7 ± 271.7
n = 15

232 
(160–312)

WAG/Rij 24.7 ± 3.0*
n = 35

24
(24–24)

51.1 ± 26
n = 35

48
(37–72)

52 ± 8.4
n = 6

52
(48–56)

110.6 ± 24.5
n = 6
108
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180.8 ± 44.2
n = 23

160
(144– 208)

302.8 ± 240.2
n = 23
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531.1 ± 173
n = 34*
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Наиболее выраженное отличие реакции у крыс линии WAG/Rij заключается в по-
явлении многокомпонентной фазной реакции (рис. 3a), которая представлена се-
рией из 6–8 коротких по продолжительности (56.0 ± 20.7 мс) высокочастотных
разрядов нейрона и тормозных пауз, а также в уменьшении числа вторичных акти-
вационных тонических реакций (рис. 3b, 3). Период генерации этих разрядов со-
ставлял 79.7 ± 16.7 мс. Как было отмечено в предыдущем разделе работы, у крыс
линии Wistar также были обнаружены фазные реакции нейронов коры на стимуля-
цию вибрисс. Однако они по целому ряду показателей отличаются от фазных реак-
ций, зарегистрированных у крыс WAG/Rij. Во-первых, фазные реакции у крыс ли-
нии Wistar обнаружены только у 4-х нейронов, в то время как фазный ответ у
крыс линии WAG/Rij был характерен для 33% нервных клеток (рис. 3b, 4). Во-
вторых, частота потенциалов действия в фазном разряде у WAG/Rij значимо
больше (t (9.4) – 28, p < 0.001) (рис. 3c). В-третьих, фазный ответ у крыс Wistar пред-
ставлен максимум тремя разрядами, в то время как у крыс WAG/Rij количество раз-
рядов может достигать восьми. В результате общая продолжительность вторичного
компонента реакции у крыс WAG/Rij (366.1 ± 95 мс) значимо превышает длитель-
ность вторичного возбуждения у крыс Wistar (t (3.6) – 53, p < 0.001) (табл. 2).

Изменение структуры вызванной реакции сопровождается изменением времен-
ных параметров компонентов ответа (табл. 2).

Обращает на себя внимание меньший латентный период первичного торможе-
ния и вторичного возбуждения и меньшая продолжительность активационных от-
ветов у крыс WAG/Rij. Больший латентный период вторичного торможения у крыс
линии WAG/Rij является, по-видимому, следствием большей продолжительности
вторичного возбуждения у крыс WAG/Rij по сравнению со вторичным возбужде-
нием у крыс Wistar.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование реакции нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию виб-
рисс у крыс линии WAG/Rij, генетически предрасположенных к АЭ, и у здоровых
животных линии Wistar позволило установить, что одиночное афферентное раз-
дражение вызывает сложную реакцию нейронов коры у этих животных. Она пред-

Рис. 2. Реакции нейронов соматосенсорной зоны коры на стимуляцию области вибрисс у 6–7-месяч-
ных крыс Wistar: a – сложный ответ, включающий вторичное тоническое возбуждение; b – сложный от-
вет, включающий вторичную фазную активацию.
Суммарные перистимульные гистограммы (10 предъявлений). Эпоха анализа – 2 с; 1 бин – 8 мс. По оси
ординат – количество спайков в бине. Стрелка – момент нанесения раздражения.
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ставлена коротко- и длинно-латентными активационными и тормозными ответами.
Вероятнее всего, каждый компонент ответа отражает вовлечение разных структур в
реакцию на сенсорный стимул. Если первичное возбуждение и торможение можно
рассматривать как реакцию на короткий электрический стимул, то вторичные

Рис. 3. Особенности реакций нейронов соматосенсорной коры на стимуляцию области вибрисс у 6–7-ме-
сячных крыс WAG/Rij.
a – фазная реакция нейрона у крысы линии WAG/Rij (Суммарная перистимульная гистограмма,
10 предъявлений). Эпоха анализа – 2 с; 1 бин – 8 мс. По оси ординат количество спайков в бине. Стрел-
ка – момент нанесения раздражения.
b – соотношение активационных и тормозных компонентов ответа нейронов соматосенсорной коры у
крыс линии Wistar (Wist) и WAG/Rij (WAG). 1 – первичное возбуждение, 2 – первичное торможение,
3 – вторичная тоническое возбуждение, 4 – вторичная фазная активация, 5 – вторичное торможение;
*p < 0.05 по критерию двух пропорций (two-sided).
с – сравнительный анализ частоты потенциалов действия в фазном компоненте ответа у крыс Wistar и
WAG/Rij (по оси ординат частота в Гц); *p < 0.001 по t-критерию.

*

*

60
70

50
40
30
20
10
0

1 2 3 4 5

b% Wist
WAG

Wist
WAG

*
6

2

4

0

a

VIB

Hz

2 s

50

100

0

c

Таблица 2. Временные параметры реакций нейронов соматосенсорной коры (мс) на стиму-
ляцию области вибрисс у 6–7-месячных крыс линий Wistar и WAG/Rij

M ± m, n – число реакций, ниже медиана и в скобках нижний и верхний квартили, *p < 0.05 по t-критерию.

Возбуждение 1 
Длит

Торможение 1
Лат

Возбуждение 2 
Лат

Возбуждение 2 
Длит

Торможение 2. 
Лат

Wistar 189 ± 79.5
n = 20

168 (144–208)

68.6 ± 27.6
n = 20

60 (52–76)

252.2 ± 67.5
n = 37

232 (208–304)

228.7 ± 144.9
n = 37

184 (128–320)

623.2 ± 109.6
n = 10 

592 (536–728)
WAG/Rij 37 ± 21.4 *

n = 31
32 (16–56)

43.2 ± 21.1 *
n = 15

32 (32–64)

192 ± 67 *
n = 23

192 (152–268)

366.1 ± 95*
n = 18

351 (280–424)

740.8 ± 121.8 *
n = 15

736 (664–848)
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длинно-латентные компоненты ответа, вероятнее всего, являются следствием во-
влечения некой внутрикорковой системной организации нейронов, принимаю-
щих участие в анализе сенсорной информации или реакции нейронов на аффе-
рентное возбуждение, опосредованное ростральным и каудальным ретикулярными
ядрами [10].

Первичное возбуждение оказалось наиболее стабильной реакцией, присущей
животным обеих исследованных нами линий, и не зависело от возраста. Первич-
ное торможение, которое связывают с вовлечением тормозных интернейронов ко-
ры, у 2–3-месячных крыс линии WAG/Rij, когда пик-волновая активность еще не
сформирована, было выявлено у ограниченного числа нейронов и было значимо
меньше, чем у крыс линии Wistar. Это позволяло сделать заключение о дефиците
тормозной регуляции у крыс WAG/Rij. Однако, по всей видимости, речь может ид-
ти только об афферентном (первичном) торможении, так как вторичное длинно-
латентное торможение выявлено у большего числа нейронов крыс линии WAG/Rij,
чем у крыс линии Wistar. Достаточно неожиданным оказалось восстановление ба-
ланса между первичным и вторичным торможениями к 6–7-месячному возрасту у
крыс WAG/Rij – казалось бы, что структурно-функциональное формирование не-
окортекса должно было завершиться к 2-месячному возрасту. Возможно, обнару-
женное нами явление реализуется за счет перестройки внутрикорковых связей у
крыс WAG/Rij к периоду формирования АЭ, что могло бы отражать один из ком-
пенсаторных механизмов, препятствующих развитию патологии. Исследование
этого вопроса требует продолжения, но мы полагаем, что нарушение баланса меж-
ду первичным и вторичным торможениями у 2–3-месячных крыс WAG/Rij можно
рассматривать, как одно из оснований развития у этих животных комбинирован-
ной патологии: АЭ и депрессии.

У 6–7-месячных крыс линии WAG/Rij, когда АЭ хорошо проявляется, выявлены
существенные изменения вызванной активности нейронов соматосенсорной ко-
ры. Это проявляется в изменении структуры вторичного возбуждения ответа.
У 33% нейронов этот компонент представлен фазными реакциями: короткими вы-
сокочастотными разрядами. По своей структуре эти разряды весьма схожи со
вспышечной активностью нейронов, зарегистрированных в разных отделах мозга и
синхронизированных с появлением пик-волновой активности [14, 15]. Существен-
ным является тот факт, что период генерации обнаруженных нами фазных разря-
дов составляет 79.7 ± 16.7 мс, что соответствует диапазону частот пик-волновой ак-
тивности, характерной для крыс линии WAG/Rij [4]. Это позволяет нам заключить,
что фазная реакция является нейронным эквивалентом пик-волновой активности,
являющейся электроэнцефалографическим признаком АЭ. Тот факт, что эта ак-
тивность может быть инициирована стимуляцией вибрисс, подчеркивает значение
соматосенсорной системы для патогенеза АЭ. При рассмотрении возможных меха-
низмов генерации фазной активности следует иметь в виду, что она возникает в от-
вет на короткий одиночный стимул и представлена серией разрядов, количество
которых может достигать восьми. Это, по нашему мнению, свидетельствует о во-
влечении в процесс достаточно сложной нейронной организации, которая может
включать таламо-кортикальные связи, а также и внутрикорковую системную орга-
низацию нейронов. Ранее было высказано предположение о существовании ревер-
берационного механизма генерализации эпилептической активности, который
опосредован задним ядром таламуса (PO) [11]. Нами установлено, что период гене-
рации фазных разрядов в среднем составляет 80 мс. Такой временной интервал до-
статочен для реализации корково-таламо-кортикального возбуждения, что допус-
кает участие механизма реверберации в генерации фазных разрядов, выявленных
нами. Альтернативным механизмом может быть функциональное изменение в си-
стеме внутрикорковых связей, обусловливающее генерацию пейсмейкерной ак-
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тивности нейронов. Уточнение механизмов требует дальнейших исследований, но,
принимая заключение, что фазная реакция является нейронным эквивалентом
пик-волновой активности, мы вправе постулировать, что афферентное возбужде-
ние от вибрисс способно инициировать приступ АЭ у крыс линии WAG/Rij.
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Responses of Somatic-Sensory Cortical Neurons to Vibrissae Area Stimulation 
in WAG/Rij Rats, Genetically Predisposed to Absence Epilepsy

 D. A. Tsvetaevaa, and V. V. Raevskya, *
a Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences,

Moscow, Russia

*e-mail: vraevsky@mail.ru

Functioning of somatic-sensory system was studied in WAG/Rij rats, genetically predis-
posed to absence epilepsy (AE) and demonstrating depression-like behavior, during the
periods when AE had not been formed yet (age 2–3 months) and when this pathology
was well marked (age 6–7 months). Extracellular somatic-sensory cortex single unit re-
sponses to solitary electric stimulation of vibrissae area were recorded in healthy Wistar
rats that served as control subjects. The evoked unit activity in somatic-sensory cortex in
response to afferent stimuli was found to include four components, irrespective of the
age and genetic line of animals: primary (short-latency) excitation and inhibition and
secondary (long-latency) excitation and inhibition. In 2–3 month-old WAG/Rij rats, as
compared to healthy Wistar rats, the number of short-latency inhibitory reactions was
significantly smaller, while the number of long-latency inhibitory responses was signifi-
cantly larger. It is postulated that the alteration of the balance of inhibitory mechanisms
of various nature may determine the development of both AE and depression in
WAG/Rij rats. It was fond that in 6–7-month-old WAG/Rij rats (when epileptic activity
is well-formed) the secondary activation in response to afferent stimulation is represented
mostly by multi-component high-frequency phasic reaction (alternations of neuron’s re-
sponses and periods of inhibition). In Wistar rats of the same age the secondary excitation
has a form of tonic reaction. The frequency of phasic discharges is compatible with the fre-
quency of peak-wave activity what is electroencephalographic sign of AE. It is suggested
that phasic reaction may be considered as a neuronal equivalent of epileptic activity and
the peak-wave activity in WAG/Rij rats may be provoked by afferent stimulation

Keywords: neuron, somatosensory cortex, vibrissae, absence epilepsy, WAG/Rij rats
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Вскармливание самкой потомства секретом молочной железы является отличи-
тельным признаком млекопитающих. Определение вклада нейропептидов в ней-
роэндокринную регуляцию функций молочной железы и родительского поведе-
ния у млекопитающих и человека является приоритетным направлением для по-
нимания этих процессов. Поскольку у лактирующих самок стимул сосания
детенышами вызывает залповую секрецию пролактина, окситоцина и тиролибе-
рина, в работе исследуется возможность влияния тиролиберина на пролактин-за-
висимый лактогенез и окситоцин-обусловленные рефлексы выведения молока, а
также на компоненты материнского поведения. Установлено, что билатеральные
интраназальные инфузии тиролиберина лактирующим самкам мышей специфи-
чески облегчают по сравнению с контролем лактационное поведение, но не пи-
щевое или питьевое. Тиролиберин увеличивал продолжительность периодов
кормления и число рефлексов выведения молока в ответ на сосание детенышей,
увеличивая одновременно длительность интервалов между ними. Светооптиче-
ское и электронно-микроскопическое исследования показали достоверное изме-
нение эпителиоцитов альвеол молочных желез, свидетельствующее об увеличении
синтеза секрета молочной железы под влиянием трипептида. Это подтверждают
более высокая скорость роста массы тела мышат и их лучшая выживаемость по
сравнению с контролем. Отсутствие после хронических инфузий тиролиберина в
низких дозах изменения концентрации тироксина и трийодтиронина в плазме
крови самок, определенных иммуноферментным анализом, свидетельствует о
неизменности их тиреоидного статуса. Предполагается, что тиролиберин вклю-
чен в согласование механизмов формирования паттерна нейроэндокринного ре-
флекса выведения молока, поведенческих актов со стороны самки и усиление
синтетической деятельности в молочной железе.

Ключевые слова: лактация, тиролиберин, материнское поведение, лактационное
поведение, рефлекс выведения молока
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ВВЕДЕНИЕ

Важнейшим условием выживания млекопитающих является вскармливание
самкой своего потомства молоком. Нейроэндокринное обеспечение секреции мо-
лока и его выведения из молочной железы должно быть согласовано с лактацион-
ным поведением самки. Родительское поведение, в частности процесс вскармли-
вания детенышей, обеспечивается комплексом биохимических и нейрофизиоло-
гических процессов, а также специализированными поведенческими актами [1].
Определение вклада нейропептидов в нейроэндокринную регуляцию функций мо-
лочной железы и родительского поведения у млекопитающих и человека является
приоритетным для понимания этих процессов [2–4]. Среди различных нейропеп-
тидов, вовлеченных в регуляцию лактации, изучение вклада трипептида тиролибе-
рина (тиротропин-рилизинг гормон) в этот процесс является одним из актуальных
направлений. Предпосылками для повышенного внимания к участию тиролибери-
на в регуляции лактации и материнского поведения является его включенность в
различные нейроэндокринные оси гипоталамо-гипофизарной системы и обшир-
ное распределение тиролиберинергических нейронов в мозге.

Мелкоклеточные зоны паравентрикулярных ядер гипоталамуса относятся к
структурам мозга, в которых расположено большинство тиролиберинергических
нейронов [5]. Тиролиберин как нейрогормон включен в реализацию гипоталамо-ги-
пофизарной пролактиновой оси, направленной на поддержание, в первую очередь,
синтетический активности молочной железы [6]. Раздражение механорецепторов
молочной железы при кормлении детенышей приводит к увеличению мРНК тироли-
берина в паравентрикулярном ядре гипоталамуса. Этот ответ связан с повышенным
уровнем пролактина в кровотоке [7, 8]. Напротив, у мышей нокаутных по тиролибе-
рину во время лактации уровень мРНК пролактина в гипофизе и в сыворотке крови
был значительно снижен по сравнению с мышами дикого типа. Восстановление
уровня пролактина произошло при заместительном введении трипептида [9].

