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Опыт оптогенетического протезирования сетчатки на животных моделях насчитывает уже более 16 лет,
а в последний год появились первые результаты, полученные на человеке. За этот срок стали по-
нятны основные проблемы протезирования, и одновременно были предложены подходы к их ре-
шению. В настоящем обзоре мы ставим себе задачу представить достижения в области оптогенети-
ческого протезирования биполярных клеток, уделяя внимание в основном относительно недавним
публикациям. В обзоре описаны преимущества и недостатки протезирования биполярных клеток
по сравнению с альтернативной мишенью – ганглиозными клетками, а также проведен сравнитель-
ный анализ эффективности использования в качестве протезирующего инструмента ионотропных све-
точувствительных белков, каналородопсинов, или метаботропных рецепторов, родопсинов.
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В последние годы мы наблюдаем ускорение раз-
вития протезирующих технологий, призванных хо-
тя бы отчасти возместить утраченные целиком или
в значительной степени те или иные сенсорные
функции, в первую очередь зрение и слух. Наибо-
лее разработанным и эффективным подходом
к протезированию зрения на настоящий момент
является имплантация электронного чипа, заменя-
ющего погибшие сенсорные клетки и обеспечива-
ющего сенсорный вход для нейронов сетчатки,
переживших патологические процессы. Более
400 операций по имплантации различных протези-
рующих чипов во всем мире были в основном удач-
ными и обеспечили частичный возврат зрения,
позволяя пациентам различать крупные предметы,
ориентироваться в пространстве, а в наиболее
удачных случаях совершать такие сложные дей-
ствия, как стрельба из лука и езда на велосипеде
[1–3]. Технологическое развитие электронных чи-
пов успешно продолжается более 15 лет, хотя уже
сейчас ясно, что основными трудноразрешимыми
проблемами этого подхода являются неуклонное
глиальное зарастание зоны контактов чипа, что
делает невозможным использование его более
1‒2 лет, а также очень высокая индивидуальная
стоимость процедуры протезирования [3].

Альтернативой электронным имплантам явля-
ется оптогенетическое протезирование сетчатки.
Этот подход становится возможным благодаря то-
му, что нейродегенеративные процессы затрагива-

ют в основном, и в первую очередь, слой фоторе-
цепторных клеток, оставляя относительно непо-
врежденными биполярные и ганглиозные клетки.
Отсюда следует основная идея оптогенетического
подхода к протезированию сетчатки – придание
биполярным или ганглиозным клеткам свойства
светочувствительности при помощи генетических
манипуляций. К настоящему времени опыт опто-
генетического протезирования сетчатки на живот-
ных моделях насчитывает уже более 16 лет, а в по-
следний год появились первые результаты, полу-
ченные на человеке. За этот срок стали понятны
основные проблемы протезирования, и одновре-
менно были предложены подходы к их решению
(данные обобщены в [4–8]). В настоящем обзоре
мы ставим себе задачу представить достижения в
области оптогенетического протезирования бипо-
лярных клеток. Мы опишем преимущества и недо-
статки протезирования биполярных клеток по
сравнению с альтернативной мишенью – гангли-
озными клетками, а также проведем сравнитель-
ный анализ эффективности использования в каче-
стве протезирующего инструмента ионотропных
светочувствительных белков, каналородопсинов,
или метаботропных рецепторов, родопсинов.

Животные модели и методы регистрации

За последние несколько лет не произошло како-
го-либо заметного изменения репертуара модель-
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ных животных, используемых в экспериментах по
созданию технологий оптогенетического протези-
рования. Основными животными линиями по-
прежнему являются мыши с фенотипом rd (retinal
degeneration) с различным генетическим фоном –
линии rd1–rd19, имеющие нарушения в работе ге-
нов, регулирующих фототрансдукцию, зритель-
ный цикл, клеточный метаболизм или биосинтез
белка [9]. Наиболее часто используемая в экспе-
риментах линия rd1 имеет мутацию в гене Pde6B,
что приводит к нарушению работы фосфодиэсте-
разы 6 – важнейшего участника каскада фототранс-
дукции. Эта линия также является генетически не-
однородной, и одна из коммерческих субпопуля-
ций этой линии несет дополнительную мутацию в
гене Gpr179, кодирующем структурный белок сиг-
налосомы трансдукционного каскада биполярной
клетки. Такая мутация делает животных с этими
генетическими особенностями непригодными для
целей оптогенетического протезирования бипо-
лярных клеток, что в свою очередь ведет к необхо-
димости дополнительной генетической модифика-
ции животных этой субпопуляции с целью возвра-
та аллели Gpr179 к дикому типу [10].

Важной стороной создания технологии проте-
зирования сетчатки являются процедуры вери-
фикации степени успешности генетических ма-
нипуляций. В качестве метода проверки восста-
новления светочувствительности сетчатки после
протезирования по-прежнему используется такой
подход, как регистрация электроретинограммы in
vivo (на интактном наркотизированном животном)
[11, 12], позволяющий проследить функциональ-
ные изменения зрительной функции на одном жи-
вотном на длительном отрезке времени. В качестве
ex vivo подхода к оценке светочувствительности
сетчатки в последние годы доминирующее поло-
жение занимает многоканальная регистрация ак-
тивности ганглиозных клеток при помощи мульти-
электродной матрицы (MEA, multielectrode array)
[13–15]. При этом подходе изолированная сетчатка
наслаивается ганглиозными клетками на матрицу,
содержащую до 100 электродов, каждый из кото-
рых в сочетании со специальным программным
обеспечением способен регистрировать актив-
ность одной или нескольких ганглиозных клеток.
Ганглиозные клетки в отличие от фоторецепторов
и биполярных клеток являются истинными нейро-
нами и кодируют сигнал, поступающий по волок-
нам зрительного нерва в мозг, посредством изме-
нения частоты генерации спайков (потенциалов
действия). В здоровой сетчатке сигнал передается и
обрабатывается в направлении от фоторецепторов
к биполярным и от биполярных к ганглиозным
клеткам, и регистрация ответов последних поз-
воляет анализировать сигналы непосредственно
перед их поступлением в мозг [16]. Поэтому при-
менение MEA является одним из самых инфор-
мативных и адекватных способов оценки функци-

онального состояния сетчатки и той информации,
которую она способна передать в центральную
нервную систему. В настоящем обзоре при описа-
нии функциональных последствий применения
протезирующих технологий мы будем описывать
результаты MEA-анализа, если не оговорено иное.

Вирусы или наночастицы?

Традиционным инструментом доставки проте-
зирующего генетического материала в нейроны
сетчатки являются векторы на основе аденоассо-
циированных вирусов (AAV, см. обзор [17]). Этот
тип носителей давно и широко используется для
генетической терапии различных заболеваний и в
составе противовирусных вакцин как эффектив-
ное и безопасное средство доставки. Основной
проблемой при использовании AAV для целей
оптогенетического протезирования сетчатки явля-
ются небольшая емкость вирусного капсида (до
4.7 тыс. п.о.) и его низкая тропность к нейронам
сетчатки. Недостаточная емкость капсида не поз-
воляет поместить в него минимально необходимый
набор генетических элементов, включающий силь-
ный промотор из гена, специфически экспресси-
рующегося в интересующих клетках сетчатки, и
последовательность, кодирующую протезирую-
щий светочувствительный белок. Этот недостаток
является неустранимым, поэтому при использова-
нии AAV в качестве носителя обычно используют
различные компактные производные от исходной
промоторной последовательности, включающие
ограниченное количество регуляторных участков
(для примеров см. [18–20]).

Существенно различается тропность серотипов
AAV (с 1 по 9) к клеткам сетчатки, а также их спо-
собность преодолевать пограничные мембраны,
расположенные со стороны ганглиозных и фоторе-
цепторных клеток [17]. При субретинальном введе-
нии (в пространство между сетчаткой и пигмент-
ным эпителием) серотипы AAV1 и 4 в первую оче-
редь трансдуцируют клетки эпителия и имеют
низкое сродство к нейронам сетчатки [21, 22].
AAV2, 5 и 7 трансдуцируют эпителиальные и фото-
рецепторные клетки, а AAV8 и 9 также заражают
Мюллеровскую глию [21, 22]. Однако при интра-
витреальном введении (в стекловидное тело) толь-
ко серотип AAV2 способен эффективно преодоле-
вать пограничную мембрану и трансдуцировать
внутренние слои сетчатки (преимущественно ган-
глиозные клетки) [21, 22]. Направленная эволюция
AAV в лабораторных условиях позволила получить
модифицированные серотипы AAV2, обладающие
повышенным сродством к нейронам сетчатки и бо-
лее эффективно трансдуцирующие клетки проме-
жуточных слоев, в том числе биполярные [23]. Так,
показано, что множественные замены тирозина на
фенилаланин в капсидных белках AAV2 приводят к
повышению эффективности трансдукции, предпо-
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ложительно, за счет снижения протеасомной де-
градации вирусов клетками [24].

Альтернативой вирусной доставке протезирую-
щего материала в клетки сетчатки являются синте-
тические наночастицы различной природы, связы-
вающиеся с молекулами ДНК (для обзора см. [25,
26]. Синтетические векторы имеют преимущество
по сравнению с вирусными, т.к. они обладают су-
щественно большей емкостью и способны перено-
сить плазмиды, содержащие несколько генов инте-
реса, либо обогащенные регуляторными последо-
вательностями. Несмотря на то, что наночастицы в
отличие от вирусов не способны к реализации спе-
цифических механизмов проникновения в клетку
и доставки генетического материала в ядро, за по-
следние годы исследователи научились модифици-
ровать строение частиц с целью оптимизации ме-
ханизмов их взаимодействия с клетками [27–29].

Биполярные или ганглиозные клетки?

Экспериментально подтверждено, что и бипо-
лярные, и ганглиозные клетки у модельных живот-
ных с дегенерацией фоторецепторов могут успеш-
но быть использованы как мишень для оптогене-
тического протезирования (см. обзоры [6, 30]).
Кроме того, клинические испытания показали, что
ганглиозные клетки могут быть использованы для
целей протезирования у человека [31]. Выбор кле-
ток-мишеней, которым будет искусственно прида-
ваться светочувствительность, является важней-
шим этапом общей стратегии протезирования. Ос-
новными параметрами, определяющими данный
выбор, являются доступность того или иного кле-
точного типа для вирусной трансфекции, его со-
хранность в ходе развития дегенеративных процес-
сов в сетчатке и степень искажения естественного
пути распространения зрительной информации.
В здоровой сетчатке фоторецепторы генерируют
в ответ на включение света тонический ответ, ги-
перполяризующий клетку. Этот сигнал через глу-
таматный синапс суммируется с ответами других
фоторецепторов и передается на ON или OFF би-
полярную клетку, вызывая ее тоническую деполя-
ризацию или гиперполяризацию соответственно.
На последнем этапе ответы нескольких биполяр-
ных клеток суммируются и передаются как напря-
мую, так и через амакриновые клетки, на ганглиоз-
ную клетку, которая реагирует на входной сигнал
увеличением частоты спайков. В дегенерировав-
шей сетчатке из трехзвенной цепочки генерации и
прохождения сигнала рецепции светового стимула
(фоторецепторы → биполярные клетки → гангли-
озные клетки) выпадают фоторецепторы, оставляя
таким образом возможность для создания как двух-
звенной цепочки со светочувствительными бипо-
лярными клетками, так и однозвенной со свето-
чувствительными ганглиозными клетками.

Развитие патологических дегенеративных про-
цессов в сетчатке проходит в несколько этапов
(см. обзоры [32, 33]. На ранних стадиях генетиче-
ски детерминированные сбои в работе внутрикле-
точных механизмов в фоторецепторах запускают
каскад событий, приводящих к их гибели. На этом
этапе происходит также смещение функциональ-
ных характеристик биполярных клеток с ON на
OFF за счет изменений в профиле экспрессии глу-
таматных рецепторов в их дендритных окончаниях
[34]. Дальнейшие патологические процессы вклю-
чают в себя фагоцитоз остатков фоторецепторов и
деафферентацию биполярных клеток из-за исчез-
новения глутаматной передачи со стороны фоторе-
цепторов и последующей ретракции их дендритов.
Из-за этого функциональная аберрация биполяр-
ных клеток прогрессирует, что выражается в усиле-
нии экспрессии ионотропных глутаматных рецеп-
торов в дендритах колбочковых ON-биполярных
клеток и нарушениях в работе метаботропных ре-
цепторов [35].

В переходном периоде, когда палочки уже пол-
ностью дегенерировали, а колбочки еще сохраня-
ются, дендриты биполярных клеток могут разрас-
таться в поисках сохранившихся фоторецепторов
для подключения к их синаптическим терминалям.
На последней стадии топологическое ремоделиро-
вание сетчатки усиливается, происходит активная
миграция выживших клеток в аномальные для их
типа локации и уплотнение пограничной мембра-
ны, образованной Мюллеровскими клетками, что
создает серьезный барьер на пути возможного по-
ступления терапевтических или протезирующих
агентов. Отдельные биполярные и амакриновые
клетки могут мигрировать в слой ганглиозных кле-
ток и наоборот, ганглиозные клетки могут прони-
кать во внутренний ядерный слой [32]. Наблюдае-
мые структурные сдвиги сопровождаются также
изменениями транскриптомного репертуара бел-
ков, связанных с межклеточной коммуникацией,
таких, как аннексин A7 и контактин 1. Показано,
что уровни транскрипции обоих белков у мышей с
фенотипом rd1 на 90-й день постнатального раз-
вития достоверно снижаются [36]. При этом тран-
скриптомные профили, относящиеся к внутрикле-
точному сигналингу и базовым метаболическим
процессам, у биполярных клеток меняются незна-
чительно, что позволяет им сохранять статус пер-
спективных мишеней для протезирования.

Еще одним важным и негативным следствием
функциональной и топологической перестройки
сетчатки является возникновение у большинства
переживающих нейронов спонтанной ритмиче-
ской активности [37, 38]. Эта активность создает
шумовой фон и затрудняет различение полезного
сигнала, снижая тем самым чувствительность зри-
тельной системы. Считается, что первичной при-
чиной этой активности является деафферентация
нейронов внутреннего ядерного слоя, а непосред-
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ственным механизмом – аномальные флуктуации
мембранного потенциала AII амакриновых клеток
[39, 40]. AII амакриновые клетки синфазно через
ON-биполярные и антифазно через знак-инверти-
рующий синапс с OFF-биполярными клетками
возбуждают периодическую активность соответ-
ственно в ON и OFF ганглиозных клетках, что при-
водит к появлению относительно медленно рас-
пространяющихся волн спонтанной активности в
сети ганглиозных клеток. Эта активность проявля-
ется как генерация спайковых пачек с частотой
около 10 Гц [41]. Фармакологическое разобщение
коммуникации AII амакриновых и ON-биполяр-
ных клеток через щелевые контакты приводит к су-
щественному уменьшению спонтанной активно-
сти ганглиозных клеток и улучшению отношения
сигнал/шум [42].

Следует отметить, что протезирование оптоге-
нетическими средствами биполярных, но не ган-
глиозных клеток оставляет отчасти функциониру-
ющей систему обработки сигнала с участием амак-
риновых клеток. Кроме того, ганглиозные клетки
сами делятся на более чем 40 различных функци-
ональных типов, по-разному взаимодействую-
щих и обрабатывающих поступающую информа-
цию [43, 44]. Их протезирование же преобразует
все эти функциональные типы в единообразные
детекторы света, существенно нарушая тем са-
мым естественную схему обработки зрительной
информации до ее поступления в мозг. Все вы-
шеизложенное указывает на то, что протезирова-
ние биполярных клеток воссоздает схему обработ-
ки зрительной информации, более приближенную
к естественной ситуации, чем протезирование ган-
глиозных клеток.

Эффективность доставки протезирующих
трансгенов к клеткам того или иного типа во мно-
гом определяется выбором способа доставки ви-
русных конструктов к сетчатке: интравитреально
или субретинально. Именно интравитреальная
инъекция предпочтительна для доставки трансге-
нов во внутренние нейроны сетчатки, т.е. гангли-
озные и биполярные клетки, в то время как субре-
тинальные введения применяют для трансдукции
фоторецепторов и клеток пигментного эпителия
(например, в рамках генной терапии, см. обзор
[45]). Задача массовой трансдукции ганглиозных
клеток относительно проста, ввиду их максималь-
ной близости к стекловидному телу и, соответ-
ственно, месту введения вектора. Биполярные
клетки занимают наиболее труднодоступное по-
ложение в сетчатке, что делает их менее привле-
кательной мишенью для доставки трансгенов.
Однако появление в арсенале исследователей мо-
дифицированных серотипов AAV, обладающих по-
вышенной тропностью к нейронам сетчатки и, как
следствие, более эффективно проникающим в глу-
бокие клеточные слои, позволило решить эту про-
блему [23, 46].

Попытки создания селективных компактных
промоторов, предназначенных для целевой экс-
прессии трансгенов в ON биполярных клетках,
предпринимаются исследователями с 2008 г. [47], и
обычно берут за основу полноразмерные промото-
ры генов, кодирующих специфические для данно-
го клеточного типа белки. Несмотря на то что пер-
вые разработки в этой области не могли обеспечить
достаточного уровня селективности, зачастую до-
пуская экспрессию светочувствительных белков в
амакриновых или ганглиозных клетках [48], к на-
стоящему времени можно выделить как минимум
3 конструкта, обеспечивающих высокоселектив-
ное оптопротезирование ON-биполярных клеток
на основе генов Grm6 [49–51] и Pcp2 [49–51]. Соче-
тание оптимизированных серотипов AAV и селек-
тивных, мощных и компактных промоторов позво-
ляет получать экспрессию в 70% от всех биполяр-
ных клеток сетчатки [13, 14], при этом доля
трансдуцированных клеток оказывается суще-
ственно выше у палочковых биполярных клеток,
чем у колбочковых. Доля нецелевой экспрессии
трансгена составляет около 16% и приходится на
OFF биполярные клетки [14].

Дополнительным подтверждением перспектив-
ности технологии протезирования биполярных
клеток являются многочисленные данные о без-
опасности этого подхода. Показано, что у мышей
линии rd1 экспрессия каналородопсина [52, 53] и
родопсина [53] с использованием AAV не вызывала
апоптоза и воспаления, как локального, так и си-
стемного. С другой стороны, повреждений или
воспалительных процессов в сетчатке макак также
не было обнаружено спустя 3 меc после селектив-
ной экспрессии модифицированного каналоро-
допсина в ганглиозных клетках [54].

Зрительные опсины или каналородопсины?

В настоящее время в сетчатке млекопитающих
выявлено более десяти типов биполярных клеток,
которые по типу иннервируемых клеток делятся на
палочковые и колбочковые, а по типу обработки
полученного сигнала – на OFF (знак-сохраняю-
щие) и ON (знак-инвертирующие) биполярные
клетки (для обзора см. [55]). Успешная технология
протезирования должна включать в себя экзоген-
ный светочувствительный белок, позволяющий
воспроизводить знак изменения потенциала бипо-
лярной клетки в ответ на освещение, и возмож-
ность селективной и эффективной экспрессии это-
го белка в правильном типе клеток. Созданные к
настоящему времени технологии позволяют проте-
зировать ON биполярные клетки за счет их транс-
фекции ионотропными или метаботропными све-
точувствительными белками. Эти белки в ответ на
освещение вызывают изменение мембранного по-
тенциала клетки, воспроизводя таким образом ло-
гику нормальной работы цепи прохождения сигна-
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ла в сетчатке, что доказывается успешными попыт-
ками протезирования зрительной функции у
модельных животных [14, 56, 57]. До сих пор не бы-
ло известно попыток направленного протезирова-
ния OFF биполярных клеток, ни по отдельности,
ни одновременно с протезированием ON биполяр-
ных клеток, хотя оптогенетические инструменты,
позволяющие гиперполяризовать клетку (анион-
ные каналы) в ответ на освещение, существуют и
успешно применяются при решении других опто-
генетических задач [58]. Попытки же протезирова-
ния каналородопсинами и зрительными опсинами
ON биполярных клеток сетчатки модельных жи-
вотных с дегенерацией фоторецепторов предпри-
нимаются уже давно и успешно приводят к появле-
нию светочувствительности, что подтверждается
результатами различных функциональных тестов
(для обзора см. [59]).

При выборе стратегии протезирования одним
из определяющих факторов эффективности явля-
ется выбор типа протезирующего экзогенного све-
точувствительного белка. Исторически первые
успешные эксперименты по оптогенетическому
протезированию сетчатки модельных животных
были выполнены с использованием каналородоп-
сина [60], и впоследствии этот белок и его модифи-
кации были многократно и успешно применены
для протезирования сетчатки [13, 14, 54, 61]. Моди-
фицированный каналородопсин ChrimsonR со
сдвинутым в длинноволновую область спектром
поглощения был успешно использован для про-
тезирования ганглиозных клеток сетчатки чело-
века [31]. Большим преимуществом использова-
ния каналородопсина является относительная
автономность этого подхода, при котором эф-
фект протезирования зависит только от экспрес-
сии одного экзогенного белка. Альтернативой
каналородопсину как инструменту протезирова-
ния сетчатки являются светочувствительные ме-
таботропные рецепторы, например, зрительные
опсины или меланопсин. В таком случае предпо-
лагается, что экзогенный рецептор встраивается
в собственную сигнальную систему протезируе-
мой клетки. В качестве подходящей для встраи-
вания рецептора системы чаще всего рассматри-
ваются постсинаптический сигнальный каскад
ON биполярных клеток, запускаемая метаботроп-
ным глутаматергическим рецептором mGluR6 и
регулирующий проводимость TRPM1 каналов (см.
обзор [62]). Метаботропный светочувствительный
рецептор может быть использован в немодифици-
рованном виде (палочковый родопсин [63, 64];
колбочковый человеческий опсин [46]; меланопсин
[65, 66]), или молекула может быть модифицирова-
на с целью лучшей адаптации к эндогенному сиг-
нальному каскаду. В последнем случае может быть
использован химерный рецепторный белок, в кото-
ром нативный внутриклеточный домен, ответ-
ственный за взаимодействие с сигнальными G-бел-

ками, заменен на домен эндогенного рецептора
mGluR6 [56, 67].

При протезировании биполярных клеток тем
или иным типом белков результат может суще-
ственно отличаться по итоговой чувствительности
сетчатки к свету. При введении в одной и той же
концентрации вирусного вектора, несущего анало-
гичные генетические конструкты, чувствитель-
ность ON биполярных клеток, протезируемых ка-
налородопсином, была на 2.5 порядка ниже, чем
при протезировании метаботропным рецептором –
родопсином крысы [63]. Похожее соотношение
чувствительностей следует и из других работ, в ко-
торых биполярные клетки протезировались кана-
лородопсинами [13, 61] и демонстрировали поро-
говую чувствительность в диапазоне 1013–1015 фо-
тонов/см2/с, или метаботропными опсинами
[42, 51, 64] с чувствительностью 1011–1012 фото-
нов/см2/с (см. обобщающую схему на рис. 1).
Объяснение такого различия вероятнее всего за-
ключается в уровне деполяризации биполярной
клетки в пересчете на один поглощенный квант
света. Поглощение одного кванта молекулой ка-
налородопсина приводит к открытию одного ка-
нала – самого каналородопсина, в то время как ак-
тивация одним квантом молекулы метаботропного
рецептора запускает каскад внутриклеточной
трансдукции, приводящий к открытию многих
мембранных катионных каналов. Соответственно,
во втором случае происходит больший сдвиг мем-
бранного потенциала, что означает большую чув-
ствительность протезируемой клетки к свету.

Протезирование биполярных клеток метабо-
тропными опсинами приводит к возникновению
светочувствительности, охватывающей до 5 поряд-
ков интенсивности, в то время как применение ка-
налородопсинов позволяет создать динамический
диапазон только в 2 порядка интенсивности [42,
63]. Это происходит в частности из-за большей
крутизны функции реакции клеток на свет от ин-
тенсивности стимула при протезировании канало-
родопсином, нежели при использовании метабо-
тропного рецептора [51]. При этом протезирование
биполярных клеток метаботропными опсинами
создает динамический диапазон чувствительности
на уровне отдельных ганглиозных клеток не более
4 порядков интенсивности световой стимуляции.
Дополнительный порядок регулировки чувстви-
тельности к свету достигается за счет наложения и
не полного совпадения чувствительностей многих
различных ганглиозных клеток [42].

Форма ответа протезированной сетчатки на сти-
муляцию ступенькой света ожидаемо отличается от
ответа здоровой сетчатки. Ответ на уровне гангли-
озных клеток при протезировании ON биполярных
клеток родопсином показывает замедленную по
сравнению со здоровой сетчаткой кинетику ответа
(большее время до пика и более медленное выклю-
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чение ответа). В то же время ответ демонстрирует
признаки световой адаптации в искусственном
каскаде фототрансдукции, что выражается в уско-
рении ответа при повышении интенсивности сти-
мула, характерном и для здоровой сетчатки [63].
Также следует отметить, что некоторые ганглиоз-
ные клетки (около 7% от общего числа) отвечали
на стимуляцию не увеличением, а уменьшением
спайковой активности, что говорит о частичном
восстановлении OFF-путей в обработке зритель-
ного сигнала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем обзоре мы постарались описать от-
носительно недавние достижения в создании тех-
нологии оптогенетического протезирования сет-
чатки, подвергшейся нейродегенерации. Получе-
ны новые подтверждения того, что использование

в качестве вектора трансдукции аденоассоцииро-
ванного вируса, а также индукция экспрессии в
клетках сетчатки родопсинов или каналородопси-
нов безопасны как для сетчатки [52, 53, 74], так и
для организма в целом [52]. Кроме того, у живот-
ных моделей индукция экспрессии родопсинов и
каналородопсинов является стабильной на протя-
жении многих месяцев [13, 52, 74], что позволяет
надеяться на стабильный эффект экспрессии про-
тезирующих белков у человека в случае введения
этого метода в клиническую практику.

К настоящему времени создан и апробирован на
животных с дегенерацией фоторецепторов эффек-
тивный инструментарий доставки генетического
материала в сохраняющиеся клетки сетчатки. Со-
четание определенных серотипов AAV с новейши-
ми компактными промоторами позволяет достичь
высокой селективности и эффективности транс-
дукции выбранного для протезирования типа кле-

Рис. 1. Сводная схема значений пороговой чувствительности дегенерировавшей сетчатки после оптогенетического про-
тезирования по данным из различных исследований. Данные (минимальная интенсивность светового стимула, вызыва-
ющего ответ сетчатки) сгруппированы в зависимости от того, какой тип клеток подвергся протезированию (биполярные
или ганглиозные), и каким типом светочувствительного белка (каналородопсин или зрительный опсин). Литературные
источники: ганглиозные клетки, протезирование каналородопсинами (RGC, ChR) – [14, 54, 68–70]; ганглиозные клетки,
протезирование зрительными опсинами (RGC, Vis.Ops) – [66, 71]; биполярные клетки, протезирование каналородопси-
нами (BC, ChR) – [13, 14, 52, 63, 72, 73]; биполярные клетки, протезирование зрительными опсинами (BC, Vis.Ops) – [51,
56, 63, 64]. Сокращения: ChR – каналородопсин, CatCh/CoChR/ReaCHR – модифицированные каналородопсины,
Rho – родопсин палочек, MW-Opn – зеленочувствительный опсин колбочек, Mln – меланопсин.
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RGC, Vis. Ops
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1010

Threshold intensity, photons/cm2/s

Lu et al., 2020 [14] (CoChR)

Thyagarajan et al., 2010 [68] (ChR2)

Chaffiol et al., 2017 [54] (CatCh)

Tomita et al., 2010 [69] (CChR2)

Sengupta et al., 2016 [70] (ReaCHR)

Berry et al., 2019 [71] (MW-Opn)

Berry et al., 2019 [71] (Rho)

de Silva et al., 2017 [66] (Mn)

Lagali et al., 2008 [72] (ChR2)

Lu et al., 2020 [14] (CoChR)

Mace et al., 2015 [13] (Hum. ChR)

Gaub et al., 2015 [63] (ChR2)

Doroudchi et al., 2019 [52] (ChR2)

Cronin et al., 2017 [73] (ChR2)

Gaub et al., 2008 [63] (Rho)

Van Wyk et al., 2020 [56] (Chimeric Mln)

Gilhooley et al., 2015 [51] (Mln)

Cehajic-Kapetanovic et al., 2015 [64] (Rho)

1012 1014 1016



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

ОПТОПРОТЕЗИРОВАНИЕ БИПОЛЯРНЫХ КЛЕТОК СЕТЧАТКИ 463

ток сетчатки модельных животных (грызунов [50,
51], собак [74, 75], приматов [54, 76], обзор в [77]).
Прямой перенос такого сочетания серотипа AAV и
промотора для технологии протезирования сетчат-
ки человека скорее всего невозможен, и для высо-
коспецифичной и эффективной доставки генети-
ческого материала в клетки человека потребуются
разработка и последующая валидация соответству-
ющих видоспецифичных промоторов (см. [18]).

Сегодня представляется неочевидным однознач-
ный выбор в сторону протезирования биполярных
или ганглиозных клеток, а также выбор каналоро-
допсинов или родопсинов в качестве протезирующе-
го материала. Протезирование биполярных клеток
воссоздает более естественный путь прохождения
зрительного сигнала в сетчатке, и, скорее всего, зри-
тельная система будет легче адаптироваться к такому
варианту протезирования. С другой стороны,
проксимальное расположение ганглиозных клеток
делает их доступнее для вирусных векторов, не-
смотря на последние достижения по созданию се-
ротипов, проникающих в глубокие слои сетчатки.
Прямые измерения подтверждают, что протезиро-
вание каналородопсином ганглиозных клеток поз-
воляет получить существенно более высокую чув-
ствительность, чем при протезировании каналоро-
допсином биполярных клеток [14].

Во всех работах по протезированию биполяр-
ных клеток каналородопсином порог чувствитель-
ности сетчатки к свету составляет не менее 1013 фо-
тонов/см2/с, в том числе при использовании совре-
менных модифицированных форм этого белка с
увеличенной проводимостью и замедленным вы-
ключением канала [14, 78]. Низкая чувствитель-
ность приводит к необходимости постоянного ис-
пользования высоких уровней освещенности, что
может привести к светоиндуцированному повре-
ждению сетчатки. Использование метаботропных
опсинов во всех случаях позволяет создать чувстви-
тельность к свету примерно на 2 порядка выше, чем
использование каналородопсинов, и таким обра-
зом снизить световую нагрузку на сетчатку [51, 63].
Кроме того, показано, что в ON биполярных клет-
ках искусственный трансдукционный каскад на
основе родопсина способен к адаптации к уровню
освещенности. Оба этих обстоятельства позволяют
предположить, что будущие перспективные ин-
струменты протезирования должны разрабаты-
ваться на основе метаботропных светочувствитель-
ных рецепторов.
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Although the experience of optogenetic retinal prosthetics in animal models dates back more than 16 years, the
first results obtained on humans have only appeared in the last year. Over this period, the main challenges of
prosthetics became clear and the approaches to their solution were proposed. In this review, we aim to present
the achievements in the field of optogenetic prosthetics of bipolar cells, focusing mainly on relatively recent pub-
lications. The review addresses the advantages and disadvantages of bipolar cell prosthetics as compared to the
alternative target, retinal ganglion cells, and provides a comparative analysis of the effectiveness of ionotropic
light-sensitive proteins, channelrhodopsins, or metabotropic receptors, rhodopsins, as prosthetic tools.
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Целью работы было изучение распределения нейронов, содержащих GABA, и уровня экспрессии GAT1
в разных слоях неокортекса крыс в неонатальный период после перинатальной гипоксии. Воздействие
гипоксии на мозг новорожденных крыс осуществляли на 2-е неонатальные сутки в течение 1 ч при со-
держании кислорода в дыхательной смеси – 7.8%. Были применены иммуногистохимические реакции
на выявление GABA и GAT1. Изучали соматосенсорную область неокортекса на 5-е и 10-е постнаталь-
ные сутки (П5, П10). Показано, что на ранних сроках неонатального периода (П5) воздействие пери-
натальной гипоксии приводит к увеличению числа тормозных интернейронов во всех слоях неокор-
текса. К концу неонатального периода (П10) их численность в слоях коры снижается, а в слое V значи-
тельно сокращается. На протяжении неонатального периода у контрольных животных во всех слоях
неокортекса уровень экспрессии GAT1 постепенно повышается, после воздействия перинатальной ги-
поксии происходит значительное снижение экспрессии GAT1, в том числе, в слоях неокортекса, где ко-
личество GABAергических нейронов соответствует контрольному значению. Эти факты свидетель-
ствуют о том, что воздействие острой перинатальной гипоксии может приводить к изменению синап-
тической трансмиссии GABA в всех слоях неокортекса в конце неонатального периода.
Ключевые слова: неокортекс, гипоксия, GABA, транспортер GAT1, неонатальный период
DOI: 10.31857/S0044452922060043

Известно, что в неонатальный период головной
мозг отличается высокой чувствительностью к воз-
действию неблагоприятных факторов среды. Гипо-
ксия/ишемия в это время является одним из мощ-
ных повреждающих факторов, приводящих к
структурно функциональным нарушениям в ЦНС
и представляет одну из основных причин детской
смертности на ранних постнатальных сроках раз-
вития. Новорожденные, в условиях преждевремен-
ных родов, испытавшие перинатальную гипоксию,
часто имеют сниженную массу тела, а впослед-
ствии, умственную отсталость, синдром дефицита
внимания, гиперактивность [1]. Более 70% недоно-
шенных детей, переживших перинатальную гипо-
ксию, страдают от апноэ и других респираторных
нарушений, которые приводят к церебральной ги-
поксемии. Установлено, что результатом повре-
ждающего действия низкого содержания кислоро-
да в тканях организма в неонатальный период яв-
ляются изменение дифференцировки клеток,
частичная утрата нейронов, глии и их клеток-пред-
шественников [2, 3].

Считается, что в период развития и становления
формаций мозга расположение и упорядоченное
распределение разных типов нейронов в его струк-

турах, в частности, в неокортексе, имеют критиче-
ское значение для нормального функционирова-
ния ЦНС [4, 5]. Показано, что перинатальная ги-
поксия оказывает повреждающее действие на
тормозные GABAергические нейроны неокортек-
са [3, 6], однако, вопрос о распределении нейро-
нов, в которых синтезируется GABA, и динамике
изменения их численности в разных слоях неокор-
текса в неонатальный период после воздействия
гипоксии, изучен недостаточно.

Транспортные белки для GABA представлены
четырьмя классами, из которых GAT1 является од-
ним из основных транспортеров при синаптиче-
ской GABAергической нейропередаче [7]. Предпо-
лагается, что GAT1 является Na+-зависимым
транспортным белком обратного захвата, лока-
лизующийся, как правило, на плазматической
мембране отростков и тел нейронов [8, 9]. Кроме
того, этот транспортный белок был выявлен в
цитоплазме нейронов и проксимальных отделах их
отростков, в терминалях аксонов, участвующих в
формировании симметричных синапсов, в отрост-
ках астроцитов [10]. Основная функция GAT1 за-
ключается в переносе через мембрану аниона этой
аминокислоты на основе градиента катиона на-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: ZXRHWL
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трия. Эффективность GABAергической нейропе-
редачи определяется скоростью обратного захвата
GABA, осуществляемого GAT1 транспортером, из
синаптической щели или межклеточного про-
странства [11, 12]. Установлено, что GAT1 регули-
рует активность основных пирамидных нейронов
коры и нарушение его экспрессии может быть свя-
зано с многочисленными патологическими состо-
яниями головного мозга, включая эпилепсию [7,
12, 13]. Несмотря на значительные повреждения
головного мозга, вызываемые гипоксией в ранний
период развития, до сих пор не существует эффек-
тивных методов коррекции или лечения послед-
ствий ее действия.

Транспортеры GABA, а особенно, GAT1, от
функции которых зависит баланс процессов тор-
можения и возбуждения в мозге, могут выступать
мишенями для фармакологического воздействия.
Для этого необходимо представлять локализацию
экспрессии транспортера в формациях мозга на
ранних сроках развития. Вопрос о динамике экс-
прессии GAT1 в разных слоях неокортекса в неона-
тальный период развития после воздействия гипо-
ксии до настоящего времени остается мало изучен-
ным.

В связи с этим целью работы было исследова-
ние распределения нейронов, содержащих GA-
BA, и уровня экспрессии GAT1 в разных слоях
неокортекса после воздействия перинатальной
гипоксии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа проведена на лабораторных крысах ли-

нии Wistar из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН”
(Санкт-Петербург). Все процедуры с животными
проводили в соответствии с “Правилами прове-
дения работ с использованием эксперименталь-
ных животных” и при соблюдении требований
Директив Совета Европейского сообщества
(86/609/ЕЕС) об использовании лабораторных жи-
вотных, а также требований Комиссии по контролю
содержания и использования лабораторных живот-
ных при Институте физиологии им. И.П. Павлова
РАН (Протокол № 06/14 от “14” июня 2022 г.).