Тиролиберин действует как пролактолиберин двумя путями. Гипофизотропные
нейроны секретируют в перикапиллярное пространство внешней зоны срединного
возвышения тиролиберин, который с током крови достигает аденогипофиза, сти-
мулируя секрецию пролактина [10]. Кроме этого, выделение тиролиберина в тубе-
роинфундибулярной области гипоталамуса снижает активность дофаминергических
нейронов, обеспечивающих хроническое торможение секреции пролактина [11]. На-
личие феномена дендритно-соматического взаимодействия между различными по-
пуляциями нейронов в гипоталамусе, основанного на секреции тиролиберина в пре-
делах паравентрикулярного ядра, может усиливать активность окситоцинергических
нейронов крупноклеточных зон этого ядра [12, 13]. Электрофизиологические дан-
ные показывают, что нейросекреторная популяция окситоцинергических нейронов
запускает высокочастотный разряд потенциалов действия, что приводит к высво-
бождению окситоцина из нервных окончаний в нейрогипофизе [14] и сокращению
миоэпителиальных клеток молочной железы [15]. Следовательно, нейроэндокрин-
ный рефлекс выведения молока у самки, а также поведенческие акты его обуславли-
вающие, является ключевым событием доступности молока для потомства. Оксито-
цин важен для социального взаимодействия и материнского поведения [16].

Вместе с тем неизвестно, каков механизм обеспечения взаимодействия пролак-
тин- и окситоцин-зависимых процессов лактации и родительского поведения. Од-
ним из нейропептидов, включенных в регуляцию этих процессов, может быть ней-
ропептид тиролиберин, известный своей полифункциональностью [17]. Этот три-
пептид способен избирательно влиять на различные компоненты поведения, в
частности, на поведение при неизбегаемом стрессе [18]. Поскольку в ответ на сти-
мулы сосания и механическое раздражение молочной железы доступность для
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потомства секрета молочной железы обеспечивается выделением пролактина из
аденогипофиза [19] и окситоцина из нейрогипофиза [6, 14], можно предположить,
что тиролиберин одновременно включен в регуляцию лактационного процесса и
материнского поведения. Однако этот вопрос остается неисследованным.

Одним из адекватных способов изучения роли нейропептидов в регуляции
функций мозга является интраназальный способ их введения [18, 20, 21]. Исследо-
вания показывают, что использование этого методического подхода позволяет
обойти гематоэнцефалический барьер, а также влиять на деятельность нейронов
различных отделов головного мозга [21, 22]. Цель настоящего исследования состо-
яла в изучении влияния тиролиберина на лактационное поведение и функцию мо-
лочной железы мышей при его интраназальном введении.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные
В экспериментах использовали самок мышей (масса тела 30–40 г, n = 16), полу-

ченных из питомника лабораторных животных “Рапполово” Национального иссле-
довательского центра “Курчатовский институт”. Животных содержали на стандарт-
ном рационе вивария при свободном доступе к пище и воде. Каждая самка с
потомством содержалась в отдельной клетке при температуре воздуха 20 ± 2°С в
условиях фиксированного стандартного освещения (12 ч свет/12 ч темнота). Про-
токол эксперимента соответствовал требованиям Директивы ЕС 2010/63/EU для
экспериментов на животных и был одобрен этическим комитетом Санкт-Петер-
бургского государственного университета (опубликован 13 декабря 2017 г.).

Животных разбивали на группы, которые были подобраны по количеству мы-
шат в гнезде. В контрольной группе (n = 4) мыши вскармливали потомство без вве-
дения каких-либо препаратов. В группе плацебо (n = 4) самкам билатерально ап-
плицировали (10 мкл) в носовую полость физиологический раствор (0.9%-ный рас-
твор NaCl), в опытных группах – тиролиберин в дозе 120 нг/кг (n = 4) и 0.012 нг/кг
(n = 4).

Общая схема эксперимента
В экспериментах было исследовано влияние длительного интраназального введе-

ния тиролиберина на лактационное поведение самок, изменение массы тела мышат,
а также на потребление воды и корма самками. Введение нейропептида начинали на
следующий день после родов, принимая его как первый день эксперимента. Аппли-
кацию растворов осуществляли в течение десяти дней в утренние часы (10.00–12.00).
В течение двух дней после заключительной аппликации тиролиберина регистриро-
вали параметры лактационного поведения. После завершения поведенческих опы-
тов на 12-е сутки эксперимента (2-е сутки после последней аппликации тиролибери-
на) у самок собирали (10.00–12.00) кровь, в сыворотке которой определяли концен-
трации тироксина и трийодтиронина. Выбор доз тиролиберина был основан на
анализе его влиянии на поведение при его интраназальном введении [23].

Изучение лактационного поведения
Наблюдение за поведением самок каждой группы осуществлялось в течение

двух дней после последней аппликации тиролиберина: первый день – с 13.00 до
16.00, во второй день – с 10.00 до 13.00. В эти часы осуществляется наибольшее ко-
личество поведенческих актов лактационного поведения [24]. Для оценки поведе-
ния животных в период лактации были выделены следующие поведенческие акты.
Лактационное поведение – поведенческая и физиологическая активность самки,
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направленная на обеспечение выхаживания потомства и доступности секрета мо-
лочной железы для детенышей. Этот процесс состоит из двух поведенческих реак-
ций – “забота о потомстве” и “вскармливание”. “Забота о потомстве” относится к
формам лактационного поведения, направленным на поддержание условия корм-
ления и сохранение потомства. Для оценки степени заботы самки о потомстве ре-
гистрировали частоту и продолжительность активности самки по строительству и
поддержанию гнезда, груминг мышат, контактный отдых самки с мышатами без
процесса кормления. Вскармливание потомства – поведенческие акты самки, на-
правленные на получение детенышами секрета молочной железы. Они включают в
себя периоды кормления и перерывы между ними и характеризуются определенной
динамикой осуществления рефлексов выведения молока. Частота возникновения
рефлексов выведения молока, латентный период первого рефлекса, периодичность
этих рефлексов отражают индивидуальный нейроэндокринный статус самки, на-
правленный на получение молока потомством. Кормление считалось начавшимся в
тот момент, когда более половины мышат после активного поиска прикреплялось к
соскам, и закончившимся, когда самка освобождалась от детенышей, покидая гнез-
до. Латентный период первого рефлекса выведения молока также отсчитывался с
момента прикрепления не менее половины детенышей к соскам. Показателем осу-
ществления рефлекса выведения молока является характерная синхронизированная
двигательная активность детенышей. Момент ее осуществления соответствует повы-
шению концентрации окситоцина в крови самки [25].

Измерение массы тела у мышат
По динамике массы тела потомства судили об успешности кормления, так как из-

вестно, что между количеством полученного молока и массой тела детеныша суще-
ствует пропорциональная зависимость с высоким положительным коэффициентом
корреляции. Поэтому этот метод позволяет оценивать эффективность процесса
кормления и широко используется в исследованиях лактации [26]. Определение мас-
сы тела потомства проводили ежедневно, процедуру взвешивания проводили трех-
кратно на весах Sartorius-1602 MP (Германия). Для сравнения эффективности про-
цесса кормления и интенсивности получения молока мышатами у самок с разным
количеством детенышей рассчитывалось увеличение массы тела одного детеныша за
сутки. Сравнивали увеличение массы тела мышат между первым и вторым днем с уве-
личением этого показателя между девятым и десятым днем введения тиролиберина.

Иммуноферментный анализ
После проведения цервикальной дислокации брали кровь для определения кон-

центрации свободных тироксина и трийодтиронина. Пробы крови отстаивали и
затем центрифугировали в течение 10 мин при 220 g (Eppendorf AG, США). Сыво-
ротку хранили в замороженном состоянии при температуре −20°С. Тироксин и
трийодтиронин определяли с помощью наборов реактивов для твердофазного им-
муноферментного анализа “ТироидИФА-свободный Т4” и “ТироидИФА-свобод-
ный Т3” (АлкорБио, Россия), на автоматическом анализаторе (Alisei, Италия) по
методике соответствующих тест-систем. Чувствительность при определении FТ4
составляла 1 пмоль/л, а для FТ3 – 0.5 пмоль/л.

Гистологические методы исследования ткани молочной железы. 
Электронная микроскопия

В целях стандартизации условий эксперимента для проведения морфометрическо-
го анализа и электронной микроскопии мастэктомии подвергались паховые (inguinal
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mammary gland) молочные железы самок. Фрагменты ткани молочной железы, взя-
тые для исследования, подвергались обработке по следующей схеме: префиксация
в 2.5%-ном растворе глутаральдегида на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4) с хлори-
дом кальция (1%), в течение 2 ч при температуре 4°С; постфиксация в 2%-ном рас-
творе четырехокиси осмия (ОsО4) на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4) в течение 2 ч
при температуре 4°С; промывка и обезвоживание в серии спиртов возрастающей
концентрации. Затем следовало пропитывание заливочной средой и переход к сле-
дующим этапам: заливке в отвердевающую смолу “Эпон” и помещению блоков в
термостат для полимеризации. Режим полимеризации проходил при возрастающей
температуре: 1) при температуре 35°С – 24 ч; 2) 45°С – 24 ч; 3) 60°С – 24 ч. Для выяв-
ления зон, оптимальных для электронно-микроскопического исследования, полу-
чали полутонкие срезы на ультратоме LKB-V (Швеция). Затем срезы помещали на
предметное стекло и окрашивали толуидиновым синим. Препараты смотрели под
микроскопом JEM-1400, и, отметив область, пригодную для электронно-микро-
скопического исследования, переходили к ультратонким срезам. Окраска срезов
проводилась уранилацетатом и цитратом свинца. Препараты просматривали в
трансмиссионном (просвечивающем) электронном микроскопе JEM-100С (JEOL,
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Морфометрический анализ полутонких срезов гистологических препаратов
проводили с помощью компьютерной системы интерактивного анализа изображе-
ния “ВидеоТест” (“ИСТА-ВидеоТест”, Россия). Увеличение микроскопа при из-
мерении диаметров составляло ×250, а при измерении высоты лактоцитов – ×400.
Подсчеты производились только на поперечных срезах альвеол с использованием
двойного слепого метода. Для проведения морфометрии брали по два образца мо-
лочной железы от одной самки. Срезы с каждого образца в количестве от 5 до 10 штук
монтировали на два предметных стекла. Количественные показатели альвеол из-
меряли в десяти случайно выбранных полях зрения. При изучении влияния тироли-
берина на строение железистого эпителия альвеолы молочной железы оценивали
диаметр альвеол (D) и высоту секреторного эпителия (W), так как эти показатели
отражают функциональную активность секреторных клеток.

Для оценки D измеряли у альвеолы ее максимальный диаметр (d1) (наибольшее
расстояние между двумя точками окружности) и минимальный диаметр (d2) (наи-
меньшее расстояние между двумя точками окружности). На каждом препарате
подсчитывался диаметр 15–20 альвеол. Геометрическая конфигурация альвеолы
соответствует эллипсу, поэтому средний D вычислялся как квадратный корень из
произведения обоих диаметров альвеолы (эллипса) молочной железы: D = .
W измерялась путем вычисления расстояния между точками, находящимися на ба-
зальной и апикальной мембранах. На основании этих показателей вычислялась
площадь поверхности и объем полости альвеолы молочной железы. Площадь по-
верхности альвеолы (эллипса) вычислялась как произведение двух диаметров аль-
веолы (без поправки на отношение 4/π (π = 3.14)): S = d1d2. Объем полости альвеолы
молочной железы вычислялся по формуле V = 4/3 πr3, где r – радиус альвеолы, ко-
торый рассчитывается как D/2 – W.

Состав растворов и концентрации физиологически активных веществ

Для приготовления растворов использовали реактивы фирмы Sigma Aldrich
(Германия). Для интраназального введения использовали тиролиберин в дозе 120 и
0.012 нг/кг массы тела животного (Sigma, США).

1 2d d
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Статистическая обработка результатов исследований
Статистическая обработка результатов проводилась общепринятыми методами

с использованием компьютерной статистической программы GraphPad Prism 8
(GraphPad; San Diego, CA, США). Для обработки данных использовали тест One-
Way ANOVA с поправкой Даннета. Нормальность распределения проверяли с по-
мощью критерия Д'Агостино–Пирсона. Уровень достоверности р < 0.05 был при-
нят как статистически значимый. Данные представлены в виде средней арифмети-
ческой ± стандартная ошибка среднего (М ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Радиоиммунное определение свободного тироксина и трийодтиронина
В сыворотке крови контрольной и опытных групп животных радиоиммунным

методом была определена концентрация свободного трийодтиронина и тироксина.
В контрольной группе концентрация этих гормонов составила 2.8 ± 0.2 и 66 ± 10 нМ
(n = 4) соответственно. Применение тиролиберина в дозе 120 и 0.012 нг/кг не при-
вело к достоверному изменению концентрации этих гормонов. Их величина была
равна 2.9 ± 0.1 и 75 ± 5, а также 3.0 ± 0.2 и 80 ± 6 нМ (n = 4 для всех групп; р > 0.05)
соответственно.

Изучение влияния тиролиберина на лактационное поведение самок мышей
Количество и продолжительность поведенческих актов, характеризующих при-

знаки поведения “Забота о потомстве”, у самок мышей при введении тиролиберина
не изменились по сравнению с контрольной группой и группой плацебо (табл. 1).

Динамика рефлексов выведения молока и продолжительность кормления
Интраназальное введение тиролиберина вызывало изменения в процессе корм-

ления. Вскармливание потомства в первую очередь определяется динамикой осу-
ществления рефлексов выведения молока, в это время действие окситоцина вызыва-
ет сокращение миоэпителиальных клеток альвеол и, таким образом, обеспечивает
доступность секрета детенышам [15]. Применение тиролиберина в дозе 0.012 нг/кг
привело к достоверному повышению количества рефлексов по сравнению с кон-
тролем (7 ± 1 и 4 ± 1 рефлекс, n = 7, р < 0.05) (рис. 1a). Латентный период первого
рефлекса выведения молока достоверно увеличился при применении
тиролиберина в дозе 120 нг/кг (n = 17; p < 0.05) (рис. 1b), однако интервал между ре-
флексами увеличился. В контрольной группе он составлял 7.0 ± 0.6 мин (n = 40), в

Таблица 1. Частота и длительность поведенческих актов, характеризующих “Заботу о потом-
стве” после интраназального введения тиролиберина самкам

Группы
животных

Строительство гнезда Груминг мышат Контактный отдых

кол-во время,
мин кол-во время,

мин кол-во время,
мин

Интактные 6 4.2 ± 0.7 7 3.0 ± 0.6 15 8.0 ± 1.5
Плацебо 7 4.1 ± 0.6 6 3.3 ± 0.9 14 6.0 ± 1.1
Тиролиберин
120 нг/кг

10 3.2 ± 0.6 5 6.3 ± 1.5 13 6.2 ± 1.5

Тиролиберин
0.012 нг/кг

9 3.0 ± 0.6 8 4.2 ± 1.5 13 7.2 ± 1.1
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группе тиролиберин в дозе 120 нг/кг – 9.4 ± 0.9 мин (n = 30, р = 0.015) (рис. 1b).
В опытных группах, в соответствии с увеличением рефлексов и интервалом между
ними, увеличилось время кормления. Так, тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг увеличи-
вал продолжительность кормления в два раза – с 24 ± 4 мин (n = 9) в контрольной
группе до 51 ± 5 мин (n = 19) в опытной (рис. 1d). Достоверной разницы между
группами контроль и плацебо так же, как между двумя опытными группами, обна-
ружено не было. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том,
что интраназальное введение тиролиберина в первую очередь оказывает влияние
на параметры поведения, связанные с кормлением самкой потомства.

Изменение массы тела детенышей
Количество детенышей в гнездах у самок мышей после родов было различным и

составляло от 2 до 10 мышат. В процессе вскармливания потомства обычно проис-
ходит гибель некоторого количества мышат. Сохранение численности потомства
также является характеристикой успешности лактации. В контрольной группе по-
гибло в общей совокупности семь детенышей, в группе плацебо – три, в группе ти-
ролиберин – 120 нг/кг – один, в то время как в группе тиролиберин – 0.012 нг/кг
не погибло ни одного мышонка. Таким образом, в группах, которым вводили тиро-
либерин, гибель детенышей была существенно ниже или отсутствовала по сравне-
нию с контрольной группой и группой плацебо. Во всех группах регистрировалось
постоянное увеличение массы тела потомства. Суммарная прибавка массы одного

Рис. 1. Параметры лактационного поведения самки мышей при интраназальном введении тиролиберина.
MER (Milk Ejection Reflex) – рефлекс выведения молока.
* − p < 0.05, *** − p < 0.001 по сравнению с контрольной группой.
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мышонка в контрольной группе составила 0.4 ± 0.1 г (n = 12), а в группе плацебо −
0.5 ± 0.1 г (n = 14). Так как отсутствовала достоверная разница в показателях этих
групп, их значения были объединены, и они рассматривались как единая кон-
трольная группа. В группе с введением самкам тиролиберина в дозе 120 нг/кг при-
роcт массы тела мышонка составил 0.7 ± 0.1 г (n = 28), и он не отличался от кон-
трольной группы (p > 0.05). Инфузия самкам тиролиберина в дозе 0.012 нг/кг при-
вела к достоверному увеличению прироста массы тела детеныша по сравнению с
контрольной группой до 0.8 ± 0.2 г (n = 32, p < 0.05).

Влияние тиролиберина на потребление пищи и воды

В интактной группе и группе плацебо показатели потребления воды и корма не
отличались, поэтому были объединены в одну контрольную группу. Введение ти-
ролиберина в обеих дозах не привело к каким-либо изменениям в потреблении
корма и воды по сравнению с контрольной группой (табл. 2).

Таблица 2. Потребление корма и воды самками после интраназального введения тиролиберина

Группа Потребление корма, г Потребление воды, г

Контрольная группа (n = 8) 14.2 ± 2.0 15.2 ± 1.8
Тиролиберин в дозе 120 нг/кг ( n = 4) 11.4 ± 1.6 11.1 ± 1.3
Тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг ( n = 4) 12.4 ± 1.7 14.3 ± 1.5

Рис. 2. Морфометрия альвеолы молочной железы мыши при интраназальном применении тиролиберина.
* − p < 0.05, *** – p < 0.001 по сравнению с контрольной группой.
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Морфометрический анализ размеров альвеол молочной железы

Величина морфометрических параметров в интактной группе и группе плаце-
бо не отличались, поэтому эти данные были объединены в общую контрольную
группу. Общим результатом применения тиролиберина стало увеличение всех
параметров, характеризующих размеры альвеолы. Высоты секреторных клеток
достоверно увеличилась с 5.6 ± 0.2 мкм (n = 198) в контроле до 9.7 ± 0.3 (n = 199,
p < 0.001) и 7.5 ± 0.2 мкм (n = 197, p < 0.001) при применении тиролиберина в дозе
120 и 0.012 нг/кг соответственно (рис. 2а). Диаметр альвеол также увеличивался
при применении тиролиберина; контрольные значения составили 48.2 ± 1.1 мкм
(n = 177), при применении тиролиберина в дозе 120 нг/кг – 58.9 ± 1.1 мкм (n = 150) и
при применении тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг – 77.7 ± 1.7 мкм (n = 132, p < 0.001)
(рис. 2b). Расчетные параметры, а именно площадь альвеолы и объем полости аль-
веол, показали, что тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг оказал выраженный стимулиру-
ющий эффект. Так, площадь альвеолы увеличилась почти в три раза для тиролибе-
рина в дозе 0.012 нг/кг, достигая величины 5040 ± 216 мкм2 (n = 132) по сравнению с
контролем – 1926 ± 101 мкм2 (n = 177, р < 0.001) (рис. 2c). Объем полости альвеолы
при применении тиролиберина в дозе 0.012 нг/кг увеличился в несколько раз, со-
ставив 292981 мкм3 (n = 132, р < 0.001) по сравнению с контрольной группой –
69335 мкм3 (n = 177, р < 0.001) (рис. 2d).

Светооптическая микроскопия

Светооптическая микроскопия подтверждает увеличение размеров клеток сек-
реторного эпителия и диаметра альвеол при действии тиролиберина (рис. 3).
Остальные элементы ткани молочной железы не имеют видимых отличий в кон-
трольной и опытных группах животных. Альвеолы разделены между собой слоями
соединительной ткани, пронизанной кровеносными сосудами. В полости альвеол
расположены липидные капли.

Изменение ультраструктуры секреторных клеток

Особенности ультраструктуры секреторного эпителия молочной железы позво-
ляют четко идентифицировать на электронограммах апикальную и базальную
часть эпителиальных клеток. Апикальная мембрана обращенных в просвет альвеол

Рис. 3. Гистология альвеолы молочной железы контрольной (a) и опытной (b) групп животных (полу-
тонкие срезы, окраска толуидиновым синим).
Ep – эпителий, BV – кровеносный сосуд, AC – полость альвеолы, LG – липидные капли.
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покрыта микроворсинками. На всех электронограммах альвеол хорошо видны
плотные контакты, которые расположены в апикальных областях соседних эпите-
лиоцитов. Нарушения целостности альвеол при действии тиролиберина не обнару-
жено, тканевой барьер между полостью альвеолы и межклеточным пространством
не изменен. Цитоплазма секреторных клеток содержала большое количество рибо-
сом, которые располагались свободно в цитоплазме или локализовались на поверх-
ности хорошо развитого эндоплазматического ретикулума. В секреторных клетках
молочной железы присутствовало множество секреторных везикул, которые обна-
ружены в апикальной области и полностью отсутствовали в базальной области сек-
реторных клеток. Ядра в клетках секреторного эпителия смещены к базальной об-
ласти, имели в основном вытянутую форму. При анализе электронограмм обраща-
ет на себя внимание увеличение межклеточного пространства при действии
тиролиберина. В контрольной группе межклеточное пространство ориентировано в
апико-базальном направлении, в то время как в экспериментальной группе межкле-
точное пространство между эпителиоцитами имеет спиралевидную форму, под-
черкивая изменение в пространственной конфигурации эпителиоцитов (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нейропептиды, действующие как нейрогормоны и нейромедиаторы, возможно,
играют роль интеграторов поведенческих реакций животного и физиологических
процессов в его организме. Хорошо известно, что тиролиберин выполняет также
функцию пролактолиберина, обеспечивая синтетическую активность эпителиоци-
тов молочной железы в ходе лактации [6, 9]. Межклеточное взаимодействие тиро-
либеринергических нейронов с крупноклеточными окситоцинергическими нейро-
нами гипоталамуса служит той основой [12, 13], которая позволяет рассматривать
этот трипептид в качестве модулятора поведенческих реакций самки при кормле-
нии. Именно это предположение было взято в качестве рабочей гипотезы, которую
проверяли при интраназальном введении тиролиберина, моделируя таким образом
его действие на структуры головного мозга. В результате было установлено: 1) ти-
ролиберин оказывает действие на синтетические процессы в молочной железе и
изменяет параметры лактационного поведения самки; 2) трипептид оказывает раз-
личное влияние на отдельные компоненты материнского поведения; 3) тиролибе-

Рис. 4. Ультраструктура секреторного эпителия молочной железы контрольной (а) и эксперименталь-
ной (b) групп животных.
AC – полость альвеолы, TJ – плотный контакт, Mv – микроворсинки, CG – гранулы казеина, IS – меж-
клеточное пространство, EpR – эндоплазматичский ретикулум.
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рин в примененных дозах не изменяет процессы и поведение, связанные с поддержа-
нием энергетического состояния животного. Отсутствие изменения концентрации
гормонов щитовидной железы в плазме крови указывает на то, что наблюдаемые
изменения являются результатом физиологических эффектов тиролиберина.

В нашем исследовании тиролиберин вызывал изменения высоты клеток, диа-
метра альвеол, объема их полости, которые можно рассматривать как признаки
усиления синтетической деятельности альвеолы молочной железы. Изменение па-
рацеллюлярного пространства, показанное электронной микроскопией, также ха-
рактерно при активации секреции в эпителии [27, 28]. Увеличение прибавки в мас-
се тела детенышей дополнительно свидетельствует об усиленной синтетической
деятельности молочной железы. Однако не стоит считать, что данные изменения
являются результатом прямого действия тиролиберина на секреторные клетки аль-
веол молочной железы. Интраназальный способ введения и применяемые дозы ти-
ролиберина исключают такую возможность.

Известно, что длительная механическая стимуляция механорецепторов соска
при сосании вызывает повышение в плазме крови самки не только уровня пролак-
тина [10, 29] и окситоцина [14], но и тиролиберина [5, 7]. Это позволяет предполо-
жить возможность модуляции эффектов пролактина и окситоцина интраназально
вводимым трипептидом. Подтверждением тому является двоякое проявление
функции тиролиберина как пролактолиберина: трипептид усиливает синтез про-
лактина в аденогипофизе [9] и тормозит при сосании секрецию допамина, ингиби-
тора пролактина [11]. Важно подчеркнуть, что окситоцин синергично воздействует
на эту же группу допаминергических нейронов гипоталамуса [30], увеличивая син-
тез пролактина в лактотропоцитах. В молочных железах окситоцин, как известно,
вызывает сокращение миоэпителиальных клеток протоков и оказывает влияние на
выведение молока [15]. Анализ результатов светооптического и электронно-мик-
роскопического исследований структуры альвеол свидетельствует об увеличении
уровня секреторной активности эпителиоцитов альвеол молочной железы после
интраназального введения трипептида, что можно трактовать как свидетельство
усиления эффектов пролактина. На рост уровня секреции молока указывает также
увеличение продолжительности периодов кормления и массы тела детенышей.
Поскольку отмечено и повышение числа рефлексов выведения молока, то в нейро-
эндокринный паттерн обеспечения лактации, формируемый тиролиберином,
можно включить не только пролактин, но и окситоцин. Можно предположить, что
формирование паттерна тиролиберин/окситоцин/пролактин в ответ на сосание
представляет собой механизм селекции определенных функций каждого из этих
полифункциональных гормонов в нейроэндокринном профиле организма самки в
ходе лактации. Действительно, тиролиберин, способный у самок вне лактации вы-
звать секрецию тиреотропина, соматотропина и пролактина [5, 17, 31], в период
лактации, как показали наши результаты, не увеличивает концентрацию тиреоид-
ных гормонов и не изменяет аппетита. Заметим, что у лактирующих животных по-
требность в пище и воде может быть повышена. Однако вне лактации аппетит ак-
тивируется орексигенными нейронами аркуатного ядра под влиянием ряда пери-
ферических и гипоталамических гормонов [32].

Материнское поведение в период лактации можно разделить на поведенческие
акты, различающиеся по исходной мотивации и имеющие различную моторную
составляющую (“забота о потомстве”), а также на те, что связаны с процессом по-
лучения молока детенышами. Тиролиберин оказал дифференцированное влияние
на поведение во время лактации. Формы поведения, которые определены как “за-
бота о потомстве”, оказались не восприимчивы к действию трипептида. Следова-
тельно, тиролиберин не включен в модуляцию сложных и разнообразных форм ма-
теринского поведения.
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Поскольку лактационное поведение является одной из хорошо документирован-
ных функций пролактина и окситоцина [16, 33], то представляет интерес анализ из-
менений его компонентов поведения при интраназальном введении тиролиберина.
Основной эффект введения тиролиберина сводится к изменению временного пат-
терна поведения самок, связанного со вскармливанием. Динамика рефлексов выве-
дения молока, осуществляющихся в период кормления, является той физиологиче-
ской основой, которая обеспечивает получение молока детенышами. Основной эф-
фект тиролиберина проявляется в увеличении продолжительности всех элементов
вскармливания. Происходит увеличение латентного периода первого рефлекса вы-
ведения молока, интервала между рефлексами, общего времени кормления. Увели-
чение количества рефлексов выведения молока может быть связано с удлинением
времени кормления и, как следствие, увеличением их числа. Особенно стоит отме-
тить увеличение интервала между рефлексами выведения молока. Установлено, что
именно этот параметр практически не меняется во время кормления, при отсутствии
внешних помех при кормлении детенышей рефлексы выведения молока возникают
с автоматической точностью [25]. Следовательно, на центральном уровне, скорее
всего на уровне гипоталамуса, тиролиберин способен влиять на механизмы форми-
рования паттерна нейроэндокринного рефлекса выведения молока.

Стоит обратить внимание на то, что при применении доз тиролиберина, разли-
чающихся на четыре порядка, был получен сходный физиологический ответ. Мы
предполагаем, что интраназальный способ доставки тиролиберина к структурам
ЦНС не является специфическим путем регуляции функций мозга. Тем не менее,
показано непосредственное регулирующее влияния тиролиберина на уровне плаз-
матической мембраны нейронов дыхательного центра [33]. Возможно, что при по-
ступлении тиролиберина в пороговой концентрации в мозг происходит изменение
функций нейронов. Это изменение может являться триггером к изменению актив-
ности мозговых структур и не зависеть от концентрации нейропептида.

В исследованиях материнского поведения в настоящее время можно проследить
несколько направлений: выявление генов, связанных с родительской заботой, изу-
чение совокупности структур ЦНС и нейроэндокринного базиса материнского по-
ведения, а также исследование его компонентов. Такой разносторонний подход
оказался чрезвычайно плодотворным. Так, созданы постоянно расширяющиеся
схемы/карты структур ЦНС, участвующих в регуляции родительского поведения
[1, 2, 35]. Заметим, что повреждение паравентрикулярных ядер блокировало запуск
материнского поведения [36]. В геноме мышей выделены 12 областей, связанных с
родительской заботой [37]. К числу гормонов, участвующих в регуляции материн-
ского поведения и лактационного процесса, сегодня, помимо пролактина и окси-
тоцина, отнесены галанин [4, 38], инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-I) и
связывающий его белок (IGFI-Binding Protein3; IGF1-BP3) [22] и тубероинфунди-
булярный пептид 39 (TIP39) [39]. Наше исследование позволяет предполагать, что
на уровне гипоталамуса тиролиберин может влиять на механизмы формирования
паттерна нейроэндокринного рефлекса выведения молока, обеспечивая согласова-
ние усиления синтетической деятельности в молочной железе и необходимых по-
веденческих актов со стороны самки.
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Is Thyroliberin an Integrator of Prolactin- and Oxytocin-Dependent Processes 
in the Breast and Parental Behavior during Lactation in Mice?

A. G. Markova, *, L. V. Shadrinb, N. M. Kruglovaa, A. A. Fedorovaa,
I. A. Razgovorovaa, and M. P. Chernyshevaa

a Department of General Physiology, St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
b University Department of Physical Culture and Sports, St. Petersburg State University,

St. Petersburg, Russia

*e-mail: a.markov@spbu.ru

Feeding a female offspring with a secretion of the mammary gland is a hallmark of
mammals. Determination of the contribution of neuropeptides to the neuroendocrine
regulation of mammary gland functions and parental behavior in mammals and humans
is a priority for understanding these processes. Since in lactating females the stimulus to
suckling by pups induces burst secretion of prolactin, oxytocin, and thyroliberin, the
study investigates the possibility of the effect of thyroliberin on prolactin-dependent lac-
togenesis and oxytocin-mediated reflexes of milk excretion, as well as on components of
maternal behavior. It was found that bilateral intranasal infusions of thyroliberin in lac-
tating female mice specifically facilitate, in comparison with control, lactation behavior,
but not food or drink. Tiroliberin increased the duration of the feeding periods and the
number of milk withdrawal reflexes in response to sucking of the pups, while simultane-
ously increasing the duration of the intervals between them. Light-optical and electron
microscopic studies showed a significant change in the epithelial cells of the alveoli of
the mammary glands, indicating an increase in the synthesis of components and the vol-
ume of milk under the influence of the tripeptide. This is confirmed by the higher rate of
body weight growth in the mice and their better survival compared to the control. The
absence after chronic infusions of thyroliberin in low doses of changes in the concentra-
tion of thyroxine and triiodothyronine in the blood plasma of females, determined by
enzyme immunoassay, indicates the invariability of their thyroid status. We assume that
thyroliberin is included in the coordination of the mechanisms of the formation of the pat-
tern of the neuroendocrine milk ejection reflex, behavioral acts on the part of the female,
and the enhancement of synthetic activity in the mammary gland.