В работе использовали модель недоношенной
беременности человека, т.е. модель общей гипо-
ксии, которая воспроизводит спектр повреждений
мозга, наблюдаемых у недоношенных новорож-
денных детей при условии недоразвития респира-
торной системы и нарушения респираторных
функций (асфиксии). Считается, что развитие моз-
га новорожденных крыс на 1–2-е сутки соответ-
ствует степени развития мозга преждевременно ро-
дившихся детей (примерно 29–30 нед беременно-
сти) [1]. Использование этой модели исключает
смертность животных, при этом гипоксия оказы-
вает повреждающее действие на структуры ЦНС.

Воздействие гипоксии
Воздействие общей острой гипоксии осуществ-

ляли на 2-е постнатальные сутки в специальной ка-
мере в течение 1 ч при содержании в дыхательной
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.).

В работе использовали 2 группы животных:
(1) крысы, подвергавшиеся в барокамере воздей-
ствию гипоксии (n = 12); и (2) контрольные живот-
ные тех же возрастных сроков (n = 12). Исследова-
ние проводили на 5-е и 10-е постнатальные сутки
(П5, П10), т.е. в середине и конце неонатального
периода. Изучали соматосенсорную область не-
окортекса, которая является зоной обработки ин-
формации, поступающей от сенсорных рецепторов
(тактильных, болевых, температурных, давления),
инициации мышечного ответа, двигательного по-
ведения, она имеет связи с таламическими струк-
турами и спинным мозгом, здесь осуществляется
обработка сигналов, полученных от чувствитель-
ных периферических рецепторов.

Гистологические и иммуногистохимические
методы исследования

Головной мозг извлекали и фиксировали в
цинк-этанол-формальдегиде на фосфатно-соле-
вом буфере (рH 7.4), заливали в парафин по обще-
принятой методике и готовили серийные фрон-
тальные срезы мозга толщиной 6–7 мкм на уровне
брегмы – 0.60–0.40 mm (по стереотаксическому ат-
ласу координатных таблиц мозга крыс на П5 и
П10 [14]). Срезы помещали на предметные стекла
Super-Frost Plus Gold (Menzel-Glaser, Германия) и
получали цифровые изображения серийных гисто-
логических срезов при помощи светового микро-
скопа Leica DME (Leica, Германия) при увеличе-
нии объектива 100× и цифровой камеры Leica EC3
(Leica, Германия).

Иммуногистохимическую реакцию на GABA
проводили с использованием первичных кроли-
чьих поликлональных антител (anti-GABA anti-
body, ab8891, Abcam, Великобритания) в разведе-
нии 1:1000. После процедуры теплового демаски-
рования белков в цитратном буфере (рН 6.1)
(Dako, Дания) в течение 25 мин и блокировки эн-
догенной пероксидазы раствором 3% перекиси во-
дорода в течение 30 мин, срезы инкубировали в
первичных антителах при 4°С в течение 16 ч. В ка-
честве вторичных антител использовали Goat anti-
rabbit IgG H&L(HRP) (Abcam, Великобритания),
помещая в них срезы на 40 мин при комнатной
температуре.

Иммуногистохимическую реакцию на GAT1
проводили с использованием первичных кроли-
чьих поликлональных антител (anti-GABA trans-
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porter 1; GAT1; ab426, Abcam, Великобритания) в
разведении 1:100. После процедуры теплового де-
маскирования белков в цитратном буфере (рН 6.1)
(Dako, Дания) в течение 20 мин и блокировки эн-
догенной пероксидазы.раствором 3% перекиси во-
дорода в течение 30 мин, срезы инкубировали в
первичных антителах при 4°С в течение 18 ч. В ка-
честве вторичных реагентов для GAT1 использова-
ли реактивы из набора EnVision+System- HRP La-
belled Polymer Anti-Rabbit (DakoCytomаtion, США).
Срезы помещали во вторичные антитела на 30 мин
при комнатной температуре. Визуализацию про-
дукта обеих иммунных реакций осуществляли ис-
пользованием хромогена DAB+ (Dako, Дания),
специфичность реакций проверяли с помощью не-
гативного контроля (без первичных антител). Сре-
зы заключали в синтетическую среду Permaunt
(Termo, США).

Статистическая обработка полученных данных 
и оценка оптической плотности продукта 

иммуногистохимической реакции

При проведении иммуногистохимических реак-
ций все процедуры были стандартизированы и осу-
ществлялись одновременно для гистологических
срезов мозга, полученных от контрольных и под-
опытных животных.

Количество иммуноположительных клеток оце-
нивали на стандартной площади 0.1 мм2 (условной
единице площади) при увеличении объектива
100×. Количественный анализ данных осуществ-
ляли на изображениях, полученных с 10–15 гисто-
логических срезов мозга, взятого от 6 животных
каждой исследуемой возрастной группы, при по-
мощи пакетов компьютерных программ ImageJ
(NIH, США), Origin 5.0.

Оценку интенсивности иммунной реакции про-
изводили с использованием системы анализа изоб-
ражения, включающей световой микроскоп Olym-
pus CX31 (Япония), цветную цифровую камеру
VideoZavr Standard VZ-C31Sr и программное обес-
печение Видеозавр Мультиметр 2.3 (Санкт-Петер-
бург). Оценивали оптическую плотность (D) про-
дукта реакции в нейропиле: в сети иммунопози-
тивных отростков, терминалей, а также в
скоплениях мелких и крупных гранул. Последние,
предположительно, считаются терминальными си-
наптическими структурами и их скоплениями [15].
Для этого контуром выделяли участки сети имму-
нопозитивных отростков и скоплений гранул. Уро-
вень содержания GAТ1 выражали в значениях оп-
тической плотности (D) (условных единицах; у.е.)
продукта иммунной реакции. Определяли среднее
значение D в иммунопозитивных отростках и гра-
нулах при увеличении объектива 100×. Измерения

проводили на 15 серийных срезах мозга, взятого от
5 животных каждой исследуемой группы.

Все статистически обработанные данные пред-
ставлены как средние значения ± стандартная
ошибка среднего (m ± SEM). Для анализа и сравне-
ния полученных результатов между разными груп-
пами животных использовали t-критерий
Стьюдента и oneway ANOVA (Statistica 8.0, Statsoft
Inc., США), различия считали достоверными при
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Количество нейронов, иммунопозитивных на GABA, 
в разных слоях соматосенсорной области 

неокортекса на 5-е неонатальные сутки у крыс
в контроле и после воздействия

перинатальной гипоксии

У животных в контроле (на П5) в слое I присут-
ствует небольшое число интернейронов (6.2 ± 0.9,
табл. 1), сеть иммунопозитивных отростков и мно-
гочисленные синаптические структуры. В слоях
II–III число иммунопозитивных нейронов на еди-
ницу площади составляет 18.6 ± 2.1 (табл. 1), при
этом нейропиль развит слабо, присутствуют от-
дельные иммунопозитивные отростки, имеющие
варикозные расширения и редкие синаптические
структуры (рис. 1а). В слоях IV и V число иммуно-
позитивных нейронов в 1.5 и 2.3 раза меньше
(12.5 ± 1.8 и 8.0 ± 1.4 соответственно), чем в верх-
них слоях II–III (табл. 1). Нейропиль содержит бо-
лее плотную сеть иммунопозитивных отростков,
имеющих варикозные расширения и синаптиче-
ские структуры. В слое VI количество иммунопози-
тивных нейронов соответствует таковому в верхних
слоях (19.3 ± 1.2) (табл. 1). Плотность распределения
синаптических структур и сети иммунопозитивных
отростков с варикозными расширениями в нейро-
пиле аналогична таковой в слое V.

После воздействия гипоксии в слоях I и II–III
количество иммунопозитивных нейронов такое
же, как и в аналогичных слоях у животных в кон-
троле, в слоях IV и V число таких нейронов суще-
ственно повышается в 1.3 и 2.5 раза соответствен-
но, в слое VI незначительно снижается (табл. 1).
Таким образом, исследование показало, что у кон-
трольных животных на П5 в верхних слоях II–III и
глубоком слое VI число нейронов, иммунопози-
тивных на GABA, существенно превышает их ко-
личество в слоях IV и V. После воздействия гипо-
ксии в верхних слоях высокая численность таких
нейронов сохраняется, а в глубоких слоях IV и V их
число значительно увеличивается и примерно со-
ответствует их числу в верхних слоях.
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Количество нейронов, иммунопозитивных на GABA,
в разных слоях соматосенсорной области 

неокортекса на 10-е неонатальные сутки у крыс
в контроле и после воздействия 

перинатальной гипоксии

У животных в контроле (на П10) в слое I, так-
же как и на предыдущем сроке исследования, на-
ходится небольшое число иммунопозитивных
нейронов (табл. 1), присутствуют сеть иммуно-
позитивных отростков и большое количество си-
наптических структур. В слоях II–III число имму-
нопозитивных нейронов на у.е. площади значи-
тельно ниже (9.0 ± 1.3), чем таковое на П5 (табл. 1)
(рис. 1а,b). В глубоких слоях IV, V и VI численность
иммунопозитивных нейронов близка по значению
и также соответствует таковой в верхних слоях II–
III (10.7 ± 1.2, 7.4 ± 0.9 и 8.5 ± 0.8; табл.1). В нейро-
пиле всех слоев присутствует сеть иммунопозитив-
ных отростков и синаптических структур, распола-
гающихся как на отростках, так и на и телах боль-
шинства клеток.

После воздействия гипоксии у крыс (на П10) в
слое I число иммунопозитивных клеток соответ-
ствует контрольному значению. В слоях II–III,
IV и VI количество иммунопозитивных нейронов
также сопоставимо с его значениями в контроле
(табл. 1). Однако в слое V число иммунопозитив-
ных нейронов оказалось значительно меньше (в
1.7 раза), чем у контрольных животных (табл. 1).
Таким образом, у контрольных животных к концу
неонатального периода (П10) в разных слоях (II–
III, IV, V и VI) неокортекса значения численности
нейронов, иммунопозитивных на GABA, сопоста-
вимы между собой, т.е. тормозные интернейроны
примерно равномерно распределяются в слоях
неокортекса. После воздействия гипоксии чис-
ленность нейронов, иммунопозитивных на GABA,
в слоях почти не меняется за исключением их чис-
ла в слое V, где оно значительно сокращается.

Оптическая плотность (D) продукта иммунной 
реакции на GAT1 в разных слоях соматосенсорной 
области неокортекса на 5-е неонатальные сутки 

у крыс в контроле и после воздействия 
перинатальной гипоксии

У животных в контроле на П5 обнаружен самый
высокий показатель оптической плотности про-
дукта иммунной реакции на GAT1 в слое I , самый
низкий в слоях II–III (рис. 1c) и слое VI (табл. 2).
После воздействия перинатальной гипоксии у
крыс на П5 в верхних слоях I и II–III D существен-
но возрастает (в 1.25 и 2.4 раза соответственно). В
слоях IV и VI почти не изменяется, а в слое V сни-
жается почти в 1.5 раза (табл. 2).

Оптическая плотность (D) продукта иммунной 
реакции на GAT1 в разных слоях соматосенсорной 

области неокортекса на 10-е неонатальные сутки 
у крыс в контроле и после воздействия 

перинатальной гипоксии

У контрольных крыс D в слое I (по сравнению
с П5) резко снижается (в 2 раза). В слоях II–III
(рис. 1d), IV, V и VI) существенно повышается
(в 3.1; 1.3; 1.3 и 1.4 раза соответственно) (табл. 2).
После воздействия перинатальной гипоксии у
крыс на П10 D в слое I почти соответствует кон-
трольному уровню (0.142 ± 0.007 и 0.128 ± 0.008), в
слоях II–III (рис. 1е), IV и V D значительно снижа-
ется по сравнению с контрольными значениями в
3.8, 2.9 и 2.2 раза соответственно, однако, в слое VI
D соответствует таковому значению в контроле
(табл. 2). Таким образом, на протяжении неона-
тального периода у крыс в контроле в разных слоях
соматосенсорной области коры интенсивность
экспрессии GAT1 меняется. В слое I на П5 она име-
ет самое высокое значение по сравнению с другими
слоями, к концу неонатального периода (П10) она
значительно снижается, а во всех остальных слоях
интенсивность экспрессии GAT1 существенно по-
вышается. Воздействие гипоксии приводит к рез-
кому увеличению экспрессии GAT1 во всех слоях

Таблица 1. Количество нейронов иммунопозитивных на GABA в слоях соматосенсорной области неокортекса
на 5-е и 10-е постнатальные сутки у крыс в контроле и после воздействия гипоксии (число клеток на у. е. площади)

* Отличия количественных значений в слоях неокортекса между животными разных возрастных групп достоверны при р < 0.05.

Слои
неокортекса

Число нейронов, иммунопозитивных на GABA, на у. е. площади

Сроки развития

П5 (контроль) П5 (гипоксия) П10 (контроль) П10 (гипоския)

I 6.2 ± 0.4 4.8 ± 1.4 5.8 ± 1.2 6.4 ± 1.3
II–III 18.6 ± 1.4 19.9 ± 1.4 9.0 ± 1.3 7.3 ± 1.1
IV 12.5 ± 1.8 16.2 ± 1.5 10.7 ± 1.2 12.4 ± 0.9
V 8.0 ± 1.4 20.1 ± 0.9 7.4 ± 0.9 4.3 ± 1.0*
VI 19.3 ± 1.2 16.4 ± 1.3 8.5 ± 0.8 8.3 ± 0.8
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на П5. К концу неонатального периода (П10) ин-
тенсивность экспрессии GAT1 в слоях I и VI соот-
ветствует контрольным значениям, а в остальных
слоях (II–III, IV и V) значительно снижается.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Установлено, что во время развития подавляю-

щее большинство GABAергических нейронов про-
исходит из медиального ганглиозного возвыше-
ния, одной из пролиферативных зон области sub-
pallium, локализующейся в вентральной части
конечного мозга [16–20]. Из этой зоны молодые
GABAергические нейроны мигрируют в развиваю-
щиеся формации мозга, в том числе, и неокортекс,
однако, механизмы, которые контролируют рас-
пределение мигрирующих нейронов по слоям ко-
ры, в настоящее время до конца неясны.

Во время раннего развития мозга высвобождае-
мая незрелыми нейронами GABA представляет
трансмиттер, оказывающий возбуждающее дей-
ствие, обусловленное деполяризацией незрелых
нейронов. К деполяризации приводит активация
GABA Α рецептора, который открывает ионные
каналы и вызывает отток ионов хлора, значительно
снижая его внутриклеточную концентрацию и при-
водя к возникновению возбуждающего потенциала.
Полагают, что возбуждающий эффект GABA необ-
ходим для осуществления процессов миграции (в
этот момент GABA выступает как хемоаттрактант),
для начальной дифференцировки нейронов, экс-
прессии рецепторов и установления нейронных
связей [21, 22]. Одновременно с созреванием тор-
мозной системы появляются коррелированные
паттерны спонтанной активности нейронов у но-
ворожденных грызунов и человека. Эта сетевая
спонтанная активность обеспечивается деполяри-
зацией незрелых нейронов, которая вызывается
возбуждающим эффектом GABA. Установлено,
что деполяризирующее действие GABA и сетевая
нейронная активность являются ключевыми регу-
ляторами процессов, происходящих на субклеточ-
ном уровне, таких как экспрессия транспортеров,
высвобождение хлоридов, экспрессия рецепторов
к GABA и GABAергический синаптогенез, кото-
рые, в результате, лежат в основе смены возбужда-
ющей функции GABA на тормозную [23, 24]. Бы-
ло выявлено, что для поддержания уровня сетевой
активности необходима определенная числен-
ность популяции интернейронов в развивающемся
неокортексе [25].

Развитие неокортекса у млекопитающих и чело-
века происходит на протяжении длительного вре-
мени, как в пренатальный, так и неонатальный пе-
риоды. Во время последнего завершаются процес-
сы миграции нейронов, их дифференцировка и
становление нейропиля. Установлено, что верхние
слои (II–III) неокортекса образуются последними
[26, 27].

Рис. 1. Соматосенсорная область неокортекса крысы
на П5 (a,c) и П10 (b, d, e), верхние слои II–III (L II–III)
у контрольных животных (a,b,c,d) и после воздействия
перинатальной гипоксии (е). Иммуногистохимиче-
ские реакции на GABA (a, b) и GAT1 (c, d, e); а –
плотное расположение нейронов, содержащих GABA
(стрелки); b – снижение плотности распределения
нейронов, содержащих GABA (длинные стрелки),
сеть иммунопозитивных на GABA отростков (корот-
кая стрелка); с – отдельные иммунопозитивные на
GAT1 отростки (стрелки); d – сеть иммунопозитив-
ных отростков и гранул (синаптических структур) на
GAT1 (стрелки); е – отдельные иммунопозитивные на
GAT1 отростки нейронов (стрелки).
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L I

L I

LII–IIILII–III
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Результаты проведенного исследования показа-
ли, что в неонатальный период у крыс, как у кон-
трольных, так и переживших перинатальную гипо-
ксию, в разных слоях неокортекса имеет место ди-
намика изменения численности тормозных
интернейронов и экспрессии GAT1. Выявлено, что
на начальных сроках (П5) неонатального периода в
верхних слоях II–III число клеток, иммунопози-
тивных на GABA, существенно превосходит их
численность в более глубоких слоях. Кроме того,
эти клетки имеют веретеновидную форму, кото-
рая, как правило, характерна для незрелых нейро-
нов, здесь слабо развит нейропиль и крайне мало
синаптических структур. Ранее было высказано
предположение, что одним из факторов, оказыва-
ющих влияние на миграционное поведение нейро-
нов, является программа внутреннего созревания
GABAергических нейронов, согласно которому
мигрирующие клетки, достигнув в неокортексе
определенного местоположения, могут временно
находиться в периоде ожидания: или завершения
определенного этапа своей дифференцировки, или
созревания своих будущих мишеней и, затем, мо-
гут продолжить миграцию [28]. Вероятно, повы-
шенное число молодых интернейронов в верхних
слоях II–III на П5 может быть временным локаль-
ным скоплением клеток, находящихся в состоянии
ожидания, и свидетельствовать о том, что на П5
процессы формирования верхних слоев и диффе-
ренцировки нейронов еще не завершены.

К концу неонатального периода (к П10), в верх-
них слоях происходит значительное снижение чис-
ла нейронов, позитивных на GABA, которое стано-
вится сопоставимым с численностью интернейро-
нов в слоях VI и V. Установлено, что на ранних
сроках неонатального периода в развивающийся
неокортекс продолжается миграция молодых
GABAергических нейронов, которые проходят че-
рез белое вещество, слой VI и далее мигрируют в
слои, расположенные выше [29]. Результаты дан-
ного исследования показали, что на П5 в слое VI
(также как и в слоях II–III) присутствует значи-

тельное число GABAергических нейронов, кото-
рое также можно рассматривать как скопление мо-
лодых нейронов, находящихся либо в состоянии
транзита, либо в определенном периоде ожидания.
Далее в слое VI численность GABAергических ней-
ронов снижается более, чем в 2 раза, и становится
сопоставимой с числом интернейронов в осталь-
ных слоях II–V, т.е. к концу неонатального периода
у контрольных животных тормозные GABAергиче-
ские интернейроны в разных слоях коры распреде-
ляются почти равномерно.

Слой I играет важную роль в формировании
слоев неокортекса [30, 31]. В неонатальный период
в слое I присутствуют две популяции нейронов:
клетки Cajal-Retzius и GABAергические интерней-
роны, мигрирующие сюда из области subpallium
[32, 33]. Находящиеся в нейропиле слоя I отростки
локальных GABAергических нейронов и аксоны
клеток Мартинотти образуют мощные GABAерги-
ческие связи с клетками Cajal-Retzius, здесь же
присутствуют дендриты пирамидных нейронов ни-
жележащих слоев, устанавливающие связи с клет-
ками Cajal-Retzius [34]. Результаты исследования
показали, что у контрольных животных на протя-
жении неонатального периода в слое I количество
GABAергических нейронов не изменяется, одна-
ко, при этом на П5 имеет место самая высокая ин-
тенсивность экспрессии GAT1. К концу неонаталь-
ного периода в слое I интенсивность экспрессии
GAT1 значительно снижается. Ранее было показа-
но, что на клетках Cajal-Retzius в близи GABAерги-
ческих синапсов количество GABA снижается в
2 раза в период с П2 по П7 и имеет тенденцию к
дальнейшему снижению [35]. Следовательно,
уменьшение количества GABA будет приводить к
снижению экспрессии транспортера GAT1. Это
предположение было подтверждено данными, по-
лученными при изучении синтеза поверхностных
белков, показавших, что снижение экспрессии
поверхностного транспортера GAT1 коррелирует
с сокращением транспорта GABA [35]. Вероятно,
снижение трансмиссии GABA в слое I к концу

Таблица 2. Показатели оптической плотности (D) продукта иммунной реакции на GAT1 в слоях соматосенсорной
области неокортекса на 5-е и 10-е неонатальные сутки у крыс в контроле и после воздействия гипоксии (в у. е.)

* Отличия значений D в разных слоях неокортекса между животными различных возрастных групп достоверны при р < 0.05.

Слои
неокортекса

D (у. е.)

Сроки развития

П5 (контроль) П5 (гипоксия) П10 (контроль) П10 (гипоксия)

I 0.280 ± 0.004 0.350 ± 0.008 0.142 ± 0.007* 0.128 ± 0.008
II–III 0.044 ± 0.002 0.106 ± 0.007 0.138 ± 0.005* 0.036 ± 0.004*
IV 0.071 ± 0.003 0.059 ± 0.006 0.091 ± 0.004* 0.031 ± 0.005*
V 0.095 ± 0.004 0.064 ± 0.008 0.123 ± 0.008* 0.055 ± 0.008*
VI 0.048 ± 0.005 0.053 ± 0.007 0.069 ± 0.003 0.067 ± 0.006



474

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

ХОЖАЙ, ОТЕЛЛИН

неонатального периода связано с завершающими
процессами формирования верхних слоев неокор-
текса и установлением дефинитивных синаптиче-
ских связей.

Полученные данные показали, что воздействие
перинатальной гипоксии. приводит к существен-
ному повышению численности GABAергических
нейронов во всех слоях неокортекса на ранних сро-
ках неонатального периода. Эти данные согласу-
ются с результатами других авторов, сообщивших,
что перинатальная гипоксия вызывает длительное
повышение уровня GABA в неокортексе и гиппо-
кампе [3, 36, 37]. Однако к концу неонатального
периода число GABAергических нейронов во всех
слоях неокортекса снижается и примерно соответ-
ствует контрольным значениям на П10, кроме
слоя V, где количество GABAергических нейронов
значительно меньше, чем в контроле.

Вероятно, воздействие гипоксии вызывает вре-
менную задержку процессов миграции нейронов,
развития нейропиля, что может приводить к их
скоплению в слоях неокортекса, которое нивели-
руется к концу неонатального периода. В этот пе-
риод мигрирующие нейроны в слой V, вероятно,
оказываются самыми высокочувствительными к
гипоксии, что приводит к их частичной утрате. Бы-
ло высказано предположение, что у части молодых
GABAергических нейронов, направляющихся в
неокортекс, период их миграции через белое веще-
ство головного мозга совпадает с периодом особой
чувствительности к воздействию гипоксии [38].

Результаты исследования свидетельствуют о
том, что у контрольных животных на протяжении
неонатального периода, в отличие от слоя I, во всех
слоях неокортекса происходит постепенное увели-
чение экспрессии GAT1 и количества синаптиче-
ских структур. Выявлено, что воздействие гипо-
ксии приводит (на П5) к увеличению экспрессии
GAT1 в верхних слоях I–III, однако, в глубоких
слоях IV–VI было отмечено снижение экспрессии
GAT1. К концу неонатального периода (П10) было
обнаружено резкое снижение экспрессии GAT1 во
всех слоях неокортекса, даже в тех слоях, в которых
численность GABAергических нейронов соответ-
ствовала контрольным значениям.

Наблюдения, полученные в недавних работах,
показали, что воздействие гипоксии на ранних
сроках неонатального периода вызывает наруше-
ние ветвления дендритных отростков нейронов ко-
ры. Считают, что уменьшение сложности ветвле-
ния дендритных ветвей является отражением нару-
шения созревания основных проекционных
нейронов [39]. В другом исследовании в ответ на
воздействие гипоксии у плода овцы были выявле-
ны нарушение созревания дендритного отростка
пирамидных нейронов во всех кортикальных слоях
и общее уменьшение объема мозга. Показано, что
эти нарушения созревания нейронов совпадают с

критическим периодом установления нейронных
связей [40]. Наряду с упрощением сложности ветв-
ления дендритного отростка будут происходить на-
рушение процессов синаптогенеза и сокращение
количества синаптических контактов между пира-
мидными и GABAергическими нейронами, что,
в свою очередь, будет приводить к снижению си-
наптической трансмиссии GABA во всех слоях
неокортекса. Вероятно, этим можно объяснить
выявленное нами значительное снижение экс-
прессии GAT1 во всех слоях неокортекса после воз-
действия гипоксии, не смотря на сходное число
GABAергических интернейронов в слоях коры у
контрольных и подопытных животных, установив-
шееся к концу неонатального периода.

Таким образом, проведенное исследование по-
казало, что в течение неонатального периода в раз-
ных слоях неокортекса существует динамика изме-
нения как числа нейронов, содержащих GABA, так
и экспрессии GAT1. Середина неонатального пери-
ода (П5) – это срок, когда активно идет процесс
стратификации, который заканчивается к П7 и,
вероятно, происходит завершение формирова-
ния верхних слоев, которые в ходе развития об-
разуются последними. Показано, что у животных
в контроле к концу неонатального периода моло-
дые GABAергические нейроны распределяются
по слоям неокортекса почти равномерно и к этому
времени существенно повышается уровень экс-
прессии GAT1, что может свидетельствовать об
установлении синаптической трансмиссии GABA.
Воздействие гипоксии приводит сначала к повы-
шению числа интернейронов в слоях коры, но к
концу неонатального периода их количество сни-
жается и соответствует контрольным значениям,
при этом резко снижается уровень экспрессии
GAT1, что скорее всего можно рассматривать как
нарушение GABAергического синаптогенеза и об-
щего созревания нейронов неокортекса.
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Distribution of GABAergic Neurons and Expression Levels of GABA Transporter 1
in the Rat Neocortex during the Neonatal Period after Perinatal Hypoxic Exposure

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

a Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: astarta0505@mail.ru

The aim of this work was to study the distribution of GABA-expressing neurons and the level of GABA trans-
porter type 1 (GAT1) expression in different layers of the rat neocortex in the neonatal period after perinatal hy-
poxia. Perinatal hypoxic exposure was carried out on neonatal day 2 for 1 h (7.8% O2 in the breathing gas mix-
ture). GABA and GAT1 were localized immunohistochemically. The neocortical somatosensory area was studied
on postnatal days 5 and 10 (P5, P10). It was found that at the early neonatal stage (P5), perinatal hypoxic expo-
sure leads to an increase in the number of GABAergic inhibitory interneurons in all layers of the neocortex. By
the end of the neonatal period (P10), their number in the cortical layers decreases, while in layer V, decreases
significantly. In control animals, the GAT1 expression level gradually increases throughout the neonatal period
in all layers of the neocortex. After perinatal hypoxic exposure, GAT1 expression decreases significantly, includ-
ing in the neocortical layers, where the number of GABAergic neurons corresponds to the control value. These
findings indicate that the exposure to acute perinatal hypoxia can lead to changes in GABAergic synaptic trans-
mission in all layers of the neocortex at the end of the neonatal period.

Key words: neocortex, hypoxia, GABA, GAT1, neonatal period
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В работе впервые исследовалось содержание ретинола и α-токоферола у летучих мышей, обитающих и
зимующих в Карелии на северной периферии их ареалов, на разных этапах гибернации и в период лет-
ней активности. Характерной особенностью рукокрылых северной зоны является пребывание боль-
шую часть года в состоянии гипобиоза. Циклы оцепенения–пробуждения в период зимней спячки свя-
заны с быстрым повышением температуры тела и дыхания, что приводит к увеличению образования
активных форм кислорода. Для исследования антиоксидантного статуса у летучих мышей пяти видов
определяли содержание ретинола и α-токоферола в печени и скелетной мышце методом ВЭЖХ. Объ-
ектами исследования послужили ночница Брандта (Myotis brandtii), усатая ночница (Myotis Mystacinus),
водяная ночница (Myotis Daubentonii), бурый ушан (Plecotus auritus) и северный кожанок (Eptesicus nils-
sonii). Выявлено, что содержание антиоксидантов было выше у летучих мышей во время гибернации по
сравнению с активными животными в летний период. В начале спячки наиболее высокое содержание
α-токоферола в печени выявлено у северного кожанка, ретинола – у бурого ушана. Весной высокий
уровень ретинола и α-токоферола в печени и скелетной мышце был у ночницы Брандта. Обнаружено,
что на разных этапах гибернации содержание α-токоферола в скелетной мышце может быть выше, чем
в печени. Весной перед окончанием спячки самки демонстрировали более высокий уровень антиокси-
дантов в тканях по сравнению с самцами. У всех видов летучих мышей наблюдалась значительная ва-
риабельность показателей, которую можно объяснить как видовыми, так и индивидуальными разли-
чиями животных, обитающих в природных условиях. Высокий уровень α-токоферола и ретинола в тка-
нях может играть важную роль в стратегии антиоксидантной защиты у рукокрылых северной зоны во
время зимней спячки.

Ключевые слова: витамины А и Е, рукокрылые, зимняя спячка, антиоксиданты
DOI: 10.31857/S0044452922060031

Летучих мышей характеризует сезонность их
жизненного цикла, которая включает четкую при-
уроченность биологических периодов к опреде-
ленному времени года и связанные с этим измене-
ния различных физиолого-биохимических показа-
телей. Рукокрылые являются единственными
млекопитающими, способными к полету, и в ак-
тивном состоянии отличаются высокой скоростью
обмена веществ, однако показатели метаболизма
могут варьировать как у разных видов летучих мы-
шей, так и в зависимости от сезонных изменений
внешних факторов и физиологического состояния
животных. Отсутствие или дефицит пищи в холод-
ное время года являются одной из главных угроз
для животных севера, поэтому гибернация служит
ключевой стратегией выживания для ряда млеко-
питающих, обитающих в условиях выраженной го-
довой сезонности. На территории Карелии руко-

крылые в состоянии гипобиоза проводят большую
часть года – семь месяцев и более, в зависимости от
условий внешней среды, вида животных и ряда
других факторов. У летучих мышей во время гибер-
нации длительные периоды оцепенения перемежа-
ются короткими периодами разогрева, когда тем-
пература тела восстанавливается до нормального
эутермического уровня. Например, в результате
проведенных в лабораторных условиях наблюде-
ний было обнаружено, что во время спячки про-
должительность периода оцепенения у северного
кожанка составляла в среднем 214.8 ч, длитель-
ность активного состояния – 1.2 ч, а максимальная
продолжительность оцепенения – 428 ч [1]. Для ле-
тучих мышей зимняя спячка является физиологи-
ческой адаптацией, при которой происходит сни-
жение уровня метаболизма, сопровождающееся
понижением температуры тела, замедлением дыха-
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ния, частоты сердцебиения и значительным умень-
шением потребления кислорода [1–4]. При гибер-
нации генерация активных форм кислорода (АФК)
понижена, но она значительно усиливается при пе-
риодических пробуждениях и сократительном тер-
могенезе во время разогревания животных, так как
вместе с этим повышается уровень окислительного
метаболизма. Считается, что основным фактором
адаптации, способным защищать клетки от АФК
путем снижения уровня их генерации, может быть
усиление антиоксидантных механизмов [4–6].

Витамины А (ретинол) и Е (токоферол) играют
важную роль в метаболизме животных, характери-
зуются разносторонними физиологическими эф-
фектами и биохимическим действием и проявляют
себя как низкомолекулярные антиоксиданты. Ви-
тамин А имеет особое значение в процессе воспри-
ятия света, необходим для нормального развития
плода, регуляции пролиферации и дифференциа-
ции клеток в течение всего жизненного цикла, яв-
ляется значимым компонентом циркадной систе-
мы организма, а также влияет на процесс увеличе-
ния белой и бурой жировой ткани, имеющих
важное значение для благополучной зимовки мле-
копитающих [7, 8]. Витамин Е в тканях выполняет
роль основного биологического антиоксиданта,
препятствующего развитию свободнорадикальных
процессов перекисного окисления ненасыщенных
тканевых липидов (ПОЛ) молекулярным кислоро-
дом [5, 9]. Кроме того, токоферол является регуля-
тором энергетического метаболизма, а процесс
впадения в спячку и выход из нее у зимоспящих
животных рассматриваются как результат влияния
токоферола [10].

В литературе имеется мало сведений о содержа-
нии витаминов А и Е у рукокрылых. В единичных
работах исследовался уровень ретинола и α-токо-
ферола у летучих мышей, обитающих в природных
условиях [4, 11, 12], отдельные данные получены на
животных, содержащихся в неволе [13]. Особый
интерес в этих условиях представляет вопрос об
участии в естественной спячке рукокрылых анти-
оксидантной системы, в частности, ее нефермен-
тативного звена, включающего витамины Е и А.
Цель настоящей работы состояла в исследовании
содержания низкомолекулярных антиоксидантов
ретинола и α-токоферола в печени и скелетной
мышце летучих мышей, обитающих и зимующих в
Карелии на северной периферии их ареалов, на
разных стадиях гибернации и в период летней ак-
тивности. Ранее подобные исследования летучих
мышей севера европейской части России не прово-
дились.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования послужили предста-

вители пяти видов гладконосых летучих мышей
(Chiroptera, Vespertilionidae): ночница Брандта

(Myotis brandtii Eversmann, 1845) (n = 18), усатая
ночница (Myotis Mystacinus Kuhl, 1817) (n = 5), водя-
ная ночница (Myotis Daubentonii Kuhl, 1817) (n = 28),
бурый ушан (Plecotus auritus, Linnaeus, 1758) (n = 9),
северный кожанок (Eptesicus nilssonii, Keyserling,
Blasius, 1839) (n = 43), обитающие в природных
условиях в республике Карелия (61–63° с.ш., 30–
36° в.д.). Сбор и отлов летучих мышей производили
в разные сезоны года: осенью в период подготовки
и начала гибернации (конец сентября–ноябрь),
зимой в фазу глубокого сна (декабрь–февраль),
весной (март, апрель) на позднем этапе спячки, и
летом (конец июля–начало августа) в период наи-
большей активности животных. Сбор летучих мы-
шей в период гибернации осуществляли на зимов-
ках в подземных укрытиях разного типа. Поиск
животных проводили методом сплошного визуаль-
ного осмотра зимовок, определяли пол и видовую
принадлежность. Летний отлов животных прово-
дили паутинными сетями. Встречаемость и отно-
сительное обилие [14] летучих мышей зимой
определяли в подземных убежищах различного
типа, а относительное обилие и относительную
численность летом – на ночных автомобильных
маршрутах с ультразвуковым детектором Song
Meter SM 2 BAT+ (США) с последующей обработ-
кой с использованием программного обеспечения
Kaleidoscope Pro. Разрешения для отлова выданы
Управлением охотничьего хозяйства Министер-
ства сельского, рыбного и охотничьего хозяйства
республики Карелия. Работа выполнена в соответ-
ствии с этическими стандартами, утвержденным
правовыми актами РФ, принципами Базельской
декларации и рекомендациями этического комите-
та Института биологии КарНЦ РАН (протокол № 2
от 10 февраля 2021 г.).

Содержание ретинола и α-токоферола опреде-
ляли в печени и скелетной мышце, взятой из обла-
сти бедра, методом ВЭЖХ [15]. Образцы тканей
(100 мг) гомогенизировали в 0.9 мл 0.25 М раствора
сахарозы (рН 7.4) в качестве суспензирующей сре-
ды. К гомогенату добавляли 0.025%-ный раствор
бутилокситолуола в этиловом спирте и тщательно
смешивали для осаждения белков. Приливали
0.0125%-ный раствор бутилокситолуола в н-гекса-
не, смесь встряхивали в течение 5 мин, затем цен-
трифугировали при 3000 × g в течение 10 мин и вы-
держивали в течение 40 мин при 4°C. Пробу для
хроматографического анализа отбирали из верхне-
го гексанового слоя. Хроматографическое разде-
ление проводили методом микроколоночной хро-
матографии, элюентом служила смесь гексана с
изопропанолом в соотношении 98.5:1.5. Для про-
ведения анализа использовали колонку с прямой
фазой, наполнителем для которой служил силика-
гель. Детектирование проводили при 292 нм для
α-токоферола и 324 нм для ретинола. Нижний пре-
дел определения 0.01 мкг/г влажной ткани. При
построении калибровочных кривых использовали
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Таблица 1. Содержание ретинола в печени и скелетной мышце летучих мышей во время гибернации и летней актив-
ности, мкг/г влажной ткани (M, min – max)

Здесь и в табл. 2: в скобках количество исследованных особей; <– значения содержания ниже предела обнаружения; н.и. –
не исследован.