Keywords: lactation, thyroliberin, maternal behavior, lactation behavior, milk ejection reflex
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Известно, что популяция тормозных ГАМКеpгичеcкиx интернейpонов неодноpод-
на и cоcтоит из неcколькиx субпопуляций нейронов, имеющиx pазное функцио-
нальное назначение. Одной из них является субпопуляция нейронов, экспрессиру-
ющих кальций-cвязывающий белок паpвальбумин и влияющих на cинxpонную
импульcную активноcть основных пирамидных нейpонов. Целью исследования
было изучить реакцию интернейронов неокортекса, экспрессирующих парвальбу-
мин, на воздействие гипоксии в неонатальный период и оценить нейропротектив-
ные свойства фенибута (гидрохлорида гамма-амино-бета-фенилмасляной кисло-
ты), ноотропного препарата, производного ГАМК. Воздействие гипоксии осу-
ществляли в камере с дыхательной смесью, содержащей 7.8% кислорода. Выявление
нейронов, содержащих парвальбумин, проводили с использованием первичных
кроличьих поликлональных антител к парвальбумину. Исследование сенсомотор-
ной области неокортекса осуществляли на 10-е постнатальные сутки (П10). Показа-
но, что к концу неонатального периода (П10) в неокортексе у контрольных живот-
ных присутствует значительная по численности субпопуляция нейронов, экспрес-
сирующих парвальбумин, представленная двумя типами клеток. Наибольшая их
локализация выявлена в верхних и средних слоях неокортекса (II–IV и слое V).
После воздействия перинатальной гипоксии во всех слоях коры численность ней-
ронов, экспрессирующих парвальбумин, значительно сокращалась: в слое II в
1.4 раза; в слоях III и IV в 2.4 раза; в глубоких слоях: в слое V в 1.9 раза; в слое VI в
1.4 (p < 0.05). Применение фенибута в терапевтической дозе сразу после воздей-
ствия гипоксии нивелировало эти нарушения. Во всех слоях неокортекса у живот-
ных, переживших воздействие гипоксии, число нейронов, экспрессирующих
парвальбумин, увеличивалось и соответствовало контрольным значениям. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что воздействие гипоксии снижает числен-
ность нейронов, экспрессирующих парвальбумин, и дают основание предполагать,
что в неонатальный период после воздействия гипоксии фармакологический пре-
парат фенибут может оказывать нейропротективное действие на клетки этой суб-
популяции тормозных интернейронов.

Ключевые слова: неонатальный период, перинатальная гипоксия, ГАМК, парваль-
бумин, фенибут
DOI: 10.31857/S0869813921100125

ВВЕДЕНИЕ

Развитие и становление неокортекса у млекопитающих и человека является од-
ним из важных и сложных процессов, происходящих в онтогенезе. В неокортексе

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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человека формируются структурные и функциональные механизмы речи, мышле-
ния, сенсорных ответов и других когнитивных реакций. В состав коры головного
мозга входят разные типы нейронов, каждый из которых обладает специфически-
ми молекулярными и функциональными характеристиками [1].

Оcобый cтатуc имеют тормозные ГАМКеpгичеcкие интернейpоны, pегулирую-
щие активноcть отдельныx популяций пирамидных нейpонов неокортекса. Из-
вестно, что большинство (приблизительно 70%) корковых нейронов являются
пирамидными клетками, а 20–30% от общего количества неокортикальных ней-
ронов представляют тормозные ГАМКергические интернейроны [1, 2] Популя-
ция ГАМКеpгичеcкиx интернейpонов неодноpодна и cоcтоит из неcколькиx субпо-
пуляций, имеющиx pазное функциональное назначение и pазличные молекуляpные
меxанизмы pегуляции. Отдельные подтипы ГАМКеpгичеcкиx интернейpонов
cодеpжат кальций-cвязывающие белки (паpвальбумин, кальбиндин и кальpетинин,
т.е. белки, колокализующиеся с ГАМК) и являются главными буфеpами кальция в
нейpонаx [1–7]. В настоящее время известно, что кальций-связывающий белок
парвальбумин играет важную роль во многих физиологических процессах, влияет
на пpоцеccы возбуждения и cинxpонную импульcную активноcть основных пира-
мидных нейpонов [5].

Известно, что повpеждение тоpмозныx меxанизмов ГАМКеpгичеcкой пеpедачи
вызывает гипеpактивацию и гипеpcинxpонизацию нейpонов в cети [5], а наpуше-
ние функции интернейpонов, экспрессирующих парвальбумин, пpиводит к pазви-
тию нейpодегенеpативныx заболеваний, такиx как cиндpом Туpетта, болезнь
Паpкинcона, шизофpения, эпилепcия, аутизм т.д. [8, 9].

Одним из значимых повреждающих факторов в неонатальный период является
гипоксия/ишемия. Повреждения головного мозга после воздействия гипоксии в
этот период относят к основным причинам детской смерти. Значительная часть
новорожденных, перенесших тяжелую гипоксию/ишемию в неонатальный период,
имеет психоневрологические расстройства различной степени тяжести с последу-
ющей инвалидизацией [10].

Установлено, что перинатальная гипоксия оказывает повреждающее действие
на ГАМКергические интернейроны неокортекса, вызывая сокращение их числен-
ности, снижение экспрессии рецепторных белков к ГАМК. При этом, учитывая
физиологическую важность субпопуляции ГАКМергических интернейронов, экс-
прессирующих парвальбумин, до сих пор неизвестно, какова их реакция на воздей-
ствие гипоксии в неонатальный период.

Несмотря на хорошо известный факт о том, что гипоксия в ранний период раз-
вития является мощным повреждающим фактором, в настоящее время отсутству-
ют средства для фармакологической коррекции последствий воздействия перина-
тальной гипоксии на мозг. Поэтому, поиск и разработка высокоэффективных
средств для коррекции этих повреждений является одной из актуальных задач со-
временной фармакологии.

Установлено, что некоторые препараты производные ГАМК в условиях гипо-
ксии могут оказывать антигипоксическое действие и активировать ферменты ан-
тиоксидантной защиты [11, 12]. Одним из них является ноотропный препарат фе-
нибут, синтезированный на основе ГАМК, действующим веществом которого яв-
ляется гидрохлорид гамма-амино-бета-фенилмасляной кислоты. В настоящее
время неизвестно, существует ли возможность применения фенибута в неонаталь-
ный период для коррекции выявленных структурных нарушений в неокортексе
после воздействия гипоксии.

В связи с этим, целью исследования было изучить реакцию интернейронов не-
окортекса, экспрессирующих парвальбумин, на воздействие гипоксии в неона-
тальный период у крыс и оценить нейропротективные свойства фенибута.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на лабораторных крысах линии Вистар из питомника Инсти-
тута физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Соблюдение этических стандартов. Все процедуры с животными проводились в
соответствии с “Правилами проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных” и при соблюдении требований Совета Европейского сообщества
(86/609/ЕЕС) об использовании лабораторных животных. Протоколы опытов бы-
ли утверждены Комиссией по гуманному обращению с животными Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН. Настоящая статья не содержит результатов ка-
ких-либо исследований с участием людей в качестве объектов исследований.

Воздействие гипоксии. Воздействие общей острой гипоксии на новорожденных
крыс осуществляли в специальной камере в течение 1 ч при содержании в дыхатель-
ной смеси: кислорода – 7.6–7.8%; углекислого газа – 0.15–0.21%; азота – 91.8%, при
температуре 21.3–23°С и нормальном общем атмосферном давлении (760 мм рт. ст.).
Воздействие гипоксии проводилось на 2-е постнатальные сутки (модель недоно-
шенной беременности человека).

В работе использовали 3 группы животных: 1) крысы, подвергавшиеся в барока-
мере воздействию гипоксии; 2) крысы, подвергавшиеся воздействию гипоксии и
получавшие фенибут; 3) контрольные животные того же возраста, получавшие
инъекции физиологического раствора. Каждая группа содержала по 8–10 живот-
ных, отобранных из разных пометов. Исследовали сенсомоторную область неокор-
текса на 10-е постнатальные сутки ( П10), т.е. в конце неонатального периода. (Из-
вестно, что сенсомоторная область неокортекса получает и обрабатывает сигналы
от чувствительных периферических рецепторов, проводит сигналы в таламические
структуры и спинной мозг. Эта область неокортекса является местом инициации
основного двигательного ответа и активации двигательного поведения).

Головной мозг извлекали и фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде на фос-
фатно-солевом буфере (рН 7.4) в течение 24 ч, заливали в парафин по общеприня-
той методике и готовили серийные фронтальные срезы мозга толщиной 6–7 мкм
на уровне брегмы –1.80–2.04 мм [13]. Затем срезы помещали на предметные стекла
Super-Frost Plus Gold (Menzel-Glaser, Германия).

Применение фенибута. Для попытки фармакологической коррекции выявлен-
ных структурных нарушений в неокортексе было использовано лекарственное
средство фенибут (бета-фенил гамма-аминомасляной кислоты гидрохлорид) оте-
чественный препарат, синтезированный на основе ГАМК. Фенибут – ноотропный
препарат, применяемый при тревожных состояниях, психопатических нарушениях,
неврозах, патологической гиперактивности у детей и т.д. Фенибут вводили под-
кожно 1 раз в сутки в терапевтической дозе 15 мг/кг в течение 10 сут, т.е. в течение
всего неонатального периода.

Иммуногистохимическое исследование. Иммуногистохимическую реакцию на
парвальбумин проводили с использованием кроличьих поликлональных антител
(Anti-Parvalbumin antibody (ab11427), Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 100.
После процедуры теплового демаскирования белков в цитратном буфере (рН 6.1,
Dako, Дания) в течение 25 мин срезы инкубировали в первичных антителах при
4°С в течение 18 ч. В качестве вторичных антител использовали реактивы из набора
EnVision + System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (DakoCytomation, США). Сре-
зы помещались во вторичные антитела на 40 мин при комнатной температуре. Для
визуализации продукта реакции использовали хромоген DAB+ (Dako, Дания). По-
сле проведения иммуноцитохимической реакции часть срезов докрашивали ге-
матоксилином Джилла и заключали в синтетическую заливочную среду Permaunt
(Termo, США). При проведении иммуногистохимической реакции все процеду-



1292 ХОЖАЙ, ОТЕЛЛИН

ры были стандартизированы и осуществлялись одновременно для гистологиче-
ских срезов, полученных от контрольных и подопытных животных. Специфич-
ность иммунной реакции проверяли с помощью негативного контроля (без пер-
вичных антител).

Статистическая оценка результатов исследования. Подсчет иммуно-положитель-
ных клеток, имеющих иммунную окраску цитоплазмы и отростков, проводили на
цифровых изображениях, полученных с гистологических препаратов фронтальных
срезов мозга на условной единице площади равной 0.1 мм2, выбранной в централь-
ной части каждого слоя, при увеличении объектива ×20. Численный анализ дан-
ных осуществляли на цифровых изображениях, полученных с 10–12 гистологиче-
ских срезов мозга, взятого от 5–6 животных каждой исследуемой группы при по-
мощи компьютерных программ ImageJ (NIH, США), Origin 5.0. Измерения
размеров клеточных тел проводили на цифровых изображениях серийных срезов,
полученных при помощи светового микроскопа Leica DME (Leica, Германия) и
цифровой камеры Leica EC3 (Leica, Германия) при увеличении объектива ×100.
Статистически обработанные данные представлены как средние значения ± стан-
дартная ошибка среднего (М ± SEM). Для анализа и сравнения межгрупповых раз-
личий между средними значениями полученных показателей использовали t-кри-
терий Стъюдента и oneway ANOVA. Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на стадии П10 (поздний неонатальный период). У кон-
трольных животных в верхних слоях неокортекса II, III–IV и слое V на условной
единице площади присутствует большое число клеток, иммунопозитивных на
парвальбумин, при этом в слое VI их число значительно ниже (табл. 1). Иммунопо-
зитивные на парвальбумин нейроны отличаются по форме клеточного тела, они
имеют или мультиполярную, или веретеновидную форму. Иммунопозитивные на
парвальбумин нейроны по размеру клеточных тел представлены двумя группами:
крупными клетками (у которых площадь клеточного тела в среднем составляла
1915.3 мкм2) и клетками меньшего размера и (у которых площадь клеточного тела в
среднем составляла 1267.0 мкм2) (табл. 2) (рис. 1d).

У крыс, подвергавшихся воздействию перинатальной гипоксии, к концу неона-
тального периода во всех слоях неокортекса число нейронов, иммунопозитивных
на парвальбумин, значительно снижалось по сравнению с контрольными значени-
еми: в слое II в 1.4 раза; в слоях III–IV в 2.4 раза; в слое V в 1.9 раза; однако в слое VI
число клеток не изменялось (при p < 0.05) (табл. 1) (рис. 1a, b). Следует отметить,

Таблица 1. Изменение на стадии П10 численности нейронов, экспрессирующих парвальбу-
мин, в разных слоях неокортекса у крыс в контроле, после воздействия перинатальной гипо-
ксии и воздействия гипоксии совместно с получением фенибута (число клеток на условной
единице площади)

*, # – различия достоверны при р < 0.05.

Слои
неокортекса Контроль Воздействие гипоксии Воздействие

гипоксии + фенибут

II 26.4 ± 4.7 18.3 ± 3.2 20.8 ± 2.4

III–IV 29.6 ± 4.3 12.4 ± 5.1* 24.6 ± 3.1*

V 21.5 ± 3.6 11.6 ± 1.3# 18.1 ± 1.9#

VI 10.2 ± 2.7 7.5 ± 2.2 8.4 ± 1.8
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что форма и размеры клеточных тел нейронов, иммунопозитивных на парвальбу-
мин, соответствуют таковым у контрольных животных (табл. 2) (рис. 1d, e).

У крыс, подвергавшихся воздействию гипоксии и получавших фенибут, число
иммуноположительных клеток резко возрастает по сравнению со значениями у жи-
вотных, подвергавшихся гипоксии (рис. 1a–c). Значимое повышение численности
интернейронов, иммунопозитивных на  парвальбумин, имеет место в слоях III–IV и
слое V (табл. 1). В слоях III–IV число клеток увеличивается почти в 2 раза, а в слое V
в 1.6 раза по сравнению со значениями предыдущей серии экспрепиментов. В
слое VI число клеток, иммунопозитивных на парвальбумин, почти соответствует
его значению в предыдущей серии опытов. Форма и размеры клеточных тел нейро-
нов, иммунопозитивных на парвальбумин, соответствуют таковым у контрольных
животных и у крыс подвергавшихся воздействию перинатальной гипоксии (табл. 2)
(рис. 1d, e).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Во всех слоях неокортекса млекопитающих, достигших половозрелого возраста,
присутствуют тормозные ГАМКергические интернейроны, где они являются по-
стоянным компонентом локальных тормозных межнейронных цепей [1]. Одна из
субпопуляций ГАМКергических интернейронов, экспрессирующих кальций-свя-
зывающий белок парвальбумин, представляет главный подтип корковых ГАМКер-
гических интернейронов, специализированных на обеспечение быстрого перисо-
матического торможения основных пирамидных нейронов [5].

Установлено, что во взрослом неокортексе парвальбумин экспрессируют 20–
25% клеток от общего числа ГАМКергических интернейронов [14, 15]. Они пред-
ставлены двумя типами клеток: корзинчатыми клетками (большими и малыми) и
клетками-канделябрами. Большие и малые корзинчатые интернейроны имеют
мультиполярную или веретеновидную форму клеточного тела и радиально расхо-
дящиеся дендриты. Их аксоны дают начало многим длинным горизонтально и вер-
тикально ориентированным коллатералям. Установлено, что большие корзинча-
тые клетки являются основным источником горизонтального торможения в преде-
лах слоя своей локализации. Их боковые аксональные коллатерали формируют
перисоматическое торможение, образуя корзинки вокруг клеточных тел соседних
нейронов, в том числе и ГАМКергических. Кроме того, это единственные тормоз-
ные интернейроны, имеющие контакты с возбуждающими таламическими волок-
нами [1]. Клетки-канделябры также имеют мультиполярную или овальную форму
клеточного тела, обширно ветвящиеся аксональные претерминальные сегменты,
которые формируют короткие вертикально ориентированные ряды терминальных
коллатералей, иннервирующих только начальные сегменты аксонов пирамидаль-
ных клеток, эти клетки никогда не иннервируют другие интернейроны [1]. Показа-
но, что во взрослом мозге эти интернейроны в бóльшем количестве встречаются в
средних кортикальных слоях [14, 15]

Таблица 2. Размеры клеточных тел нейронов, экспрессирующих парвальбумин, в неокортек-
се у крыс в контроле, после воздействия перинатальной гипоксии и воздействия гипоксии
совместно с получением фенибута (в мкм2)

КП10 – контроль, 10-е постнатальные сутки; ГП10 – после воздействия гипоксии, 10-е постнатальные
сутки; ГП10 +фенибут – после воздействия гипоксии и применения фенибута, 10-е постнатальные сутки.

Размер клеток КП10 ГП10 ГП10 + фенибут

Площадь тела крупных клеток 1970.2 ± 218.4 1874.8 ± 258.4 1901.3 ± 239.7
Площадь тела мелких клеток 1319.6 ± 176.2 1354.6 ± 162.6 1126.7 ± 204.4
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Результаты исследования показали, что к концу неонатального периода (стадия П10)
в неокортексе контрольных животных присутствует значительная по численности
субпопуляция нейронов, экспрессирующих парвальбумин, представленная двумя
типами клеток, отличающихся по размеру клеточных тел. Наибольшая их локали-

Рис. 1. Неокортекс крысы, сенсомоторная область на 10-е постнатальные сутки (П10); иммуногистохи-
мическая реакция на парвальбумин, иммуноположительные клетки (стрелки).
a – контроль;
b – после воздействия перинатальной гипоксии;
c – после воздействия гипоксии и применения фенибута;
d – слой V, контроль, иммуноположительные нейроны большого размера (длинная стрелка) и меньшего
размера (короткие стрелки);
e – слой V, после воздействия перинатальной гипоксии, иммуноположительные нейроны (длинная
стрелка); 
f – слой V, после воздействия перинатальной гипоксии и применения фенибута, иммуноположиельные
нейроны большого размера (длинная стрелка) и меньшего размера (короткая стрелка).
Увел.: (a, b, c) об. ×10; (e, d, f) об. ×100.

I I I

II—III
II—III II—III

IV IV IV

V VV

VI VI VI

a b c

d e f
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зация оказалась в верхнем и средних слоях II, III–IV и слое V (табл. 1), что согласу-
ется с наблюдениями, полученными при исследовании взрослого неокортекса [14, 15],
и свидетельствует о том, что в неонатальном периоде уже существует субпопуляция
нейронов, экспрессирующих парвальбумин, представленная двумя типами клеток,
различающихся по размеру.

Полученные данные показали, что после воздействия перинатальной гипоксии
во всех слоях коры численность нейронов, экспрессирующих парвальбумин, зна-
чительно сокращается, особенно в средних слоях III–IV и слое V: в слое II в 1.4 ра-
за; в слоях III–IV в 2.4 раза; в глубоких слоях: в слое V в 1.9 раза; в слое VI в 1.4. При
этом размер клеточных тел по сравнению с таковым в контроле не изменяется. Ре-
зультаты показали, что применение в неонатальный период фенибута в терапевтиче-
ской дозе нивелирует нарушения, вызванные воздействием гипоксии. Во всех слоях
неокортекса число нейронов, экспрессирующих парвальбумин, почти соответствует
контрольным значениям (различия значений в контроле и после воздействия гипо-
ксии с применением фенибута не достоверны) (табл. 1). Эти данные дают основание
предполагать, что фенибут оказывает нейропротективное действие на интернейро-
ны, содержащие парвальбумин, хотя механизм этого эффекта пока неясен.

Молекулярные и структурные механизмы гипоксического повреждения клеток
головного мозга млекопитающих изучались многими исследователями [16–18] и
продолжают изучаться до сих пор. Согласно полученным данным работ, выпол-
ненных на различных экспериментальных моделях, центральное место в повре-
ждении клеток головного мозга при развитии острой гипоксии любой этиологии
принадлежит: 1) прогрессирующим нарушениям ионного гомеостаза, 2) глутама-
тергической сигнальной трансдукции и 3) окислительному стрессу [18–20]. Суще-
ствующая в настоящее время гипотеза кальций-зависимого повреждения нервных
клеток предполагает, что острая гипоксия мозга приводит к резкому увеличению
диффузного нерегулируемого перемещения ионов калия из клетки в межклеточное
пространство, а ионов натрия, кальция и хлора — в цитоплазму клетки по градиенту
концентрации, вызывающего длительную деполяризацию мембраны нейронов [21].
Считается, что чрезмерный транспорт Ca2+ в клетку с участием NMDA- и АМРА-
рецепторов является главным токсическим воздействеим глутамата, с участием
которого также начинается целый каскад повреждающих процессов [22–24].
Также высокое содержание ионов кальция вызывает стимуляцию NO-синтазы и
увеличение образования NO. Активация NADPH-оксидазы при действии гипо-
ксии образует большое количество супероксидных радикалов, и в результате каль-
циевый стресс способствует развитию оксидативного и нитрозативного стресса.
Конечно, существуют и другие факторы, повреждающее действие которых запус-
кается при воздействии гипоксии. Что касается выявленных нейропротективных
свойств фенибута, который является веществом, производным ГАМК, то в настоя-
щее время можно лишь упомянуть о его антиоксидантном свойстве, показанном в
ряде исследований [11, 12, 26]. Пока трудно определить этап, на котором фенибут
может встраиваться в активированные гипоксией повреждающие процессы и ока-
зывать протективное действие на ГАМКергические нейроны. Для этого необходи-
мы дальнейшие исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты показали, что в неонатальный период в неокортексе крыс присут-
ствует значительная субпопуляция нейронов, экспрессирующих парвальбумин.
Наибольшая локализация этих клеток выявляется в верхнем и средних слоях. Воз-
действие острой перинатальной гипоксии приводит к резкому снижению числен-
ности нейронов, экспрессирующих парвальбумин, во всех слоях неокортекса.
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Применение фенибута в течение неонатального периода нивелирует повреждаю-
щее действие гипоксии и способствует сохранению численности этой субпопуля-
ции нейронов.
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Reorganization of a Network of Interneurons Expressing Parvalbumin 
in the Rat’s Neocortex after Perinatal Hypoxia and the Possibility 

of Its Pharmacological Correction

L. I. Khozhaia, * and V. A. Otellina

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, Russia

* e-mail: astarta0505@mail.ru

It is known that the population of inhibitory GABAergic interneurons is heterogeneous
and consists of several subpopulations of neurons with different functional purposes.
One of them is a subpopulation of neurons expressing the calcium-binding protein parv-
albumin and affecting the synchronic impulse activity of the main pyramidal neurons.
The aim of the study was to study the response of neocortex interneurons expressing par-
valbumin to the effects of hypoxia in the neonatal period and to evaluate the neuropro-
tective properties of Phenibut (gamma-amino-beta-phenylbutyric acid hydrochloride),
a nootropic drug derived from GABA. The exposure to hypoxia was carried out in a
chamber with a breathing mixture containing 7.8% oxygen. The detection of neurons
containing parvalbumin was carried out using primary rabbit polyclonal antibodies to
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parvalbumin. The study of the sensorimotor area of the neocortex was carried out on
postnatal day 10 (P10). It was shown that by the end of the neonatal period (P10) in the
neocortex of control animals there is a significant subpopulation of neurons expressing
parvalbumin, represented by two types of cells. Their greatest localization was found in
the upper and middle layers of the neocortex (II–IV and layer V). After exposure to peri-
natal hypoxia, the number of neurons expressing parvalbumin in all layers of the cortex
was significantly reduced: in layer II, by 1.4 times; in layers III and IV, 2.4 times; in deep
layers: 1.9 times in layer V; in layer VI at 1.4 (p < 0.05). The use of drug Phenibut in a
therapeutic dose immediately after exposure to hypoxia leveled these disorders. In all
layers of the neocortex in animals that survived exposure to hypoxia, the number of neu-
rons expressing parvalbumin increased and corresponded to control values. The data ob-
tained indicate that exposure to hypoxia reduces the number of neurons expressing parval-
bumin, and suggest that in the neonatal period after exposure to hypoxia, the pharmaco-
logical drug Phenibut may have a neuroprotective effect on the cells of this subpopulation
of inhibitory interneurons.

Keywords: neonatal period, perinatal hypoxia, GABA, parvalbumin, phenibut
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У взрослых здоровых испытуемых с разным уровнем тревожности исследовалась
эффективность восстановления монотонной деятельности после непродолжи-
тельного эпизода дневного сна. Использовался непрерывно-дискретный психо-
моторный тест, при выполнении которого участники эксперимента осуществляли
два последовательно чередующихся задания: счет “про себя” от 1 до 10, сопро-
вождаемый синхронными нажатиями на кнопку правой рукой, и только счет
“про себя”, без нажатий. В течение всего опыта глаза у испытуемых были закрыты.
Перед засыпанием все правильно выполняли задания теста. У тех из них, кто по-
сле пробуждения стал ошибаться в числе нажатий и существенно медленнее вы-
полнять тест, показано увеличение спектральной мощности дельта-, тета- и альфа-
колебаний в ЭЭГ. Этот результат указывает на выраженные признаки инерции сна,
в условиях которой осуществлялась деятельность. У группы испытуемых, кото-
рые точно воспроизводили задания теста в обеих экспериментальных ситуациях,
после пробуждения изменения в дельта-, тета- и альфа-1 спектральных диапазо-
нах ЭЭГ по сравнению с периодом начала опыта не обнаружено. Этот факт, а
также то обстоятельство, что скорость выполнения теста уменьшилась незначи-
тельно, дает основания полагать, что последствия кратковременного сна в мень-
шей степени повлияли на выполнение ими психомоторного теста. Снижение
мощности альфа-2-колебаний в каудальных областях отведения ЭЭГ, как мы
считаем, отражает активационные процессы, обеспечивающие более эффектив-
ную деятельность в этих условиях. Непродолжительный дневной сон неодинако-
во влияет на эффективность восстановления деятельности здоровых испытуе-
мых с разным уровнем тревожности. После пробуждения у субъектов с повы-
шенной тревожностью в большей степени проявляются признаки инерции сна,
и они хуже выполняют задания психомоторного теста, чем в начале опыта, перед
засыпанием. Влияние кратковременного сна на эффективность выполнения те-
ста у менее тревожных испытуемых выражено значительно слабее.

Ключевые слова: дневной сон, пробуждение, инерция сна, восстановление дея-
тельности, тревожность, ЭЭГ
DOI: 10.31857/S0869813921100034

Нейрофизиологические исследования восстановления деятельности после сна
дают важную информацию о мозговых механизмах ее осуществления в условиях
сниженного уровня сознания, расширяют наши представления о работе мозга и
представляют интерес в практическом отношении. Эти исследования проводятся в

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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рамках представлений об инерции сна – когнитивно-поведенческого коррелята
сложного и постепенного перехода от состояния сна к состоянию бодрствования,
атрибутом которого является временное снижение работоспособности [1]. Обычно
оцениваются поведенческие показатели восстановления деятельности: скорость и
точность выполнения заданий [обзоры: 1, 2]. В отдельных работах изучаются изме-
нения биоэлектрической активности после ночного сна [3–5]. Исследования, ис-
пользующие нейрофизиологические показатели во время выполнения деятельно-
сти в этот период, малочисленны. В работе [6] было обнаружено, что депривация
ухудшает показатели эффективности и время реакции при выполнении Струп-те-
ста. При этом, независимо от длительности ночного сна, наблюдается рост альфа-
активности в ЭЭГ, а мощность тета-колебаний увеличивается только у испытуе-
мых с частичной депривацией.

Влияние дневного сна на эффективность деятельности не столь однозначно и
зависит от ряда факторов. В частности, показано улучшение выполнения экспери-
ментальных заданий после кратковременных периодов сна, а именно – менее по-
лучаса; при пробуждении из менее глубоких, чем третья, стадий сна, а также при
самопроизвольном, а не вынуждаемом внешними обстоятельствами пробуждении
[обзоры 7, 8]. Полученные факты делают представления об инерции сна как одно-
значно отрицательном явлении предметом дискуссии. Положительное воздей-
ствие короткого дневного сна на деятельность получило название “power nap” [9].
Исследования одновременно поведенческих и нейрофизиологических характери-
стик в этих условиях практически отсутствуют. Показано снижение мощности аль-
фа-ритма ЭЭГ в состоянии покоя с открытыми глазами после 20 мин дневного сна
[10]. Методами ЭЭГ и фМРТ исследовались спектральные характеристики биопо-
тенциалов и связность отделов мозга в процессе выполнения когнитивной дея-
тельности после пробуждения [11]. Подтвердилось, что чем длительнее и глубже
сон перед пробуждением, тем менее эффективна последующая деятельность (вы-
полнение задач на вычитание по убыванию). При этом мощность альфа-колеба-
ний возрастала, а связность между отделами мозга уменьшалась по сравнению с
периодом перед сном.

Влияние на сон индивидуальных характеристик человека оценивается главным
образом с медицинской точки зрения и касается его нарушений [12, 13]. У нормо-
типических людей была показана связь личностных особенностей, таких как низ-
кий уровень нейротизма, экстраверсия и эмоциональная стабильность, с лучшим
качества сна [14–16]. Влияние тревожности на деятельность после пробуждения
практически не изучалось.

Цель нашего исследования: изучить нейрофизиологические корреляты эффек-
тивности восстановления деятельности в условиях, приближенных к реальной си-
туации засыпания днем, самопроизвольного пробуждения и необходимости сразу
выполнять работу, предписанную ранее инструкцией. Задачи: 1 – сопоставить ха-
рактеристики (поведенческие, спектров ЭЭГ) здоровых испытуемых во время вы-
полнения психомоторного теста [17] перед дневным сном и после спонтанного
пробуждения; 2 – сравнить уровень тревожности испытуемых с разной эффектив-
ностью выполнения психомоторного теста после пробуждения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Испытуемые
В исследовании участвовали 24 человека (16 женщин и 8 мужчин, возраст от 19

до 22 лет), без клинических нарушений сна или неврологических нарушений,
правши, студенты московских вузов. Они были ознакомлены с процедурой иссле-
дования и дали согласие на участие в нем. Исследование соответствовало этиче-
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ским нормам Хельсинской декларации Всемирной медицинской ассоциации
“Этические принципы проведения научных медицинских исследований с участи-
ем человека” с поправками 2000 г. и “Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации”, утвержденными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г.
№ 266. Исследование одобрено этической комиссией Института высшей нервной
деятельности и нейрофизиологии РАН. Накануне обследования испытуемым
предписывалось соблюдать привычный график сна и в день эксперимента воздер-
живаться от курения, употребления кофеина и алкоголя.

Процедура исследования
Начало эксперимента менялось в промежутке с 13.00 до 13.30. Непосредственно

перед опытом испытуемые заполняли клинический опросник тревожности и де-
прессии (HADS). Для оценки параметров ночного сна, предшествующего обследо-
ванию, они также заполняли “Дневник сна” (время сна накануне, самочувствие
при пробуждении и качество сна); для оценки дневной сонливости – опросник
KSS (Каролинскую шкалу сонливости) и для характеристики текущего состояния –
опросник САН (самочувствие, активность, настроение). Испытуемые располага-
лись на кушетке в лежачем положении, в полностью затемненном, звукоизолиру-
ющем помещении. После наложения электродов для записи ЭЭГ, окулограммы,
миограмммы и механограммы испытуемого обучали без резких движений нажи-
мать большим пальцем правой руки на кнопку, закрепленную на указательном
пальце, и просили принять наиболее удобную для него позу для сна – под одеялом.
При этом рука с кнопкой находилась поверх него. Свет выключался. Проводилась
запись фоновой ЭЭГ с закрытыми глазами (5 мин). Далее в помещение входил экс-
периментатор и давал инструкцию, в случае необходимости инструкция повторя-
лась. Потом он выходил и перед тем, как закрыть дверь, давал команду – после ко-
роткой паузы начать выполнение психомоторного теста. Для удобства испытуемо-
го при отведении ЭЭГ использовался неопреновый шлем “MCScap 10-20” со
съемными электродами “MCScap-T” для длительной регистрации биопотециалов
и используемыми в полисомнографии (т.н. “тонкие” электроды). Качество записи
контролировалось в режиме реального времени на экране монитора.