Вид
П

ол

Осень
(начало гибернации)

Зима
(глубокий сон)

Весна (поздний
этап гибернации)

Лето
(период активности)

печень скелетная 
мышца печень скелетная 

мышца печень скелетная 
мышца печень скелетная 

мышца

Ночница Брандта
(Myotis brandtii)

f 23.45 (2)
18.91–27.98 1.71 (1) 142.58 (3)

11.75–400.84
0.65 (3)

0.20–1.49
204.31 (3)

17.6–552.72
0.21 (2)

0.31–1.11
36.05 (4)

6.22–72.84
0.98 (3)

0.20–2.55

m 11.22 (2)
0.41–18.34 0.5 (1) 2.54 (1) 0.13 (1) 16.17 (3)

23.0–9.9
1.20 (2)

1.11–1.28 н.и. н.и.

Усатая ночница
(M. mystacinus)

f 34.8 (2)
1.1–68.5

0.45 (2)
<–0.9 н.и. н.и. н.и. н.и. н.и. н.и.

m < (1) < (1) 79.32 (1) н.и. 3.44 (1) 1.38 (1) н.и. н.и.

Водяная ночница
(M. daubentonii)

f 54.25 (4)
8.17–100.13

1.16 (4)
<–2.67 5.12 (1) 0.07 (1) 15.96 (1) 0.09 (1) 12.25 (10)

2.54–26.27
1.75 (17)

0.12–7.79

m 6.55 (2)
4.7–8.39

0.38 (2)
<–0.77 47.03 (1) 0.41 (1) н.и. н.и. 3.8 (1) < (1)

Бурый ушан
(Plecotus auritus)

f 102.19 (2)
18.54–185.83

0.14 (2)
<–0.28 139.35 (1) 2.84 (1) 55.89 (3)

21.80–116.09
1.17 (4)

0.38–3.03 н.и. н.и.

m н.и. н.и. 5.90 (1) н.и. 10.0 (1) < (1) н.и. н.и.

Северный кожанок
(Estesicus nilssonii)

f 2.03 (8)
0.26–4.11

0.29 (8)
<–1.41

45.82 (6)
1.37–101.60 0.82 (6) 14.37 (13)

0.79-68.88
0.85 (14)
<–2.92 н.и. н.и.

m 68.70 (4)
1.37–264.3

3.03 (5)
0.16–12.1

9.38 (2)
0.58–18.17

0.21 (2)
0.15–0.27

18.62 (8)
<–131.2

0.27 (5)
<–1.14 н.и. н.и.

стандартные растворы ретинола и α-токоферола
(“Sigma-Aldrich”, США). Для контроля физиоло-
гического состояния в разные сезоны года опреде-
ляли массу тела летучих мышей. Полученные дан-
ные обрабатывали с применением непараметри-
ческого критерия Вилкоксона–Манна–Уитни.
Влияние на содержание витаминов таких факто-
ров, как “сезон”, “пол” и “вид” оценивали с помо-
щью многофакторного дисперсионного анализа
(MANOVA). В связи с большой вариабельностью
изучаемых показателей в табл. 1 и 2 кроме среднего
приводятся минимальное и максимальное абсо-
лютные значения.

Исследования выполнены с использованием
научного оборудования Центра коллективного
пользования Федерального исследовательского
центра “Карельский научный центр Российской
академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Осенью в начальный период гибернации содер-
жание ретинола в печени самок северного кожанка
было достоверно ниже, чем у самок бурого ушана
(p < 0.05), ночницы Брандта (p < 0.05) и водяной
ночницы (p < 0.05) (табл. 1). В печени самцов се-

верного кожанка обнаружен высокий уровень ре-
тинола, причем у одной особи отмечено макси-
мальное (264.3 мкг/г) по сравнению с другими ви-
дами значение. Зимой в печени самок всех видов,
кроме водяной ночницы, уровень ретинола был
выше, чем в осенний период. Содержание ретино-
ла в печени самок северного кожанка зимой увели-
чилось более, чем в 20 раз (p < 0.05), в то время как
у самцов снизилось в 7 раз по сравнению с осенни-
ми показателями. В скелетной мышце летучих мы-
шей содержание ретинола было существенно ниже
по сравнению с печенью. У некоторых особей в
скелетной мышце ретинол не обнаружен. Весной
содержание витамина А в печени самок северного
кожанка было выше, чем осенью (p < 0.05), но сни-
жалось по сравнению с зимним периодом. У самок
ночницы Брандта уровень ретинола весной был
выше, чем у самцов этого вида в 12.5 раза. На этом
фоне особенно выделялась одна из самок ночницы
Брандта, содержание витамина А в печени кото-
рой было чрезвычайно высоким и составляло
552.72 мкг/г. В летний период содержание витами-
нов А и Е смогли определить только у двух видов –
ночницы Брандта и водяной ночницы. В результа-
те обнаружено, что уровень ретинола в печени ноч-
ницы Брандта летом был ниже, чем зимой и весной
во время спячки, но превышал содержание в пече-
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ни водяной ночницы в 3 раза. Исследования уров-
ня ретинола в мышцах двух видов ночниц в летний
период показали более высокие значения, чем во
время гибернации.

Наиболее значительные запасы α-токоферола
осенью в начале гибернации обнаружены в печени
северного кожанка (табл. 2). Анализ индивидуаль-
ных данных показывает, что не все особи накапли-
вают к зиме значительные запасы витамина Е –
минимальные значения выявлены как у самок, так
и у самцов этого вида. В скелетной мышце наибо-
лее высокое содержание α-токоферола выявлено у
бурого ушана. В зимний период гибернации основ-
ной тенденцией было снижение α-токоферола по
сравнению с осенними показателями, хотя у от-
дельных особей значения превышали предыдущие
значения. Весной как в печени, так и в скелетной
мышце выявлен довольно значительный уровень
α-токоферола, при этом самки имели в печени
бóльшие запасы витамина Е по сравнению с самца-
ми. Влияние пола на содержание α-токоферола в
печени установлено у ночницы Брандта (F = 4.76;
df = 1; p = 0.048; η2 = 16.91) и водяной ночницы (F =
= 9.23; df = 1; p = 0.008; η2 = 23.09). Содержание
α-токоферола в печени исследованных летом са-
мок ночницы Брандта было значительно ниже (р =
= 0.05), чем в зимний период. У самок водяной
ночницы летом выявлены различия по сравнению

с осенними значениями α-токоферола как в пече-
ни, так и в скелетной мышце (p < 0.05). Многофак-
торный анализ выявил влияние сезона года на уро-
вень токоферола в печени (F = 4.88; df = 3; p = 0.017;
η2 = 51.98) и скелетной мышце (F = 7.06; df = 3; p =
= 0.012; η2 = 67.04) ночницы Брандта, а также в ске-
летной мышце водяной ночницы (F = 3.41; df = 3;
p = 0.034; η2 = 25.76).

Исследования динамики массы тела летучих
мышей тела показали, что у всех видов максималь-
ный вес наблюдался осенью в начальный период
гибернации (рис. 1). Масса тела животных являет-
ся видовым признаком, поэтому вес летучих мы-
шей разных видов имел существенные различия. За
время зимней спячки отмечалось достоверное сни-
жение массы тела у самцов северного кожанка
(p < 0.05). Кроме того, выявлено влияние пола на
массу тела северного кожанка (F = 7.68; df = 1; p =
= 0.009; η2 = 15.37), самки которого были тяжелее
самцов. Масса тела существенно зависела от сезона
года у бурого ушана (F = 11.35; df = 2; p = 0.022; η2 =
= 47.87) и водяной ночницы (F = 7.74; df = 3; p =
= 0.002; η2 = 58.10).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Исследование летучих мышей, обитающих в

природных условиях, выявило значительную вари-

Таблица 2. Содержание α-токоферола в печени и скелетной мышце летучих мышей во время гибернации и летней
активности, мкг/г влажной ткани (М, min – max)

Вид

П
ол

Осень (начало 
гибернации) Зима (глубокий сон) Весна (поздний этап 

гибернации)
Лето (период 
активности)

печень скелетная 
мышца печень скелетная 

мышца печень скелетная 
мышца печень скелетная 

мышца

Ночница Брандта
(Myotis brandtii)

f 7.34 (2)
4.02–10.65 20.61 (1) 6.24 (3)

4.26–9.64
7.66 (3)

7.02–8.01
9.47 (3)

3.20–15.39
6.41 (2)

4.58–8.24
1.66 (4)

0.90–2.51
1.67 (3)

1.27–2.21

m 3.16 (2)
2.19–4.13 13.65 (1) 1.46 (1) 1.45 (1) 6.59 (3)

5.75–8.0
12.92 (2)

11.45–14.35 н.и. н.и.

Усатая ночница
(M. mystacinus)

f 18.74 (2)
14.49–23.0

9.97 (2)
9.5–10.45 н.и. н.и. н.и. н.и. н.и. н.и.

m 1.5 (1) 16.25 (1) 1.35 (1) 2.02 (1)

Водяная ночница
(M. daubentonii)

f 4.26 (4)
2.77–6.18

16.70 (4)
4.61–43.14 0.93 (1) 2.19 (1) 0.81 (1) 2.99 (1) 2.17 (10)

0.97–3.32
1.69 (18)

0.73–3.06

m 5.88 (2)
5.6-6.16

8.10 (2)
6.0–10.19 11.29 (1) 22.30 (1) н.и. н.и. 3.6 (1) 1.5 (1)

Бурый ушан
(Plecotus auritus)

f 6.4 (2)
5.75–7.05

45.99 (2)
8.07–83.92 23.27 (1) 22.32 (1) 7.92 (3)

11.14–1.50
5.84 (4)

1.39–9.76 н.и. н.и.

m н.и. н.и. 0.95 (1) н.и. 4.05 (1) 2.5 (1) н.и. н.и.

Северный кожанок
(Estesicus nilssonii)

f 54.62 (8)
1.09–407.53

4.15 (8)
0.76–11.24

6.20 (6)
3.05–12.59

7.70 (6)
0.72–18.09

6.65 (13)
0–26.97

6.33 (14)
0.91–18.52 н.и. н.и.

m 6.63 (4)
0.81–14.49

3.58 (5)
1.01–9.88

1.07 (2)
0.75–1.39

3.38 (2)
1.10–5.65

5.09 (8)
1.17–13.63

3.00 (5)
1.07–8.62 н.и. н.и.
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абельность содержания ретинола и α-токоферола в
печени и скелетной мышце, что обусловлено фи-
зиологическим состоянием животных, которое за-
висит от уровня питания, времени перехода в со-
стояние гибернации, возраста животных, участия в
спаривании, наличия эктопаразитов и др. О содер-
жании ретинола и токоферола в тканях летучих
мышей, обитающих в природных условиях, извест-
но немного. При исследовании плодоядных и все-
ядных видов летучих мышей субэкваториальной
зоны выявлена очень низкая концентрация рети-
нола в крови, причем у некоторых видов каротино-
иды и ретинол не обнаружены. В то же время уро-
вень α-токоферола в печени и почках этих видов
был выше, чем у крыс и мышей, и показал обрат-
ную связь с уровнем ПОЛ. Дефицит витамина Е
не был зафиксирован у насекомоядных видов лету-
чих мышей, обитающих в дикой природе, в отли-
чие от живущих в неволе [4, 12, 16].

Проведенные нами исследования показали, что
уровни ретинола и токоферола в печени разных ви-
дов летучих мышей северной зоны имели разли-
чия, однако закономерностью является более вы-
сокий уровень витаминов А и Е во время зимней
спячки по сравнению с периодом летней активно-
сти. Содержание ретинола и α-токоферола в пече-
ни гибернирующих летучих мышей сохранялось на
высоком уровне или даже увеличивалось весной
перед окончанием спячки. Вероятно, такое увели-
чение связано с интенсивной мобилизацией из жи-
ровых депо в этот период. Так, содержание ретино-
ла и α-токоферола в печени самок и самцов ночни-
цы Брандта весной было выше, чем осенью в
начале гибернации, причем высокие значения от-
мечались и у особей других видов. Это свидетель-
ствует о большой пластичности организма руко-
крылых относительно потребностей в микронут-
риентах для успешной зимней спячки. У
зимоспящих все процессы связаны с обменом ли-
пидов, от которого зависит содержание в тканях
витаминов А и Е, липофильных по своей природе
соединений. Обнаружено, что уровень вырабаты-
ваемого адипоцитами гормона адипонектина, сек-
реция которого обратно пропорционально запасам
липидов и стимулирует окисление жирных кислот,
в начале периода накопления жира низкий и уве-
личен во время спячки [17]. Тринадцатиполосные
суслики (Ictidomys tridecemlineatus) в период зимней
спячки имели более высокий уровень витамина А в
печени по сравнению с весной и летом. Полагают,
что поддержание высокого уровня ретинола в пе-
чени может отражать повышенную потребность в
витамине А во время гипотермии [8]. При исследо-
вании европейских видов летучих мышей к концу
зимней спячки отмечено увеличение содержания
каротиноидов [11]. Печень у летучих мышей, как и
у большинства млекопитающих, является основ-
ным местом хранения и метаболизма витамина А,
где гидролиз ретиниловых эфиров приводит к об-

разованию ретинола, который связывается затем с
ретинолсвязывающим белком. Во время зимней
спячки биосинтез белка, а также экспрессия генов,
кодирующих транспортные белки ретинола, в пе-
чени значительно увеличены. Считается, что моду-
ляция экспрессии генов во время зимней спячки
представляет собой молекулярный механизм адап-
тации к экстремальным условиям [18]. Кроме того,
у зимоспящих устойчивость к холоду печени обес-
печивается за счет удержания гепатоцитами боль-
шого количества α-токоферола для предотвраще-
ния перекисного окисления липидов [19]. Установ-
лено, что процесс впадения в спячку и выход из нее у
зимоспящих млекопитающих рассматриваются
как результат влияния витамина Е. У адаптирован-
ных к холоду животных депо витамина Е является
жировая ткань и осеннее ожирение сочетается так-
же с увеличением токоферола, являющегося инги-
битором обменных процессов [10]. Очевидно, что
продолжительная спячка рукокрылых требует на-
личия механизма резервирования и экономии всех
веществ, необходимых для поддержания организ-
ма в хорошем физическом состоянии.

В организме наиболее высокий уровень витами-
нов А и Е обнаруживается в печени, откуда они пе-

Рис. 1. Масса тела летучих мышей в разные сезоны года.
Обозначения: a – самцы; b – самки; по оси абсцисс –
время года; 1 – ночница Брандта; 2 – усатая ночница;
3 – водяная ночница; 4 – бурый ушан; 5 – северный ко-
жанок; c – различия достоверны по сравнению с осе-
нью (начало гибернации) при p < 0.05; d – различия до-
стоверны по сравнению с северным кожанком; e – раз-
личия достоверны по сравнению с ночницей Брандта.
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реносятся в другие органы и ткани. Уровень рети-
нола и токоферола в скелетной мышце обычно зна-
чительно ниже, чем в печени, но данная ткань
также является местом хранения необходимых орга-
низму микронутриентов. Кроме того, при адаптации
к холоду печень и скелетная мышца участвуют в
энергетическом метаболизме. Во время зимней
спячки летучие мыши проходят повторяющиеся
циклы оцепенения-возбуждения с чередованием
состояний гипотермии и нормотермии. Генерация
АФК, пониженная при гибернации, значительно
усиливается при периодических пробуждениях,
которые сопровождаются окислительным стрес-
сом, ассоциированным с резким повышением по-
требления кислорода, необходимого для поддер-
жания бурой жировой тканью и скелетными мыш-
цами термогенеза. В скелетной мышце и в печени у
гибернирующих арктических сусликов и черных
медведей обнаружено снижение транскрипции ге-
нов, ответственных за ключевые окислительно-
восстановительные процессы [18, 20], что является
энергосберегающей адаптацией во время спячки.
Целый ряд физиологических механизмов, имею-
щихся у зимоспящих млекопитающих, вносит
вклад в окислительную способность скелетной
мышцы, включая высокий уровень антиоксидан-
тов. При дефиците витамина Е происходит актива-
ция ПОЛ и накопление продуктов этого процесса в
скелетной мышце, поэтому токоферол играет важ-
ную роль в поддержании функционального состо-
яния ткани во время гипобиоза [6, 21, 22]. Так, у са-
мок северного кожанка уровень α-токоферола и
ретинола в мышце зимой и весной был выше, чем
осенью, а у самцов северного кожанка и ночницы
Брандта содержание α-токоферола практически не
отличалось от полученных осенью результатов.
Весной у летучих мышей высокий уровень α-токо-
ферола обнаружен как в печени, так и в скелетной
мышце, в то время как летом содержание снижа-
лось по сравнению с периодом гибернации. В ске-
летной мышце самок ночницы Брандта летом со-
держание α-токоферола было ниже, чем осенью и
зимой в 12 и 4.6 раза соответственно. Схожая дина-
мика наблюдалась у водяной ночницы, у которой
содержание α-токоферола в мышце летом было
меньше почти в 10 раз по сравнению с осенью. В то
же время уровень ретинола в скелетной мышце ле-
том увеличивался по сравнению с весенним перио-
дом гибернации у самок ночницы Брандта и водя-
ной ночницы. Содержание ретинола и α-токофе-
рола в тканях летучих мышей весной было
сопоставимо, а в ряде случаев даже превышало зна-
чения, обнаруженные осенью, что может свиде-
тельствовать об изменении в конце зимней спячки
ее стратегии, направленной на мобилизацию ре-
сурсов. В конце спячки в скелетной мышце также
усиливается синтез белка в отличие от процессов в
печени, где существенных изменений не отмечено
[23]. Считается, что печень может служить субстра-

том для восстановления мышц у зимоспящих [24].
Дисбаланс между образованием АФК и уровнями
антиоксидантов может привести к окислительному
стрессу, поэтому, вероятно, у зимоспящих антиок-
сидантная способность активируется не в начале, а
в конце пробуждения от оцепенения [9]. У сусли-
ков во время спячки антиоксидантная мощность
икроножной мышцы была на 156% выше по срав-
нению с летними особями в период их наибольшей
активности [25]. Можно предположить наличие у
рукокрылых общих с другими зимоспящими мле-
копитающими механизмов регуляции процессов
метаболизма в период гибернации.

Содержание в органах и тканях витаминов А и Е
определяется поступлением с пищей, которое пре-
кращается в холодное время года, когда происхо-
дит переключение с углеводного и белкового обме-
нов на липидный. При температурной адаптации
липиды играют важную роль в регуляции метабо-
лизма, так как у находящихся в спячке животных
обменные процессы в значительной степени зави-
сят от температуры среды [10, 16, 26]. Спячка руко-
крылых в Карелии в основном проходит при отри-
цательной температуре воздуха, которая в феврале
в отдельных зимних укрытиях может кратковре-
менно опускаться до –8.9°C. В то же время пони-
жение температуры воздуха на 10° приводит к сни-
жению обмена примерно в 2–2.5 раза [27]. Печень
и скелетная мышца, на долю каждой из которых
приходится примерно по трети всего запаса жира,
потребляют для своего функционирования при ги-
потермии наибольшее количество свободных жир-
ных кислот. Во время спячки в митохондриях пече-
ни и скелетных мышц подавляется дыхание и вы-
работка АФК снижается [19, 28], в то время как в
тканях сердца и мозга подавления метаболизма не
происходит [21]. Снижение окислительных про-
цессов уменьшает расход эндогенных запасов ре-
тинола и токоферола у летучих мышей во время ги-
бернации. Высокое содержание глутатиона и ак-
тивность антиоксидантных ферментов в крови
находящихся в состоянии гипотермии летучих мы-
шей по сравнению с активными указывает на то,
что повышение уровня антиоксидантов может мо-
дулироваться для минимизации окислительного
стресса у рукокрылых [4]. Во время гибернации
уровень α-токоферола в плазме крови сирийских
хомяков увеличивался в 3.5 раза, так как суще-
ствует баланс между высвобождением токоферо-
ла вместе с липопротеинами из печени в кровь и
поглощением клетками и тканями посредством
эндоцитоза. При пробуждениях во время спячки
α-токоферол защищает полиненасыщенные жир-
ные кислоты или липиды клеточных мембран
против ПОЛ [9]. Обнаружено, что уровень анти-
оксидантов увеличивается во время гибернации
и истощается при периодических пробуждениях,
которые необходимы для мобилизации метаболи-
тов и восстановления системного гомеостаза [29].
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Во время спячки снижение массы тела у руко-
крылых происходит за счет жира, и чем чаще лету-
чая мышь за зиму просыпается, тем меньше стано-
вятся его запасы, поэтому сохранение энергетиче-
ских резервов может дать репродуктивное
преимущество [30]. Наши наблюдения показали,
что среди животных с характерными признаками
пробуждения (“в росе”) преобладали водяная и
усатая ночницы. У северного кожанка общая про-
должительность спячки и периодов оцепенения в
лабораторных условиях больше, чем у других ви-
дов, а длительность активного состояния, требую-
щего больших энергетических затрат, меньше [1].
У летучих мышей во время спячки вес самцов сни-
жается интенсивнее, чем у самок, медленнее рас-
ходующих свои жировые запасы зимой [30–32].

Витамины А и Е необходимы для нормального
функционирования репродуктивной системы са-
мок и самцов, поэтому обеспеченность витамина-
ми является существенным условием не только для
перенесения летучими мышами зимней спячки, но
и их благополучного размножения. Различия в со-
держании ретинола и токоферола у самок и самцов
могут быть связаны с более медленным расходова-
нием самками имеющихся резервов. Это связано с
разными периодами репродуктивной активности,
которая у самцов происходит летом или в начале
осени. У самцов сперматогенный процесс прояв-
ляется только в благоприятное время года, когда
животные активны и имеется достаточно корма.
Самки, которые спариваются как весной, так и
осенью перед спячкой, могут иметь очень длинный
латентный период беременности [32]. Вероятно,
это обусловливает более высокое содержание рети-
нола и токоферола в тканях самок по сравнению с
самцами. Ранее подобная закономерность отмеча-
лась у других видов европейских рукокрылых [11],
в то же время при исследовании концентрации ре-
тинола и токоферола в крови летучих мышей суб-
экваториальной зоны различий между полами не
обнаружено [12]. Функция половых желез имеет
наибольшее значение для формирования сезонных
состояний организма, поэтому существует взаимо-
связь между состоянием системы размножения ле-
тучих мышей и временем выхода из зимней спячки
[33]. Наблюдения показывают, что северный кожа-
нок после спячки вылетает из зимних убежищ
раньше, чем другие виды. Хотя на зимовках в Каре-
лии зарегистрировано пять видов рукокрылых, се-
верный кожанок занимает доминирующее положе-
ние, что тесно связано с экофизиологической
адаптацией данного вида к условиям севера.

В период активности летучие мыши обладают
очень высоким уровнем потребления кислорода.
Чем больше подвижность и выше уровень метабо-
лизма, тем быстрее идут реакции окисления и на-
копления продуктов распада в тканях. В период
летней активности, когда потребление энергии
усиливается, уровень ретинола и токоферола у

ночницы Брандта и водяной ночницы был ниже,
чем в период гибернации. К завершению этой фа-
зы скорость метаболизма снижается, что приводит
к значительному увеличению отложения липидов
и повышению уровня витаминов А и Е в тканях.
Однако большую часть года на территории Каре-
лии рукокрылые проводят в состоянии гипобиоза,
что позволяет экономить энергию и ресурсы орга-
низма в холодное время года. Так, у северного ко-
жанка потребление кислорода во время спячки
снижается в 25 раз [33]. С понижением обмена ряд
исследователей связывают более медленное старе-
ние и высокую продолжительность жизни летучих
мышей по сравнению с другими видами животных
подобного размера [2–4]. Считается, что одной из
главных причин долголетия рукокрылых является
высокая устойчивость к окислительному повре-
ждению по сравнению с короткоживущими вида-
ми. Летучие мыши способны ослаблять окисли-
тельное повреждение, производя низкие уровни
АФК, что определяет базальные эндогенные уров-
ни антиоксидантов и продолжительность жизни.
Кроме того, при адаптации к холоду выявляется
динамическое равновесие между потреблением
кислорода и образованием АФК [2, 4, 26, 34].
В то же время исключительно высокая продолжи-
тельность жизни отмечается только у самцов лету-
чих мышей [3, 35]. Высокий уровень антиоксидан-
тов у самок может зависеть от ряда причин, и одной
из основных являются значительные затраты на
репродукцию [32].

Сезонные изменения содержания витаминов А
и Е в тканях летучих мышей являются отражением
их видоспецифических черт. Виды, продвинувши-
еся на север дальше других, являются и самыми
устойчивыми к холоду. Существует положительная
корреляция между температурной устойчивостью
вида и температурой среды обитания [36, 37]. Та-
кие арктические виды, как белый медведь и песец,
не только накапливают к зиме большие запасы жи-
ра, но также обладают чрезвычайно высокой спо-
собностью к накоплению ретинола и токоферола
[38, 39]. Способность к гибернации и накопление
перед этим жировых запасов – одни из существен-
ных отличий летучих мышей северных широт от
видов тропического и экваториального поясов
планеты, которых относят к “примитивным” фор-
мам с несовершенной терморегуляцией [40]. В
подзонах средней и северной тайги Карелии, в от-
личие от более южных частей лесной зоны, как на
зимовках, так и в период летней активности преоб-
ладает северный кожанок [41]. В нашем исследова-
нии самки и самцы этого вида к концу зимней
спячки имели нормальную массу тела, а также зна-
чительный уровень ретинола и α-токоферола в пе-
чени и скелетной мышце. В то же время у особей
других видов, переживших продолжительный хо-
лодный период, выявлены запасы витаминов А
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и Е, и наиболее высокое их содержание весной об-
наружено у ночницы Брандта.

Таким образом, содержание ретинола и α-токо-
ферола в печени и скелетной мышце у пяти видов
летучих мышей европейского Севера имеет опре-
деленные различия, однако общим для них являет-
ся значительный уровень витаминов А и Е в тканях
во время гибернации, который обеспечивает анти-
оксидантную защиту тканей для минимизации
окислительного стресса, связанного с переходом
летучих мышей в активное состояние. Во время
летней активности уровень антиоксидантов ниже,
чем во время зимней спячки. Содержание ретино-
ла и α-токоферола в тканях летучих мышей в зна-
чительной степени является результатом экофи-
зиологической адаптации определенного вида к
обитанию в условиях севера. Способность руко-
крылых накапливать резервы и поддерживать не-
обходимый их уровень в период продолжительной
гибернации можно рассматривать как наслед-
ственно закрепленную реакцию, сформированную
в процессе эволюции для выживания в условиях
низких температур и отсутствия пищи. Значитель-
ное снижение метаболизма в период гибернации
позволяет сокращать затраты эндогенных ресурсов
организма и является основным фактором выжи-
вания летучих мышей во время зимовки, положи-
тельный исход которой обеспечивается благодаря
действию общих и специфических эколого-физио-
логических механизмов зимней спячки.
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Retinol and α-Tocopherol Content in the Liver and Sceletal Muscle of Bats (Chiroptera) 
during Hibernation and Summer Activity

T. N. Ilyinaa, I. V. Baishnikovaa,#, and V. V. Belkina

a Institute of Biology, Karelian Research Center of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russia
#e-mail: iravbai@mail.ru

In this work, the content of retinol and α-tocopherol in bats living and wintering in Karelia at the northern pe-
riphery of their natural habitats, was studied for the first time at different stages of hibernation and during sum-
mer activity. A characteristic feature of chiropterans of the northern area is staying most of the year in a state of
hypobiosis. Torpor–arousal cycles during hibernation are associated with a rapid increase in body temperature
and respiration, which leads to an increase in the production of reactive oxygen species. To study the antioxidant
status in five bat species (Myotis brandtii, Myotis Mystacinus, Myotis Daubentonii, Plecotus auritus and Eptesicus
nilssonii), retinol and α-tocopherol levels were determined by HPLC in their liver and skeletal muscle. It was
found that the antioxidant content was higher in torpid bats during hibernation compared to active animals in the
summer period. At the beginning of hibernation, a highest α-tocopherol level in the liver was found in Eptesicus
nilssonii, while the retinol level was the highest in Plecotus auritus. Retinol and α-tocopherol levels in the liver
and skeletal muscle of Myotis brandtii in spring were higher compared to other species. At different stages of hi-
bernation, α-tocopherol levels in the skeletal muscle can be higher than in the liver. In spring, before exiting from
hibernation, females demonstrated a higher antioxidant level in tissues compared to males. In all bat species,
there was a significant variability in indices, which can be explained by both species-specific and individual dif-
ferences among animals living in natural conditions. High tocopherol and retinol levels in tissues may play an
important role in the strategy of antioxidant defense in bats of the northern area during hibernation.

Keywords: vitamins A and E, bat, hibernation, antioxidant
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Атрофия скелетных мышц при их функциональной разгрузке обусловлена снижением белкового син-
теза и резким увеличением его распада. Накопление АТФ в мышце при разгрузке, обнаруженное на
ранних сроках, может быть одним из стимулов, запускающих этот процесс. Показано, что паннекси-
новые каналы пропускают АТФ при разгрузке мышц из цитоплазмы во внеклеточное пространство.
Внеклеточный АТФ может восприниматься P2Y2-рецепторами. Для проверки гипотезы об участии
P2Y2-рецепторов в регуляции сигнальных процессов в скелетных мышцах на ранних этапах функцио-
нальной разгрузки был применен селективный ингибитор P2Y2-рецепторов AR-C 18925XX. Ингиби-
рование P2Y2-рецепторов AR-C 18925XX при 3-дневной функциональной разгрузке крыс снижает
атрофию m. soleus, предотвращает накопление АТФ в m. soleus, замедляет экспрессию мРНК Е3-лигазы
MAFbx, убиквитина и рецепторов IL6, способствует повышению уровня фосфорилирования AMPK, а
также увеличивает интенсивность белкового синтеза.

Ключевые слова: m. soleus, атрофия, Е3-лигазы MuRF1 и MAFbx, убиквитин, интенсивность синтеза
белка, P2Y2-рецепторы
DOI: 10.31857/S0044452922060134

Скелетная мышца чрезвычайно пластична.
Снижение сократительной активности, или ее
полное прекращение приводит к снижению массы
мышц, площади поперечного сечения мышечных
волокон, снижению максимальной силы и скоро-
сти мышечного сокращения, а также работоспо-
собности [1–3]. Атрофия обусловлена снижением
белкового синтеза и резким увеличением белково-
го распада [4]. Беловой и соавт. показано, что даже
трехнедельное нахождение крыс в клетках ограни-
ченного размера вызывает атрофию скелетных
мышц, изменения клеточных сигнальных путей и
ускоренный набор массы тела животных [5]. Атро-
фия скелетных мышц при функциональной раз-
грузке развивается очень быстро, и масса мышцы
снижается уже после 3 дней воздействия [6]. В то
же время ранние этапы развития атрофии менее
изучены. Негативные изменения в маркерах сиг-
нальных путей мышц начинают проявляться уже
через несколько часов функциональной разгрузки.
Например, экспрессия основных мышечных
Е3-лигаз, участвующих в процессе деградации
белка (MuRF1, MAFbx), достоверно повышается
через 24 ч разгрузки мышц и достигает пика к
3-м суткам [7]. Поэтому мы исследовали триггер-
ные механизмы, запускающие белковую деграда-
цию, при 3-суточном воздействии функциональ-

ной разгрузки на мышцу. Мы предположили, что
одним из таких механизмов может быть накопле-
ние АТФ в мышце при разгрузке, обнаруженное
ранее нами и другими авторами [6, 8, 9]. Стимул,
активирующий работу АТФ-зависимых путей ре-
гуляции сигналинга скелетных мышц при их раз-
грузке, может быть следующий. Функциональная
разгрузка мышц ведет к снижению электрической
мышечной активности, открытию дигидропири-
диновых (DHPR) Са-зависимых каналов L-типа,
которые плотно соединены с паннексиновыми ка-
налами [10]. Ранее показано, что паннексиновые
каналы пропускают АТФ из цитоплазмы во вне-
клеточное пространство [11]. В 2021 г. подтвержде-
но, что внеклеточный АТФ при функциональной
разгрузке может являться одним из основных
сигналов в скелетных мышцах для регулирова-
ния различных процессов, среди которых – экс-
прессия генов [6]. Показано, что паннексин
(Panx1) – опосредованный транспорт АТФ влияет
на экспрессию мышечно-специфичных E3 убик-
витинлигаз MuRF1 и MAFbx и регулирует сигналь-
ные пути, контролирующие процессы трансляции
и элонгации белка при функциональной разгрузке
мышц [6]. Высказано предположение о возможном
вовлечении пуринергических рецепторов P2Y2 в
эти процессы. В литературе имеются данные о том,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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что внеклеточный АТФ может восприниматься как
P2Y2-, так и P2Y1-рецепторами [10, 12–15]. Для
проверки нашей гипотезы об участии пуринерги-
ческих рецепторов P2Y2 в процессе атрофии мышц
мы блокировали P2Y2-рецепторы (чувствительные
к адениловым нуклеотидам) специфическим инги-
битором AR-C 118925XX, животные при этом
подвергались 3-дневной мышечной разгрузке
путем вывешивания. Специфические ингибито-
ры пуринергических рецепторов появились не-
давно и используются впервые при моделирова-
нии функциональной разгрузки мышц крыс. Мы
впервые показали, что при разгрузке мышц актива-
ция специфических транскрипционных программ
запускается в том числе с помощью передачи АТФ-
опосредованных сигналов и пуринергические ре-
цепторы принимают в этом участие. Ингибирова-
ние пуринергических рецепторов P2Y2 при 3-днев-
ной разгрузке снижает атрофию мышц.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперимент был одобрен комиссией по био-
медицинской этике Института медико-биологиче-
ских проблем РАН (протокол № 585) и соответ-
ствует современным нормам и стандартам работы с
животными.

24 самца крыс Вистар массой тела 190 ± 10 г слу-
чайным образом были распределены на 3 группы
по 8 крыс в каждой: контроль (группа С) c введени-
ем плацебо (10%-ный раствор диметилсульфокси-
да в физиологическом растворе, объем инъекции –
400 мкл), 3-суточное вывешивание (группа HS) с
введением плацебо, 3-суточное вывешивание с
введением ингибитора P2Y2-рецепторов AR-C
118925XX (10 мг/кг в день в 10%-ном растворе ди-
метилсульфоксида в физиологическом растворе,
внутрибрюшинно ) (группа А). AR-C 118925XX –
химическое наименование: 5-[[5-(2,8-Dimethyl-
5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5-yl)-3,4-dihydro-2-oxo-
4-thioxo-1(2H)-pyrimidinyl]methyl]-N-2H-tetrazol-
5-yl-2-furancarboxamide. Первая инъекция вводи-
лась одновременно с вывешиванием, последую-
щие – через 24 ч, не снимая животных с экспери-
ментального стенда.

Вывешивание задних конечностей по методике
Ильина–Новикова в модификации Morey–Holton
[16] делалось так, что задние конечности крыс не
касались пола, а передние свободно опирались
на пол, и животные свободно передвигались.
Крысы были подвешены на специальных мягких
шинках. Данные показывают, что при таком спо-
собе проведения вывешивания животные не под-
вергаются стрессу, кровообращение хвоста не
нарушается. Пищу и воду животные получали ad
libitum. Через 3 дня эксперимента крыс наркоти-
зировали внутрибрюшинной инъекцией трибром-

этанола (240 мг/кг массы тела), выделяли m. soleus,
немедленно замораживали в жидком азоте и хра-
нили при –85°С. Животных умерщвляли введени-
ем летальной дозы трибромэтанола (480 мг/кг).

ОБРАБОТКА БИОМАТЕРИАЛА
Электрофорез с последующим вестерн-блоттингом

С каждого образца m. soleus были сделаны срезы
толщиной 20 мкм (10–15 мг) на микротоме–крио-
стате фирмы Leica и немедленно прогомогенизи-
рованы в течение 25 мин в 125 мкл лизирующего
буфера RIPA (Santa-Cruz, США), содержащего
50 мM Tris (pH 7.4), 150 мM NaCl, 0.1% Triton X-100,
0.1% SDS, 5 мM EDTA (pH 8.0) 1 мM DTT, 1 мM
PMSF, 1 мМ Na3VO4, 1 мM PMSF, апротинин
(10 мкг/мл), леупептин (10 мкг/мл), пепстатин А
(10 мкг/мл), протеазный ингибиторный коктейль
(Santa-Cruz, США) и фосфатазный ингибиторный
коктейль (Santa-Cruz,США), либо 50 мМ NaF и
50 мМ бета-глицерофосфата. Затем образцы цен-
трифугировали при 20 000 g в течение 15 мин. Часть
супернатанта отбирали для определения концен-
трации общего белка с помощью реактива Бред-
форда (Bio-Rad Laboratories, США). Определения
проводились на современном планшетном фото-
метре Epoch при длине волны 595 нм. Остальная
часть белковых образцов была разаликвотирована
в пробирки для дальнейшего проведения электро-
форетических анализов. Образцы для нанесения
разводились в 2-кратном Laemmli буфере для об-
разцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na,
20%-ный глицерин, 10%-ный β меркаптоэтанол,
0.02%-ный бромфеноловый синий).

Электрофорез проводили в 10%-ном разделяю-
щем ПААГ (0.2%-ный метилбисакриламид, 0.1%-
ный Ds-Na, 375 мМ Tris-HCl (pH 8.8), 0.05%-ный
персульфат аммония, 0.1%-ный ТЕМЕД) и в
5%-ном концентрирующем ПААГ (0.2%-ный ме-
тилбисакриламид, 0.1%-ный Ds-Na, 125 мМ Tris-
HCl (pH 6.8), 0.05%-ный аммоний персульфат,
0.1%-ный ТЕМЕД). Для проведения электрофоре-
за был использован трис-глициновый буфер
(192 мМ Tris-глицин (pH 8.6), 0.1%-ный Ds-Na).
Образцы каждой группы загружались на один гель
с контрольными образцами. Образцы загружались
из расчета 25 мкг общего белка в каждой пробе на
дорожку и нормировались относительно уровня
GAPDH, содержащегося в той же пробе. При необ-
ходимости для некоторых белков объем нанесения
мог подбираться индивидуально. Электрофорез
проводился при 15 мА на гель в мини-системе Bio-
Rad Laboratories при комнатной температуре.

Вестерн-блоттинг. Электроперенос белков про-
водился в буфере (25 мМ Tris (pH 8.3), 192 мМ гли-
цин, 20%-ный метанол, 0.04%-ный Ds-Na) на нит-
роцеллюлозную мембрану при 100 V при темпера-
туре 4°C в системе mini Trans-Blot (Bio-Rad
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Laboratories) в течение 2 ч. После электропереноса
нитроцеллюлозные мембраны инкубировались в
течение 5 мин в 0.3%-ном растворе Ponceau Red в
5%-ной уксусной кислоте, затем отмывались в PBS
(Биолот) с 0.1%-ным Tween20 (PBST) до появления
четких белковых полос на мембране. Этот этап
проводился для контроля эффективности перено-
са, а также для того, чтобы убедиться, что количе-
ства общего белка, внесенного в каждую дорожку,
было одинаковым. Мембраны блокировались в
растворе 5%-ного сухого молока (Bio-Rad Labora-
tories) в PBST в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре, затем помещались в раствор первичных ан-
тител на ночь при 4°С. Для выявления белковых
полос были использованы первичные антитела
против pErk1/2 (1:1000, #9101), Erk1/2 (1:1000,
#4695), pAMPK (1:500, #2535), AMPK (1:1000,
#2532), pP90 (1:1000, #9344), P90 (1:1000, #8408)
фирмы “Cell Signaling Technology” (США), Puro-
mycin (1:3000, EQ0001) фирмы Kerafast Inc. (США),
GapDH (1:10000, #G401) фирмы ABM (США).

Затем мембрана отмывалась от первичных анти-
тел в PBST 3 раза по 5 мин на шейкере и инкубиро-
валась 1 ч со вторичными антителами goat-anti-rab-
bit (1:30000, Jackson Immuno Research, США) или
goat-anti-mouse (1:20000, Bio-Rad Laboratories,
США). Потом мембрана отмывалась от вторичных
антител в PBST 3 раза по 5 мин на шейкере. Выяв-
ление проводилось с помощью Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad Laboratories, США). Хемилюми-
несцентный сигнал детектировался с помощью
сканера C-DiGit Blot Scanner (LI-COR, США). За-
тем полученные на сканере изображения обраба-
тывались с помощью прилагаемого программного
обеспечения Image Studio Software (LI–COR) для
получения количественных данных для анализа.
Для каждого параметра электрофорез с последу-
ющим иммуноблоттингом был повторен не ме-
нее 3 раз. Хемилюминесцентный сигнал иссле-
дуемых белков нормировался на сигнал GapDH.
Данные вестерн-блоттинга представлены в виде
соотношения сигнала фосфорилированной фор-
мы белка и сигнала, детектирующего весь этот
белок, лишь при условии, что последний не изме-
няется.

Содержания АТФ в мышце

Для определения содержания АТФ в мышце ис-
пользовался набор ATP Colorimetric/Fluorometric
Assay Kit (MAK190; Sigma, St. Louis, MO, США).
Образец ткани взвешивали, добавляли в пробирку
2 Н хлорную кислоту, 10 мкл/мг ткани и гомогени-
зировали. Затем пробы выдерживались на льду 30–
45 мин. После этого образцы центрифугировали
при 13000 g 2 мин при 4°C, супернатант переносил-
ся в чистую пробирку. Объем супернатанта изме-
ряли, доводили до 500 мкл с помощью ATP Assay
Buffer. Хлорную кислоту нейтрализовали добавле-

нием 2 M KOH (KOH добавляли постепенно, пере-
мешивая и проверяя pH с помощью индикатор-
ной бумаги до тех пор, пока pH пробы не дости-
гал 6.5–8). Далее пробы центрифугировали при
13 000 g в течение 15 мин при 4°C. Супернатант ис-
пользовали для дальнейшего определения АТФ.

В лунки планшета вносили по 50 мкл образца (и
по 50 мкл подготовленных стандартов в диапазоне
2–10 нмоль/лунка) и 50 мкл ATP Reaction Mix, за-
тем инкубировали 30 мин в темноте. Оптическую
плотность каждого образца измеряли с помощью
планшетного спектрофотометра при 570 нм. Кон-
центрация АТФ рассчитывалась по следующей
формуле:

Концентрация АТФ = B * DDF/V, где
B – количество АТФ в лунке с образцом, рас-

считанное по стандартной кривой;
V – объем пробы, добавленный в лунки (50 мкл

в нашем случае);
DDF – deproteinization dilution factor – фактор

разведения, считался по формуле:
DDF = (500 мкл + объем KOH (мкл))/началь-

ный объем пробы.

Исследование интенсивности синтеза белка
Для определения общего синтеза белка приме-

нялась методика SUnSET (surface sensing of transla-
tion) [17, 18]. За полчаса до введения наркоза жи-
вотным вводили внутрибрюшинно 500 мкл
0.8%-ного раствора пуромицина, который ингиби-
рует рост полипептидной цепи на рибосоме. При
этом содержание пуромицина в скелетной мышце
коррелирует с интенсивностью синтеза белка.
Включение пуромициновой метки оценивалось с
помощью вестерн-блоттинга. Пептиды, меченные
пуромицином, выявляются с использованием ан-
тител против пуромицина. Скорость или общее ко-
личество включения пуромицина, обнаруженное
антителом против пуромицина, служит прямым
показателем синтеза белка.

Исследование экспрессии генов
Выделение мРНК из мышечной ткани. Для про-

ведения ПЦР в реальном времени и оценки коли-
чества мРНК в экспериментальных группах была
выделена РНК из образцов мышечной ткани. Для
выделения тотальной РНК из скелетных мышц бы-
ла использована методика выделения РНК на мик-
роколонках RNeasy Micro (Qiagen, Германия).
Производилась нарезка m. soleus крысы на микро-
томе при толщине срезов 20 мкм. 4–6 мкг нарезан-
ной ткани помещались в эппендорф с 300 мкл ли-
зирующего буфера RLT, содержащего гуанидин
тиоцианат, сильный белковый детергeнт, в кото-
рый добавлялось 10 мкл β-меркаптоэтанола. Гомо-
генат был перемешен в течение 1 мин на Microspin
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FV-2400 (Biosan, Латвия). Затем к гомогенату было
добавлено 589 мкл воды, очищенной от РНКазы, и
11 мкл раствора протеиназы К (18.7 мг/мл) (Син-
тол, Россия). Далее раствор инкубировался в тече-
ние 15 мин при 55°С, а затем центрифугировался
при комнатной температуре 3 мин при 10000 g. Су-
пернатант переносился в новую пробирку с 450 мкл
96–100%-ного этилового спирта, смесь переме-
шивалась пипетированием. Данный лизат был
перенесен на колонку в пробирке и центрифуги-
ровался 15 с при ≥ 8000 g. Смыв был отброшен.
Колонка промывалась 350 мкл буфера RW1 цен-
трифугированием в течение 15 с при 13000 g, далее
на 20 мин на силикагелевую мембрану колонки бы-
ло нанесено 80 мкл ДНКазы I. Затем колонка по-
следовательно была промыта буферами RW1, RPE,
80%-ным этанолом. Для элюции колонка была пе-
ренесена в эппендорф, на мембрану нанесено
30 мкл воды, проведено центрифугирование в те-
чение 1 мин при 10000 g. Эппендорф с водным рас-
твором РНК немедленно был помещен в лед, а за-
тем на хранение в холодильник (–85°С). При по-
мощи данного метода выделяются в основном
молекулы мРНК.

Концентрация мРНК определялась по погло-
щению раствора мРНК при помощи спектрофото-
метра NanoPhotometer IMPLEN, способного про-
водить измерения в объеме 2 мкл. Снимались по-
казания в диапазоне от 200 до 320 нм. Измерение
каждой пробы проводилось не менее 3 раз. Чистота
образцов была оценена, исходя из соотношений
показателей поглощения при различных длинах
волн. Соотношение А260/А230 эксперименталь-
ных образцов было >2.0, это указывает на то, что
они являлись достаточно чистыми от углеводов,
пептидов, фенолов или ароматических соедине-
ний.

Обратная транскрипция

Для проведения обратной транскрипции были
использованы реагенты фирмы Синтол, Россия.
Для подготовки кДНК водный раствор, содержа-
щий 1 мкг тотальной РНК, 30 мкМ случайных гек-
сануклеотидов и 17.4 мкМ олиго-d(T)15, инкубиро-
вался 3 мин при 70°С и немедленно переносился
на лед. Далее к смеси было добавлено 11.5 мкл
мастер-микса (1.3 мМ дНТФ, 0.02 ед/мкл инги-
битора РНКазы, 6 ед/мкл M-MLV-ревертазы,
4 мкл 5х-буфера для M-MLV-ревертазы, Синтол).
После этого пробы помещались в амплификатор
(iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System,
Bio-Rad Laboratories) для проведения обратной
транскрипции: 10 мин при 25°С, 60 мин при 37°С,
5 мин при 95°С, 30 мин при 4°С. После проведения
реакции образцы, содержащие кДНК, хранились
при –25°С.

Проведение ПЦР в реальном времени
Для проведения ПЦР в реальном времени сме-

шивалось 2 мкл кДНК, 2 мкл праймеров с концен-
трацией 10 мкМ и 21 мкл мастер-микса (0.3 мМ
дНТФ, 3 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10x ПЦР-буфера Б
(pH 8.8), 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы, Син-
тол). Затем пробы были помещены в амплифика-
тор для проведения реакции.

Используемые в работе праймеры:
5'-ctgccaggcacccgtgctctactt-3' и 5'-ctgaggtcaagt-

gatcggaaggag-3' для P2Y2;
5'-gccaatttggtgctttttgt-3' и 5'-aaattcagtcctctccccgt-3'

для MuRF-1;
5’-ctacgatgttgcagccaaga-3' и 5'-ggcagtcgagaagtc-

cagtc-3' для MAFbx/Atrogine-1;
5'-caccaagaaggtcaaacagga-3' и 5'-gcaagaactttat-

tcaaag-tgcaa-3' для убиквитина;
5'- tca-cag-agc-aga-gaa-tgg-act -3' и 5'- gta-tgg-ctg-

ata-cca-caa-ggt -3' для IL6R;
5'- gta-ccc-ttc-ctc-ttc-cct-atg-c -3' и 5'- caa-tgc-

caa-ctc-tcg-tca-aca-g -3' для RPL19.
Все праймеры были синтезированы фирмой

Синтол (Россия). Для анализа полученных с помо-
щью ПЦР в реальном времени данных применя-
лось относительное количественное определение
исследуемого гена, нормализованное к рефе-
ренсному, метод 2-ΔΔСt (метод Ливака). В качестве
референсного гена был использован RPL19, экс-
прессия которого постоянна в m. soleus в условиях
эксперимента.

Анализ полученных данных 
и статистическая обработка данных

Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью программы REST 2009 v.2.0.12 и
OpenOffice.org Calc, находящихся в свободном до-
ступе. REST 2009 v.2.0.12 позволяет анализировать
данные по нескольким референсным генам, что
снижает вероятность ошибки. Достоверность от-
личий между группами определялась с помощью
критерия Краскела–Уоллиса. В тексте и на гисто-
граммах результаты анализа экспрессии представ-
лены в виде медианы и интерквартильной широты,
результаты анализа относительного содержания
белков с помощью вестерн-блоттинга представле-
ны в виде среднего значения и ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние введения ингибитора на массу 

разгруженной m. soleus, экспрессию
мРНК P2Y2-рецепторов и энергетический гомеостаз

За время эксперимента изменения массы тела
крыс ни в одной из групп не наблюдалось. В группе
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вывешенных без препарата крыс (HS) масса m. so-
leus через 3 дня вывешивания была достоверно
снижена на 10 мг по отношению к группе контроля
(p < 0.05, рис. 1), в то время как между группой
крыс, вывешенных с введением ингибитора P2Y2-
рецепторов (группа А) и контролем различий не
наблюдалось.

Мы обнаружили пониженную на 36% экспрес-
сию мРНК P2Y2 (гр. А) при применении специфи-
ческого ингибитора у вывешенных животных
(p < 0.05) относительно контрольной группы (рис. 2).
В группе HS отличий от контроля не наблюдалось.
Результат свидетельствует о специфическом дей-
ствии ингибитора на белок-мишень и снижении
его экспрессии в мышце.

Уровень АТФ был существенно повышен толь-
ко в группе вывешенных животных без введения
препарата (HS) (на 62% по сравнению с группой
контроля, p < 0.05, рис. 3). В группе А (с ингибиро-
ванием P2Y2-рецепторов) этот параметр не отли-
чался от группы контроля (рис. 3).

В нашем исследовании содержание pAMPK в
группе HS было существенно ниже, чем в группе
контроля (рис. 4). Однако в группе A (c ингибиро-
ванием P2Y2-рецепторов) ее уровень в m. soleus не
отличался от контрольной группы.

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры белковой деградации

Мы определили уровень экспрессии мРНК Е3-
убиквитинлигаз MuRF1 и MAFbx. Экспрессия
MuRF1 у всех вывешенных животных была досто-
верно выше по сравнению с группой контроля (p <
< 0.05, рис. 5a). Экспрессия мРНК MAFbx была
высокой в вывешенных группах относительно
уровня группы контроля (p < 0.05), однако в группе

А экспрессия мРНК MAFbx была существенно ни-
же, чем в группе HS (вывешивания без препарата
(p < 0.05, рис. 5b).

Увеличение экспрессии мРНК убиквитина ча-
стично было предотвращено в группе животных,
вывешенных с ингибированием P2Y2-рецепторов
относительно группы контроля. В вывешенной без
препарата группе HS его уровень был на 114% вы-
ше, чем в группе контроля, в то время как в группе
с ингибированием P2Y2-рецепторов (т.е. в той
группе, где не было атрофии камбаловидной мыш-

Рис. 1. Масса m. soleus крыс после 3-дневного вывеши-
вания. C – контроль, HS – 3-суточное вывешивание с
введением плацебо, A – 3-суточное вывешивание с вве-
дением AR-C 118925XX. * – Достоверные отличия от
группы C (p < 0.05).
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Рис. 2. Экспрессия мРНК P2Y2 в m. soleus крыс после
3-дневного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные
отличия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 3. Содержание АТФ в m. soleus крыс после 3-днев-
ного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, A – 3-суточное выве-
шивание с введением AR-C 118925XX. * – Достоверные
отличия от группы C (p < 0.05).
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цы) его экспрессия была повышена только на 48%
(p < 0.05, рис. 6).

Мы обнаружили увеличение экспрессии рецеп-
тора интерлейкина 6 (IL–6R) во всех m. soleus выве-
шенных животных (гр. HS и А) относительно груп-
пы контроля на 199 и 48% соответственно (рис. 7).
Однако стоит отметить, что в группе А (где масса
m. soleus не отличалась от группы контроля) экспрес-
сия рецепторов IL-6 была значительно ниже, чем в
группе вывешивания без препарата HS (p < 0.05).

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры, участвующие в регуляции

белкового синтеза
Мы исследовали уровень фосфорилирования

Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase) в m. sole-

us. Фосфорилирование Erk1/2 в m. soleus было сниже-
но в группе вывешенных крыс (HS) на 63%. Введение
ингибитора P2Y2-рецептора полностью предотвра-
щало индуцированное разгрузкой снижение фосфо-
рилирования Erk1/2 в группе А (рис. 8).

Уровень фосфорилирования p90RSK также был
значительно снижен в вывешенной группе HS на
28% (p < 0.05) относительно группы контроля (рис. 9).
Однако в группе А, вывешенной с ингибированием
пуринергических рецепторов, уровень фосфори-
лирования p90RSK в m. soleus не отличался от груп-
пы контроля.

Интенсивность синтеза белка была достоверно
снижена на 60% в группе вывешивания HS (p < 0.05)
относительно группы контроля. В группе А это
снижение было почти в 2 раза ниже – 37% относи-
тельно контроля (рис. 10).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами обнаружено, что масса m. soleus была до-

стоверно снижена относительно контроля только в
группе вывешивания без препарата, указывая на
замедление скорости атрофических процессов при
ингибировании пуринергических рецепторов P2Y2.
Мы впервые получили такой результат, так как ин-
гибитор AR-C 118925XX рецепторов P2Y2 был вы-
пущен недавно, и ингибирование пуринергиче-
ских рецепторов при функциональной разгрузке
мышц ранее не исследовалось. Наиболее близким
способом (прототипом), направленным на предот-
вращение атрофии скелетных мышц при их функ-
циональной разгрузке, можно считать способ Chen
и соавт. [19]. В этой работе исследовали первичные
мышечные фибробласты, выделенные из мышей
дикого типа и мышей с отсутствием гена белка
P2Y2, после повреждения у них нерва sciatic в тече-
ние 2, 4 и 6 нед. Авторы обнаружили меньшую

Рис. 5. Экспрессия мРНК MuRF1 (a) и MAFbx/Atrogin (b) в m. soleus крыс после 3-дневного вывешивания. C – контроль,
HS – 3-суточное вывешивание с введением плацебо, A – 3- суточное вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – До-
стоверные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные отличия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 4. Содержание pAMPK в m. soleus крыс после
3-дневного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – Досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05).
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атрофию мышцы у мышей при денервации, у кото-
рых отсутствовал ген белка P2Y2. Было показано,
что P2Y2 усиливают атрофию скелетных мышц и
активацию фибробластов после мышечного повре-
ждения. Стоит отметить, что использование мето-
да генных модификаций и воздействий на геном
человека для предотвращения атрофии мышц у
людей неприменимо. Можно полагать, что фарма-
кологическое применение ингибиторов пуринер-
гических рецепторов может быть использовано в
медицине.

Рецепторы P2Y (в том числе Y1 и Y2) (связаны с
рецептором, сопряженным с G-белком (GPCR)),
активируются как ди-, так и трифосфат-пуриновы-
ми или пиримидиновыми нуклеотидами. Мы ис-
следовали роль рецепторов P2Y2 в регуляции кле-
точного сигналинга при функциональной разгруз-
ке мышц. Экспрессия мРНК P2Y2- рецепторов при
применении селективного ингибитора AR-C
118925XX была снижена относительно уровня
группы контроля (рис. 2). Результат свидетельству-
ет о специфическом действии ингибитора на бе-
лок-мишень и снижении его экспрессии в мышце.
Так как этот рецептор взаимодействует с нуклеоти-
дами, мы определили содержание АТФ в m. soleus
всех экспериментальных групп. Уровень АТФ был
существенно повышен только в группе вывешен-
ных без введения препарата животных (HS), (на
62% по сравнению с группой контроля, рис. 3). О
таком же повышении уровня АТФ при 3-дневном
вывешивании крыс сообщалось ранее [6]. В группе
с ингибированием P2Y2-рецепторов такого увели-
чения АТФ в m. soleus не было. Ранее показано, что

АТФ вызывает увеличение Ca2+ путем активации
рецептора P2Y2 и нижележащего пути IP3R специ-
фически в медленной m. soleus [20]. Итак, ингиби-
рование пуринергических P2Y2-рецепторов при
разгрузке мышцы эффективно влияет на уровень в
ней АТФ.

AMPK (аденозинмонофосфат-активируемая
протеинкиназа) является ключевым регулятором
энергетического гомеостаза. Уровень фосфорили-
рования AMPK может меняться в зависимости от
продолжительности мышечной разгрузки [21–23].
В нашем исследовании содержание pAMPK в груп-
пе HS было значительно снижено относительно
группы контроля (рис. 4). Однако в группе с инги-
бированием P2Y2-рецепторов (А) уровень ее фос-
форилирования в m. soleus не отличался от уровня
группы контроля. Фосфорилирование AMPK мо-
жет регулироваться несколькими механизмами,
включая метилирование [24] и содержание АМФ
(аденозинмонофосфата). Активация AMPK регу-
лируется также кальцием [25]. Можно отметить,
что в группе с ингибированием P2Y2-пуринергиче-
ских рецепторов снижение фосфорилирования
AMPK при функциональной разгрузке m. soleus
было полностью предотвращено. Можно предпо-
ложить, что это произошло потому, что уровень
АТФ, ингибирующий ее фосфорилирование, в
этой группе не отличался от уровня группы интакт-
ного контроля (в отличие от группы HS).

Итак, ингибирование P2Y2-рецепторов в m. so-
leus при ее функциональной разгрузке замедляет
развитие в ней атрофии, накопление АТФ и сни-

Рис. 7. Экспрессия мРНК IL6R в m. soleus крыс после 3-
дневного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные
отличия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 6. Экспрессия мРНК убиквитина в m. soleus крыс
после 3-дневного вывешивания. С – контроль, HS –
3-суточное вывешивание с введением плацебо, A – 3-су-
точное вывешивание с введением AR-C 118925XX. * –
достоверные отличия от группы C (p < 0.05); # – досто-
верные отличия от групп HS (p < 0.05).
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жение фосфорилирования AMPK – ключевого ре-
гулятора энергетического гомеостаза.

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры белковой деградации

Экспрессия Е3-лигаз MuRF1 и MAFbx в m. sole-
us обеих групп вывешенных крыс была суще-
ственно выше, чем в группе контроля (рис. 5a, b).
Однако в группе А увеличение экспрессии мРНК
MAFbx (но не MuRF1) было значительно затормо-
жено относительно группы вывешивания без пре-
парата (рис. 5b). MAFbx является убиквитинлига-
зой, участвующей в убиквитинировании белков,
что ведет к атрофии мышц [26]. Ранее было показа-
но увеличение экспрессии мРНК этих Е3-лигаз
при 3-дневном вывешивании крыс [6]. Увеличение
экспрессии мРНК убиквитина частично предот-
вращалось в группе, вывешенной с ингибировани-
ем P2Y2-рецепторов, относительно группы кон-
троля (рис. 6), т.е. в той группе, где не было атро-
фии камбаловидной мышцы. Убиквитинирование
белков является меткой их дальнейшей деградации
[26, 27].

Увеличение экспрессии мРНК рецептора ин-
терлейкина 6 (IL-6R) было обнаружено в m. soleus
всех вывешенных животных (рис. 7), но в группе А
оно было в 2 раза ниже, чем в группе HS. Известно,
что содержание интерлейкина-6 (IL-6), миокина
увеличивается при функциональной разгрузке
мышц, что ассоциируется с экспрессией в них
атрогенов (MuRF1 и MAFbx) и атрофией [28].
Блокирование рецепторов IL-6 предотвращает
развитие атрофии m. soleus [28], а введение IL-6 в
мышцу, напротив, ведет к ее атрофии [29]. IL-6

способен влиять на генную экспрессию через эпи-
геномную модификацию [30].

Пуринергические рецепторы P2Y2 имеют отно-
шение к регуляции экспрессии мРНК MAFbx и
убиквитина, и их ингибирование при разгрузке
m. soleus существенно замедляет в ней экспрессию
мРНК IL-6R, что может способствовать снижению
степени ее атрофии.

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры, участвующие в регуляции 

белкового синтеза
Мы исследовали маркер MAPK сигнального пу-

ти Erk1/2. MAPK фосфорилируют белки-мишени
по остаткам серина и треонина и таким образом пе-
редают сигнал дальше. Фосфорилирование Erk1/2
(по сайтам Thr202/Tyr204) в m. soleus в нашем экс-
перименте было снижено в группе HS на 63%,
p < 0.05. Ранее мы отмечали снижение уровня фос-
форилирования Erk1/2 при 1- и 3-дневном выве-
шивании крыс [6]. Введение ингибитора P2Y2-ре-
цептора полностью предотвратило индуцирован-
ное разгрузкой снижение фосфорилирования
Erk1/2 в группе А. В большинстве случаев собы-
тие фосфорилирования Erk1/2 по сайтам
Thr202/Tyr204 не зависит от рапамицина и, следо-
вательно, считается, что оно происходит независи-
мо от пути mTORC1 [31]. Активированный Erk1/2
может фосфорилировать и активировать p90RSK
[31–33]. P90RSK (рибосомальная серин/треонин
киназа p90) является маркером Erk1/2-сигнально-
го пути и участвует в трансляции белка [34].
p90RSK регулирует активность mTORC1 и синтез
белка посредством фосфорилирования TSC2 и
Raptor [35–38]. Уровень ее фосфорилирования из-

Рис. 9. Содержание p-p90 в m. soleus крыс после 3-днев-
ного вывешивания. C – контроль, HS – 3-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, A – 3-суточное выве-
шивание с введением AR-C 118925XX. * – достоверные
отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные отли-
чия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 8. Содержание pErk1/2 в m. soleus крыс после
3-дневного вывешивания. C – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные
отличия от групп HS (p < 0.05).
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менялся в нашем эксперименте синхронно с уров-
нем Erk1/2: был значительно снижен в вывешен-
ной группе HS (на 28%) относительно группы кон-
троля (рис. 9). Снижение содержания p-p90RSK
при 3-дневном вывешивании выявляли ранее [6].
Однако в группе А уровень фосфорилирования
p90RSK в m. soleus не отличался от группы контро-
ля. Различия в уровне фосфорилирования p90RSK
между группами HS и А указывают на то, что сни-
жение атрофии m. soleus в группе А могло быть свя-
зано с лучшим регулированием процессов белко-
вого синтеза в вывешенной с ингибированием
P2Y2-рецепторов группе.

Оценивая интегральный показатель интенсив-
ности синтеза белка с помощью введения пуроми-
цина (метод SUnSET), мы также обнаружили су-
щественно более высокий уровень интенсивности
синтеза белка в группе А относительно группы вы-
вешивания без препарата, что свидетельствует об
активизации белкового синтеза в этой группе.

Вывод. Впервые показано, что активация атро-
фических процессов при разгрузке m. soleus запус-
кается в том числе с помощью передачи АТФ-опо-
средованных сигналов, и пуринергические рецеп-
торы P2Y2 принимают участие в ее регуляции.

Блокирование рецепторов P2Y2 замедляет раз-
витие атрофии m. soleus при разгрузке как за счет
снижения протеолитических процессов (экспрес-
сии MAFbx и убиквитина), так и за счет увеличения
интенсивности синтеза белка (в 1.5 раза) через сиг-
нальный каскад ERK/p90RSK.
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The Role of P2Y Receptors in the Regulation of Atrophic Processes 
in Rat Skeletal Muscles under Unloading

К. А. Zaripovaa, S. P. Belovaa, B. S. Shenkmana, and T. L. Nemirovskayaa,#

a Institute of biomedical problems of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
#e-mail: Nemirovskaya@bk.ru

Skeletal muscle atrophy during their unloading is due to a decrease in protein synthesis and an increase in pro-
teolysis. Accumulation of ATP in the muscle during unloading, detected at early stages of unloading, may be one
of the stimuli triggering this process. It has been shown that pannexin channels let ATP pass from the cytoplasm
to the extracellular space during muscle unloading. Extracellular ATP can be sensed by P2Y2 receptors. To test
the hypothesis on the involvement of P2Y2 receptors in the regulation of signaling processes in skeletal muscles
at early stages of unloading, they were inhibited by their selective inhibitor AR-C 18925XX. The inhibition of
P2Y2 receptors during 3-day unloading decreased m. soleus atrophy, prevented ATP accumulation in this muscle,
slowed down the expression of MAFbx E3-ligase mRNA, ubiquitin, and IL6 receptors, increased the level of
AMPK phosphorylation and intensity of protein synthesis.

Keywords: soleus, atrophy, MuRF1 and MAFbx, ubiquitin, intensity of protein synthesis, P2Y2 receptors
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Исследованы особенности распределения различных фотосенсибилизаторов (ФС) (радахлорина, бен-
гальского розового и копропорфирина) в клетках инфузорий Paramecium caudatum и лобозных амеб
Amoeba proteus. Характер аккумуляции ФС оценивали по результатам как прижизненных наблюдений,
так и на фиксированном материале, с использованием методов флуоресцентной и конфокальной ска-
нирующей лазерной микроскопии. Показано, что исследованные одноклеточные эукариотные орга-
низмы имеют сходное с млекопитающими внутриклеточное распределение ФС и могут быть исполь-
зованы в качестве модельных объектов на первых этапах доклинических исследований веществ – по-
тенциальных ФС. Предложены некоторые методические рекомендации по выявлению клеточных
компартментов, в которых происходит избирательное накопление ФС.

Ключевые слова: протисты, фотосенсибилизатор, инфузории, амебы, фотодинамическая терапия, флу-
оресцентная микроскопия, конфокальная сканирующая лазерная микроскопия
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Одноклеточные эукариоты – перспективный
модельный объект исследований в различных на-
учных направлениях; наиболее широко протисты
используются при изучении характера воздействия
разнообразных веществ и соединений на живые
организмы. В литературе имеются сведения об ис-
пользовании подвижных простейших, в том числе
инфузорий, как чувствительных объектов для изу-
чения светового воздействия, оценки сравнитель-
ной токсичности препаратов и определения рас-
пределения и накопления препаратов в
клетках [1–3]. Особенности строения одноклеточ-
ных позволяют оценивать результат эксперимен-
тальных воздействий как на клеточном, так и на
организменном уровне. Возможность лаборатор-
ного культивирования позволяет получать боль-
шие количества генетически однородного матери-
ала и максимально стандартизировать условия
проведения эксперимента. Оптимальным пред-
ставляется использование в качестве модельных
объектов нескольких видов протистов, относящих-
ся к разным крупным таксонам ранга типа, напри-
мер, инфузорий (Alveolata, Ciliophora) и лобозных

амеб (Amoebozoa, Tubulinea). Подобный подход
позволяет изучать механизмы воздействия тести-
руемых веществ на клетки с разным типом орга-
низации и детально охарактеризовать процессы,
протекающие в различных компартментах. Срав-
нительный анализ результатов подобных экспери-
ментов позволяет более достоверно аппроксими-
ровать полученные данные на многоклеточные ор-
ганизмы, а также сократить объем исследований на
млекопитающих.

Фотодинамическая терапия (ФДТ) представля-
ет собой вариант фототерапии, получивший широ-
кое распространение в различных областях меди-
цины, обеспечивающий достижение высоких ре-
зультатов при лечении патологических процессов,
протекающих в доступных для облучения зонах.
Фотодинамическое воздействие подразумевает
комбинацию препарата, локализованного в клет-
ках-мишенях – фотосенсибилизатора (ФС), и све-
та определенной длины волны, который поглоща-
ется ФС, в присутствии молекулярного кислорода
[4]. Взаимодействие препарат-свет приводит к раз-
витию химических и биохимических процессов,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: ZMSBON
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которые вызывают повреждение активными фор-
мами кислорода (АФК) на клеточном уровне. Сре-
ди АФК наибольшее значение имеют: синглетный
кислород (1О2) и супероксидный анион-радикал,
который обычно превращается в более реакцион-
носпособные пероксид водорода (H2O2) и гидрок-
сильный радикал (HO•). На сегодняшний день
определены несколько потенциальных мишеней
1O2 в клетке – белки, нуклеиновые кислоты, липи-
ды мембран. Белки обладают более высокой реак-
ционной способностью в отношении 1O2, по срав-
нению с нуклеиновыми кислотами или ненасы-
щенными липидами, и именно взаимодействие с
белками АФК является ключевым в развитии фо-
тодинамического эффекта [5]. Радиус действия 1O2
составляет около 1–1.5 мкм внутри Н2O-инкубиро-
ванной клетки [6]. Таким образом, фотодинамиче-
ский эффект определяется в первую очередь харак-
теристиками ФС (одной из которых является кван-
товый выход генерации 1O2 (ϕΔ)), а также
особенностями локализации препарата внутри
клетки. В связи с этим важнейшие направления ис-
следований в области ФДТ связаны, с одной сторо-
ны, с поиском и тестированием новых веществ –
потенциальных ФС, а с другой – с разработкой ме-
тодов, облегчающих импорт ФС через плазматиче-
скую мембрану и избирательное связывание с мо-
лекулами-мишенями [7, 8].

В настоящей работе с использованием методов
флуоресцентной, а также конфокальной сканиру-
ющей лазерной микроскопии (КСЛМ) исследова-
ны особенности распределения различных ФС (ра-
дахлорина (РДХ), бенгальского розового (БР) и ко-
пропорфирина (КПФ)) в клетках инфузорий
Paramecium caudatum (Ciliophora, Oligohymenopho-
rea) и лобозных амеб Amoeba proteus (Tubulinea, Eu-
amoebidae). Проведен сравнительный анализ ха-
рактера аккумуляции ФС у исследованных одно-
клеточных эукариот и различных культур клеток
млекопитающих, с целью определения целесооб-
разности использования P. caudatum и A. proteus в

качестве модельных объектов на первых этапах до-
клинических исследований веществ – потенциаль-
ных ФС.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Инфузории Paramecium caudatum (клон 39–9)

были получены из Коллекции культур ресурсного
центра “Культивирование микроорганизмов” На-
учного парка СПбГУ. Инфузорий культивировали
по стандартной методике [9]. Амебы Amoeba proteus
(изолят Pskov) были получены из Коллекции
штаммов свободноживущих амеб ИНЦ РАН.
Культуру амеб поддерживали на среде Прескотта с
рисовыми зернами и инокулированной в среду
смесью инфузорий Colpidium sp. и жгутиконосцев
Chilomonas sp., в культуральной среде также при-
сутствовали одноклеточные зеленые водоросли
[10].

В качестве ФС использовали препараты различ-
ного химического строения: радахлорин® (ООО
“РАДА-Фарма”, Россия), копропорфирин® (ООО
“НПФ “ЭЛЕСТ”, Россия), бенгальский розовый
(“Acros organics”, США) (табл. 1).

Все эксперименты проводили в 24 луночных
культуральных планшетах (Corning, США). Для
флуоресцентной микроскопии (ФМ) использова-
ли микроскоп Leica DM2500, оснащенный флуо-
ресцентным модулем с фильтр-кубами B\G\R и
N2.1 и камерой Leica DFM 495 (Leica-Microsystems,
Wetzlar, Германия). КСЛМ проводили на приборе
Axio Observer Z1 с конфокальным модулем Yokogawa
CSU-X1 (Carl Zeiss, Германия), с использовани-
ем иммерсионного объектива при увеличении
40/60/100×, с ПО Leica Application Suite (Leica Micro-
systems Wetzlar GmbH, Германия) и AxioVision SE64
Software (Carl Zeiss, Германия) соответственно. Ре-
гистрацию флуоресценции проводили при ФМ и
КСЛМ следующих параметрах: БР – 515-60/580 и
488.545/580–690 нм; РДХ – 450–90/510 и 488/640–
680 нм; КПФ 450–90/510 и 405.630/660–680 нм со-
ответственно.