Продолжительность записи ЭЭГ варьировалась от 1 ч до 1 ч 20 мин. Этот проме-
жуток включал в себя запись фоновой ЭЭГ (5 мин), прослушивание инструкции,
выполнение психомоторного теста, приводящего к засыпанию, сон с самопроиз-
вольными пробуждениями, которые сопровождались восстановлением выполне-
ния теста и последующим засыпанием и окончательным пробуждением. В течение
всей записи свет в помещении, где проводился опыт, отсутствовал. Для оценки
продолжительности сна в целом и его второй стадии все полисомнограммы испы-
туемых были визуально стадированы согласно критериям Американской ассоциа-
ции медицины сна [18].

Использовали непрерывно-дискретный психомоторный тест [17]. Обследуемые
считали “про себя” от 1 до 10, при этом синхронно при каждом отсчете они долж-
ны были нажимать на кнопку большим пальцем правой руки, зафиксированную на
указательном пальце той же руки. Далее они продолжали считать “про себя” от 1 до
10, но уже без нажатий. Чередование счета с нажатиями и без нажатий продолжа-
лось до тех пор, пока обследуемые не засыпали. При спонтанном пробуждении они
должны были немедленно, без напоминания, не открывая глаз, возобновить выпол-
нение психомоторного теста. В инструкции подчеркивалось, что при просыпании
надо сначала выполнять счет с нажатием на кнопку и только потом без нажатия.

ЭЭГ с поверхности головы регистрировали от 17 электродов, расположенных в
соответствии со схемой 10–20% (F3, F4, F7, F8, Fz, C3, C4, Cz, T3, T4, P3, P4, Pz, T5, T6,
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O1, O2). Отведение ЭЭГ – монополярное, референтный электрод – объединенный
ушной. Также регистрировали электроокулограмму (ЭОГ), необходимую для ста-
дирования сна, миограмму (ЭМГ) для отслеживания движений большого пальца
правой руки и механограмму нажатий на кнопку. Регистрацию проводили с помо-
щью системы Neocortex-Pro (Neurobotics). Частота дискретизации – 250 Гц. Поло-
са пропускания частот: 0.5–70 Гц. ЭЭГ регистрировали с помощью шлема с хлор-
серебряными электродами, с сопротивлением, не превышающим 5 кОм.

Отбор и анализ данных
Пробуждение 2-х испытуемых сопровождалось многочисленными двигательны-

ми артефактами, поэтому из последующего анализа их поведенческие и электро-
физиологические данные были исключены. На основании наличия ошибок при
выполнении психомоторного теста в период самопроизвольного пробуждения из
второй стадии сна испытуемые были разделены на две группы: группа 1–10 чело-
век (6 женщин и 4 мужчин) выполняла тест без ошибок; группа 2–12 человек
(9 женщин и 3 мужчин) в процессе выполнения деятельности допускала ошибки: у
этих испытуемых после пробуждения появлялись паттерны, в которых число нажа-
тий было меньше требуемого инструкцией, следовательно, эффективность восста-
новления деятельности у них была ниже, чем у группы 1. Проводили сравнение
между группами.

Анализировали поведенческие характеристики выполнения психомоторного те-
ста и отводимую при этом ЭЭГ в двух экспериментальных ситуациях: 1 – в самом
начале опыта, 2 – сразу после пробуждения. Время анализа в обоих случаях состав-
ляло 2 мин.

В качестве поведенческих характеристик использовали два показателя – число
паттернов нажатий (1 паттерн – 10 нажатий в случае правильного выполнения те-
ста и меньше 10-ти – при ошибочном) и число нажатий в целом за эпоху анализа.

Перед началом выполнения теста испытуемые выбирали наиболее удобное для
себя положение руки и учились без резких движений нажимать на кнопку, что обу-
словило у всех участников эксперимента отсутствие артефактов в ЭЭГ в первые
2 мин выполнения теста (1-я экспериментальная ситуация) и в течение 2 мин сразу
после пробуждения (2-я экспериментальная ситуация). Отметим, что в эти периоды,
так же как и в течение всего опыта, глаза у испытуемых были закрыты. На основа-
нии быстрого преобразования Фурье для каждого отведения ЭЭГ на выделенных
отрезках вычисляли спектральные функции (длина эпохи – 4 с, для сглаживания ис-
пользовали окно Хэмминга); далее их логарифмировали с целью приведения данных
к нормальному распределению; затем проводили усреднение по всему анализируе-
мому периоду деятельности и полученные характеристики ЭЭГ усредняли по часто-
те в дельта- (1–3 Гц), тета- (4–7.5 Гц), альфа1- (8–10.5 Гц) и альфа2- (11–13.5 Гц)
диапазонах.

Поведенческие характеристики в целом по всей группе испытуемых анализирова-
ли с помощью дисперсионного анализа (ANOVA RM). В качестве внутригруппового
использовался фактор “ситуация” (2 уровня: в начале опыта и после пробуждения).
Сравнение поведенческих и психометрических характеристик групп испытуемых без
ошибок и с ошибками выполнения теста после пробуждения проводили с помощью
t-критерия Стьюдента.

Полученные мощностные характеристики ЭЭГ для каждой из выделенных
групп анализировали с помощью дисперсионного анализа (ANOVA RM). В каче-
стве внутригрупповых использовались следующие факторы: “ситуация” (2 уровня:
в начале опыта и после пробуждения) и “отведение” (17 уровней: по числу отведе-
ний ЭЭГ). Анализ проводили отдельно для каждого из исследуемых частотных
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диапазонов. Все результаты ANOVA RM получали с использованием поправки
Гринхауса–Гейссера. Регионарные различия между ситуациями для каждого отве-
дения оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. Вычисления проводили с по-
мощью пакетов программ Matlab 78.01 и SPSS 13.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все испытуемые правильно выполняли задания психомоторного теста в начале
опыта. В период пробуждения у части испытуемых в том или ином числе паттернов
с нажатиями наблюдалось уменьшение числа нажатий, что рассматривалось нами
как выполнение заданий теста с ошибками. По всем испытуемым показано умень-
шение числа паттернов нажатий и числа нажатий в целом при выполнении теста в
период кратковременного пробуждения по отношению к периоду начала деятель-
ности (F(1,20) = 6.3, p = 0.01 и F(1,20) = 6.3, p = 0.001 соответственно). При этом у
субъектов, которые правильно воспроизводили задания теста это уменьшение не-
значимо (t = 1.76, df = 9, p = 0.11 и t = 1.76, df = 9, p = 0.11 соответственно). Они не-
сколько медленнее выполняли тест после пробуждения и при этом всегда 10 раз
нажимали на кнопку, когда это было необходимо. В группе с ошибками наблюда-
лось значимое уменьшение обоих поведенческих параметров (t = 2.2, df = 11, p < 0.05
и t = 3.72, df = 11, p < 0.01 соответственно).

Время сна ночью накануне исследования, его качество, самочувствие после про-
буждения, а также уровень сонливости непосредственно перед опытом у групп
субъектов без ошибок и с ошибками значимо не различались (t = –0.43, df = 20, p = 0.66,
t = 0.70, df = 20, p = 0.49, t = –0.68, df = 20, p = 0.50 и t = –0.31, df = 20, p = 0.75 соот-
ветственно). Среднее время сна в ночь перед опытом в группе без ошибок состав-
ляло 6.5 ± 0.3 ч (здесь и далее приводится среднее значение показателя и ошибка
среднего: M ± SE), в группе с ошибками – 6.8 ± 0.6 ч; самочувствие при пробужде-
нии – 3.3 ± 0.3 и 3.0 ± 0.3; качество сна – 3.6 ± 0.4 и 3.9 ± 0.2 соответственно (по 5-баль-
ной шкале, при этом оценка 5 означает “отлично”); средний уровень сонливости
перед опытом – 5.1 ± 0.6 в безошибочной группе и 5.3 ± 0.5 в группе с ошибками
(по 7-бальной шкале, при этом “отлично”– 1 балл: самый низкий уровень, т.е. вы-
сокую степень бодрствования). Общая продолжительность сна до исследуемого
периода деятельности у групп без ошибок и с ошибками составила 13.1 ± 2.6 и
12.5 ± 2.9 мин соответственно, при этом длительность второй стадии – 7.4 ± 1.8 и
8.5 ± 2.5 мин. Также не различались характеристики состояния испытуемых этих
групп, оцениваемые по тесту САН (t = 1.48, df = 20, p = 0.15; t = 0.59, df = 20, p = 0.56
и t = 1.95, df = 20, p = 0.07 соответственно). Самочувствие в группе без ошибок со-
ставляло 52.8 ± 3.3 балла, в группе с ошибками – 46.2 ± 3.0; активность 48.8 ± 3.7 и
45.9 ± 3.2 баллов соответственно; настроение – 55.3 ± 2.8 и 62.3 ± 2.2 балла соот-
ветственно. Согласно результатам тестирования по “госпитальной шкале тревож-
ности и депрессии” у испытуемых, которые допускали ошибки при выполнении
психомоторного теста в период кратковременного пробуждения, показатели уров-
ней тревожности и депрессии были значимо больше (Z = –2.75, p < 0.01 и Z = –2.85,
p < 0.01 соответственно) (рис. 1).

Статистическая оценка изменений в исследуемых ритмах ЭЭГ от ситуации в на-
чале опыта к состоянию начала деятельности после сна по отведениям и группам с
разной эффективностью приведены на рис. 2.

Результаты дисперсионного анализа приведены в табл. 1–2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Выполнение психомоторного теста после самопроизвольного пробуждения во
время дневного сна по поведенческим и нейрофизиологическим показателям от-
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личается от аналогичной деятельности в начале опыта перед засыпанием. У испы-
туемых снизилась скорость осуществления заданий теста, появились ошибки, у не-
которых испытуемых существенно увеличились мощности тета-ритма в ЭЭГ. Рост
этого ритма рассматривается как один из признаков инерции сна [6]. Деление
субъектов на группы с ошибками и без ошибок выявило, что они различаются по

Рис. 1. Диаграммы “ящик с усами” поведенческих и индивидуальных характеристик испытуемых с раз-
ной эффективностью восстановления деятельности в период пробуждения из дневного сна. Белые фи-
гуры – испытуемые с высокой эффективностью, серые – с низкой. (a) – число нажатий перед сном в
начале опыта (1) и после пробуждения (2); (b) – уровни тревожности (Anxiety) и депрессии (Depression)
(в баллах), прямая линия – уровень нормы; ** – p < 0.01.
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Рис. 2. Карты-схемы изменений мощностных характеристик ритмов ЭЭГ от ситуации деятельности пе-
ред дневным сном в начале опыта к ситуации восстановления этой деятельности в период кратковре-
менного пробуждения у испытуемых с разной эффективностью восстановления. (a) – испытуемые с
высокой эффективностью восстановления, (b) – с низкой; 1–4 – дельта-, тета-, альфа-1- и альфа-2-
ритмы соответственно; значки “стрелка вверх” и “стрелка вниз” – увеличение и уменьшение мощности
ритмов соответственно; серые и черные круги – значимость изменений: p < 0.05 и р < 0.01 соответствен-
но. На карте-схеме в верхнем левом углу рисунка показаны названия отведений ЭЭГ.
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индивидуальным и нейрофизиологическим характеристикам. Показатели тревож-
ности и депрессии у группы с ошибками были больше. Уровень тревожности при
этом у них был повышенным, а уровень депрессии хоть и был выше, чем в группе
без ошибок, но находился в границах нормы. При этом по качеству сна, его про-
должительности накануне исследования, уровню текущей сонливости, а также по
показателям функциональной активности, согласно шкалам опросника САН, груп-
пы не различались. После пробуждения у испытуемых с ошибками отмечалось до-
стоверное замедление выполнения заданий теста и увеличение мощности дельта- и
тета-ритмов по сравнению с началом опыта. У испытуемых, которые не ошиба-
лись, эти изменения отсутствовали. Увеличение после сна низкочастотных спек-
тральных характеристик ЭЭГ, в особенности дельта-ритма, является признаком
инерции сна и может быть ответственным за отрицательные физические и когни-
тивные эффекты, наблюдаемые в этот период [2–5, 11]. Дельта-колебания ЭЭГ ха-
рактеризуют внутреннюю бистабильность (чередование гиперполяризации и депо-
ляризации нейронов) корковой сети, нарушают синхронное взаимодействие кор-
ковых областей мозга, необходимое для функционирования сознания [5]. Ранее
нами была показана связь увеличения мощности дельта-ритма после пробуждения
с реализацией деятельности на фоне сниженного уровня сознания [19]. Можно
предположить, что после пробуждения его уровень у испытуемых с ошибками по-
низился по отношению к состоянию полной бдительности, характерной для дея-
тельности в самом начале опыта.

У этих же испытуемых показан рост представленности низкочастотных и высо-
кочастотных альфа-колебаний в передних областях отведения ЭЭГ. Увеличение
мощности альфа-ритма во фронтальных областях коры наблюдается после про-
буждения в состоянии покоя [20, 21] и при деятельности [6, 11, 19], и также рас-
сматривается как признак инерции сна. Кратковременный сон у тревожных испы-

Таблица 1. Результаты дисперсионного анализа (ANOVA RM) у группы испытуемых с высо-
кой эффективностью деятельности при кратковременном пробуждении во время дневного сна

Знак “*” в колонке “факторы” – взаимодействие факторов дисперсионного анализа. В ячейках таблицы
приведены степени свободы, значения критерия Фишера и уровни достоверности влияния соответству-
ющих факторов и их взаимодействия на характеристики средних значений мощности указанных ритмов.

Факторы
Диапазоны ЭЭГ

Дельта Тета Альфа-1 Альфа-2

“Ситуация” F(1,9) = 1.71
p = 0.22

F(1,9) = 1.25
p = 0.29

F(1,9) = 0.001
p = 0.97

F(1,9) = 6.10
p = 0.036

“Ситуация”*
“Отведение”

F(3,25) = 1.14
p = 0.35

F(3,29) = 0.59
p = 0.64

F(3,26) = 2.68
p = 0.069

F(3,28) = 4.93
p < 0.001

Таблица 2. Результаты дисперсионного анализа (ANOVA RM) у группы испытуемых с низ-
кой эффективностью деятельности при кратковременном пробуждении во время дневного сна

Обозначения, как в табл. 1.

Факторы
Диапазоны ЭЭГ

Дельта Тета Альфа-1 Альфа-2

“Ситуация” F(1,11) = 3.13
p = 0.10

F(1,11) = 22.37
p = 0.001

F(1,11) = 3.42
p = 0.091

F(1,11) = 0.65
p = 0.44

“Ситуация”*
“Отведение”

F(3,38) = 2.71
p = 0.05

F(3,33) = 2.74
p < 0.05

F(3,29) = 3.09
p < 0.05

F(4,40) = 11.27
p < 0.001
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туемых может снижать свойственную им избыточную активацию коры [22], о чем
свидетельствует увеличение мощности этого ритма после пробуждения. При этом
более низкое качество ночного сна у тревожных пациентов [12, 13] и ошибки после
пробуждения при выполнении теста практически здоровых, но с субклиническим
уровнем тревожности испытуемых в нашем исследовании, дают основания поста-
вить вопрос о качестве кратковременного дневного сна и его положительного эф-
фекта на их функциональное состояние.