Таблица 1. Краткая характеристика ФС, использованных в работе

Примечание: λ – длины волн, использованные в работе; ελ – молярный коэффициент экстинкции, ϕf – квантовый выход флу-
оресценции, ϕΔ – квантовый выход синглетного кислорода. Физико-химические характеристики приведены по данным литера-
турных источников [11–16].

ФС Действующее вещество ϕΔ ελ, М–1 см–1 ϕf
λ, 
нм

Раствори-
мость

Радахлорин
натриевые соли хлорина е6 (80–
90%), пурпурина 5 (5–20%) и хло-
рина р6 (0–15%)

0.64 (водный раствор) ε660 = 5 · 104 0.04 662 амфи-
фильный

Копропорфирин тетракалиевая соль копропорфи-
рина III

0.37 фосфатный буфер (0.17 
в присутствии альбумина) ε400 = 4 · 105 0.03 635 гидро-

фильный
Бенгальский 
розовый

4,5,6,7-тетрахлоро-2',4',5',7'-тет-
райодофлуоресцеин 0.75 (водный раствор) ε532 = 5 · 104 0.05 532 гидро-

фильный
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ЧИСТЯКОВА и др.

В первой серии экспериментов для выявления в
клетках митохондрий использовали MitoTracker™
Red CMXRos (М7512, ThermoFisher Scientific Inc.,
США) в концентрации 250 нМ при окраске инфу-
зорий и 500 нМ при окраске амеб. Клетки инкуби-
ровали в растворе митотрекера в течение получаса
в темноте, затем отмывали водой 5–7 мин, поме-
щали на предметное стекло и исследовали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа. Для выявле-
ния лизосом и пищеварительных вакуолей у инфу-
зорий использовали лизотрекер CytoPainter
(ab112136, Abcam, США), компоненты набора сме-
шивали в соответствии с протоколом и добавляли в
культуру инфузорий в соотношении 1:1. Для выяв-
ления лизосом и пищеварительных вакуолей у
амеб использовали LysoTracker™ Green DND-26
(L7526, ThermoFisher Scientific Inc., США) в кон-
центрации 100 нМ. Клетки инкубировали в раство-
ре лизотрекера в течение 30 мин в темноте, затем
отмывали водой 5–7 мин, помещали на предмет-
ное стекло и исследовали при помощи микроско-
пии.

Во второй серии экспериментов, направленных
на оценку внутриклеточного распределения ФС,
перед обработкой клеток инфузорий растворами
ФС их помещали в стерильную среду на основе ли-
стьев салата на 1 ч при комнатной температуре (21–
22°С), для уменьшения количества пищевых ваку-
олей, маскирующих другие органеллы. Затем пере-
носили клетки в лунки планшета – 30 клеток в се-
рии эксперимента, по 5 клеток в лунке планшета
объемом 15 мкл. К клеткам добавляли 10 мкл гото-
вого водного раствора ФС (см. табл. 2), затем инку-
бировали в полной темноте в течение 30 мин. По-
сле этого клетки трижды последовательно отмыва-
ли фосфатным буферным солевым раствором
(НПЦ “Эко-Сервис”, Россия) в течение 15 мин.
Отмытые клетки помещали на предметные стекла,
которые имели адгезивное покрытие Polysine
(“Thermo Scientific Inc.”, США), и исследовали с
помощью микроскопии. При необходимости ин-
фузории фиксировали в течение 10 мин при помо-
щи 4% параформальдегида (“Sigma-Aldrich”,
США) непосредственно на предметном стекле. Да-
лее выполняли однократное (в связи с высоким
риском разрушения клеток) отмывание в фосфат-
но-солевом буфере в течение 5 мин. После удале-
ния фосфатно-солевого буфера препарат заключа-
ли в глицерин и накрывали предметным стеклом.
Ядра окрашивали DAPI (1351303, Bio-Rad, США) в
концентрации 2 мкг/мл непосредственно перед
приготовлением препарата. Препарат помещали в
холодильник (+4°C) на 20–30 мин.

В третьей серии экспериментов контролирова-
ли фотодинамический эффект с использованием
культуры P. caudatum после определения нецито-
токсичных концентраций растворов ФС. Для этого
после подсчета клеток, инфузорий отделяли от пи-
тательной среды центрифугированием (15 мин при

5000 об/мин), ресуспендировали в 2 мл готовых
растворов ФС и переносили в стеклянные чашки
Петри диаметром 6 см. Инкубировали в течение
30 мин, далее чашки облучали диодными лазерны-
ми аппаратами с длинами волн соответствующими
ФС. Параметры облучения: диаметр облучаемой
поверхности 70.0 мм; расстояние от торца волокна
до поверхности питательной среды – 100.0 мм;
плотность мощности 52 мВт/см2 (λ = 662, 635 нм);
плотность мощности 106 мВт/см2 (λ = 532 нм).
Плотность энергии увеличивали постепенно с ша-
гом в 1 Дж/см2, летальную дозу простейших кон-
тролировали, измеряя динамику движения объек-
тов при помощи ПО “МультиМедиа Каталог”
(MMCSoft, Россия).

Методами ФМ и КСЛМ анализировали не ме-
нее 20 клеток в каждой постановке опытов. Было
выполнено не менее 10 повторов для каждой экс-
периментальной группы. Отмечали высокую вос-
производимость результатов в соответствии с опи-
санной методикой. Стандартизации исследований
способствовали: соблюдение и контроль условий
культивирования, соблюдение методики проведе-
ния исследования, особенно в части работы с пре-
паратами, контроль параметров облучения, подбор
фильтров и длин волн для оценки флуоресценции
методами микроскопии в соответствии с исследуе-
мыми ФС.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
С помощью лизотрекера в клетках инфузорий

P. caudatum обнаруживаются округлые равномерно
флуоресцирующие тельца диаметром 7–10 мкм
(рис. 1a). В клетках амеб A. proteus выявляются
многочисленные округлые вакуоли диаметром 5–
12 мкм, равномерно флуоресцирующие зеленым
цветом, флуоресцирующие зеленым цветом по пе-
риферии и красным в центре, или же окрашенные

Таблица 2. Нецитотоксичные молярные концентрации
растворов, использованные в работе

Примечание: * – радахлорин – препарат хлоринового ряда,
имеет следующий состав: хлорин е6 (80–90%), пурпурин 5 (5–
20%), пурпурин 18 – хлорин р6 (0–15%); ** – копропорфи-
рин – препарат, состоящий из водорастворимой тетракалие-
вой соли копропорфирина III (89.25%), не более чем на 1% –
из белковых и пептидных соединений и приблизительно на
10% – из примесей других порфиринов, продуцентом которых
является культура Arthrobacter globiformis.

Действующее
вещество

Молекулярная 
масса вещес-

тва, г/моль

Молярная кон-
центрация рас-
твора, моль/л

хлорин е6* 596.7 6.3 × 10–6

бенгальский розовый 1049.8 6.3 × 10–6

тетракалиевая соль 
копропорфирина III** 654.7 6.3 × 10–5
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в бурые тона (рис. 1b). Сопоставление результатов
флуоресцентной и дифференциальной интерфе-
ренционно-контрастной микроскопии (ДИК) поз-
воляет предположить, что вакуоли содержат одно-
клеточные зеленые водоросли на разных стадиях
переваривания, красная и бурая окраска обуслов-
лены автофлуоресценцией хлорофилла (рис. 1b,c).
При окраске митотрекером в цитоплазме инфузо-
рий и амеб обнаруживаются многочисленные
округлые тельца диаметром 1–1.5 мкм (рис. 1d,e).

Особенности накопления ФС в клетках P. cau-
datum и A. proteus оценивали, основываясь на сопо-
ставлении данных, полученных в экспериментах, и
результатов окрашивания инфузорий и амеб мито-
и лизотрекерами. Характер аккумуляции ФС в
клетках инфузорий исследовали как на прижиз-
ненных, так и на фиксированных препаратах, с
использованием как ФМ, так и КСЛМ. На рис. 2
показаны результаты ФМ, демонстрирующие на-
копление БР и КПФ в клетках P. caudatum. Суще-

ственным отличием между рис. 2a, 2c и рис. 2b, 2d
является то, что первые фото – живые клетки, а
вторые – фиксированные. У живых инфузорий,
обработанных БР, флуоресценция визуализирует-
ся преимущественно в пищевых вакуолях, отмеча-
ется отсутствие препарата в ядерном аппарате
(макро- и микронуклеус) – отрицательная гено-
токсичность (рис. 2a). Кроме того, на препаратах
видны многочисленные флуоресцирующие тельца
диаметром 1–1.5 мкм, сходные с теми, которые вы-
являлись у инфузорий с помощью митотрекера
(рис. 2a (вклейка)). Флуоресценция фиксирован-
ной клетки более интенсивная, отмечается более
равномерное распределение БР в клетке, визуали-
зируются мембрана и реснички (рис. 2b). КПФ при
ФМ живых клеток удавалось визуализировать
только в эндосомах, не зафиксировано его накоп-
ление в цитоплазме в концентрации с отсутствием
цитотоксичности (рис. 2c). У фиксированных кле-

Рис. 1. Флуоресцентная микроскопия протистов in vivo, с лизотрекерами: P. caudatum (a), A. proteus (b), тот же участок клет-
ки амебы методом ДИК (c); с митотрекером: P. caudatum (d), A. proteus (e). Масштабные линейки a, d – 30 мкм, b, c, e –
20 мкм.

(a) (c)

(b)

(d) (e)
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ток наблюдалась довольно равномерная флуорес-
ценция по всему объему клетки (рис. 2d).

При ФМ инфузорий, инкубированных с РДХ,
отмечается интенсивная флуоресценция, которая
не позволяет визуализировать внутриклеточное
распределение препарата.

С использованием КЛСМ в фиксированных
клетках инфузорий БР определяется в цитоплазме,
трихоцистах (рис. 3a–c). Очевидно, происходит
накопление БР в эндоплазматическом ретикулуме
(ЭПР), однако на фоне интенсивной окраски этого
компартмента дифференцировать другие органел-
лы, аккумулирующие препарат, не удается. Окра-
шивание в области расположения макронуклеуса
также можно объяснить концентрацией препарата
в ЭПР, а также общим избыточным накоплением
БР в фиксированных клетках, поскольку на при-
жизненных препаратах флуоресценции в области
ядра не наблюдалось. РДХ накапливается на наруж-
ной мембране, кортексе, визуализируются реснич-
ки, что объясняет интенсивное свечение клеток при
исследовании с помощью флуоресцентного микро-
скопа. С помощью КСЛМ удается продемонстри-
ровать, что в клетке РДХ аккумулируется преиму-
щественно в митохондриях, а также, по-видимому,
в пищеварительных вакуолях (рис. 3d–e).

Несмотря на разницу во внутриклеточном рас-
пределении БР и РДХ, лазерное облучение соот-
ветствующими длинами волн с плотностью энер-

гии 10 Дж/см2 приводило к 100% гибели клеток ин-
фузорий. КПФ требовал более высокой плотности

энергии для достижения эффекта – 15 Дж/см2.

Исследование особенностей аккумуляции ФС у
амеб методом КСЛМ показало, что БР и РДХ на-
капливаются преимущественно в митохондриях и
пищеварительных вакуолях (рис. 4a–d). КПФ вы-
является исключительно в пищеварительных ваку-
олях; свечение в красной области спектра, по всей
видимости, обусловлено автофлуоресценцией хло-
рофилла фагоцитированных одноклеточных водо-
рослей (рис. 4e).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Химико-физические свойства препаратов, та-
кие как растворимость (гидрофильность, гидро-
фобность, амфифильность), заряд, определяют
взаимодействия с мембранами и органеллами, а
следовательно, и особенности внутриклеточного
распределения ФС [4, 17]. Присутствие ФС внутри
клеток в функционально-активных органеллах яв-

Рис. 2. Сравнение флуоресцентной микроскопии живых и фиксированных клеток P. caudatum после инкубации с бенгаль-
ским розовым и копропорфирином (30 мин): живая клетка с БР (a); фиксированная клетка с БР (b); живая клетка с
КПФ (c); фиксированная клетка с КПФ (d). Стрелки – пищевые вакуоли. Масштабные линейки: a, c – 20 мкм (вклейка
10 мкм); b, d – 20 мкм.

(a) (b)

(c) (d)
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ляется критичным для развития как некроза, так и

апоптоза после ФДТ, при этом отмечено, что наи-

лучшие результаты наблюдаются при использова-

нии ФС, локализующихся в митохондриях [4].

Согласно полученным нами данным, все три

исследованных ФС – КПФ, БР и РДХ в клетках

инфузорий и амеб выявляются в пищеварительных

вакуолях. Сравнительный анализ результатов ФМ

Рис. 3. КСЛМ исследование накопления водных растворов ФС в клетках P. caudatum после инкубации в течение 30 мин.
a – БР (488 нм); b – БР (660 нм); c – БР совмещенное изображение +DAPI; d – РДХ (488 нм); e – РДХ (660 нм); f – РДХ
совмещенное изображение +DAPI. Масштабные линейки 10 мкм.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Рис. 4. Оценка накопления ФС различного химического строения в A. proteus: бенгальский розовый (a, b); радахлорин (c, d),
копропорфирин (e). Масштаб фото: a – d 20 мкм, e – 10 мкм.

(a) (с)

(d) (e)(b)
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и КЛСМ позволяет заключить, что у обоих иссле-
дованных видов одноклеточных РДХ и БР также
аккумулируются в митохондриях. БР, по крайней
мере у парамеций, выявляется в ЭПР. Следует от-
метить, что после инкубации инфузорий с КПФ
фотодинамический эффект наблюдался при ис-
пользовании лазерного излучения с большей плот-
ностью энергии, по сравнению с клетками, проин-
кубированными с РДХ и БР, что согласуется с по-
лученными нами данными об особенностях
аккумуляции исследованных ФС у протистов.
Сходные данные об эффективности использова-
ния различных ФС для ФДТ были получены и при
изучении фотодинамического повреждения сосу-
дов микроциркуляторного русла кожи крыс при
сравнении РДХ и КПФ. Снижение кожного крово-
тока и структурно-морфологические изменения

при одинаковой дозе облучения – 50 Дж/см2, при
использовании РДХ в качестве ФС, в сравнении с
КПФ были значительно более выражены [18]. В ра-
боте на сосудах брыжейки крыс также была проде-
монстрирована сравнительно меньшая эффектив-
ность фотодинамического эффекта КПФ в сравне-
нии с РДХ и БР [19].

Полученные нами результаты хорошо согласу-
ются с имеющимися литературными данными о
характере накопления ФС у различных линий
культур клеток млекопитающих. В экспериментах
с клетками гепатомы мыши было показано, что об-
лучение после обработки БР вызывает выделение
лизосомальных ферментов, что приводит к разру-
шению клетки [20]. Также было отмечено, что в
клетках мышиных фибробластов NIH 3T3 БР на-
капливается в цитоплазме, правда, авторы не кон-
кретизировали, в каких именно клеточных ком-
партментах [21]. Позднее было показано, что обра-
ботка БР клеток HeLa вызывает изменения
ферментативной активности митохондрий и лизо-
сом, а также нарушения в структуре митохондрий
[22]. РДХ, по литературным данным, в клетках ак-
кумулируется преимущественно в митохондриях,
лизосомах и ЭПР [23, 24]. Инфузорий (P. primaure-
lia) ранее использовали в качестве модельного объ-
екта для изучения воздействия облучения разными
длинами волн на физиологический статус клетки
[25]. Эксперименты по определению характера ак-
кумуляции различных ФС в клетках протистов ра-
нее не проводились, за исключением одной рабо-
ты, посвященной изучению особенностей проник-
новения БР в клетки инфузорий P. aurelia [26].
Было показано, что этот ФС накапливается на
плазматической мембране клетки, также была от-
мечена слабая флуоресценция цитоплазмы. Нуж-
но, однако, отметить, что в данной работе авторы
высушивали клетки на стекле без предварительной
фиксации, что могло повлиять на полученный ре-
зультат.

Таким образом, инфузории Paramecium cauda-
tum и амебы Amoeba proteus демонстрируют сходное

с млекопитающими внутриклеточное распределе-
ние ФС, что, по нашему мнению, свидетельствует
о наличии общих механизмов проникновения и
аккумуляции исследованных веществ в клетках ор-
ганизмов, далеко отстоящих друг от друга на фило-
генетическом древе. Мы полагаем, что изученные в
настоящей работе виды одноклеточных эукариот
могут быть использованы в качестве модельных
объектов на первых этапах доклинических иссле-
дований веществ – потенциальных ФС. При изуче-
нии характера аккумуляции ФС в клетках мы реко-
мендуем, по возможности, совмещать прижизнен-
ные наблюдения с изучением фиксированных
клеток с использованием КЛСМ. С помощью
КСЛМ удается более детально охарактеризовать
особенности накопления ФС в клетках протистов.
При использовании метода ФМ для изучения осо-
бенностей накопления и распределения ФС пред-
почтительно проводить наблюдения на живых
клетках. Это позволяет минимизировать избыточ-
ное окрашивание цитоплазмы и, в результате, бо-
лее качественно визуализировать органеллы, в ко-
торых происходит избирательное накопление пре-
парата. Возникновение артефактов при фиксации
клеток происходит вследствие неспецифического
проникновения ФС в клеточные компартменты.
Однако в совокупности данные методы позволя-
ют минимизировать влияние артефактов на ре-
зультат анализа полученных изображений и наи-
более детально охарактеризовать распределение
ФС в клетках.
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The accumulation patterns of different photosensitizers (PSs) (radachlorin, bengal rose, coproporphyrin) in cil-
iated infusoria Paramecium caudatum and amoebae Amoeba proteus were evaluated by the results of intravital ob-
servations and on the fixed material, using the methods of f luorescent and confocal scanning laser microscopy.
It was found that the above single-celled eukaryotic organisms share similar intracellular distribution patterns of
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Целью настоящей работы было проведение морфологического анализа гемоцитов, нахождение общего
числа гемоцитов и процентной доли каждого типа гемоцитов австралийского красноклешневого рака
(Cherax quadricarinatus). Изучали гемоциты в нативной, обработанной антикоагулянтом и окрашенной
по Май-Грюнвальду и Романовскому гемолимфе. Гемолимфу отбирали шприцом из вентрального си-
нуса. Микроскопию проводили при увеличении объектива 40× или 100×. Подсчет гемоцитов и опре-
деление процентной доли каждого типа производили в камере Горяева. Выделено три основных типа
гемоцитов, а также обнаружены клетки, морфологически отличающиеся от первых трех, они названы
прозрачными клетками. Агранулоциты (гиалиноциты) – клетки овальной или веретенообразной фор-
мы, длиной и шириной порядка 26.6 и 9.2 мкм. У них отсутствуют гранулы, однако иногда можно об-
наружить малое число размером менее 0.5 мкм. Этот тип клеток способен дольше других оставаться на
предметном стекле после извлечения. Полугранулоциты – клетки овальной или веретенообразной
формы, длиной и шириной 26.7 и 9.3 мкм, с умеренно развитыми небольшими гранулами размером ме-
нее 0.5 мкм и редко встречающимися средними гранулами размером от 0.77 до 1.69 мкм. Гранулоциты
– клетки овальной формы, наиболее крупные из всех типов с длиной и шириной 28.7 и 11.1 мкм. Имеют
крупные (0.8–2.48 мкм) обильно развитые гранулы и высокое лучепреломление, ввиду чего этот тип
клеток хорошо определим под микроскопом. У них наблюдается наименьшее по сравнению с первыми
двумя типами ядерно-цитоплазматическое отношение. Прозрачные клетки – особенностью данного
типа клеток являются обильно развитые псевдоподии. Среднее значение диаметра клетки после ее
округления составляет 10.7 ± 1.11 мкм. Клетки этого типа начинают проявляться через 10 мин после из-
влечения в необработанной антикоагулянтом гемолимфе. Доминирующим типом в гемолимфе явля-
ются агранулоциты, их доля составляет 48.3 ± 11.4%. На долю полугранулоцитов и гранулоцитов при-
ходится 26.3 ± 7.8% и 25.2 ± 6.9% соответственно. Общее число гемоцитов колеблется в широком диа-
пазоне от 820 до 5510 шт./мкл, среднее количество клеток составляет 2707 ± 1096 шт./мкл. Средняя
доля прозрачных клеток составила 18.2 ± 3.8%.

Ключевые слова: австралийский красноклешневый рак, Cherax quadricarinatus, гемолимфа, гемоциты,
агранулоциты, полугранулоциты, гранулоциты, прозрачные клетки, общее число гемоцитов, гемо-
грамма
Принятые сокращения: ГЦ – гемоциты, ГЦ I – агранулоциты, ГЦ II – полугранулоциты, ГЦ III – гра-
нулоциты, ГЦ IV – прозрачные клетки
DOI: 10.31857/S0044452922060109

Кровь ракообразных представлена гемолим-
фой, клеточной частью которой являются гемоци-
ты. Как правило, у декапод (Decapoda) выделяют
три типа гемоцитов: агранулоциты (гиалиноциты),
полугранулоциты (гранулоциты с малыми гранула-
ми) и гранулоциты [1–4], некоторые исследовате-
ли выделяют у речных раков видов Аstacus astacus и
Pontastacus leptodactyhis четвертый тип гемоцитов –
прозрачные клетки [5–7], а Roulston [8] выделил у
морского краба Hyas araneus, помимо основных
трех типов гемоцитов, еще и прогемоциты. В по-

следние несколько десятилетий происходит интен-
сивное изучение гемоцитов представителей семей-
ства Decapoda. Для ряда ракообразных, являющих-
ся объектами аквакультуры и промысла, даны
классификация и характеристика как по морфоло-
гическим и цитохимическим показателям, так и по
молекулярным особенностям гемоцитов, опреде-
лены общее число гемоцитов и процентная доля
каждого типа клеток в гемолимфе [8–22]. Полу-
ченные результаты позволяют без затруднений
классифицировать клетки крови этих гидробион-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тов. При этом для некоторых видов существуют
различные точки зрения по поводу классификации
гемоцитов; так, Hose и соавт. [13] выделил три типа
гемоцитов у Homarus americanus, в то время как Bat-
tison и соавт. [23] в своей работе выделяет одинна-
дцать типов, большая часть которых являются не
отдельными клеточными линиями, а гемоцитами
разных стадий развития. У перспективного объекта
аквакультуры, австралийского красноклешневого
рака (Cherax quadricarinatus (Von Martens, 1868))
[24–26], гемоциты являются относительно хорошо
изученными. На этом организме эксперименталь-
но подтверждена концепция, по которой различ-
ные типы гемоцитов происходят не от различных
клеточных линий, как считалось ранее, а представ-
ляют собой гемоциты разных стадий развития [27].
Исходя из нее, предшественниками гранулоцитов
являются полугранулоциты, при этом агранулоци-
ты (гиалиноциты) считаются прогемоцитами, вы-
свободившимися из гемопоэтической ткани. Так-
же у C. quadricarinatus изучены иммунные функции
гемоцитов [28, 29] и их молекулярные особенности
[27, 29–31], проведены исследования популяций
гемоцитов с помощью проточной цитометрии и с
использованием флуоресцентных маркеров [27,
32]. Но при этом отсутствует подробная морфоло-
гическая характеристика гемоцитов, так, напри-
мер, отсутствуют данные о ядерно-цитоплазмати-
ческом отношении и размерах гранул различных
типов клеток. Среди прочего остается открытым
вопрос о количестве типов гемоцитов. Так, в ряде
вышеперечисленных работ авторы выделяют толь-
ко три основных типа, однако Лагуткина и соавт.
[33] выделяют в гемолимфе австралийского крас-
ноклешневого рака еще и прозрачные клетки, ко-
торые предположительно являются прогемоцита-
ми или рано высвободившимися из гемопоэтиче-
ской ткани гемоцитами. Это не единственная
работа, в которой авторы выделили в гемолимфе
помимо основных типов клеток еще и дополни-
тельные; так, Wentao и соавт. [34] обнаружили с по-
мощью иммуноцитохимии клетки CD34+, кото-
рые, возможно, являются подобными стволовым,
полученными из недифференцированной гемопо-
этической такни. Предполагается, что эти клетки
могут расти и дифференцироваться в зрелые гемо-
циты будучи циркулирующими в кровеносной си-
стеме. В работе по изучению гемоцитов, поражен-
ных внутриклеточными микроорганизмами [35],
были обнаружены инфицированные стволовые
клетки кроветворной ткани, некоторые из которых
по предположению авторов высвобождались в кро-
воток. Помимо этого, актуальной задачей является
нахождение общего числа гемоцитов (ОЧГ) и про-
центной доли каждого типа гемоцитов, так как в
различных источниках уровень ОЧГ и доля различ-
ных типов клеток австралийского красноклешне-
вого рака имеют различные значения [29, 32, 33, 36,
37]. ОЧГ и процентная доля каждого типа гемоци-

тов являются важными показателями физиологи-
ческого состояния ракообразных. Описанное вы-
ше создает необходимость проведения исследова-
ний с целью получения информации о
морфологических особенностях каждого типа ге-
моцитов, их процентной доли и общем числе. Это
расширит возможности более точного определе-
ния типов клеток при работе с гемолимфой рака
как для научно-исследовательских целей, так и для
прижизненного мониторинга физиологического
состояния ракообразного в условиях рыбохозяй-
ственных предприятий [3, 5, 7, 14, 38].

Целью настоящей работы было проведение
морфологического анализа гемоцитов, нахожде-
ние ОЧГ и процентной доли каждого типа гемоци-
тов австралийского красноклешневого рака (Cher-
ax quadricarinatus).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работу проводили в лаборатории перспектив-

ных технологий в аквакультуре на базе бизнес-ин-
кубатора ФГБОУ ВО “Кубанский государствен-
ный университет”.

Содержание животных. Раков содержали в уста-
новках замкнутого водоснабжения (УЗВ), включа-
ющих в себя бассейны объемом 2.5 м3 и площадью
3.14 м2 каждый при температуре воды 20–28° С. В
УЗВ были размещены укрытия из ПВХ труб для
снижения внутривидовой агрессии. В зависимо-
сти от массы, особи содержались раздельно при
плотностях посадки от 6 до 20 особей/м2. Кормле-
ние осуществляли ежедневно кормом Coppens
Start Premium 1.5 мм (Нидерланды) (белок – 54%,
жиры – 15%, зола – 10.4%, фосфор – 1.59%), суточ-
ная норма составляла 3% от биомассы ракообраз-
ных. Фотопериод составлял 12/12 ч (день/ночь).
Концентрация кислорода в воде составляла 5 мг/л,
pH 7.9.

Исследование состояло из нескольких частей. В
первой изучали гемоциты в обработанной антико-
агулянтом гемолимфе, когда они имели веретено-
образную или овальную форму. В качестве антико-
агулянта использовали 4%-ный раствор Трилона-Б
(ЭДТА-Na2) (BASF, Китай), так как по нашим на-
блюдениям этот антикоагулянт предотвращает
быстрый распад и округление клеток, а также обра-
зование скоплений из них. Шприц заполняли ан-
тикоагулянтом в соотношении 1: 1 к планируемому
объему изымаемой гемолимфы. Во второй части
исследовали гемоциты в нативной гемолимфе –
определяли диаметр округлившихся клеток. В тре-
тьей части работы исследовали мазки, окрашенные
по Май-Грюнвальду и Романовскому. Определяли
ОЧГ и процентную долю каждого типа гемоцитов.

Окрашивание по Май-Грюнвальду. Для окраски
по Май-Грюнвальду в краситель-фиксатор (Мини-
мед, Россия), разведенный 1: 3 в фосфатном буфе-
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ре с pH 6.4 ± 0.2 (Минимед, Россия), помещали на
5 мин высушенные мазки, с последующей отмыв-
кой буфером и высушиванием.

Окрашивание по Романовскому. При окраске по
Романовскому в краситель (Минимед, Россия),
разведенный в фосфатном буфере с pH 6.4 ± 0.2 в
соотношении 1:24, помещали высушенные мазки
на 2 мин, затем раствор разбавляли 1: 1 фосфатным
буфером и окрашивали еще 10 мин с последующей
отмывкой буфером и высушиванием.

Отбор гемолимфы. Гемолимфу отбирали из вен-
трального синуса шприцом объемом 2 мл с иглой
23G с учетом норм санитарии. Такой способ позво-
ляет прижизненно отбирать кровь, не нанося здо-
ровью раков значительный ущерб [3].

Микроскопия и измерение гемоцитов. Микро-
скопию гемоцитов проводили на световом микро-
скопе Микромед-1 (Микромед, Россия) при уве-
личении объектива 40× или 100× c масляной им-
мерсией. Для морфометрических измерений
использовали камеру UCMOS08000KPB (Toup-
Cam, Китай) c разрешением 3264 × 2448 пикселей
и программное обеспечение ToupView 3.7 (ToupTek
Photonics, Китай). Находили длину и ширину клет-
ки и ядра у гемоцитов в нативном состоянии (име-
ющих овальную и веретеновидную формы), а так-
же вычисляли ядерное-цитоплазматическое отно-
шение (ЯЦО). Для этого произведения длины и
ширины ядра и клетки использовали вместо пло-
щади этих структур, для последующего расчета
ЯЦО по формуле: ЯЦО = Sя/Sкл, где Sя – площадь
ядра клетки; Sкл – площадь клетки. В одном окра-
шенном образце гемолимфы исследовали гемоци-
ты из 10–15 полей зрения. Для исследования гемо-
лимфы, обработанной антикоагулянтом, проводи-
ли по 10 измерений гемоцитов каждого типа в
одном образце гемолимфы, всего было проанали-
зировано 10 образцов гемолимфы из 10 особей раз-
личной массы обоих полов.

Определение общего числа гемоцитов и их диффе-
ренцированный подсчет. Определение ОЧГ прово-
дили на 138 разнополых раках массой от 8 до 100 г
(40.4 ± 23.6 г). Установление процентной доли
каждого типа гемоцитов проводили на 50 раках
обоих полов (25 самок и 25 самцов) массой 56.5 ±
± 18.4 г, у них также определяли ОЧГ. Подсчет ге-
моцитов и определение процентной доли каждого
типа производили в камере Горяева. Для подсчета
общего числа гемоцитов (ОЧГ) применяли следую-
щую формулу: ОЧГ в 1 мкл = N × 5, где N – число
всех гемоцитов в 50 больших квадратах на сетке ка-
меры.

Статистическая обработка данных. Расчеты по-
лученных данных производили с использованием
программ Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
США) и Statistica 14 (TIBCO Software Inc.). Вычис-
ляли такие показатели, как среднее значение (μ),
среднеквадратичное отклонение (σ). Для проверки

статистической достоверности различий использо-
вали U-критерий Манна–Уитни и критерий Крас-
кела–Уоллиса. Различия считались статистически
достоверными при p < 0.05. Для обнаружения кор-
реляционных связей использовали коэффициент
корреляции Спирмена, корреляция считалась ста-
тистически достоверной при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Основанием для классификации гемоцитов ста-
ли наличие и размер гранул в цитоплазме клеток,
размеры клеток и ядра, их форма. Нами было выде-
лено в гемолимфе Cherax quadricarinatus три основ-
ных типа гемоцитов: агранулоциты (гиалиноци-
ты), полугранулоциты (гранулоциты с малыми гра-
нулами), гранулоциты, а также были обнаружены
клетки, морфологически отличающиеся от первых
трех. Упоминание о них имеется в ряде работ [5–7],
где они названы прозрачными клетками.

Все гемоциты сразу же после изъятия при отсут-
ствии антикоагулянта начинают из нативной фор-
мы превращаться в округлые образования. Через
5–7 мин клетки начинают разрушаться. Спустя
30–40 мин после изъятия гранулоциты и полугра-
нулоциты разрушаются, однако их учет и типиза-
ция возможны по выброшенным гранулам. Дан-
ные по морфологическим характеристикам гемо-
цитов представлены в табл. 1.

Размерные характеристики клеток могут варьи-
ровать в широком диапазоне и зависеть от того, как
долго они находятся на стекле, какой антикоагу-
лянт и в каком соотношении и концентрации ис-
пользуется, исходя из этого наиболее надежным
критерием при классификации гемоцитов являют-
ся наличие и размер гранул.

Агранулоциты (гиалиноциты) (ГЦ I) (рис. 1a, 2d).
Клетки овальной или веретенообразной формы,
длиной и шириной порядка 25.2 и 8.5 мкм соответ-
ственно. Длина и ширина клеток колеблются в
диапазоне 18.5–34.5 и 6.2–11.3 мкм соответствен-
но, ЯЦО 9.7–44.6%. У агранулоцитов отсутствуют
гранулы, однако иногда можно обнаружить малое
число размером порядка 0.5 мкм и менее. После
изъятия округляются в течение одной минуты
(рис. 1a2). Этот тип клеток способен дольше других
оставаться на предметном стекле после извлече-
ния. При окрашивании по Романовскому ядра кле-
ток окрашиваются в темно-фиолетовый цвет
(рис. 2d). Окрашивание по Май-Грюнвальду
(рис. 1a3) дает более светлое окрашивание ядра по
сравнению с окраской по Романовскому (рис. 2d).

Полугранулоциты (гранулоциты с малыми грану-
лами) (ГЦ II) (рис. 1b, 2c). Клетки овальной или ве-
ретенообразной формы, длиной и шириной 26.6 и
9.2 мкм соответственно, с умеренно развитыми не-
большими гранулами, варьирующих в широком
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диапазоне, от гранул по размером сопоставимых с
гранулами агранулоцитов до редко встречающихся
гранул среднего размера, схожих с гранулами гра-
нулоцитов размером от 0.77 до 1.7 мкм, при этом
есть статистические различия между размером гра-
нул у полугранулоцитов и гранулоцитов (p < 0.05).
Длина и ширина клеток колеблются в диапазоне
18.3–39.6 и 7.3–11.9 мкм соответственно, ЯЦО
10.8–40.8%. Начинают округляться через 1–2 мин
после изъятия (рис. 1b2). В окрашенных по Май-
Грюнвальду мазках полугранулоциты представля-
ют из себя клетки с небольшими гранулами и цито-
плазмой фиолетового цвета (рис. 1b3). При окраске
по Романовскому цитоплазма и гранулы окраши-
ваются в синий цвет. Полугранулоциты, являясь
предшественниками гранулоцитов, имеют разли-
чия по некоторым молекулярным характеристи-
кам, цитохимии и функциям [1, 13, 31, 39], ввиду
чего есть основание выделять гранулоциты и полу-
гранулоциты в два отдельных типа.

Гранулоциты (ГЦ III). Клетки овальной формы
(рис. 1с1, 2a,b, 3a,b). Наиболее крупные из всех ти-
пов гемоцитов с длиной и шириной 28.8 и 11.1 мкм
соответственно, с крупными (0.8–2.48 мкм) обиль-
но развитыми гранулами, имеющими высокое лу-
чепреломление, ввиду чего этот тип клеток хорошо
определим под микроскопом. Размер гранул ва-
рьирует от 0.8 до 2.5 мкм. Длина и ширина клеток
колеблются в диапазоне 21.3–38.6 и 7.8–15.3 мкм
соответственно, ЯЦО 4.1–34.8%. У гранулоцитов
наблюдается наименьшее по сравнению с первыми
двумя типами ядерно-цитоплазматическое отно-
шение. Клетки начинают округляться через 2–
3 мин после изъятия. Через 5–10 мин с момента
изъятия происходит разрушение клетки, после ко-
торого остаются гранулы (рис. 3c). В окрашенных
по Май-Грюнвальду мазках гранулоциты пред-

ставляют из себя клетки с крупными обильно раз-
витыми окрашенными фиолетовым цветом грану-
лами (рис. 1b3). При окрашивании по Романовско-
му ядро и гранулы окрашиваются в фиолетовый
цвет, в то время как цитоплазма в светло-фиолето-
вый. Дифференциальное окрашивание гранулоци-
тов несколькими красителями может свидетель-
ствовать о гетерогенности их гранул или гетероген-
ности самих гранулоцитов, как это наблюдается у
гранулоцитов асцидии Halocynthia aurantium [40],
что может быть обусловлено их несинхронностью
созревания. Так, в мазках можно выделить грану-
лоциты с крупным ядром и малым количеством
гранул по сравнению с гранулоцитами, имеющими
ядра меньшего размера, но превосходящие первые
по количеству гранул. Первые могут быть более
молодыми формами по сравнению с последним.
Наблюдаются различия в окрашивании разновоз-
растных гранулоцитов, ядра молодых гранулоци-
тов способны окрашиваться более светлыми тона-
ми по сравнению со старшевозрастными клетками.
Морфологическую гетерогенность популяции гра-
нулоцитов также можно заметить при световой
микроскопии гемолимфы. Гипотеза о гетерогенно-
сти гранулоцитов ввиду нахождения в гемолимфе
разновозрастных клеток подтверждается исследо-
ваниями [27], так как созревание гранулоцитов мо-
жет доходить от одного до трех месяцев, а после со-
зревания могут жить до двух месяцев.

Проведение сравнений длины, ширины, диа-
метра (после округления) и ЯЦО трех типов гемоци-
тов дали следующий результат: различий в длинах
агранулоцитов и полугранулоцитов не наблюдается
(p > 0.05), в то время как во всех остальных случаях
различия статистически достоверны (p < 0.05).

Прозрачные клетки (ГЦ IV) (рис. 4a). Эти гемо-
циты начинают проявляться через 5–10 мин после

Таблица 1. Цитологические характеристики гемоцитов C. quadricarinatus

Показатели
Типы клеток

агранулоциты полугранулоциты гранулоциты

Форма клеток овальная, веретено-
образная овальная, веретенообразная овальная

Гранулы
отсутствуют или в не-
большом количестве, 
мелкие менее 0.5 мкм

небольшого размера, умеренно разви-
тые 0.5 мкм, реже встречаются сред-

него размера 1.05 ± 0.243 мкм

крупные, обильно раз-
виты 1.4 ± 0.5 мкм

Ядро (расположение
в клетке, форма) центральное, овальное центральное, овальное

центральное или эксцен-
тричное, овальное, круг-
лое или почкообразное

Длина клетки, мкм 25.2 ± 3.2 26.6 ± 4.5 28.8 ± 3.8
Ширина клетки, мкм 8.5 ± 1.0 9.2 ± 1.1 11.1 ± 1.7
Диаметр клетки после 
округления, мкм 10.3 ± 1.2 11.2 ± 0.8 14.6 ± 1.4

ЯЦО, % 25.9 ± 8.5 22.6 ± 6.9 13.2 ± 5.3
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извлечения гемолимфы. Клетки овальной формы
через 5–10 мин после проявления начинают округ-
ляться, среднее значение диаметра клетки после ее
округления составляет 10.7 ± 1.11 мкм, что сопоста-
вимо с диаметром агранулоцитов (p > 0.05) и полу-
гранулоцитов (p > 0.05). Особенностью прозрач-
ных клеток являются обильно развитые псевдопо-
дии (рис. 4a). При микроскопировании эти
клеточные структуры проглядываются тяжело,
ввиду того, что являются прозрачными. Прозрач-
ные клетки окрашивались только по Май-Грюн-
вальду в мазках, где использовалась нативная гемо-
лимфа, не обработанная антикоагулянтом (рис. 4b).
При окрашивании мазков по Романовскому этот
тип клеток в нашем исследовании не обнаруживал-
ся.

Можно предположить, что это прикрепленный
распластанный на стекле гиалиноцит, который
практически не отличается по диаметру (10.3 ±
± 1.20 мкм), но это не объясняет проявление его
только спустя некоторое время на тех участках, где
они ранее отсутствовали. Возможно, проявление
клеток спустя определенное количество времени

обусловлено тем, что из-за большого количества
цитоплазмы они при рассмотрении под световым
микроскопом просвечиваются, однако по проше-
ствии 10 мин они начинают разрушаться, ввиду че-
го становятся видимыми. Этот механизм требует
дополнительных исследований. Допустим, что мы
могли принять цианоциты за прозрачные клетки,
однако размерные характеристики цианоцитов [41]
не соответствуют таковым. Цианоциты имеют
размеры, в несколько раз превышающие разме-
ры циркулирующих гемоцитов. Также можно
предположить, что это клетки с отклонениями в
дифференцировке, которые были охарактеризова-
ны Ковачевой как не идентифицированные гемо-
циты [4], однако они морфологически отличаются
от представленных нами.

Происхождение и функции прозрачных клеток
остаются не ясны, возможно, именно этот тип кле-
ток выделил у Hyas araneus Roulston и соавт. [8] и
определил их как прогемоциты. Этот тип клеток
может являться предшественником других гемоци-
тов. Этой гипотезе сопутствует тот факт, что
из агранулоцитов, помеченных 3H-тимидином,

Рис. 1. Микрофотографии трех типов гранулоцитов. (a) – агранулоцит, (b) – полугранулоцит, (c) – гранулоцит. 1 – в ан-
тикоагулянте, 2 – округленный, 3 – окрашенный по Май-Грюнвальду. Размер масштабной линейки 10 мкм.

(a1)

(a2)

(a3)

(b1)

(b2)

(b3)

(c1)

(c2)

(c3)
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не происходит образование гранулярных гемоци-
тов [42], как это считалось ранее [43]. Однако дан-
ные, полученные Li и соавт. [27], говорят о том, что
гранулоциты развиваются из полугранулоцитов,
при этом остается не до конца ясным процесс воз-
никновения агранулярных клеток. Как было ука-
зано во введении в гемолимфе, C. quadricarinatus
также были обнаружены прозрачные клетки или
циркулирующие в гемолимфе стволовые клетки.
Вентао и соавт. [34] обнаружили клетки CD34+,
однако не привели данные о том, какой процент от
всех гемоцитов составляют CD34+ клетки. Ромеро
и соавт. [35] вместе с гемоцитами, пораженными
внутриклеточными микроорганизмами, обнару-
жили инфицированные стволовые клетки крове-
творной ткани, некоторые из которых предполо-
жительно высвобождались в кровоток. Перечис-
ленные выше наблюдения могут свидетельствовать
о том, что прозрачными клетками могут являться
высвободившиеся из кроветворной ткани стволо-
вые клетки, которые по сути представляют из себя
незрелые формы гемоцитов. В этом случае вызыва-
ет интерес проведение работы с возможным выде-
лением и культивированием прозрачных клеток с
целью доведения их до созревших стадий гемоци-
тов in vitro, по аналогии с работой Li и соавт. [30], в
которой осуществили полную дифференцировку
гемоцитов из кроветворной ткани.

В исследованиях при работе с гемолимфой ав-
стралийского красноклешневого рака в ряде работ,
например [27–29, 32], не обнаруживают прозрач-
ные клетки. Это может быть объяснено тем, что
прозрачные клетки могут быть не зафиксированы
прибором при проточной цитометрии, либо же
просчитанные прозрачные клетки были отнесены
к агранулоцитам, ввиду сопоставимых размеров и
отсутствия гранул. При световой микроскопии эти
клетки могли быть упущены из виду, так как в на-
тивной гемолимфе их проявление начинает проис-
ходить через 10 мин после ее извлечения, а антико-
агулянт сдвигает это время в большую сторону.

В связи с этим остаются актуальными дополни-
тельные исследования по определению функций и
происхождения прозрачных клеток, которые, воз-
можно, помогут дать полную картину гемопоэза у
ракообразных.

Не идентифицированные гемоциты. К этой груп-
пе клеток относятся гемоциты со смешанными
морфологическими характеристиками, либо с ха-
рактеристиками, не совпадающими с тремя из-
вестными типами гемоцитов, также гемоциты без
гранул со слабо красящейся цитоплазмой. Не
идентифицированные клетки затруднительно об-
наружить в нативной гемолимфе, однако их можно
обнаружить в мазке. Возможно, эти клетки явля-
ются переходными стадиями между циркулирую-

Рис. 2. Микрофотографии гемоцитов окрашенных по Романовскому. (a), (b) – гранулоциты, (c) – полугранулоцит, (d) –
агранулоцит. Размер масштабной линейки 5 мкм.

(a) (b)

(c) (d)
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щими и прикрепленными гемоцитами. Не исклю-
чено, что эти клетки могут быть артефактами, воз-
никшими при изготовлении мазка.

В итоге полученные значения размеров изучен-
ных нами гемоцитов соответствуют тем, что осве-
щены в работах ряда исследователей [8, 13, 16, 19,
22, 42, 44], посвященных некоторым высшим рако-
образным (креветки, омары, лангусты, крабы,
пресноводные раки – Fenneropenaeus chinensis,
Paranephrops planifrons, Hyas araneus, Homarus ameri-
canus, Panulirus interruptus, Loxorhynchus grandi,
Loxorhynchus grandi, Astacus astacus, Astacus leptodac-
tylus) и, в частности, австралийскому красноклеш-

невому раку [27, 28, 30, 45], но противоречат ре-
зультатам Лагуткиной и соавт. [33]. В их работе
приведены в 4.6–9.7 раза большие размеры гемо-
цитов, а самыми крупными элементами гемолим-
фы были прозрачные клетки – 103.6 мкм, у нас же
они одни из самых маленьких – 10.7 мкм. При этом
самыми мелкими были гранулоциты 67.1 мкм, ко-
торые в наших исследованиях наибольшие с диа-
метром 14.6 мкм.

Процентное содержание типов гемоцитов. На
рис. 5 представлено процентное содержание трех
типов гемоцитов. Доминирующим типом в гемо-
лимфе C. quadricarinatus являются агранулоциты,

Рис. 3. (a), (b) – гемоциты в камере Горяева, (c) – разрушенные гранулоциты. Размер масштабной линейки 50 мкм.

(a) (b)

(с)

Рис. 4. Микрофотографии прозрачных клеток. (a) – округлившаяся прозрачная клетка с псевдоподиями, (b) – прозрачная
клетка, окрашенная по Май-Грюнвальду. Размер масштабной линейки 5 мкм.

(a) (b)
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их доля составляет 48.3 ± 11.4%. На долю полугра-
нулоцитов и гранулоцитов приходится 26.3 ± 7.8%
и 25.2 ± 6.9% соответственно от всех клеточных
элементов в гемолимфе. Процентная доля гемоци-
тов в гемолимфе самок и самцов имела различные
значения, так, статистически различалась доля по-
лугранулоцитов (p < 0.05) и агранулоцитов (p < 0.05)
(табл. 2). Выявлены корреляционные связи между
долей гранулоцитов и агранулоцитов r = –0.762
(p < 0.01), между долей агранулоцитов и полуграну-
лоцитов r = –0.786 (p < 0.01), также между долей
гранулоцитов и полугранулоцитов 0.348 (p < 0.05).

Полученные данные не соотносятся с некото-
рыми литературными данными. Например, в рабо-
те Wentao и соавт. [34] показано, что доля грануло-
цитов составляет примерно 60% от общего числа
гемоцитов, а доля агранулоцитов и полугранулоци-
тов составляет 25 и 15% соответственно. В исследо-
вании Li и соавт. [27] – наоборот, гранулоциты и
полугранулоциты занимают доминирующее место

в гемолимфе австралийского красноклешневого
рака, а агранулоциты занимают незначительный
процент. В то же время полученные нами данные
совпадают с результатами нескольких других работ
[32, 36].

Как указывалось ранее, прозрачные клетки не
были обнаружены в гемолимфе, обработанной ан-
тикоагулянтом, поэтому для обнаружения про-
центной доли этих клеточных структур мы провели
дополнительные наблюдения с нативной гемолим-
фой на десяти особях (рис. 6). Средняя доля про-
зрачных клеток составила 18.2 ± 3.8%, при этом
снизилась доля агранулоцитов – она составила
38.5 ± 7.0% по сравнению с приведенными выше
измерениями. Исходя из этого можно предполо-
жить, что часть прозрачных клеток в обработанной
антикоагулянтом гемолимфе может быть воспри-
нята как агранулоциты. Полученные данные сопо-
ставимы с результатами Лагуткиной и соавт. [33], в
работе которых доля прозрачных клеток составляет
23%. При этом как наши результаты, так и Лагут-
киной [33] отличаются от полученных при иссле-
довании других видов. У речных раков видов Аsta-
cus astacus и Pontastacus leptodactyhis доля прозрач-
ных клеток составляет в среднем 6.5–8.8 и 3.3–
5.5% соответственно [5, 46], у краба Hyas araneus
доля прогемоцитов составляет порядка 11.3% и воз-
растает при создании искусственной гемоцитопе-
нии путем отбора гемолимфы [8].

Рис. 5. Процентное содержание трех типов гемоцитов в гемолимфе C. quadricarinatus. GC – гранулоциты, SGC – полугра-
нулоциты, HH – гиалиноциты (агранулоциты).

HHSGCGC
Types of hemocytes

80
Median
25–75%
Non-Outlier Range
Outliers

70

60

50

40

30

Pe
rc

en
ta

ge
 sh

ar
e,

 %

20

10

0

Таблица 2. Гематологические показатели самцов и са-
мок С. quadricarinatus

Показатели Самцы (n = 25) Самки (n = 25)

ОЧГ, шт./мкл 2808 ± 970 2709 ± 795
Агранулоциты, % 52.0 ± 10.0 44.5± 11.5
Полугранулоциты, % 24.0 ± 4.5 28.6 ± 9.6
Гранулоциты, % 23.8 ± 7.1 26.4 ± 6.5
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Общее число гемоцитов колеблется в широком
диапазоне от 820 до 5510 шт./мкл, среднее количе-
ство клеток составляет 2707 ± 1096 шт./мкл. Наи-
более частые значения ОЧГ находятся в интервалах
от 1500 до 2500 шт./мкл и 3000–3500 шт./мкл (рис. 7).

Различия в ОЧГ между самками и самцами были
статистически не достоверны (p = 0.82). Для изуче-
ния изменчивости ОЧГ в зависимости от массы
был проведен корреляционный анализ Спирмена,
а также сравнение пяти размерных групп рис. 8

Рис. 6. Процентное содержание четырех типов гемоцитов в гемолимфе C. quadricarinatus. GC – гранулоциты, SGC – по-
лугранулоциты, HH – гиалиноциты (агранулоциты), TC – прозрачные клетки.
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Рис. 7. ОЧГ C. quadricarinatus. (a) – распределение ОЧГ, (b) – размах ОЧГ.
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с помощью критерия Краскела–Уоллиса. Досто-
верно значимых корреляционных связей между
массой и ОЧГ не было обнаружено (p > 0.05). Срав-
нение с помощью критерия Краскела–Уоллиса по-
казало, что различия в ОЧГ у пяти размерных групп
статистически не достоверны (p > 0.05). Однако ис-
ходя из рис. 8 с увеличением массы в группах не-
значительно увеличивается ОЧГ, однако, стоит
учитывать тот факт, что число наблюдений в каж-
дой из групп разнится. Различия в уровне ОЧГ
между самцами и самками были статистически не
достоверны (p > 0.05), однако у самцов уровень
ОЧГ был незначительно выше (табл. 2).

При сравнении данных уровня ОЧГ ряда других
работ [32, 36, 47] с настоящим исследованием, бы-
ло обнаружено, что он ниже в среднем в 1.4 раза.
При этом у Wu и соавт. [37] ОЧГ ниже, чем в нашей
работе, в 3.1 раза. Наиболее близкими к получен-
ным нами значениям являются данные, приводя-
щиеся в работе Bone и соавт. [48] – при содержа-
нии C. quadricarinatus в воде с температурой 27°С,
ОЧГ составляет около 2500 шт./мкл, в то время как
в нашей работе при содержании рака в воде с тем-
пературой 20–28°С среднее количество составляет
2707 шт./мкл. Нужно учитывать особенности и
различия в условиях проведения исследований ав-
стралийского красноклешневого рака в приведен-
ных работах: емкости содержания – аквариумы
или УЗВ, плотности посадки, режим и качество
кормления. Также внимания заслуживает тот факт,
что для некоторых ракообразных наблюдаются
различия в ОЧГ у диких и содержащихся в неволе

животных. У новозеландских пресноводных раков
Paranephrops planifrons дикого типа уровень ОЧГ
превышает в несколько раз этот уровень у особей
домашнего типа, при этом дифференцированное
количество гемоцитов существенно не меняется,
поэтому также стоит учитывать, откуда были взяты
раки для исследований [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, дана морфологическая характе-
ристика трех типов гемоцитов C. quadricarinatus.
Обнаружены и описаны прозрачные клетки, име-
ющие дискуссионное происхождение и функции.
Определены уровень ОЧГ и процентная доля типов
гемоцитов. Однако необходимо проведение допол-
нительных цитохимических, молекулярных и био-
химических исследований гемоцитов, так как каж-
дый тип гемоцитов имеет ряд своих функций и осо-
бенностей.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

При проведении исследования были соблюдены все
применимые международные принципы использова-
ния лабораторных животных. Ввиду проведения работ с
беспозвоночными, этические стандарты, указанные во
всемирной декларации прав животных, не были нару-
шены.

Рис. 8. Показатели ОЧГ у пяти размерных групп C. quadricarinatus.
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Hemocytes of the Australian Red Claw Crayfish (Cherax quadricarinatus): 
Morphology and Hemogram

D. N. Skafara,# and D. V. Shumeykoa

a Department Water bioresources and aquaculture of Kuban State University, Krasnodar, 350040 Russia
#e-mail: skafden@mail.ru

The aim of this work was to conduct a morphological analysis of hemocytes of the Australian red-clawed crayfish
(Cherax quadricarinatus). Hemocytes were studied in native hemolymph treated with anticoagulant and stained
with May-Grünwald and Romanowsky stains. Hemolymph was collected with a syringe from the ventral sinus.
Microscopy was carried out at 40× or 100× objective magnification. Hemocyte count and the percentage of each
of their types were determined in the Goryaev chamber. There were distinguished three main types of hemocytes;
in addition, the cells morphologically different from the first three and called transparent cells were identified.
Hyalinocytes are oval or spindle-shaped cells, about 26.6 μm long and 9.2 μm wide. As a rule, they lack granules,
but sometimes a small number of tiny granules sized less than 0.5 μm can be found. Cells of this type are able to
outlive other cells on a slide after isolation. Semigranulocytes are also oval or spindle-shaped cells, 26.7 μm long
and 9.3 μm wide, with a moderate number of small-sized granules (<0.5 μm) and sparse medium-sized granules
ranging in size from 0.77 to 1.69 μm. Granulocytes are oval-shaped cells, the largest of all types, having a length
and width of 28.7 and 11.1 μm, respectively. They contain large (0.8–2.48 μm) numerous granules and show a
high refraction, due to which this cell type is well recognizable under a microscope. These cells have a lowest nu-
clear–cytoplasmic ratio compared to the former two types. Transparent cells are specifically characterized by
abundant well-developed pseudopodia. After cell rounding, its diameter averages 10.7 ± 1.11 μm. This cell type
begins to show up 10 min after their isolation in the anticoagulant-untreated hemolymph. Hyalinocytes are the
dominant type of cells in the hemolymph, their proportion is 48.3 ± 11.4%, while semigranulocytes and granu-
locytes account for 26.3 ± 7.8 and 25.2 ± 6.9%, respectively. The total number of hemocytes varies in a wide
range from 820 to 5510 cell/μL, with the average number of cells being 2707 ± 1096 cell/μL. The proportion of
transparent cells averages 18.2 ± 3.8%.

Keywords: Australian red-clawed crayfish, Cherax quadricarinatus, hemolymph, hemocytes, hyalinocytes, semi-
granulocytes, granulocytes, transparent cells, THC, hemogram
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ВЛИЯНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНО ВВОДИМЫХ ИНСУЛИНА 
И ГАНГЛИОЗИДОВ НА ГИПОТАЛАМИЧЕСКИЙ СИГНАЛИНГ 

И ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ ГЛЮКОНЕОГЕНЕЗА В ПЕЧЕНИ КРЫС
С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2-ГО ТИПА
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Инсулиновая сигнальная система в гипоталамических нейронах играет важную роль в центральной ре-
гуляции метаболизма глюкозы, пищевого поведения и чувствительности тканей к инсулину. Сниже-
ние содержания инсулина в мозге при метаболических расстройствах, в том числе при диабете, являет-
ся причиной низкой активности ключевых протеинкиназ, регулируемых через инсулиновую систему.
Недостаток гормона в мозге может быть компенсирован за счет интраназально вводимого инсулина,
который доставляется непосредственно в мозг. Его эффективность может быть повышена посредством
совместного использования с веществами, усиливающими действие инсулина в мозге, к числу которых
принадлежат сложные гликосфинголипиды ганглиозиды. Целью работы было изучить влияние раз-
дельного и совместного интраназального введения инсулина (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ганглиозидов
(6 мг/кг/сутки) крысам линии Wistar с экспериментальным сахарным диабетом 2-го типа (СД2) на ак-
тивность ключевых компонентов инсулинового сигналинга (Akt, GSK-3β, ERK1/2, p70S6K и AMPK) в
гипоталамусе, а также на экспрессию генов (GLUT2, FASN, PCK, G6PC и FBP), ответственных за мета-
болизм глюкозы в печени. Впервые установлено, что совместные интраназальные введения инсулина
и ганглиозидов крысам с СД2 приводят к восстановлению толерантности к глюкозе, улучшению чув-
ствительности тканей к инсулину, усилению обменных процессов и подавлению глюконеогенеза в ге-
патоцитах печени. Это происходит во многом благодаря центральному синхронизированному влия-
нию инсулина и ганглиозидов на функциональную активность ключевых белков инсулинового сигна-
линга (GSK3β, p70S6K, ERK1/2, AMPK) в гипоталамусе, а также вследствие восстановления
экспрессии BDNF и снижения мРНК воспалительного цитокина IL-1β в гипоталамических нейронах.
Таким образом, совместное интраназальное введение инсулина и ганглиозидов крысам с СД2 в значи-
тельной степени восстанавливает у них инсулиновый сигналинг в гипоталамусе и контроль глюконео-
генеза в печени, нарушенные в условиях диабетической патологии.

Ключевые слова: инсулин, ганглиозиды, интраназальное введение, гипоталамус, сигнальные пути, са-
харный диабет 2-го типа
DOI: 10.31857/S0044452922060122

Островки поджелудочной железы (островки
Лангерганса), играют важную роль в метаболизме
углеводов, поскольку в ответ на повышение уровня
глюкозы в крови в постпрандиальный период сек-
ретируют инсулин, что приводит к снижению кон-
центрации глюкозы вследствие инсулин-индуци-
руемой ее утилизации периферическими тканями
и подавления ее синтеза гепатоцитами [1]. В усло-
виях недостатка питательных веществ и умеренно
низкого уровня глюкозы в крови в клетках подже-
лудочной железы активированы пути, подавляю-
щие выделение инсулина и предотвращающие на-

растание гипогликемии. Долгое время патогенез
сахарного диабета связывали почти исключитель-
но с нарушением синтеза и секреции инсулина, а
также с развитием резистентности к инсулину пе-
риферических тканей, что и предопределяло воз-
можные пути лечения этого заболевания [2]. Не-
смотря на то что ряд исследователей указывали на
участие мозга в регуляции метаболизма глюкозы,
но до недавнего времени мозг рассматривался как
орган, выполняющий в регуляции глюкозного го-
меостаза вспомогательную роль. И только в по-
следние годы появилось достаточно доказательств

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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в пользу исключительной важности взаимодей-
ствия между различными отделами мозга и остров-
ками поджелудочной железы в регуляции эффек-
тивности поглощения глюкозы периферическими
органами и тканями [3–5]. Это во многом обуслов-
лено тем, что мозг является одной из ключевых ми-
шеней инсулина, поскольку этот гормон проника-
ет в мозг через гематоэнцефалический барьер по-
средством рецептор-опосредованного транспорта
и в дальнейшем воздействует на его структуры [6–
8]. Определяющую роль в этом процессе играют
специализированные клетки танициты, выстилаю-
щие дно третьего желудочка [9]. Кроме того, во
всех структурах мозга имеются все основные ком-
поненты инсулинового сигналинга, включая инсу-
линовые рецепторы, белки-субстраты инсулино-
вого рецептора (IRS) и нижележащие эффектор-
ные звенья, включая фосфатидилинозитол-3-
киназу, Akt-киназу, протеинфосфотирозинфосфа-
тазу 1B (PTP1B), компоненты каскада митогенак-
тивируемых протеинкиназ. Инсулиновые рецепто-
ры присутствуют во всех отделах мозга, но наибо-
лее высокий уровень их экспрессии выявлен в
гипоталамусе, гиппокампе, стриатуме, коре и моз-
жечке [10–12]. Именно в этих структурах мозга
профиль экспрессии генов инсулинового рецепто-
ра в наибольшей мере меняется при повышении
уровня инсулина в кровотоке [13]. Для мышей, но-
каутных по инсулиновому рецептору в мозге, ха-
рактерны ожирение, дислипидемия, инсулиновая
резистентность на фоне высокого содержания ин-
сулина в крови, что свидетельствует о важности
инсулиновой сигнальной системы мозга в регуля-
ции обмена веществ [14]. В гипоталамусе наиболь-
шее значение для поддержания гомеостаза глюко-
зы имеют нейроны аркуатного, вентромедиального
и паравентрикулярного ядер, поскольку при инъ-
екциях инсулина или глюкозы в данные области
наблюдается одновременное снижение содержа-
ния глюкозы в крови и повышение чувствительно-
сти гепатоцитов к инсулину [15, 16]. Напротив, по-
давление экспрессии инсулинового рецептора в
гипоталамических нейронах вызывает нарушение
толерантности к глюкозе [17].

У людей без признаков гиперинсулинемии и
инсулиновой резистентности содержание инсули-
на в спинномозговой жидкости (СМЖ) положи-
тельно коррелирует с уровнем инсулина в крови
[18]. Однако при метаболических расстройствах,
сопровождающихся ожирением и гиперинсулине-
мией, отношение уровней инсулина в СМЖ и в
крови существенно снижается, причем это опреде-
ляется выраженностью метаболических наруше-
ний и связано с ослаблением рецептор-опосредо-
ванного транспорта гормона из крови в мозг вслед-
ствие развития инсулиновой резистентности [19–
22]. Показано, что следствием сниженного содер-
жания гормона в гипоталамусе является низкая ак-

тивность эффекторных протеинкиназ, как это про-
демонстрировано у животных с ожирением, вы-
званным высокожировой диетой (ВЖД), а также с
экспериментальными моделями сахарного диабета
2-го типа (СД2) [23–26]. Недостаток инсулина в
мозге, вызывающий нарушения в работе ключевых
сигнальных систем, может быть компенсирован за
счет интраназальных введений гормона, обеспечи-
вающих его доставку непосредственно в мозг, в том
числе к гипоталамическим нейронам, которые
имеют высокую плотность инсулиновых рецепто-
ров [27]. Длительные интраназальные введения
инсулина (ИВИ) способствуют частичной норма-
лизации метаболических показателей и восстанов-
лению функциональной активности сигнальных
систем как в мозге, так и на периферии при сахар-
ном диабете и метаболическом синдроме [28, 29].
Эндогенный синтез глюкозы в печени и, как след-
ствие, ее концентрация в крови, также снижаются
после интраназального введения инсулина здоро-
вым людям [30]. Однако этот эффект ослабевает
при метаболических расстройствах, в том числе
при сильно выраженном ожирении, что связывают
с метаболическими и гормональными нарушения-
ми [31]. Определенную роль в этом играет развитие
центральной инсулиновой резистентности, ослаб-
ляющей эффекты ИВИ на структуры мозга, ответ-
ственные на контроль глюконеогенеза, и перифе-
рической инсулиновой резистентности, препят-
ствующей влиянию циркулирующего в крови
инсулина на продукцию глюкозы гепатоцитами.
Перспективным подходом для усиления восста-
навливающего эффекта ИВИ на синтез глюкозы
гепатоцитами может быть повышение чувстви-
тельности мозга и периферических тканей к инсу-
лину с помощью метформина, тиазолидиндионов
(более известных как глитазоны), миметиков глю-
кагоноподобного пептида-1, ингибиторов PTP1B
[32, 33]. Однако применение этих препаратов тре-
бует системного введения и не гарантирует улуч-
шения действия ИВИ в центральной нервной си-
стеме (ЦНС).

Ранее нами было впервые показано, что слож-
ные гликосфинголипиды ганглиозиды, выделен-
ные из мозга теленка, способны увеличивать регу-
ляторные эффекты ИВИ при их совместном введе-
нии крысам с экспериментальным диабетом [34].
Эндогенные ганглиозиды являются важнейшими
функциональными компонентами плазматиче-
ских мембран нервных клеток у позвоночных и во-
влечены в регуляцию процессов роста, дифферен-
цировки, межклеточного взаимодействия, синап-
тогенеза и нейротрансмиссии [35, 36]. Они
обладают нейропротекторными и нейротрофиче-
скими свойствами, что позволяет использовать их
для лечения нейродегенеративных заболеваний
[37]. Ганглиозиды участвуют и в регуляции энерге-
тического обмена, что обусловлено их взаимодей-
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ствием с лептиновыми и инсулиновыми рецепто-
рами в гипоталамических нейронах [38]. Посколь-
ку гликосфинголипиды хорошо растворимы в воде
и не вызывают раздражения слизистой оболочки
носа, то интраназальные введения ганглиозидов
(ИВГ) также могут быть использованы для их до-
ставки в мозг, хотя ранее такой способ введения
этих соединений не использовался. В этой связи
следует отметить, что в случае инсулина его интра-
назальное введение является наиболее адекватным
и легко воспроизводимым способом его доставки в
мозг по сравнению с системным или интрацереб-
ровентрикулярным введениями. Внедрение ИВИ и
ИВГ, в том числе при совместном их применении,
открывает возможности для изучения исключи-
тельно центральных эффектов используемых со-
единений и возможных механизмов их функцио-
нального взаимодействия на уровне ЦНС.

Цель наших исследований состояла в изучении
раздельного и совместного влияния интраназаль-
ных введений инсулина и ганглиозидов крысам ли-
нии Wistar с экспериментальным СД2 на актив-
ность ключевых компонентов инсулинового сиг-
налинга в гипоталамусе, а также на экспрессию
генов, ответственных за метаболизм глюкозы в пе-
чени животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Подготовка препаратов для интраназальных инъ-

екций. Метод Фолча использовался для экстракции
суммарных ганглиозидов из мозга теленка по про-
токолу, подробно описанному нами ранее [39]. По-
лученный препарат суммарных ганглиозидов до-
полнительно очищали на колонке Sephadex G-25
“Fine” (“Pharmacia”, Щвеция) [40]. Количество
ганглиозидов оценивали по продуктам реакции си-
аловых кислот с резорциновым реагентом. Для ин-
траназальных введений инсулин (#I5500, “Sigma”,
США) растворяли в 0.1 М натрий-цитратном буфе-
ре (pH 4.5) до концентрации 0.5 МЕ/20 мкл, а ган-
глиозиды разводили в физиологическом растворе
до концентрации 1 мг/10 мкл. Совместное интра-
назальное введение инсулина и ганглиозидов про-
водили с интервалом 10 мин.

Экспериментальная модель диабета. Для модели-
рования СД2 использовали самцов крыс Wistar,
возраст которых на начало эксперимента составил
2 мес. СД2 индуцировали с помощью ВЖД, состав
которой описан нами ранее [41], и однократной
инъекции низкой дозы токсина стрептозотоцина
(СТЗ) (20 мг/кг), который вводили в/б в 0.1 М на-
трий-цитратном буфере (pH 4.5) через 11 нед после
начала ВЖД. В среднем СД2 развивался у 60–80%
животных, вследствие чего на начальном этапе ко-
личество животных брали с необходимым запасом.
Так, изначально для индукции СД2 были взяты
54 крысы, из которых для дальнейших экспери-

ментов на основании результатов орального глю-
козотолерантного теста (оГТТ) были отобраны
36 животных. оГТТ проводили через 4 нед после
введения СТЗ, и отбирали животных с нарушенной
толерантностью к глюкозе, характеризуя ее как
среднетяжелую форму СД2 (уровень глюкозы через
120 мин после глюкозной нагрузки не менее 8 мМ).
Животные контрольных групп получали стандарт-
ный корм и однократную инъекцию 0.1 М натрий-
цитратного буфера (pH 4.5) вместо СТЗ. Из пула
крыс с подтвержденным развившимся СД2 ран-
домно формировали 4 диабетические группы по
9 животных в каждой. В течение последующих че-
тырех недель проводили ежедневные интраназаль-
ные введения следующих препаратов: Группа 1
(Контроль, группа К) – физиологический раствор
(интраназально), Группа 2 (Контроль + ИВГ +
+ ИВИ, группа КГИ) – ганглиозиды (6 мг/кг/сут-
ки, интраназально) и инсулин (0.5 МЕ/крысу/сут-
ки, интраназально), Группа 3 (Диабет, Д) – физио-
логический раствор (интраназально), Группа 4
(Диабет + ИВИ, ДИ) – инсулин (0.5 МЕ/кры-
су/сутки, интраназально), Группа 5 (Диабет + ИВГ,
ДГ) – ганглиозиды (6 мг/кг/сутки, интраназаль-
но), Группа 6 (Диабет + ИВГ + ИВИ, ДГИ) – ган-
глиозиды (6 мг/кг/сутки, интраназально) и инсулин
(0.5 МЕ/крысу/сутки, интраназально). По истече-
нии четырехнедельного лечения крыс наркотизиро-
вали с помощью хлоралгидрата (400 мг/кг, “Sigma”,
США), проводили декапитацию, оценивали массу
абдоминального и эпидидимального жира. Образ-
цы цельного гипоталамуса без разделения на яд-
ра и печени замораживали на сухом льду сразу же
после извлечения и хранили в холодильной ка-
мере при –80°С для последующей оценки в них со-
держания исследуемых белков и их фосфорилиро-
ванных форм методом Вестерн-блоттинга и изуче-
ния экспрессии целевых генов методом ПЦР в
реальном времени.

Оральный глюкозотолерантный тест. За два дня
до окончания лечения посредством ИВИ и ИВГ
чувствительность к глюкозе оценивали с помощью
оГТТ, для чего крысам перорально через зонд вво-
дили глюкозу (2 г/кг), уровень которой в крови из-
меряли до и через 15, 30, 60 и 120 мин после нагруз-
ки глюкозой с помощью глюкометра и тест-поло-
сок “One Touch Ultra” (США).

Иммуноферментный анализ. Уровень инсулина в
плазме крови крыс оценивали до и через 30, 60 и
120 мин после глюкозной нагрузки, используя на-
бор “Rat Insulin ELISA kit” (“Mercodia”, Швеция) в
соответствии с инструкцией производителя. Объ-
ем забираемой из хвостовой вены крови для опре-
деления инсулина в каждой точке составил
100 мкл, для определения уровня гормона с помо-
щью ИФА на каждую пробу использовали по
10 мкл полученной плазмы. Расчет индекса инсу-
линовой резистентности (homeostatic model assess-
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ment of insulin resistance, HOMA-IR)) производился
по формуле: HOMA-IR = уровень глюкозы нато-
щак (мM) × уровень инсулина натощак (нг/мл).

Вестерн-блоттинг. Образцы тканей гомогенизи-
ровали в соотношении 1:20 в лизисном буфере, со-
стоящем из 20 мM Tris-HCl (pH 7.5), 150 мM NaCl,
2 мM EDTA, 2 мM EGTA, 0.5% Triton X-100, 0.5%
дезоксихолата натрия, 10 мM пирофосфата натрия,
15 мM NaF, 10 мM глицерофосфата натрия, 1 мM
Na3VO4, 1 мM фенилметилсульфонилфторида
(PMSF), 0.02% NaN3 и протеазного ингибиторного
коктейля (“Roche”, США). Неразрушенные клет-
ки и крупные клеточные фрагменты осаждали цен-
трифугированием 500 g × 10 мин (4°C). Концентра-
цию белка в пробах измеряли по модифицирован-
ному методу Лоури. Для вертикального
электрофореза в камерах “Mini-Protean” (“Bio-
Rad”, США) на 9–14% акриламидные гели загру-
жали пробы, содержащие 25–30 мкг белка. В каче-
стве стандарта молекулярного веса использовали
окрашенные маркеры “Spectra Multicolour Broad
Range Protein Ladder (10–260 kDa)” (“Thermo Fish-
er Scientific”, США). Перенос белков на нитроцел-
люлозную мембрану (0.45 мкM, “Amersham”, Вели-
кобритания) методом мокрого переноса осуществ-
лялся в минитрансблоттере (“Bio-Rad”, США) в
буфере, содержащем 25 мМ Tris, 192 мМ глицин и
20% (v/v) этанола, при постоянном напряжении
100 В. Для блокировки неспецифического связы-
вания мембраны инкубировались 30 мин при ком-
натной температуре в буфере, содержащем 20 мМ
Трис-HC1 (pH 7.5), 150 NaCl, 5% обезжиренного
молока (“Europek”, Россия), 0.1% Tween 20. Для
взаимодействия перенесенных белков с раствора-
ми первичных антител мембраны оставляли при
+4°С на шейкере MR-1 (“Biosan”, Латвия) на 12–
14 ч. Первичные антитела разводили в 20 мМ Трис-
HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl, 5% БСА-фракция V
(“Amresco”, США), 0.1% Tween 20 в соотношении
(1: 1000). Антитела для ph-Akt(Ser473) (#4058), Akt
(#9272), ph-AMPKα(Thr172) (#2535), AMPKα
(#2793), ph-GSK3β(Ser9) (#9322), GSK3β (#9315),
ph-p70S6K(Thr389) (#9205), p70S6K (#9202), total
ERK1/2 (#9102) были приобретены у компании
“Cell Signaling Technology” (США), anti-ph-
ERK1(pThr202/pTyr204)&ERK2(pThr186/pTyr187) (#E7028) –
у компании “Sigma” (США), SOCS3 (#ab16030) – у
компании “Abcam” (Великобритания), PTP1B
(#610139) – у компании “BD Transduction Laborato-
ries” (США), GFAP (#NBP1-05197), GAPDH
(#NB600-502) – у компании “Novus Biologicals”
(США). После 3-х кратной промывки буфером, со-
держащим 20 мМ Триc-HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl,
0.1% Tween-20, мембраны обрабатывали раствором
вторичных антител, приготовленным на 5% обез-
жиренном молоке в том же буфере, и проводили
одночасовую инкубацию при комнатной темпера-

туре. В качестве вторичных антител использовали
анти-кроличьи (#7074) или анти-мышиные
(#7076) IgG (“Cell Signaling Technology”, США),
конъюгированные с пероксидазой хрена (HRP),
либо биотинилированные IgG(H+L) (#14708) и
(#14709). Сигнал HRP усиливали коммерческим
ECL (“Novex”, США) или аналогом ECL, приго-
товленным в лабораторных условиях (люминол –
пара-кумаровая кислота – Н202). Хемилюминес-
центное свечение фиксировали на голубой фото-
пленке “Phenix” (“Research Products”, США). Для
нормализации данных мембраны после стриппин-
га инкубировали с антителами к внутреннему стан-
дарту GAPDH. Проявленные фотопленки визуали-
зировали на сканере “Canon” (“CanoScan 8800F”,
США). Денситометрическая обработка данных
проводилась с помощью программы Bio7.

ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК экс-
трагировали реактивом “RNA Extract” (“Евроген”,
Россия). Кодирующую ДНК синтезировали с по-
мощью набора “MMLV RT Kit” того же производи-
теля. Амплификацию проводили в смеси, содержа-
щей 10 нг обратно транскрибированного продукта,
по 0.4 мкМ прямого и обратного праймеров, реакци-
онную смесь набора “qPCRmix-HS SYBR+LowROX”
(“Евроген”, Россия) с использованием прибора
“500 Real-Time PCR System” (“Thermo Fisher Scien-
tific Inc.”, США). Экспрессию генов, кодирующих
инсулиновый рецептор (InsR), G-6-Pase catalytic
subunit 1 (G6pc1), PEPCK1, Fbp1, fatty acid synthase
(FASN), Glut2(Slc2a2), Il-1β, Aсtb и 18S, определя-
ли с помощью следующих праймеров: InsR – CTG-
GAGAACTGCTCGGTCATT (For) и GGC-
CATAGACACGGAAAAGAAG (Rev), G6pc –
GAAGGCCAAGAGATGGTGTGA (For) и TG-
CAGCTCTTGCGGTACATG (Rev), Pck1 –
CCCAGGAAGTGAGGAAGTTTGT (For) и GGAG-
CCGTCGCAGATGTG (Rev), Fbp1 – CCATCATA-
ATAGAGCCCGAGAAGA (For) и CTTTCTC-
CGAAGCCTCATTAGC (Rev), FASN – GCATTTC-
CACAACCCCAACC (For) и
AACGAGTTGATGCCCACGAT (Rev), Glut2 –
GTTTTCTGCAGAGCCAAGTCC (For) и
GTCCTATGCAGCACCACTGA (Rev), IL1β –
GACTTCACCATGGAACCCGT (For) и
GGAGACTGCCCATTCTCGAC (Rev), Aсtb – GC-
GAGTACAACCTTCTTGCAG (For) и CTGAC-
CCATACCCACCATCAC (Rev), 18S – CTG-
GAGAACTGCTCGGTCATT (For) и GGC-
CATAGACACGGAAAAGAAG (Rev). Результаты
ПЦР анализировали с помощью программного
обеспечения 7500 Software v 2.0.6. и ExpressionSuite
Software v1.0.3. Для нормализации данных исполь-
зовали показатель ∆Ct, равный разности среднего
геометрического Ct референсных генов (18S и ак-
тина B) и значения Ct для исследуемого тран-
скрипта. Для оценки степени экспрессии изучае-
мых генов проводили сравнение с контрольными
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образцами путем вычисления значения ∆∆Ct, рав-
ного разности ∆Ct контроля из ∆Ct образца.

Иммуногистохимия. Для иммуногистохимиче-
ских исследований мозг фиксировали 6 дней в
4%-ном растворе пара-формальдегида в 0.2 М
Na+-фосфатном буфере (4°С), промывали с помо-
щью 0.02 M фосфатного буфера, содержащего 0.9%
NaCI (PBS, рН 7.4), и после 7-дневной криопро-
текции в 30%-ном растворе сахарозы, растворен-
ной в PBS, замораживали. Из области гипоталаму-
са получали чередующиеся серии фронтальных
срезов (16 мкм) с помощью криостата (“Leika”,
Германия). Каждый десятый срез монтировали на
стекла “SuperFrost/plus” (“Menzel”, Германия).
Для иммуногистохимических исследований отби-
рали срезы, включающие вентромедиальное ядро
гипоталамуса. Стекла кипятили 5 мин в цитратном
буфере (pH 6.0) для демаскировки антигена, про-
мывали в PBS, в целях блокировки эндогенной пе-
роксидазы в течение 30 мин обрабатывали
0.3%-ным раствором перекиси водорода, разве-
денной в РВS. После промывки в PBS, содержа-
щем 0.1% Triton X-100 (PBST), срезы инкубиро-
вали 1 ч при комнатной температуре в блокирую-
щем растворе (2% сыворотки быка и 2% сыворотки
козы в PBST) для предотвращения неспецифиче-
ского связывания. Затем срезы инкубировали 12 ч
при комнатной температуре с первичными анти-
телами анти-BDNF (#DF6387, “Affinity Biosciences”)
в разведении 1:100. После тщательной промывки
срезы инкубировали 1 ч при комнатной температу-
ре со вторичными антителами козы против кроли-
ка, коньюгированными с биотином (“VectorLabs”,
Великобритания), разведенные 1:600 в PBST. Стек-
ла тщательно промывали и наносили комплекс
стрептовидин-пероксидаза (“Sigma”, США) в раз-
ведении 1:700 в PBS. Визуализацию проводили с
помощью 0.05%-ного раствора диаминобензидина
(“Sigma”, США) и 0.015%-ного раствора перекиси
водорода. Реакцию останавливали дистиллирован-
ный водой и после тщательной промывки и стан-
дартной гистологической обработки срезы заклю-
чали под покровное стекло и высушивали. Изобра-
жения получали с помощью микроскопа “Сarl
Ziess Axio A1” (“Ziess”, Германия) со встроенной
телевизионной камерой “AxioCam 712 color”
(“Ziess”, Германия) и программы ZEN 3.4 (Zen pro).
С помощью программы Image J (США) измеряли
оптическую плотность иммунопозитивных струк-
тур и представляли в условных единицах.

Статистическая обработка. Полученные данные
анализировали в программе “Prism”. Данные пред-
ставляли как среднее значение ± SEM. Нормаль-
ность распределения проверяли с помощью крите-
рия Шапиро–Уилка. Для сравнения двух выборок
с нормальным распределением использовали t-кри-
терий Стьюдента. Статистически значимыми счи-
тали отличия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Продолжительная ВЖД в совокупности с одно-
кратной инъекцией низкой дозы СТЗ (20 мг/кг,
в/б) приводила к нарушению метаболических по-
казателей у крыс. Спустя 5 мес после перевода на
ВЖД у животных диабетической группы (Д) на-
блюдали повышенное содержание глюкозы и ин-
сулина в крови натощак, а также после нагрузки
глюкозой (табл. 1), что является проявлением на-
рушенной толерантности к глюкозе и инсулиновой
резистентности (ИР). Наиболее распространен-
ный метод оценки резистентности к инсулину, со-
стоящий в расчете индекса ИР, как произведения
базальных (натощак) уровней глюкозы и инсули-
на, показал, что у диабетических животных индекс
ИР возрастает до 4.22 ± 0.20 отн.ед. (p < 0.001) по
сравнению с 2.50 ± 0.19 отн.ед. у контрольных
крыс. Гипергликемия, гиперинсулинемия и дисли-
пидемия были ассоциированы с увеличением мас-
сы тела и жировой ткани у диабетических крыс.
Хотя повышение массы тела в группе Д в сравне-
нии с контролем составило 11%, но различия были
статистически значимыми (p < 0.05). Различия в
массе жировой ткани были выше. В группе Д масса
эпидидимального жира была выше на 78% (р <
< 0.001), а абдоминального жира – на 72% (р <
< 0.001) (табл. 1).

Для коррекции метаболических нарушений и
восстановления толерантности к глюкозе исполь-
зовали интраназальные введения инсулина (ИВИ,
0.5 МЕ/крысу/сутки) и суммарных ганглиозидов
мозга теленка (ИВГ, 6 мг/крысу/сутки). Лечение
диабетических крыс с помощью ИВИ и ИВГ про-
водили в течение 4 нед, начиная его через 4 мес
после перевода животных на ВЖД. В результате
масса тела у диабетических животных групп
ДИ (диабет + ИВИ), ДГ (диабет + ИВГ) и ДГИ
(диабет + ИВГ + ИВИ) достоверно не отличалась
от крыс контрольной группы (К), но и различия с
диабетической группой без лечения также не были
статистически значимыми. Инсулин при действии
на гипоталамические структуры мозга способен
оказывать анорексигенный эффект, тогда как ган-
глиозиды, модулирующие активность инсулино-
вых и лептиновых сигнальных путей, могли бы
этот эффект усилить. В ходе проведенных исследо-
ваний было установлено, что только в группе ДГ
содержание жира снижалось на 45% по сравнению
с нелеченой диабетической группой (p < 0.05 по
сравнению с группой Д). В наибольшей степени в
группе ДГ снижалось содержание эпидидимально-
го жира (на 58%, p < 0.01 по сравнению с группой
Д), в то время как содержание абдоминального жи-
ра только на 33% (p > 0.05). Введение ИВИ приво-
дило к достоверному снижению количества эпиди-
димального жира по сравнению с группой Д (p <
< 0.05). Установлено также, что при совместном
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введении ИВИ и ИВГ эффекты препаратов на
адипозность не усиливались (табл. 1). Таким обра-
зом, ИВИ и ИВГ восстанавливали обмен липидов,
причем в большей степени в эпидидимальных
адипоцитах в сравнении с адипоцитами абдоми-
нального жира.

Введение инсулина как раздельно, так и сов-
местно с ганглиозидами позволило значительно
снизить ИР, что подтверждается расчетами индек-
са ИР (HOMA-IR). Благодаря лечению ИВИ и ИВГ
как у контрольных крыс (КГИ), так и у диабетиче-
ских (ДГ и ДГИ) повышалась скорость утилизации

глюкозы, на что указывают рассчитанные значе-
ния AUC0–120 (интегрированная площадь под кри-
вой “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)”
для глюкозных кривых в интервале времени от 0 до
120 мин в оГТТ (рис. 1a). Эти данные свидетель-
ствуют о повышении чувствительности тканей к
инсулину. Это подтверждается снижением в срав-
нении с группой Д значений AUC0–120 (интегриро-
ванная площадь под кривой “концентрация инсу-
лина (нг/мл) – время (мин)” во временном проме-
жутке от 0 до 120 мин после глюкозной нагрузки
(рис. 1b).

Таблица 1. Влияние интраназальных введений ганглиозидов (6 мг/кг/сутки) и инсулина (0.5 МЕ/крысу/сутки) на
метаболические показатели у самцов крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозото-
цина

Примечание. a – Уровни глюкозы и инсулина через 120 мин после глюкозной нагрузки при проведении оГТТ. Данные представ-
лены как среднее ± SEM. Различия статистически значимы по сравнению с группой К при: * – p < 0.05;** – p < 0.01;*** – p < 0.001.
Различия статистически значимы по сравнению с группой Д при: # – p < 0.05; ## – p < 0.01; ### – p < 0.001.

Показатель К, n = 9 КГИ, n = 9 Д, n = 9 ДИ, n = 9 ДГ, n = 9 ДГИ, n = 9

Масса тела, г 385.3 ± 14.8 382.2 ± 12.2 427.4 ± 9.6* 416.8 ± 15.9 400.5 ± 14.3 411.7 ± 8.3
Масса жира, г 11.01 ± 0.63 9.28 ± 1.32 19.31 ± 1.14*** 16.31 ± 1.00** 14.29 ± 1.88# 16.69 ± 1.42**

Масса абдоминального жира, г 5.62 ± 0.54 4.44 ± 0.80 9.68 ± 0.72*** 8.42 ± 0.58** 7.82 ±1.14 8.66 ± 0.86**
Масса эпидидимального жира, г 5.39 ± 0.26 4.84 ± 0.54 9.63 ± 0.45*** 7.88 ± 0.51** # 6.46 ± 0.83## 8.03 ± 0.65**

Глюкоза натощак, мМ 4.66 ± 0.13 5.43 ± 0.11** 5.59 ± 0.13*** 4.92 ± 0.17# 5.42 ± 0.15** 5.12 ± 0.16*#

Глюкоза (ГТТ, 120 мин), мМa 6.40 ± 0.28 5.48 ± 0.28* 9.28 ± 0.36*** 7.56 ± 0.40*# 7.22 ± 0.32## 7.02 ± 0.17###

Инсулин натощак, нг/мл 0.56 ± 0.04 0.54 ± 0.05 0.76 ± 0.04** 0.57 ± 0.04# 0.67 ± 0.11 0.53 ± 0.05#

Инсулин (ГТТ, 120 мин), нг/мл a 1.01 ± 0.09 0.82 ± 0.09 2.38 ± 0.20*** 1.41 ± 0.21## 1.71 ± 0.18** # 1.48 ± 0.21#

Индекс инсулинорезистентно-
сти (Homa-IR), отн.ед.

2.50 ± 0.19 2.92 ± 0.29 4.22 ± 0.20*** 2.84 ± 0.28## 3.69 ± 0.70 2.78 ± 0.30##

Рис. 1. Оценка влияния ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на чув-
ствительность к глюкозе и инсулину у крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина,
при проведении орального глюкозотолерантного теста. Обозначения групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), груп-
па 2 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + инсулин (ДИ),
группа 5 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 6 (DGI) – диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ).
(a) – AUC0–120, интегрированная площадь под кривой “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)” для глюкозных кри-
вых в течение 120 мин после нагрузки глюкозой. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 9). (b) – AUC0–120, инте-
грированная площадь под кривой “концентрация инсулина (нг/мл)–время (мин)” для инсулиновых концентрационных
кривых в течение 120 мин после нагрузки глюкозой. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 5). Различия значимы
по сравнению с контрольными крысами (К) при: а – p <0.05; b – p < 0.01; c – p < 0.001. Различия значимы по сравнению
с необработанными диабетическими крысами (Д) при: d – p <0.05; e – p < 0.01; f – p < 0.001.
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ЗАХАРОВА и др.

Эффективность инсулинового сигналинга в
мозге зависит прежде всего от инсулиновых рецеп-
торов как первичного звена, опосредующего дей-
ствие гормона. В целях изучения влияния ИВИ и
ИВГ на состояние этих рецепторов определяли
экспрессию мРНК инсулинового рецептора (InsR)
в гипоталамусе контрольных и диабетических
групп. При раздельных ИВИ и ИВГ количество
мРНК InsR в группах ДИ и ДГ не отличалось от
группы К (рис. 2). После совместных ИВИ и ИВГ
уровень экспрессии снижался как в контрольной
группе КГИ до 0.77 ± 0.03 отн.ед., так и в группе с
СД2 (ДГИ) до 0.67 ± 0.08 отн.ед. по сравнению с
1.00 ± 0.05 в контрольной группе К (p < 0.01). Таким
образом, чувствительность тканей к инсулину не
имеет прямой корреляции с экспрессией мРНК InsR
в гипоталамусе крыс при совместных интраназаль-
ных введениях инсулина и ганглиозидов.

Поскольку длительность активации инсулино-
вых рецепторов и нижележащих сигнальных путей
зависит от негативных регуляторов инсулинового
сигналинга, в лизатах гипоталамуса было проведе-
но измерение содержания белков РТР1В и супрес-
сора цитокинового сигналинга SOCS3 для выявле-
ния влияния ИВИ и ИВГ на экспрессию этих бел-
ков в гипоталамусе крыс с СД2. При СД2 в
гипоталамусе крыс количество иммунореактивно-
го белка РТР1В не менялось в сравнении с контро-
лем как у нелеченых животных, так и в условиях их
лечения ИВИ и ИВГ (рис. 3a). В отличие от РТР1В
экспрессия SOCS3, связанного в большей мере с
лептиновой сигнальной системой, у диабетических
крыс снижалась до следовых количеств (0.028 ±
± 0.006 отн.ед. в группе Д против 0.499 ±
± 0.151 отн.ед. в контроле, p < 0.01). При лечении
ИВИ содержание SOCS3 возрастало, но различия с
группой Д не были значимыми (рис. 3b). В то же
время лечение ИВГ и комбинацией ИВГ+ИВИ со-
держание SOCS3 достигало контрольных значений
и значимо отличалось от такового в группе Д
(p < 0.001). Следует отметить, выявленные измене-
ния в экспрессии белка SOCS3 в гипоталамусе ле-
ченых ИВГ диабетических крыс могут быть ком-
пенсаторными, направленными на усиление инсу-
линовой сигнальной системы путем повышения
активности лептиновой системы.

Для изучения влияния ИВИ и ИВГ на актив-
ность эффекторных протеинкиназ, связанных с
инсулиновым рецептором, в гипоталамусе крыс с
СД2 с помощью Вестерн-блоттинга определяли
уровень фосфорилирования серин/треониновой
протеинкиназы Akt. В активированной инсулином
форме Akt-киназа фосфорилирована по остаткам

Ser473 (основной сайт фосфорилирования) и(или)

Thr308. У животных с СД2 после введений ИВИ и
ИВГ не было выявлено значимых различий в зна-

чениях фосфо-Akt(Ser473)/tAkt как по отношению к

контрольной (К), так и к диабетической (Д) груп-
пам (рис. 4a).

Используемый для анализа лизат ткани пред-
ставляет сложную смесь, состоящую из лизатов как
нейронов, так и глиальных клеток. Инсулиновые
рецепторы и функционально связанные с ними
протеинкиназы локализованы также в астроцитах,
которые, подобно нейронам, могут участвовать в
центральной регуляции гомеостаза глюкозы. Ос-
новной маркерный белок астроцитов GFAP позво-
ляет оценить их количество в общем лизате. На фо-
не СД2 в гипоталамусе экспрессия белка GFAP
снижалась на 50% (p < 0.05), тогда как при лечении
ИВИ и ИВГ она восстанавливалась до контроль-
ных значений (рис. 4b). Таким образом, нейро-
нально-глиальные взаимодействия также меняют-
ся при СД2 и могут стать причиной нарушений
центральной регуляции метаболизма глюкозы.

Akt-киназа фосфорилирует множество мише-
ней в клетке, среди которых киназа гликогенсинта-
зы-3β (GSK3β). В отличие от печени, где GSK3β
прежде всего влияет на депонирование глюкозы
в виде гликогена, в мозге она участвует во мно-
жестве процессов. GSK3β является эффекторной
протеинкиназой в патогенезе неврологических и
психических нарушений, поскольку одной из ее
мишеней является белок Tau, который она ги-
перфосфорилирует, вызывая накопление нейро-
фибриллярных клубков и усиливая, тем самым,
продукцию провоспалительных цитокинов [42,
43]. Однако при СД2 в гипоталамусе нами не было

Рис. 2. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ
(6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении
на экспрессию гена инсулинового рецептора (InsR) в
гипоталумусе крыс с СД2, вызванным высокожировой
диетой и низкой дозой стрептозотоцина. Обозначения
групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), группа
2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ), группа 3 (D) –
диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), груп-
па 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) – диа-
бет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). Уровень экспрессии гена InsR
нормировали по уровню экспрессии генов Actb и 18S
rRNA. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 7).
Различия статистически значимы: b – p < 0.01 по срав-
нению с контролем (С).
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выявлено различий в количестве неактивной фор-

мы фермента – фосфо-GSK3β(Ser9) между группа-

ми К и Д (рис. 4c). Значительно менялся уровень

фосфорилирования по Ser9 лишь при введении

ИВГ. При совместном введении ИВГ и ИВИ кон-

трольным крысам количество фосфо-GSK3β(Ser9)

увеличивалось в 2 раза по сравнению с интактным

контролем (p < 0.05). В диабетических группах ДГ и

ДГИ оно повышалось в среднем на 60% по сравне-

нию с группой Д (p < 0.05). Интраназальное введе-

ние инсулина (ИВИ) диабетическим крысам суще-

ственно не влияло на фосфорилирование GSK3β
по Ser9 (рис. 4c).

Протеинкиназа p70S6K в комплексе с mTOR

рассматривается в качестве интегрирующего звена,

реагирующего на изменения содержания как гор-

мональных факторов, так и глюкозы. Как было

установлено, p70S6K, локализованная в проопио-

меланокортин-экспрессирующих нейронах гипо-

таламуса, оказывает влияние на синтез глюкозы в

печени, метаболизм липидов на периферии, моду-

лирует возбудимость нейронов [44]. Анализ лиза-

тов гипоталамуса в группе Д показал, что уровень

фосфорилирования p70S6K по Thr389 увеличивает-

ся в 2.3 раза по сравнению с контролем (p < 0.01)
(рис. 5a). Сходные изменения отмечали при сов-
местных введениях инсулина и ганглиозидов кон-
трольным (КГИ) и диабетическим крысам (ДГИ)
(p < 0.01). В группах ДИ и ДГ при раздельном введении

препаратов отношение ph-p70S6K(Thr389)/p70S6K
снижалось по сравнению с группой Д (p < 0.05).
Для групп ДИ и ДГ содержание фосфорилирован-
ной формы p70S6K не отличалось от контроля. Та-
ким образом, СД2 влияет на активность p70S6K в
гипоталамусе, причем ИВИ и ИВГ оказывают на
этот фермент модулирующее воздействие.

Протеинкиназа ERK1/2, регулируемая внекле-
точными сигналами, активируется инсулином и
другими ростовыми факторами, что важно в пери-
оды ремиссии при диабете [45]. В группе Д не было
выявлено различий в степени фосфорилирования
этого фермента в сравнении с контролем (рис. 5b).
В то же время при введении ИВГ и комбинации
ИВГ + ИВИ количество фосфорилированной
формы ERK1/2 увеличивалось в среднем на 40%,
хотя различия с группой Д не были значимыми.
Активность АМФ-активируемой протеинкиназы
(АМРК), основного энергетического сенсора
клетки, увеличивается при фосфорилировании

Рис. 3. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на содер-
жание белка РТР1В и SOCS3 в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стреп-
тозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). (a) – изменение экспрессии РТР1В, (b) – изменение экспрессии SOCS3. Данные пред-
ставлены как среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по сравнению с контрольными крысами (К) при: b – p < 0.01.
Различия значимы по сравнению с необработанными диабетическими крысами (Д) при: f – p < 0.001.
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α-субъединицы по остатку Thr172. Показано, что
в гипоталамусе крыс группы Д содержание фос-
фоформы этого фермента было повышено
(1.486 ± 0.120) в сравнении с контролем (1.083 ±
± 0.065 усл.ед.) (p < 0.05) (рис. 5c). Хотя уровень

фосфорилирования Thr172 снижался при всех типах
лечения, но значимыми различия были только по-
сле лечения ИВИ (рис. 5c).

Изменения активности ключевых протеинки-
наз и экспрессии белков, связанных с инсулиновой
сигнальной системой в гипоталамусе, взаимосвя-
заны с регуляцией метаболизма глюкозы на пери-
ферии, прежде всего в печени. Для изучения цен-
трального влияния ИВИ и ИВГ на процессы обме-

на глюкозы в печени определяли экспрессию
основного транспортера глюкозы Glut2, а также ге-
нов глюконеогенеза (Pck1, G6pc, Fbp1) и липогенеза
(Fasn).

Хотя основной локализованный в печени транс-
портер глюкозы Glut2 не является инсулин-зависи-
мым, но при совместном введении ИВИ и ИВГ
экспрессия гена Glut2 в группе КГИ достоверно по-
вышалась по сравнению с группой К и в группе
ДГИ по сравнению с группой Д (p <0.05) (рис. 6a).
Это может способствовать повышению эффектив-
ности утилизации глюкозы гепатоцитами печени.

В печени синтезируется 90% всей глюкозы, по-
ступающей в кровоток. Нарушение центральной

Рис. 4. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровень
фосфорилирования протеинкиназ Akt, GSK3β и экспрессию GFAP в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожиро-
вой диетой и низкой дозой стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). (a) – фосфорилирование Akt-киназы по Ser473, (b) – экспрессия GFAP, (c) – фосфорилиро-
вание киназы GSK3β по Ser9. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по сравнению с кон-
трольными крысами (К) при: а – p < 0.05. Различия значимы по сравнению с необработанными диабетическими кры-
сами (Д) при: d – p < 0.05; e – p < 0.01.
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регуляция глюконеогенеза является одной из пер-

вопричин гипергликемии при СД2. Для оценки

влияния ИВИ и ИВГ на глюконеогенез в печени

оценивали уровень мРНК для ключевых фермен-

тов глюконеогенеза: фосфоенолпируваткарбокси-

киназы PEPCK (ген PCK), глюкозо-6-фосфатазы

(G6PC) и фруктозо-бис-фосфатазы (FBP). Для

PEPCK, катализирующего превращение оксало-

ацетата в фосфоенолпируват, одну из начальных

стадий синтеза глюкозы de novo из лактата и пиру-

вата, не наблюдалось увеличения экспрессии в

группе Д по сравнению с контролем. Тем не менее

монотерапия ИВГ и совместное использование

ИВИ и ИВГ способствовали снижению содержа-

ния мРНК PCK по сравнению с группой Д с

0.87 ± 0.08 отн.ед. до 0.61 ± 0.05 отн.ед. в группе ДГ

(p < 0.05) и 0.57 ± 0.04 отн.ед. в группе ДГИ

(p < 0.01) (рис. 6b). ИВИ и ИВГ также подавляли

экспрессию PCK в группе КГИ (p < 0.05). В случае

фермента FBP, катализирующего отщепление фос-

фогруппы от фруктозо-1,6-бисфосфата, уровень

мРНК гена FBP не менялся ни в одной из изучен-

ных групп. Для гена G6PC, кодирующего конечный

фермент в цепи глюконеогенеза, содержание

Рис. 5. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровень
фосфорилирования протеинкиназ p70S6K, ERK1/2 и AMPK в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожировой ди-
етой и низкой дозой стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –

диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). (a) - фосфорилирование p70S6K-киназы по Thr389, (b) – фосфорилирование ERK1/2 киназы

по Thr202/Tyr204 и Thr186/Tyr187, (c) – фосфорилирование киназы AMPK по Thr172. Данные представлены как среднее ±
± SEM (n = 7). Различия значимы по сравнению с группой К при: а – p < 0.05; b – p < 0.01. Различия значимы по сравнению

с группой Д при: d – p < 0.05.
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мРНК уменьшалось у диабетических крыс после
введения ИВГ и ИВИ+ИВГ, хотя по сравнению с
группой Д различия были значимы только для
группы ДГ (рис. 6c).

Депонирование глюкозы осуществляется за
счет интенсивного синтеза гликогена и жирных
кислот. В печени крыс группы КГИ отмечали зна-
чительный рост экспрессии синтазы жирных кис-
лот FASN, что указывает на доминирование про-
цесса липогенеза (рис. 6d). Следует отметить, что
центральное влияние ганглиозидов по сравнению
с инсулином является преобладающим, так как эф-
фект, хоть и в меньшей мере, сохранялся при СД2
в группах ДГ и ДГИ (рис. 6d).

Толерантность к глюкозе нарушается также
вследствие усиления воспалительных процессов в
ЦНС. В гипоталамусе крыс с СД2 наблюдалось
двукратное увеличение экспрессии мРНК провос-
палительного цитокина IL1β (p < 0.05), тогда как
ганглиозиды при раздельном введении, а также в
комплексе с инсулином полностью предотвращали
его накопление (рис. 7a).

Совместное введение ИВГ и ИВИ значимо
(p < 0.05) снижало базальный уровень мРНК IL1β

в гипоталамусе здоровых животных группы КГИ,
что свидетельствует о возможности использования
такой комбинации в качестве противовоспали-
тельных препаратов при нейродегенеративных за-
болеваниях. Параллельно с воспалением снижался
защитный потенциал ЦНС. С помощью иммуно-
гистохимии было установлено, что в вентромеди-
альном ядре гипоталамуса оптическая плотность
иммунопозитивных на важнейший трофический
фактор BDNF структур при СД2 уменьшается в
2 раза – с 0.96 ± 0.17 в контроле (К) до 0.47 ± 0.06
при СД2 (Д) (p < 0.05) (рис. 7b, 7c). ИВИ и ИВГ, по-
давляя воспалительные процессы в ЦНС при СД2,
способствовали восстановлению количества BDNF
до его уровня в контрольной группе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наряду с инсулиновой системой мозга другие
сигнальные системы, в том числе лептиновая, ме-
ланокортиновая, дофаминовая, серотониновая,
играют ключевую роль в регуляции метаболизма
глюкозы, пищевого поведения и энергетического
обмена. Даже незначительный дисбаланс в их ра-
боте может стать причиной, приводящей к разви-

Рис. 6. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на экспрессию
генов метаболизма глюкозы в печени крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ).

(a) – экспрессия гена транспортера глюкозы Glut2. (b) – экспрессия гена фосфоенолпируваткарбоксикиназы (Pck1). (c) –
экспрессия гена субъединицы 1 глюкозо-6-фосфатазы (G6pc). (d) – экспрессия гена синтазы жирных кислот (FASN).
Уровень экспрессии генов нормирован по уровню экспрессии генов Actb и 18S rRNA. Данные представлены как сред-
нее ± SEM (n = 9). Различия значимы по сравнению с группой К при: а – p < 0.05; b – p < 0.01. Различия значимы по срав-
нению с группой Д при: d – p < 0.05; e – p < 0.01.
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тию ожирения, метаболического синдрома и СД2

[22, 46–49]. Благодаря выявлению этого дисбалан-

са на ранних стадиях и его своевременной коррек-

ции возможно предотвратить нарушения метабо-

лизма в нервной, сердечно-сосудистой и других

системах организма.

Лептин и активируемая им сигнальная система

в мозге участвуют как в регуляции гомеостаза глю-

козы, так и повышают чувствительность нейронов

и периферических тканей к инсулину [50–52]. Вве-

дение лептина интрацеребровентрикулярно или

непосредственно в гипоталамическую область

приводит к нормализации уровня глюкозы в крови

животных с различными формами диабета [52–55],

и это ассоциировано с активацией автономной

нервной системы, иннервирующей печень [56].

Инсулин и лептин, как было показано, оказывают

свое действие через одни и те же сигнальные пути в

гипоталамических нейронах [47, 57, 58]. Развитие

ИР в мозге связывают с увеличением экспрессии и

активности фосфатазы РТР1В [59, 60]. Однако в

настоящем исследовании нами не было выявлено

значимых изменений в содержании РТР1В в гипо-

таламусе при СД2 (рис. 3a). Это может быть обу-

словлено снижением уровня инсулина в гипотала-

мусе и других отделах мозга, как показано нами ра-

Рис. 7. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на экс-
прессию цитокина IL1β и BDNF в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой
стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ).

(a) – экспрессия гена IL1β в гипоталамусе, определяемая по количеству мРНК с помощью ПЦР-РВ. Уровень экспрессии
гена IL1β нормирован по уровню экспрессии генов Actb и 18S rRNA. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 7). (b) –
экспрессия BDNF, выявляемая по иммунногистохимической реакции со специфическим антителом. (c) – количествен-
ная оценка экспрессии нейротрофического фактора BDNF. Различия значимы по сравнению с группой К при: а – p < 0.05.
Различия значимы по сравнению с группой Д при: e – p < 0.01.
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нее в условиях ИР [22, 61]. Косвенно в пользу этого
свидетельствует довольно неожиданное и сильно
выраженное снижение в гипоталамусе диабетиче-
ских крыс экспрессии белка SOCS3, негативного
регулятора лептинового сигналинга (рис. 3b). Та-
кое снижение может способствовать усилению
лептиновой, а опосредованно и инсулиновой сиг-
нальных систем в условиях дефицита инсулина и
лептина в ЦНС. Эти результаты позволяют по-
нять, почему при совместном использовании
лептина и инсулина для нормализации уровня
глюкозы у пациентов с сахарным диабетом 1-го ти-
па, доза инсулина может быть значительно сни-
жена по сравнению с пациентами, не получающи-
ми лептин [62].

Активность как лептиновой, так и инсулиновой
сигнальных систем в нейронах гипоталамуса не-
редко модулируется одними и теми же факторами,
к числу которых принадлежат и гликосфинголипи-
ды ганглиозиды. Они осуществляют свое действие
через мембранные микродомены и липидные раф-
ты, в которых локализованы рецепторы инсулина и
лептина [38, 63, 64]. На основании этого мы пред-
положили, что совместное интраназальное введе-
ние ганглиозидов и инсулина может способство-
вать улучшению инсулинового сигналинга при
СД2, а также, с учетом взаимосвязи инсулиновых и
лептиновых путей, повысить чувствительность ги-
поталамических нейронов к лептину.

Имеются многочисленные свидетельства,
включая наши исследования, что ганглиозиды ока-
зывают выраженное нейропротекторное действие
на структуры мозга, что показано как на моделях
in vitro, так и in vivo [36, 65–70]. Если in vitro гангли-
озиды активны в широком диапазоне концентра-
ций от 100 нМ до 100 мкМ, то до настоящего време-
ни in vivo животным вводят от 30 до 100 мг/кг/сутки
внутримышечно, интраперитонеально или в виде
подкожных инъекций, а также 5 мг/кг/сутки – ин-
трацеребровентрикулярно [36]. Тем не менее, как
было установлено, общее количество экзогенных
ганглиозидов, проникающих в мозг, не превышает
1% и может достигать от 0.3 до 1 мг, что соответ-
ствует микромолярным концентрациям. Защит-
ные свойства ганглиозидов, особенно in vivo, обу-
словлены их воздействием не только на нейроны,
но и на клетки микроглии, что приводит к подавле-
нию воспалительных процессов [71]. В пользу это-
го свидетельствует результат ИВГ, нормализующих
повышенное при СД2 содержание мРНК для про-
воспалительного интерлейкина IL-1β в гипотала-
мусе (рис. 7a). Тем самым, апробированный нами
интраназальный способ введения ганглиозидов
показал свою эффективность при СД2, что обу-
словлено способностью ганглиозидов при такой
разновидности доставки легко достигать различ-
ных структур мозга. На это указывают и результаты
недавно проведенного исследования, авторы кото-

рого показали, что ежедневные интраназальные

введения ганглиозида GM1 мышам, нокаутным по

GM2-синтазе, у которых отсутствует эндогенный

GM1, в количестве 0.5 и 5 мг/кг/сутки приводят к

его накоплению в коре, среднем мозге, обоня-

тельных луковицах, субвентрикулярной зоне,

гиппокампе и мозжечке, хотя и не достигают уров-

ня экспрессии, характерного для нормальных жи-

вотных [72]. Способность ганглиозидов эффектив-

но проникать в мозг при интраназальном способе

введения обусловливает и обнаруженный ранее

положительный эффект ИВГ (6 мг/кг/сутки) на

когнитивный дефицит у крыс с неонатальной мо-

делью СД2 [34]. Увеличение дозы ганглиозидов до

6 мг/кг связано с тем, что мы применяли суммар-

ный препарат, а не фракцию GM1, как описано в

работе [72]. Следует отметить, что наблюдаемая на-

ми нормализация метаболических показателей у

крыс с СД2 при их лечении ИВИ и ИВГ, как раз-

дельно, так и совместно (табл. 2), является след-

ствием восстановления центральной регуляции

метаболизма глюкозы путем подавления нейровос-

паления, а также в результате улучшения чувстви-

тельности тканей к инсулину. Используя в каче-

стве критерия уровень экспрессии SOCS3 в гипо-

таламусе, можно предположить, что при лечении

ИВИ и ИВГ инсулиновый сигналинг восстанавли-

вается, что делает излишним снижение содержа-

ния SOCS3 для компенсации нарушений инсули-

новой и лептиновой сигнальных систем.