В группе без ошибок наблюдалось снижение мощности высокочастотных коле-
баний альфа-диапазона в каудальных областях коры и левой центральной и перед-
не-височных зонах. Уменьшение мощностных характеристик альфа-ритма связы-
вается с активационными процессами в мозге [23]. Можно предположить, что рост
активации в процессе выполнения заданий после сна является компенсационным
механизмом, который противодействует развитию инерции сна. При этом надо
упомянуть, что связь уменьшения мощностных характеристик альфа-ритма с акти-
вационными процессами в мозге, согласно данным литературы, показана для со-
стояния бодрствования при открытых глазах, т.е. в экспериментальных условиях,
существенно отличающихся от наших. Тем самым полученные нами результаты остав-
ляют простор для их истолкования читателями. Отсутствие изменений в дельта-, тета-
и низкочастотном альфа-диапазонах, а также отсутствие значимого уменьшения
скорости выполнения психомоторного теста позволяют утверждать, что признаки
инерции сна в группе, выполняющих деятельность без ошибок, выражены суще-
ственно меньше.

Таким образом, непродолжительный дневной сон неодинаково влияет на эф-
фективность восстановления деятельности здоровыми испытуемыми с разным
уровнем тревожности. После пробуждения у субъектов с повышенной тревожно-
стью в большей степени проявляется инерция сна, и они хуже выполняют задания
психомоторного теста, чем в начале опыта. Влияние инерции сна на менее тревож-
ных испытуемых незначительно.

Ранее мы поставили в соответствие степень восстановления психомоторной де-
ятельности непосредственно после спонтанного пробуждения уровню восстанов-
ления сознания [19, 24]. Число нажатий на кнопку в попытке, успешной или нет,
воспроизвести первый паттерн нажатий после пробуждения и соответствующие им
изменения в ЭЭГ позволяют параметризовать и тем самым различать разные со-
стояния сознания: от полной бдительности с первого паттерна нажатий до крайне
сниженного уровня, не позволяющего осуществить этот паттерн деятельности до
конца. За рамками этих исследований оставались случаи, когда испытуемые дли-
тельное время после пробуждения выполняли задания теста с ошибками. Мы по-
лагаем, что уровень сознания этих испытуемых был ниже, чем у группы, которая
безукоризненно выполняла задания теста после пробуждения. Наличие/отсутствие
ошибок в данном случае мы рассматриваем как вклад в параметризацию, в оценку
уровня сознания после пробуждения. С другой стороны, в исследовании, которому
посвящена эта статья, мы обнаружили, что наличие/отсутствие ошибок в данных
обстоятельствах связано с уровнем тревожности, и не исключаем связь этой инди-
видуальной характеристики субъектов со степенью восстановления сознания при
пробуждении.

Многие исследования эффективности деятельности после сна, в особенности
японских физиологов, психологов и социологов, ориентированы на поиски мето-
дов улучшения производительности труда в течение рабочего дня, например, в по-
слеобеденное время. Мы полагаем, что и наше исследование имеет прикладную
составляющую и не будет обойдено вниманием соответствующих специалистов.
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EEG Characteristics and the Level of Anxiety of Tests with Different Successes 
of Restoring Psychomotor Activities during Waking Up during Daily Sleep

E. A. Cheremushkina, *, N. E. Petrenkoa, and V. B. Dorokhova

a Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology of RAS, Moscow, Russia
*e-mail: khton@mail.ru

In healthy adults with different levels of anxiety, the effectiveness of restoring monoto-
nous activity after a short episode of daytime sleep was studied. A continuous-discrete
psychomotor test was used, during which the participants of the experiment performed
two successively alternating tasks: counting “to oneself” from 1 to 10, accompanied by
synchronous pressing of the button with the right hand, and only counting “to oneself”,
without pressing. During the entire experiment, the subjects' eyes were closed. Before
falling asleep, everyone performed the test tasks correctly. Those of them who, after
waking up, began to make mistakes in the number of clicks and perform the test signifi-
cantly slower, an increase in the spectral power of delta, theta and alpha oscillations in
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the EEG was shown. This result indicates pronounced signs of sleep inertia in the condi-
tions of which the activity was carried out. In the group of subjects who accurately repro-
duced the test tasks in both experimental situations, no changes were detected in the del-
ta -, theta - and alpha-1 spectral ranges of the EEG after awakening compared to the pe-
riod of the beginning of the experiment. This fact, as well as the fact that the speed of test
execution decreased insignificantly, suggests that the consequences of short-term sleep
influenced their performance of the psychomotor test to a lesser extent. The decrease in
the power of alpha-2 oscillations in the caudal areas of the EEG derivation, we believe,
reflects the activation processes that provide more effective activity in these conditions.
A short nap of the day has a different effect on the efficiency of recovery of the activity of
healthy subjects with different levels of anxiety. After waking, subjects with increased
anxiety show signs of sleep inertia to a greater extent, and they perform worse on the
tasks of the psychomotor test than at the beginning of the experiment, before falling
asleep. The influence of short-term sleep on the effectiveness of the test in less anxious
subjects was significantly less pronounced.

Keywords: daytime sleep, awakening, sleep inertia, recovery of activity, anxiety, EEG
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Глюкокортикоидные гормоны угнетают продукцию тестостерона клетками Лей-
дига, взаимодействуя с глюкокортикоидными рецепторами, локализованными в
этих стероид-продуцирующих клетках. У взрослых пренатально стрессирован-
ных самцов наряду с повышенным уровнем кортикостерона в крови наблюдает-
ся и повышение уровня тестостерона, что может быть обусловлено снижением
количества глюкокортикоидных рецепторов в клетках Лейдига. На проверку
этой гипотезы направлено данное исследование. Уровень глюкокортикоидных
рецепторов в клетках Лейдига определяли с использованием количественной
иммуногистохимии. Кроме того, мы исследовали показатели сперматогенеза и
качества спермы, а также репродуктивный потенциал, который анализировали
по способности самцов оплодотворять самку и производить потомство. Иссле-
дования показали снижение числа сперматогенных клеток в спрематогенном
эпителии семенных канальцев пренатально стрессированных самцов, несмотря
на повышенный уровень тестостерона в крови. Морфометрические показатели
семенных канальцев, такие как толщина и площадь сперматогенного эпителия у
пренатально стрессированных самцов были увеличены, так же, как и количество
клеток Сертоли и их площадь. Мы обнаружили статистически значимое увеличе-
ние числа аномальных и неподвижных сперматозоидов, выделенных из эпиди-
димиса пренатально стрессированных самцов. Количество клеток Лейдига в ин-
терстициальной ткани семенников у этих самцов было снижено, но площадь их
увеличена по сравнению с контрольными самцами. Уровень глюкокортикоид-
ных рецепторов в клетках Лейдига пренатально стрессированных самцов был
снижен. Тем не менее, выявленные изменения не повлияли на способность пре-
натально стрессированных самцов к оплодотворению самок и производству
потомства. Сделано заключение, что увеличенный уровень тестостерона в крови
пренатально стрессированных самцов на фоне повышения уровня глюкокорти-
коидных гормонов обусловлен снижением чувствительности клеток Лейдига к
глюкокортикоидам.

Ключевые слова: пренатальный стресс, семенник, сперматогенез, клетки Лейдига,
глюкокортикоидные рецепторы, крыса
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В литературе имеются указания на изменение полового поведения взрослых
самцов крыс, рожденных от матерей, которые подвергались стрессированию во

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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время беременности. Эти изменения заключались в склонности к демонстрирова-
нию лордоза, который характерен для самок [1]. Следует отметить, что такой пат-
терн полового поведения пренатально стрессированных самцов был характерен
для потомков матерей, которых стрессировали в последнюю треть гестации. Этио-
логия атипичного полового поведения таких пренатально стрессированных самцов
определяется снижением пика тестостерона, который в норме наблюдается на 18–
19-й пренатальный день жизни, а также в течение первых часов после рождения [2, 3].
Отсутствие выброса тестостерона в эти “критические” дни пре- и постнатальной
жизни снижает аногенитальное расстояние у новорожденных самцов, а также на-
рушает половую дифференцировку ряда структур мозга за счет снижения активно-
сти фермента ароматазы 450 [4, 5].

Интересно, что несмотря на снижение уровня тестостерона в “критические” пе-
риоды перинатального онтогенеза, у взрослых пренатально стрессированных сам-
цов уровень тестостерона в крови оказывается повышенным, хотя такие животные
демонстрируют уменьшение числа эякуляций и снижение чувствительности к те-
стостерону [6]. Повышенный уровень тестостерона у взрослых самцов крыс на-
блюдается и в случае введения беременным матерям с 14-го по 19-й день гестации
синтетического глюкокортикоида дексаметазона [7]. При этом такие самцы имеют
повышенный базальный уровень кортикостерона.

Как известно, глюкокортикоидные гормоны угнетают продукцию тестостерона
клетками Лейдига, взаимодействуя с глюкокортикоидными рецепторами (ГР), ло-
кализованными в этих стероид-продуцирующих клетках, за счет снижения экс-
прессии генов, кодирующих ключевые ферменты биосинтеза тестостерона [8].
Усиление продукции тестостерона клетками Лейдига на фоне повышенного уров-
ня кортикостерона у самцов с пренатальным стрессом может быть опосредовано
снижением количества ГР в клетках Лейдига, однако этот вопрос изучен не был.

Помимо клеток Лейдига, ГР у взрослых крыс и мышей экспрессируются и в дру-
гих клетках семенников, а именно в макрофагах, фибробластах, гладкомышечных
клетках и эндотелиальных клетках кровеносных сосудов, а также в ряде спермато-
генных клеток [9, 10]. В клетках Сертоли ГР обнаружены только у неполовозрелых
животных [11].

Несмотря на то, что проблема влияния пренатального стресса на половые функ-
ции самцов имеет давнюю историю, начинающуюся с публикации Ward в 1972 г. [12],
состояние репродуктивных органов, в частности семенников, а также показатели
сперматогенеза взрослых пренатально стрессированных самцов изучены недоста-
точно. В связи с этим в данном исследовании был изучен гормональных профиль
взрослых самцов крыс, рожденных от матерей, подвергавшихся иммобилизацион-
ному стрессу с 14-го по 19-й день гестации, состояние семенников, показатели
сперматогенеза и качества спермы (число аномальных сперматозоидов), а также
репродуктивный потенциал, который анализировали по способности этих самцов
оплодотворить самку и произвести потомство. Кроме того, в клетках Лейдига была
изучена экспрессия ГР иммуногистохимическим методом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на 10 половозрелых самках крыс линии Вистар массой
210–230 г из ЦКП “Биоколлекция” Института физиологии им. И.П. Павлова РАН,
а также на их потомках - самцах массой 230–240 г в возрасте 3 мес. Животных со-
держали в стандартных условиях вивария при свободном доступе к воде и корму
(гранулированный комбикорм) и со сменой темной и светлой фаз суток 12/12 ч.
Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответство-
вали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Ба-
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зельской декларации и рекомендациям Комиссии по гуманному обращению с жи-
вотными Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Беременных самок разделяли на две группы, одну из которых (n = 5) с 14-го по
19-й день беременности подвергали ежедневному иммобилизационному стрессу в
течение 1 ч (ограничение подвижности в узких пластиковых пеналах) в условиях
повышенной освещенности 400 лк. Вторую группу самок (n = 5) оставляли интакт-
ными. Самок содержали в группах до 19-го дня беременности, а далее по одной
особи в клетке. На 2-й день после родов пометы выравнивали до 8 крысят с равным
соотношением полов. Крысят содержали с матерями до 30-го дня жизни, а далее
по 6 особей в клетке.

Дальнейшие эксперименты выполняли на половозрелых самцах – потомках
стрессированных или интактных матерей. С целью нивелирования влияния мате-
ри на потомство в эксперимент брали по 2 самца из каждого помета. Самцов пред-
варительно взвешивали, на следующий день декапитировали, извлекали семенни-
ки, надпочечники и эпидидимусы. Туловищную кровь собирали, затем пробы кро-
ви центрифугировали (1000 g, 20 мин, 4°С) и далее плазму хранили при
температуре –20°С до момента определения содержания в ней гормонов.

Правый семенник от каждого самца фиксировали в жидкости Буэна течение 24 ч
при комнатной температуре. Далее осуществляли стандартную гистологическую
обработку ткани семенников путем проводки через этиловые спирты возрастаю-
щей концентрации (70, 80, 96% по 1 ч) и бутанолы (1ч и ночь). Затем материал про-
водили через 4 порции ксилола по 15 мин и заливали в парафиновые блоки. При
помощи микротома изготавливали серии чередующихся срезов семенных желез во
фронтальной плоскости толщиной 5–7 мкм. Срезы окрашивали гематоксилином-
эозином. Морфометрические исследования проводили с использованием светово-
го микроскопа Olimpus (Япония), цифровой камеры vz-c50s (Videozavr, Россия) и
компьютера IBM PC с программным обеспечением “Videotest Master Morphology”
(Россия) при общем увеличении 10 × 10, 40 × 10, 100 × 10. Морфологические осо-
бенности строения семенных желез исследовали по следующим параметрам: пло-
щадь поперечного сечения извитого семенного канальца; толщина сперматогенного
эпителия извитого семенного канальца; количество клеток Сертоли в спермато-
генном эпителии извитого семенного канальца и их площадь; количество разных
видов сперматогенных клеток (сперматогонии, сперматоциты и сперматиды) в
сперматогенном эпителии извитого семенного канальца, количество сперматозоидов
в просвете извитого семенного канальца, а также число и площадь клеток Лейдига
в интерстициальной ткани. Измерения проводили в 20 поперечных срезах извитых
семенных канальцев и окружающих их участках интерстициальной ткани, полу-
ченных от каждого самца. На основании количественных данных, полученных при
цитологическом исследовании семенников, рассчитывали ряд показателей, харак-
теризующих сперматогенез: 1) общий показатель сперматогенеза – отношение ко-
личества сперматид к количеству сперматогоний; 2) клеточный индекс Сертоли –
отношение суммы всех сперматогенных клеток (сперматогонии, сперматоциты и
сперматиды) к сумме клеток Сертоли в одном извитом канальце, величина которо-
го положительно коррелирует со спермопродукцией [13, 14].

Эпидидимисы после извлечения немедленно помещали в сосуд с 1 мл питатель-
ной среды G-MOPS PLUS (Virtolife, Швеция) нагретый до 37°С. На эпидидимисы
наносили продольный разрез и инкубировали в течение 10 мин при температуре
37°С, позволяя сперматозоидам свободно всплыть. Взвесь сперматозоидов разво-
дили 1 : 10, наносили на предметное стекло и окрашивали 5%-ным раствором эози-
на. Шлифованным стеклом делали мазок, который высушивали и исследовали под
световым микроскопом. К дегенеративным (патологическим) формам относили
сперматозоиды с двумя головками, но с одной шейкой и одним хвостом, без шейки
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с одним или несколькими хвостами, сперматозоиды с неправильной формой го-
ловки. Подсчитывали не менее 400 сперматозоидов от каждого животного. Резуль-
таты представлены в виде % аномальных спермиев от общего числа подсчитанных
сперматозоидов.

Подвижность сперматозоидов оценивали следующим образом: каплю разведен-
ной 1 : 10 суспензии сперматозоидов, полученных из эпидидимиса, наносили на
предметное стекло, помещали под объектив светового микроскопа с цифровой ка-
мерой и производили видеосъемку движения сперматозоидов в течение 10 мин.
Сперматозоиды разделяли на 4 класса: 1 – неподвижные, 2 – дергающиеся, 3 –
слабо двигающиеся и 4 – совершающие прогрессивные движения.

Левый семенник помещали в 4%-ный раствор параформальдегида в 0.1 М фос-
фатном буфере (pH 7.4) на 24 ч, затем разрезали на 4 части и дополнительно держа-
ли 48 ч в растворе параформальдегида при 4°С. Далее материал после стандартной
обработки (промывка, обезвоживание, проведение через порции ксилола) залива-
ли в парафин. Изготавливали серии срезов мозга во фронтальной плоскости тол-
щиной 6 мкм. С помощью метода немеченых антител (авидин-биотинового) и им-
мунопероксидазной реакции проводили выявление иммунореактивного вещества.
После стандартных процедур депарафинизации, регидратации и демаскировки ан-
тигена (кипячение срезов в 0.01 М цитратном буфере (pH 6.0) под давлением в те-
чение 1 мин), срезы в течение ночи при 4°C инкубировали с первичными поликло-
нальными антителами к ГР (Abcam, ab3578) в разведении 1 : 150. Далее на срезы на-
носили универсальную систему авидин-биотинового комплекса (rabbit specific
HRP/DAB (АBC) detection IHP Kit, Abcam, ab64261) и оставляли инкубироваться
30 мин при комнатной температуре. После инкубации с АВС-комплексом стекла
промывали в фосфатном буфере 3 раза по 5 мин. Далее визуализировали реакцию
связывания антитела с антигеном диаминобензидином, входящим в состав кита.
Количественную оценку иммунореактивности производили с использованием той
же системы анализа изображения, что и в случае морфометрического анализа се-
менников. Оценивали среднюю оптическую плотность окраски в иммунопозитив-
ных клетках Лейдига. Подсчет производился на 4 срезах от каждого животного,
анализировали иммуногистохимическое окрашивание не менее 50 клеток Лейдига
на каждом срезе. На основании оценки оптической плотности иммунопозитивные
клетки разделяли на 3 класса: слабо- (0.05–0.1 ед. оптической плотности, 3-й класс),
средне- (0.1–0.25 ед. оптической плотности, 2-й класс) и сильноиммунозитивные
(0.25–0.5 ед. оптической плотности, 1-й класс) клетки.

Для оценки общей иммунореактивности (ОИр) использовали формулу:

где n – число клеток 1-го, 2-го и 3-го класса соответственно [15].
Каждая группа пренатально стрессированных и контрольных самцов, подверг-

нутых декапитации, состояла из 5 животных.
В отдельной серии экспериментов оценивали репродуктивный потенциал сам-

цов двух экспериментальных групп. С этой целью каждого самца подсаживали к
двум рецептивным самкам, находящимся в стадии проэструс/эструс. На следую-
щий день у самок брали вагинальный мазок для выявления в нем сперматозоидов.
Если сперматозоиды обнаружены не были, то самцов оставляли с самками еще на
один эстральный цикл с ежедневным забором вагинальных мазков. Фиксировали
латентный период появления сперматозоидов в вагинальном мазке. Далее оплодо-
творенных самок оставляли в группах до 19-го дня беременности, а далее по одной
особи в клетке. После родов на 2-й день производили подсчет числа самцов и са-
мок в пометах. В данной серии экспериментов каждая группа самцов состояла из
5 животных.

( ) ( ) ( )× + × + × =1 3 кл. 2 2 кл. 3 1 кл. ОИр,n n n
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Определение уровня гормонов в плазме крови проводили методом иммунофер-
ментного анализа, используя стандартные наборы производства ХЕМА (Россия)
для кортикостерона и тестостерона. Оценку реакции проводили на анализаторе
Multickan FS (ThermoFisherScientific, Финляндия). Перед началом определения
плазму размораживали. Дальнейшее определение уровней гормонов в плазме кро-
ви проводили согласно инструкции производителя.

Статистический анализ полученных данных проводи с использованием одно-
факторного ANOVA с последующим парными post-hoc (тест Тьюкки) сравнением
отдельных групп. Расчеты осуществляли в пакете программ STATISTICA 12.0. В ка-
честве критерия достоверности принимали p < 0.05. Результаты представлены в виде
среднего арифметического ± стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведенные исследования показали, что пренатально стрессированные самцы
существенно отличаются от контрольных крыс по большинству исследованных па-
раметров. Выявлено увеличение массы тела и семенников у пренатально стресси-
рованные животных, однако весовой индекс (отношение массы семенников к массе
тела × 100%) у них был статистически значимо снижен по сравнению с контроль-
ными самцами (табл. 1). При этом уровень тестостерона и кортикостерона у прена-
тально стрессированные самцов был повышен.

Морфометрический анализ извитых семенных канальцев показал, что у прена-
тально стрессированных самцов увеличена площадь поперечного сечения и пло-
щадь сперматогенного эпителия извитого семенного канальца (табл. 2). Количе-
ство клеток Сертоли и их площадь также были увеличены у пренатально стресси-
рованных самцов. При этом количество клеток Лейдига в интерстициальной
ткани снижено, а их площадь увеличена по сравнению с контрольными животны-
ми. Обнаружено нарушение сперматогенеза вследствие пренатального стресса, о
чем свидетельствовало снижение числа сперматоцитов и сперматид в сперматоген-
ном эпителии, а также числа сперматозоидов в просвете извитого семенного ка-
нальца. Выявлено также снижение клеточного индекса Сертоли у пренатально
стрессированных самцов. Тем не менее, общий показатель сперматогенеза у опыт-
ных и контрольных самцов не различался. Обнаружено также увеличение числа
аномальных спермиев, выделенных из эпидидимиса пренатально стрессирован-
ных самцов. Кроме того, у этих самцов отмечено увеличение числа неподвижных

Таблица 1. Показатели состояния пренатально стрессированных самцов крыс

* – p < 0.05 статистически значимые различия между показателями контрольных и пренатально стресси-
рованных самцов.

Показатель Контрольные самцы
(n = 5)

Пренатально
стрессированные самцы

(n = 5)

Масса животных, г 297.5 ± 5.9 334 ± 11.1*
Масса надпочечников, г 67.2 ± 3.7 64.2 ± 0.6
Масса семенников, г 3.2 ± 0.04 3.4 ± 0.07*
Весовой индекс семенников, % 1.08 ± 0.02 1.01 ± 0.03*
Содержание кортикостерона
в плазме крови, нмоль/л 161 ± 22.6 251 ± 28.7*

Содержание тестостерона
в плазме крови, нмоль/л 10.0 ± 1.9 18.5 ± 2.5*
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сперматозоидов, хотя число подвижных сперматозоидов между пренатально стрес-
сированными и контрольными самцами не различалось (рис. 1). Различий в ла-
тентном периоде оплодотворения самок (табл. 2), а также в числе крысят в пометах
(рис. 2) между контрольными и пренатально стрессированными самцами обнару-
жено не было.

Анализ иммунореактивного вещества в клетках Лейдига показал снижение об-
щей иммунореактивности к ГР клеток у пренатально стрессированных самцов
(рис. 3). Следует отметить, что иммунопозитивные к ГР клетки были обнаружены
и в сперматогенном эпителии семенного канальца (рис. 4). В связи с тем, что опре-
деление типа сперматогенных клеток был затруднен, в данном случае уровень экс-
прессии ГР не определяли.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные исследования показали значительное изменение сперматогенеза у
пренатально стрессированных самцов, несмотря на повышенный уровень тесто-
стерона. Морфометрические показатели семенных канальцев, такие как площадь

Таблица 2. Морфометрические показатели извитых семенных канальцев (ИСК), показатели
сперматогенеза и качества сперматозоидов

* – p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001, статистически значимые различия между показателями контроль-
ных и пренатально стрессированных самцов.

Показатель Контрольные самцы
(n = 5)

Пренатально
стрессированные

самцы (n =5 )

Площадь поперечного сечения
ИСК, мкм2

67815 ± 3210 74864 ± 2774*

Площадь сперматогенного
эпителия ИСК, мкм2

46494 ± 2838 53838 ± 2022*

Толщина сперматогенного
эпителия ИСК, мкм

39.2 ± 2.4 44.2 ± 1.9

Количество клеток Сертоли
в сперматогенном эпителии

33.8 ± 1.4 45.9 ± 1.6***

Площадь клеток Сертоли, мкм2 98 ± 5.9 112 ± 4.5*
Количество сперматогониев
в сперматогенном эпителии

58 ± 4.9 49.4 ± 4.3

Количество сперматоцитов
в сперматогенном эпителии

49.8 ± 0.9 46.5 ± 0.9*

Количество сперматид
в сперматогенном эпителии

141.5 ± 2.7 111 ± 6.3*

Количество сперматозоидов в просвете 
извитого семенного канальца

329 ± 22.9 264 ± 2*

Количество клеток Лейдига
в интерстициальной ткани

126 ± 5.0 111 ± 5.9*

Площадь клеток Лейдига, мкм2 36.8 ± 1.5 42.4 ± 1.4*
Общий показатель сперматогенеза 2.5 ± 0.1 2.8 ± 0.2
Клеточный индекс Сертоли 7.7 ± 0.3 4.9 ± 0.2***
Число аномальных спермиев,
выделенных из эпидидимиса, %

1.9 ± 0.3 3.9 ± 0.3**

Латентный период оплодотворения
самок, сут

1.9 ± 0.3 3 ± 0.7
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поперечного сечения, толщина и площадь сперматогенного эпителия у пренаталь-
но стрессированных самцов были увеличены так же, как и количество клеток Сер-
толи и их площадь. При этом у этих крыс мы обнаружили статистически значимое
снижение количества сперматогенных клеток и сперматозоидов в семенных ка-
нальцах, увеличение числа аномальных и неподвижных сперматозоидов, выделен-
ных из эпидидимиса. В соответствии с этим клеточный индекс Сертоли, как пока-
затель продуктивности сперматогенеза, был снижен.

Следует отметить, что количество клеток Лейдига в интерстициальной ткани се-
менников у пренатально стрессированных самцов было снижено, но площадь их

Рис. 1. Показатели подвижности сперматозоидов, выделенных из эпидидимиса пренатально стрессиро-
ванных и контрольных самцов. Пустые столбики – контрольные крысы; темные столбики – пренаталь-
но стрессированные крысы. 1 – число неподвижных сперматозоидов, 2 – число дергающихся сперма-
тозоидов, 3 – число слабо двигающихся сперматозоидов, 4 – число сперматозоидов, совершающих про-
грессивные движения. * Достоверные отличия от контрольных крыс (p < 0.05).
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Рис. 2. Число самцов и самок в пометах, рожденных от пренатально стрессированных и контрольных
самцов. Пустые столбики – потомки контрольных самцов; темные столбики – потомки пренатально
стрессированных крыс. 1 – самки, 2 – самцы.
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увеличена по сравнению с контрольными самцами. Экспрессия ГР в этих клетках
пренатально стрессированных самцов также была снижена.

Хорошо известно, что стрессорные воздействия, приводящие к повышению
уровня глюкокортикоидов, влияют на продукцию тестостерона клетками Лейдига
[8, 16]. Глюкокортикоидные гормоны, взаимодействуя с классическими рецепто-
рами, напрямую ингибируют транскрипцию генов, кодирующие ферменты био-

Рис. 3. Общая иммунореактивность к глюкокортикоидным рецепторам в клетках Лейдига пренатально
стрессированных и контрольных животных.
Пустые столбики – контрольные крысы; темные столбики – пренатально стрессированные крысы. * – До-
стоверные отличия от контрольных крыс (p < 0.01). 1 – контрольные самцы, 2 – пренатально стрессиро-
ванные самцы. Стрелками обозначены клетки Лейдига. Масштаб – 20 мкм.
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Рис. 4. Образец локализации глюкокортикоидных рецепторов в сперматогенных клетках семенного ка-
нальца, выявленной иммуногистохимическим методом. Масштаб – 30 мкм.
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синтеза тестостерона, такие как цитохром P450-зависимый фермент расщепления
боковой цепи холестерина и цитохром P450-зависимая 17α-гидроксилаза/17,20-лиа-
за [17]. Ген регуляторного белка стероидогенеза (StAR) также подавляется глюко-
кортикоидами [18]. Кроме того, было показано, что снижение продукции тестосте-
рона в условиях повышенного уровня глюкокортикоидов может быть опосредова-
но индукцией апоптоза в клетках Лейдига и соответственно уменьшением их
количества [19, 20]. Помимо этого, глюкокортикоиды могут оказывать быстрое,
негеномное действие на клетки Лейдига. Так, было показано, что введение корти-
костерона мышам снижает продукцию тестостерона клетками Лейдига в течение
30 мин [21].

Помимо клеток Лейдига, ГР экспрессируются в сперматогониях. Было показа-
но, что введение дексаметазона крысам индуцирует апоптоз в этих сперматоген-
ных клетках. Совместное введение дексаметазона и антагониста ГР мефипристона
устраняет проапоптотический эффект дексаметазона, что свидетельствует о вовле-
чении ГР в действие экзогенного глюкокортикоида [22]. Кроме того, было показа-
но, что в условиях хронического стресса наблюдается ингибирование клеточного
цикла в сперматогониях на G0/G1 фазе, что приводило к снижению числа сперма-
тид в сперматогенном эпителии и сперматозоидов в эпидидимисе [16]. Интересно,
что стресс в данном исследовании приводил к активации ГР, а введение антагониста
ГР нормализовало число сперматозоидов у стрессированных крыс. Несмотря на то,
что мы не выявили статистически значимого изменения числа сперматогониев в
сперматогенном эпителии семенников пренатально стрессированных крыс, веро-
ятно, снижение числа других сперматогенных клеток может быть обусловлено дей-
ствием повышенного уровня кортикостерона на сперматогонии.

Следует отметить, что определенные нарушения сперматогенеза у пренатально
стрессированных самцов не влияли на общий показатель сперматогенеза, оценивае-
мый по соотношению сперматогониев к сперматоцитам, что может быть обусловлено
увеличением числа клеток Сертоли, поддерживающих процесс сперматогенеза [23].
Более того, увеличение числа аномальных и неподвижных сперматозоидов, выделен-
ных из эпидидимиса пренатально стрессированных самцов, существенным обра-
зом не сказывалось на их оплодотворяющей способности. Хотя латентный период
оплодотворения самок у пренатально стрессированных самцов был несколько уве-
личен, в конечном итоге эти самцы оплодотворили всех самок. Количество крысят
в пометах контрольных и пренатально стрессированных самцов также не различа-
лось. Вероятнее всего, это определяется тем, что сперматозоиды продуцируются с
избытком, а наличие в сперме пренатально стрессированных самцов нормальных
подвижных сперматозоидов оказывается достаточным для реализации их репро-
дуктивных функций. Мы также предполагаем, что повышение уровня тестостеро-
на у пренатально стрессированных самцов является компенсаторным, что позво-
ляет поддерживать активность клеток Сертоли для обеспечения сперматогенеза.
Тем не менее, повышенный уровень глюкокортикоидных гормонов в сочетании с
увеличенной стрессорной реактивностью пренатально стрессированных самцов мо-
жет иметь более негативные последствия на их репродуктивные способности в не-
благоприятных условиях (стрессорные воздействия) по сравнению с интактными
самцами, что будет исследовано в дальнейших экспериментах.
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The Effect of Prenatal Stress on the Reproductive Functions of Male Rats

S. G. Pivinaa, V. V. Rakitskayaa, V. K. Akulovaa, G. I. Kholovaa,
E. D. Shigalugovaa, and N. E. Ordyana, *

a Pavlov Institute of Physiology Russian Academy Science, St.-Petersburg, Russia
*e-mail: neo@infran.ru

Glucocorticoids inhibit testosterone production by Leydig cells by interacting with glu-
cocorticoid receptors localized in these steroid-producing cells. Adult prenatally stressed
(PS) male rats along with an increased plasma level of corticosterone, also demonstrate
an increased level of testosterone, which may be due to a decrease in glucocorticoid re-
ceptors level in Leydig cells. This study is aimed at testing this hypothesis. We deter-
mined the level of glucocorticoid receptors in Leydig cells using quantitative immuno-
histochemistry. In addition, we examined the indicators of spermatogenesis and sperm
quality, as well as reproductive potential of PS males. We found a decrease in the number
of spermatogenic cells in the testis sprematogenic epithelium of PS males, despite the in-
creased plasma level of testosterone. The morphometric parameters of the seminiferous
tubules, such as thickness and area of the spermatogenic epithelium in male PS were in-
creased, as well as the number of Sertoli cells and their area. We found a significant in-
crease in the number of abnormal and immotile spermatozoa isolated from the epididy-
mis of PS males. The number of Leydig cells in the interstitial tissue of the testes in PS
males was reduced, as well as the level of glucocorticoid receptors in the Leydig cells in
comparison with control males. However, these changes did not affect the ability of PS
males to fertilize females and produce offspring. We suggested that the increased plasma
testosterone level in PS male is due to a decrease in the sensitivity of Leydig cells to glu-
cocorticoid hormones.

Keywords: prenatal stress, testis, spermatogenesis, Leydig cells, glucocorticoid receptors, rat
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