Для выявления возможных мишеней действия

инсулина и ганглиозидов в гипоталамусе мы оце-

нивали экспрессию инсулинового рецептора (InsR)

по уровню мРНК и связывали ее с метаболически-

ми показателями. Сопоставляя результаты оГТТ и

измерения экспрессии InsR, можно прийти к за-

ключению, что нарушение метаболических пока-

зателей не коррелирует с экспрессией InsR в гипо-

таламусе, что вызвано, как можно полагать, отсут-

ствием взаимосвязи между уровнем инсулина в

мозге и в крови при СД2 и дефицитом инсулина и

лептина в ЦНС, как следствие нарушения его ре-

цептор-опосредованного транспорта через гемато-

энцефалический барьер. Так, содержание мРНК

InsR достоверно снижалось по сравнению с груп-

пой К при совместных введениях инсулина и ган-

глиозидов диабетическим (ДГИ) и контрольным

животным (КГИ), что может быть вызвано гипер-

активацией инсулинового рецептора интраназаль-

но вводимым гормоном. Кроме того, необходимо

принимать во внимание тот факт, что инсулино-

вый рецептор является сложной динамичной мак-

ромолекулой, которая после связывания с агони-

стом и последующей активации за счет эндоцитоза

перемещается в ранние эндосомы [73, 74]. Следо-

вательно, после совместного воздействия ИВГ и
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ИВИ значительно больше рецепторов может воз-

вращаться в плазматическую мембрану, а не пре-

терпевать деградацию в поздних эндосомах, что и

снижает необходимость в высоком содержании

мРНК InsR.

Активируемый через инсулиновый и лептино-

вый рецепторы фосфатидилинозитол-3-кина-

за/Akt-киназа-сигнальный путь в гипоталамиче-

ских нейронах является важнейшим эффекторным

звеном, ответственным как за метаболизм глюко-

зы, так и за регуляцию пищевого поведения [75].

При СД2 и метаболических расстройствах в гипо-

таламусе наблюдается снижение активности Akt-

киназы, ассоциированное с уменьшением уровня

фосфорилирования по одному из ключевых сайтов

фермента [23–26]. Отсутствие значимых измене-

ний фосфорилирования Akt-киназы в наших экс-

периментах может быть обусловлено продолжи-

тельностью эксперимента. Моделирование мета-

болических расстройств in vitro показало, что при

воздействии пальмитата в культуре нейронов гипо-

таламуса уровень фосфорилирования Akt-киназы

на начальном этапе увеличивается и только на

поздних этапах снижается [76], что в опытах in vivo
возможно происходит в сроки более 5 мес после

перевода животных на ВЖД. Наряду с этим наблю-

даемый нами уровень фосфоформы Akt-киназы

является усредненным совокупным показателем

по нейрональным и глиальным клеткам. Инсули-

новый сигналинг также активен в астроцитах и

рассматривается как корегулятор сенсорной систе-

мы гипоталамуса, контролирующей уровень глю-

козы и ее системный метаболизм [77]. Учитывая,

что экспрессия маркерного белка астроцитов

GFAP снижается при СД2 (рис. 4b), можно ожи-

дать, что СД2 влияет на нейронально-глиальные

взаимодействия и, как следствие, на активность

Akt-киназы в различных популяциях клеток. Изу-

чение характера этих изменений при СД2 по от-

дельности в гипоталамических нейронах и в гли-

альных клетках требует более детальных исследо-

ваний. Благодаря применению ИВГ, как

раздельно, так и совместно с инсулином, в гипота-

ламусе повышается уровень ингибирующего фос-

форилирования GSK3β по Ser9 (рис. 4c), что может

иметь большое практическое значение. К числу

субстратов GSK3β в мозге принадлежат инсулино-

вый рецептор, IRS, tau-белок, при фосфорилиро-

вании которых нарушается инсулиновый сигна-

линг и метаболизм β-амилоидного пептида [78, 79].

Таким образом, интраназальные введения гангли-

озидов могут оказаться эффективными не только

при болезни Паркинсона [72], но и при болезни

Альцгеймера. Следует отметить, что ИВГ оказыва-

ют помимо локального влияния на активность

GSK3β и системное действие, поскольку аналогич-

ный эффект наблюдается на периферии в ткани

печени, что было показано нами ранее [80]. Изме-

нение уровня фосфорилирования GSK3β по Ser9 в
гипоталамусе и печени может использоваться в
дальнейшем для апробации различных доз гангли-
озидов.

Комплекс mTOR(the mammalian target of rapa-
mycin)/p70S6K в гипоталамических нейронах ин-
тегрирует сигнальные пути, активируемые как гор-
монами (инсулином, лептином), так и нутриента-
ми, среди которых глюкоза и аминокислоты [44,
81–83]. Для p70S6K характерны высокая концен-
трация в ЦНС и участие в процессах биогенеза ри-
босом, контроле транскрипции генов и размера
клеток, а также в регуляции инсулинового сигна-
линга [84, 85]. Несмотря на то что данные о роли
p70S6K в развитии метаболических патологий про-
тиворечивы, общепризнанным является факт вли-
яния p70S6K на метаболизм глюкозы, пищевое по-
ведение и энергетический обмен [44, 82, 83, 86]. В
наших экспериментах наибольший уровень фос-

форилирования p70S6K по Thr389 наблюдался при
одновременном введении ИВИ и ИВГ контроль-
ным и диабетическим животным (КГИ и ДГИ), а
также в гипоталамусе диабетических крыс без ле-
чения (Д) (рис. 5а). Поскольку на фоне перси-
стентной активации p70S6K в отдельных районах
гипоталамуса при трансфекции каталитически ак-
тивной формы фермента у животных наблюдаются
снижение массы тела и повышение чувствительно-
сти тканей к инсулину [83], то совместное введение
ИВИ и ИВГ, по-видимому, обеспечивает макси-
мальную эффективность в передаче сигнала на пе-
риферию для контроля метаболизма, тогда как у
крыс группы Д такая взаимосвязь отсутствует.
Комплекс mTOR/p70S6K способен фосфорилиро-
вать IRS по остаткам Ser, подавляя инсулиновый
сигналинг по механизму отрицательной обратной
связи [87]. Способность ИВИ и ИВГ предотвра-
щать ингибирующее фосфорилирование IRS-бел-
ков по остаткам Ser в гипоталамусе при СД2, требу-
ет дальнейших исследований.

Активацию киназы, регулируемой внеклеточ-
ными сигналами, ERK1/2 при совместных ИВИ и
ИВГ диабетическим животным (рис. 5b) также
можно рассматривать как позитивный эффект, по-
скольку каскад митогенактивируемых протеинки-
наз, включающий ERK1/2, играет важную роль в
процессе ремиссии при метаболических расстрой-
ствах и вовлечен в нормализацию глюкозного го-
меостаза [45].

Несмотря на выраженную гипергликемию на
периферии, в гипоталамусе при СД2 наблюдается
состояние энергетического дефицита, что и явля-
ется причиной активации энергетического сенсора
АМРК (рис. 5c). Гипогликемия в мозге развивается
при нейродегенеративных заболеваниях, включая
болезнь Альцгеймера, называемую также диабетом
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3-го типа [79, 88]. Возникновение центральной ги-

погликемии связывают с изменением экспрессии

транспортеров глюкозы GLUT-1 и GLUT-3, внут-

риклеточными метаболическими дисфункциями,

нарушениями метаболизма тиамина, модифика-

цией церебральных сенсоров, таких как глюкоки-

наза. Проведенные нами иммуногистохимические

исследования показали снижение экспрессии

GLUT-3 в вентромедиальном ядре гипоталамуса у

крыс с СД2, причем совместное введение ИВИ и

ИВГ ее восстанавливало (данные не представле-

ны). Поскольку основная часть глюкозы поступает

в мозг через астроциты и транспортер GLUT-1, то

нельзя исключить, что ИВИ и ИВГ способствуют

восстановлению взаимодействий между нейрона-

ми и глией, что косвенно подтверждают наши дан-

ные по экспрессии маркерного белка глиальных

клеток GFAP (рис. 4b).

Нарушение центральной регуляции метаболиз-

ма глюкозы является одной из причин повышения

ее уровня натощак при СД2 [1, 4, 5, 89]. Гипергли-

кемия возникает не только вследствие сниженной

скорости поглощения глюкозы тканями, но и в ре-

зультате усиления глюконеогенеза в печени [90]. В

то же время изучение экспрессии ключевых генов

глюконеогенеза (PCK, G6PC и FBP) в печени крыс

с СД2 не выявило значимых их изменений по срав-

нению с контрольными животными (рис. 6b,c).

Однако лечение ИВГ+ИВИ снижало экспрессию

PEPCK (ген PCK) как у контрольных (КГИ), так и

у диабетических крыс (ДГИ). Фермент PEPCK ка-

тализирует одну из начальных стадий глюконеоге-

неза, поэтому изменение экспрессии его гена мо-

жет в большей мере влиять на скорость синтеза

глюкозы по сравнению с другими изученными ге-

нами глюконеогенеза (G6PC, FBP). Вариации в

экспрессии гена G6PC могут приводить к более

сложному паттерну изменений продукции глюко-

зы, поскольку кодируемая им глюкоза-6-фосфата-

за не только участвует в синтезе глюкозы de novo, но

и определяет ее локализацию [90]. Так как глюкоза

удерживается в клетке только в фосфорилирован-

ном состоянии, то активность глюкоза-6-фосфата-

зы и экспрессия ее гена G6PC должны рассматри-

ваться в совокупности с активностью киназ, катали-

зирующих фосфорилирование глюкозы, например,

глюкокиназы. Тем не менее наблюдаемое нами сни-

жение экспрессии гена G6PC в печени диабетиче-

ских животных как при лечении ИВГ, так и при

совместном лечении ИВГ и ИВИ свидетельствует о

том, что подавляется не только глюконеогенез, но

и вероятность перехода глюкозы из фосфоформы в

свободную, нефосфорилированную форму и ее

дальнейшая диффузия из клетки. Благодаря лече-

нию ИВГ+ИВИ увеличивается содержание мРНК

основного транспортера глюкозы в печени GLUT2

и синтазы жирных кислот FASN (рис. 6a,d). Таким
образом, совместное использование инсулина и
ганглиозидов через посредство ЦНС усиливает об-
менные процессы глюкозы в печени.

Инсулин и ганглиозиды способны восстанавли-
вать содержание важнейшего ростового и трофиче-
ского фактора BDNF в гипоталамусе, сниженную
при СД2 (рис. 7b,c). BDNF, как известно, за счет
усиления локального белкового синтеза оказывает
влияние на синаптическую пластичность [91]. Это
может лежать в основе мощного нейропротектор-
ного эффекта ИВГ, ИВИ и их комбинации, и хоро-
шо согласуется с данными о восстановлении этими
препаратами когнитивных функций, нарушенных
при неонатальной модели СД2 у крыс [34].

Подводя итоги, следует отметить, что совмест-
ные интраназальные введения инсулина и гангли-
озидов крысам с СД2 позволяют добиться восста-
новления толерантности к глюкозе, улучшения
чувствительности тканей к инсулину, а также уси-
ления обменных процессов и подавления глюко-
неогенеза в печени, влияя на экспрессию ключе-
вых генов глюконеогенеза в гепатоцитах. Это про-
исходит во многом благодаря центральному
синхронизированному влиянию инсулина и ган-
глиозидов на функциональную активность ключе-
вых белков инсулинового сигналинга (GSK3β,
p70S6K, ERK1/2, AMPK) в гипоталамусе, а также
восстановлению экспрессии BDNF в гипоталами-
ческих нейронах.
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Effects of Intranasally Administered Insulin and Gangliosides 
on Hypothalamic Signaling and Expression of Hepatic Gluconeogenesis Genes 

in Rats with Type 2 Diabetes Mellitus
I. O. Zakharovaa,#, L. V. Bayunovaa, K. V. Derkacha, I. O. Ilyasova,

I. Yu. Morinaa, A. O. Shpakova and , and N. F. Avrovaa

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

The insulin signaling system in hypothalamic neurons plays an important role in the central regulation of glucose
metabolism, feeding behavior, and tissue sensitivity to insulin. A decrease in the brain insulin level in metabolic
disorders, including diabetes, is the cause of low activities of the key protein kinases regulated through the insulin
signaling system. Insulin deficiency in the brain can be compensated by intranasal insulin administration, which
allows a direct hormone delivery to the brain. The efficacy of this method can be increased by insulin co-admin-
istration with substances enhancing its effects in the brain, such as complex glycosphingolipids and gangliosides.
This work was aimed to study the effects of individual versus cooperative intranasal administration of insulin
(0.5 IU/rat/day) and gangliosides (6 mg/kg/day) to Wistar rats with experimental type 2 diabetes mellitus (DM2)
on the activity of key components of insulin signaling in the hypothalamus (Akt, GSK-3β, ERK1/2, p70S6K,
AMPK), as well as on the expression of genes responsible for glucose metabolism in the liver (GLUT2, FASN,
PCK, G6PC, FBP). It was found that intranasal co-administration of insulin and gangliosides to rats with DM2
restores glucose tolerance, improves tissue insulin sensitivity, enhances metabolic processes, and inhibits gluco-
neogenesis in hepatocytes. This occurs largely due to the central synchronized effect of insulin and gangliosides
on the functional activity of key insulin signaling proteins in the hypothalamus (GSK3β, p70S6K, ERK1/2,
AMPK), as well as BDNF expression recovery and a decrease in mRNA levels of the proinflammatory cytokine
IL-1β in hypothalamic neurons. Thus, intranasal co-administration of insulin and gangliosides to rats with DM2
restores to a large extent hypothalamic insulin signaling and the control of hepatic gluconeogenesis, impaired un-
der conditions of diabetic pathology.

Keywords: insulin, gangliosides, intranasal administration, hypothalamus, signaling pathways, type 2 diabetes
mellitus
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Пестициды на основе фосфорорганических соединений (ФОС) широко используются в сельском хо-
зяйстве по всему миру, что сопряжено с риском острых и хронических отравлений человека. В целом
токсическое воздействие ФОС на организм млекопитающих достаточно хорошо изучено, однако мно-
гие детали этиологии срочных и отдаленных последствий интоксикации требуют дополнительного
внимания. Цель исследования – оценка биохимических показателей крови и мочи крыс, наряду с па-
томорфологическими и ультраструктурными изменениями почек, в динамике после острого отравле-
ния экспериментальных животных О-О-диэтил-О-(4-нитрофенил)фосфатом (этил-параоксон,
ДНФФ).
Исследование выполнено на белых аутбредных крысах-самцах Rattus norvegicus, массой 200–250 г.
ДНФФ в дозе ЛД50 животным экспериментальных групп вводили однократно. Образцы сыворотки
крови и мочи для биохимического анализа и тканей почек для морфологического исследования отби-
рали через сутки, 3 и 7 сут после отравления. Оценивали суточный диурез и удельный вес мочи, в сы-
воротке крови и в моче – содержание билирубина, общего белка, глюкозы, рН, креатинина, альбуми-
на, D-3-гидроксибутирата и мочевой кислоты. Описывали патоморфологические изменения в тканях
почек.
В сыворотке крови крыс при воздействии ДНФФ наблюдаются снижение альбумина, повышение кон-
центрации мочевой кислоты, глюкозы и D-3-гидроксибутирата. Отмечено снижение объема суточного
диуреза и рН мочи, при одновременном увеличении ее удельного веса. Выявлены повреждение эпите-
лиальных клеток проксимальных извитых канальцев почек через сутки и увеличение толщины гломе-
рулярных базальных мембран через 7 суток после воздействия.
Однократное введение сублетальных доз ДНФФ оказывает нефротоксический эффект, проявляющий-
ся в изменении соответствующих биохимических показателей крови, мочи и морфологических пока-
зателей тканей почек. Наиболее выраженные изменения биохимических показателей зарегистрирова-
ны через сутки после воздействия ДНФФ и свидетельствуют о снижении выделительной способности
почек и развитии метаболического кетоацидоза. Утолщение гломерулярных базальных мембран через
7 суток после воздействия указывает на предпосылки к формированию отставленной патологии.

Ключевые слова: органофосфаты, крысы, биохимия, нефротоксичность, гломерулярная базальная мем-
брана, электронная микроскопия, извитые канальцы, нефропатия
DOI: 10.31857/S0044452922060110

Пестициды на основе фосфорорганических
соединений (ФОС) являются высокотоксичны-
ми соединениями, которые на протяжении де-
сятилетий широко используются в сельском хо-
зяйстве по всему миру. Так, в США ежегодное
количество хлорпирифоса, используемое при
выращивании кукурузы, сои и других культур, в
последние годы составляет около 4 тыс. тонн [1].
Помимо хлорпирифоса, в странах третьего мира

широко используют малатион и паратион [2]. В ор-
ганизме млекопитающих под действием моноок-
сигеназ печени тионы преобразуются в оксоны, и
параоксон является наиболее токсичным из них.
Воздействие ФОС присутствует в этиологии мно-
жества нейродегенеративных, сердечно-сосуди-
стых, респираторных, желудочно-кишечных, эн-
докринных, диабетических заболеваний и заболе-
ваний почек [3–7]. Основным механизмом их

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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токсического действия на отравленный организм
является угнетение активности фермента ацетил-
холинэстеразы (АХЭ) в нейромышечных и нейро-
нальных холинэргических синапсах [8]. Для остро-
го отравления различными ФОС были описаны ги-
стологические и ультраструктурные изменения
тканей почек, выражающиеся в дегенерации по-
чечных гломерул, кровоизлияниях в капсуле Шум-
лянского–Боумена, растяжении просветов почеч-
ных канальцев, гидропических изменениях в эпи-
телиальных клетках канальцев и множественных
кровоизлияниях в интерстиции почки [9, 10]. На
ранних сроках после острого отравления в тканях
почек выявляется дезорганизация, проявляющая-
ся в нарушении целостности эпителиальных кле-
ток и растяжении просвета канальцев [10, 11]. Од-
нако механизмы, опосредующие повреждение
функциональных структур почки и напрямую вли-
яющие на сохранность их функции, до конца не
выяснены. Одними из факторов токсических по-
вреждений тканей являются изменение редокс-ба-
ланса и возникновение оксидативного стресса,
связанного с истощением глутатиона и усилением
перекисного окисления липидов (ПОЛ) [12, 13].
Роль оксидативного стресса в патофизиологии
отравления ФОС активно обсуждается, но степень
вклада активных форм кислорода (АФК) в токси-
ческую роль ФОС в настоящее время не определе-
на [13, 14]. ФОС и состояние холинергического
криза обусловливают гиперактивацию ряда сиг-
нальных путей и, как следствие, развитие оксида-
тивного стресса через производство АФК, индук-
цию ПОЛ, окисление белков и нуклеиновых кис-
лот, в конечном счете – перерождение или гибель
клеток [3, 13].

Необходимо отметить, что ФОС обладают уни-
кальным профилем токсичности [2, 15]. Так, на-
пример, поступление дихлорфоса в организм не
приводит к развитию выраженного оксидативного
стресса [15]. Оценка динамики биохимических по-
казателей крови и мочи при остром отравлении
ФОС способна прояснить механизмы интоксика-
ции. Исследование уровней активности холинэс-
теразы, амилазы, липазы и креатинфосфокиназы
плазмы крови при остром воздействии позволило
получить новые данные о степени тяжести повре-
ждения, имеющие диагностическую ценность в
случаях острого отравления человека [16]. Так как
параоксон и его аналоги являются естественными
метаболитами некоторых ФОС, используемых в
настоящее время, то вполне резонно будет оценить
изменение биохимических показателей крови и
мочи в ответ на его острое воздействие в модели на
животных [17]. Ранее мы описали три модели
острого отравления крыс, с учетом высокого уров-
ня карбоксилэстеразной активности в плазме кро-
ви грызунов [11, 18–20]. В этих работах, несмотря
на их безусловный масштаб и принципиальную
новизну по целому ряду критериев, были опреде-

ленные недостатки, один из которых – отсутствие
комплексного исследования в одном эксперимен-
те динамики биохимических показателей мочи и
плазмы или сыворотки крови у одних и тех же жи-
вотных в сочетании с исследованием морфологи-
ческого субстрата наблюдаемых функциональных
изменений. Цель настоящей работы состояла в
дальнейшем изучении механизмов поражения по-
чек при острой интоксикации органофосфатами
на примере ДНФФ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на белых беспород-
ных крысах-самцах Rattus norvegicus, массой 200–
250 г (n = 42). Протокол исследования соответству-
ет Директиве ЕС 2010/63/EU по проведению экс-
периментов на лабораторных животных и был
одобрен Этическим комитетом Института эволю-
ционной физиологии и биохимии имени И.М. Се-
ченова Российской академии наук (этическое раз-
решение № 13-к-а от 15 февраля 2018 г.).

Животные были разделены на 2 группы, одна из
которых служила интактным контролем, тогда как
крысам второй группы вводили подкожно (п/к)
ДНФФ в дозе ЛД50. Животным контрольной груп-
пы вводили 1 мл 0.9%-ного раствора NaCl.

Пробы мочи и крови (пункция хвостовой вены)
получали через сутки, 3 и 7 сут после воздействия.
Исследования проводили на анализаторе мочи
Combilyzer 13 (Human GmbH, Германия) и биохи-
мическом анализаторе Sapphire (Hirose Electronic
System Co., Япония) согласно инструкции произ-
водителя. Определяли суточный диурез, удельный
вес мочи, уровень билирубина, общего белка, глю-
козы, рН, креатинина, альбумина, D-3-гидрокси-
бутирата и мочевой кислоты. В сыворотке крови
определяли содержание амилазы, лактата, мочевой
кислоты, общего билирубина, креатинина, тригли-
церидов, мочевины, общего белка, глюкозы, аль-
бумина и D-3-гидроксибутирата.

Образцы почек для гистологического и ультра-
микроскопического исследования брали у жи-
вотных, погибших в течение 1-го часа, и после
декапитации, через сутки, 3 и 7 сут после острого
воздействия. Материал фиксировали в 10%-ном
забуференном формалине и 2.5%-ном глутаровом
альдегиде. Для гистологического исследования об-
разцы почек обезвоживали в спиртах восходящей
концентрации, заливали в парафин. Полученные
срезы толщиной 5 мкм окрашивали гематоксили-
ном и эозином. Для ультрамикроскопического ис-
следования материал дополнительно фиксировали
2%-ным раствором OsO4, последовательно обезво-
живали в спиртах и ацетоне восходящей концен-
трации, заливали в смолу Araldite (EMS, США).
Двойное контрастирование ультратонких срезов
осуществляли раствором цитрата свинца и 1%-ным
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водным раствором уранилацетата. Исследование
проводили на световом микроскопе Axio Imager A2
(Carl Zeiss, Германия) и электронном микроскопе
Merlin (Carl Zeiss, Германия).

Морфометрию проводили в базовой программе
для получения, обработки и анализа изображений
AxioVision, версия 4.8.2 (Carl Zeiss, Германия). На
полученных препаратах измеряли толщину гломе-
рулярных базальных мембран.

Полученные данные анализировали в програм-
мах Microsoft Office Excel 2007 и SPSS Statistics 17.0.
Статистическую значимость различий между груп-
пами определяли с использованием непараметри-
ческого Н-критерия Краскела–Уоллиса. Данные
представлены в виде медиан.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отличий в уровнях билирубина, общего белка и

альбумина в моче между контрольной и экспери-
ментальной группами не выявлено. Содержание
амилазы, лактата, мочевой кислоты, общего били-
рубина, креатинина, триглицеридов, мочевины,
общего белка, глюкозы и D-3-гидроксибутирата в
сыворотке крови также не имело различий между
группами. Отмечено снижение уровня альбумина в
сыворотке крови через сутки после отравления
(р = 0.018), однако уже через 3 сут его уровень вос-
станавливался до контрольных значений (рис. 1).

Значимых отличий в клиренсе креатинина на
разных сроках после отравления не выявлено, от-
мечена лишь тенденция (0.05 < р < 0.1) к снижению
клиренса через сутки и к увеличению до контроль-
ных значений через 3 сут после воздействия
ДНФФ.

В экспериментальной группе животных выявле-
но снижение суточного диуреза в первые сутки ин-
токсикации (р = 0.05) (рис. 2a), при этом относи-
тельная плотность мочи увеличивается (р = 0.001),
а показатели изменяются в кислую сторону через
сутки и в щелочную через 3 сут (р = 0.001)
(рис. 2b,c). Уровень мочевой кислоты в моче уве-
личивается через сутки и 3 сут по сравнению со
значениями контрольной группы (р = 0.013)
(рис. 2d), а уровень D-3-гидроксибутирата уве-
личен через сутки (р = 0.004) (рис. 2e); также был
отмечен рост уровня глюкозы в моче животных
через сутки после острого воздействия (р = 0.007)
(рис. 2f).

В тканях почек животных, погибших в течение
1-го часа после введения ДНФФ, выявлены изме-

Рис. 1. Уровень содержания альбумина в сыворотке
крови животных контрольной (1) и эксперименталь-
ной группы через сутки (2), 3 сут (3) и 7 сут (4) после
воздействия ДНФФ. На рисунке представлены значе-
ния Me (Q1, Q3) для каждой группы. *p ≤ 0.05.
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Рис. 3. Морфологические изменения в почках крыс контрольной группы (a), погибших в течение часа (b), через сутки (c)
и 7 сут (d) после введения ДНФФ в дозе ЛД50. Кровоизлияния в интерстиций показаны звездами, кровоизлияния в кап-
сулу клубочка (белая стрелка), растяжение капсулы Шумлянского-Боумена (черная стрелка). Окрашивание гематокси-
лином и эозином, масштабный отрезок = 50 мкм.

(a) (b)

(c) (d)

нения микроциркуляции, выражающиеся в появ-

лении стазов в капиллярах интерстиция, клубочко-

вых капиллярах и кровоизлияниях в капсулы клу-

бочков (рис. 3b). Кровоизлияния в капсулу

свидетельствуют о нарушении целостности филь-

трационного барьера почек, что предположитель-

но связано с разрывами гломерулярных базальных

мембран. В структуре почечного тельца животных

через сутки после отравления выявлены растяже-

ние капсулы Шумлянского–Боумена и увеличение

площади мочевого пространства при острой токси-

ческой нагрузке (рис. 3c). На ультраструктурном

уровне выявлены очаговые нарушения люминаль-

ных поверхностей мембран эпителиальных клеток

проксимальных извитых канальцев и обтурация

просветов канальца десквамированными эпители-

альными клетками. Через 7 сут после острого воз-

действия ДНФФ состояние паренхимы почек крыс

соответствовало контролю (рис. 3d).

При ультраструктурном исследовании почек

животных через 7 сут после отравления отмечали

потерю четкого деления гломерулярных базаль-

ных мембран обработанных на lamina rara exter-

na, lamina densa и lamina rara interna. Было выяв-

лено статистически значимое увеличение толщи-

ны гломерулярных базальных мембран (р = 0.05)
(рис. 3, 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эпителиальные клетки, выстилающие прокси-
мальные канальцы, играют важную роль в извлече-
нии ионов и белков, проходящих сквозь гломеру-
лярный фильтрационный барьер [21]. Протеину-
рии, как одного из основных критериев,
свидетельствующих о нарушении функции почек,
у животных, переживших острую интоксикацию
ДНФФ, выявлено не было. Следовательно, нару-
шение целостности апикальной поверхности эпи-
телиальных клеток, выявленное на ранних сроках,
не оказывает влияние на апикальный эндоцитоз
белков. Вероятно, мультилигандные рецепторы
мегалин и кубилин, обеспечивающие реабсорбцию
белков и располагающиеся между микроворсинка-
ми эпителиальных клеток проксимального извито-
го канальца, экспрессированы в достаточном ко-
личестве клеток для обеспечения нормального
уровня реабсорбции [21, 22]. Это соответствует ре-
зультатам других исследований, где, в случае при-
менения низких доз ФОС, в первые сутки после
отравления гистопатологических изменений в тка-
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нях почек животных не наблюдалось, хотя через

3 нед хронического воздействия они оказывались

ярко выраженными и включали кровотечение, де-

сквамацию эпителия канальцев, инфильтрацию

воспалительными клетками и некроз [23]. Нор-

мальный уровень реабсорбции белка в прокси-

мальных канальцах косвенно указывает на целост-

ность гломерулярных мембран фильтрационного

барьера почек в ранние сроки у выживших живот-

ных после отравления сублетальными дозами

ДНФФ и сохранность достаточного количества ка-

нальцев для его поддержания.

Выявленное снижение уровня альбумина в сы-

воротке крови через сутки после острого воздей-

ствия без увеличения его экскреции с мочой может

свидетельствовать о нарушении гемато-тканевых

барьеров и вероятном выходе альбумина в парен-

химу головного и спинного мозга [24–26]. Следов

выведения необратимо связанных комплексов аль-

бумин-ФОС в фильтрационном барьере почек или

моче в нашем исследовании обнаружено не было

ни через сутки, ни через 7 суток после воздействия

ДНФФ. Электронно-плотные комплексы в струк-

туре гломерулярных мембран также не обнаруже-

ны. Однако наличие следов белка в толще гломеру-

лярных мембран в исследованиях токсического

действия ФОС на ткань почек показано для кви-

налфоса [27].

Согласно литературным данным, ключевыми

факторами, способствующими повреждению

проксимальных канальцев, являются гиперглике-

мия, протеинурия, гипоксия и воспаление [28].

Нарушения микроциркуляции, выявленные в тка-

нях почек крыс, погибших в течение часа после

воздействия ДНФФ, указывают на формирование

для клеток почек выживших животных гипоксиче-

ских условий. Согласно современным представле-

ниям вышеуказанные факторы оказывают свое

воздействие через изменения сигналинга TGF-beta

Рис. 4. Гломерулярные базальные мембраны фильтрационного барьера почек в контрольной группе (a), через сутки (b) и
7 сут (c) после введения ДНФФ в дозе ЛД50. 1 – тело подоцита, 2 – ножковые отростки подоцитов, 3 – гломерулярная
базальная мембрана, 4 – просвет клубочкового капилляра. Трансмиссионная электронная микроскопия, масштабный
отрезок = 200 nm.
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Рис. 5. Толщина гломерулярных базальных мембран
фильтрационного барьера почек крыс через сутки (1d)
и 7 сут (7d) после введения ДНФФ в дозе ЛД50. На ри-
сунке представлены значения Me (Q1, Q3) для каждой
группы. *p ≤ 0.05.
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и баланса медиаторов ренин-ангиотензиновой си-
стемы, дисрегуляцию полиолового и гексозами-
нового пути, активности протеинкиназы С, а также
через образование конечных продуктов гликиро-
вания [28].

Согласно клиническим наблюдениям у постра-
давших от воздействия ФОС наблюдается транзи-
торная глюкозурия при эугликемии [29]. В нашем
исследовании у животных, переживших острую
интоксикацию, наблюдалась аналогичная ситуа-
ция, высокий уровень содержания глюкозы в моче
сочетался с отсутствием изменений уровня глюко-
зы в крови через сутки и 3 сут после воздействия.
Как известно, апикальные мембраны эпителиаль-
ных клеток извитых канальцев несут на себе рецеп-
торы к инсулину и транспортеры глюкозы [30, 31].
Потеря микроворсинок апикальной части клеток
проксимальных канальцев приводит к утрате Na-
зависимых SGLT-переносчиков глюкозы, что на-
рушает активный транспорт глюкозы в клетку из
просвета канальца [32]. Снижение количества ре-
цепторов инсулина в проксимальных канальцах,
которое имеет место при инсулинорезистентном
состоянии, также способствует развитию ги-
пергликемии за счет усиления глюконеогенеза
[31]. Изменения клеточных функций, происходя-
щие в ответ на воздействие различных эндоген-
ных факторов, в том числе и отравления ФОС,
вызывающие потерю инсулиновых рецепторов и
SGLT-переносчиков глюкозы в поврежденных
проксимальных канальцах, могут способствовать
развитию диабетоподобной нефропатии [30].
Это подтверждается полученными данными,
свидетельствующими о возникновении метабо-
лического кетоацидоза через сутки после отрав-
ления: смещение рН мочи в кислую сторону,
рост уровня мочевой кислоты и D-3-гидроксибу-
тирата. D-3-гидроксибутират является наиболее
распространенным кетоном, обеспечивающим
индикацию кетоацидоза. Имеются данные о слу-
чаях интоксикации человека ФОС, проявляю-
щихся как диабетический кетоацидоз [33–35]. В
моделях на животных эти соединения влияют на
пути метаболизма глюкозы, что в конечном итоге
приводит к гипергликемии [34].

Рост уровня экскреции мочевой кислоты в моче
обработанных животных в нашем исследовании
согласуется с данными о последствиях повышен-
ной активности ксантиноксидазы и повышенного
уровня оксидативного стресса при отравлении [14,
36]. Мочевая кислота – конечный продукт метабо-
лизма эндогенных и поступающих с пищей пури-
новых соединений у человека, образующийся из
ксантина под действием ксантиноксидазы. Выве-
дение мочевой кислоты в просвет канальца проис-
ходит при помощи мочекислого или уратного пе-
реносчика 1 (URAT1), также экспрессированного
на люминальной клеточной мембране и в цито-

плазме клеток проксимальных канальцев [37].
Частичная утрата эпителия проксимальных ка-
нальцев способна вызвать рост экскреции моче-
вой кислоты с мочой.

Патогистологические изменения в тканях почек
при воздействии ДНФФ в дозе ЛД50 наиболее ярко
проявляются через сутки, восстановление проис-
ходит в течение недели. Увеличение толщины гло-
мерулярных базальных мембран, выявленное через
7 сут у обработанных животных не сочеталось с
протеинурией и гематурией. Различий между кон-
трольной и экспериментальной группами крыс по
уровню сывороточной амилазы, которая, согласно
данным некоторых исследований, имеет наиболь-
шую диагностическую точность при оценке тяже-
сти воздействия ФОС у человека [16], в нашем экс-
перименте не обнаружено.

В целом исследование показало, что однократ-
ное введение сублетальной дозы ДНФФ оказывает
токсическое воздействие на крыс, отражающееся в
ряде изменений биохимических показателей кро-
ви, мочи и морфологических показателей тканей
почек. Согласно полученным данным, максималь-
ные изменения биохимических показателей крови
и мочи регистрируются через сутки после острого
воздействия, выражаются в развитии метаболиче-
ского кетоацидоза и снижении выделительной
способности почек, что свидетельствует о форми-
ровании у крыс преморбидного состояния с после-
дующей неполной его нормализацией. Результаты
исследования позволяют предположить риск раз-
вития диабетической нефропатии в результате
острой интоксикации ФОС.
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Ultrastructural Changes in the Kidneys and Biochemical Parameters 
of Blood and Urine in Rats during Acute Intoxication 

with O,O-Diethyl-O-(4-Nitrophenyl)phosphate
M. O. Sokolovaa,b,#, V. E. Soboleva and , and N. V. Goncharova

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
b S.M. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russia

#e-mail: sokolova.rita@gmail.com

Pesticides based on organophosphorus compounds (OPs) are widely used in agriculture worldwide, which is
fraught with acute and chronic human poisoning. In general, toxic effects of OPs on the mammals are well stud-
ied, but many details of the etiology of immediate and long-term consequences of poisoning require additional
attention. The aim of this study was to assess the dynamics of biochemical blood and urine parameters along with
pathomorphological and ultrastructural changes in the kidneys after acute poisoning of experimental rats with
O-O-diethyl-O-(4-nitrophenyl)phosphate (ethyl-paraoxon, DNPP). The study was carried out on white out-
bred male rats Rattus norvegicus weighing 200–250 g. DNPP was administered to experimental groups animals
at a lethal dose 50 (LD50, single injection). Blood serum and urine samples for biochemical analysis and kidney
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tissue samples for morphological investigation were taken on days 1, 3 and 7 after poisoning. Daily diuresis and
urine specific gravity, as well as serum and urine levels of bilirubin, total protein, glucose, pH, creatinine, albu-
min, D-3-hydroxybutyrate and uric acid, were assessed. Pathomorphological changes in kidney tissue were de-
scribed. After DNPP exposure, there were observed a decrease in albumin and an increase in uric acid, glucose
and D-3-hydroxybutyrate levels, as well as a decrease in the volume of daily diuresis and urine pH, paralleled by
an increase in urine specific gravity. Morphological analysis of kidney tissue revealed a damage to epithelial cells
of the proximal convoluted tubules and an increase in the thickness of glomerular basement membranes, respec-
tively, 24 h and 7 days after DNPP exposure. A single sublethal dose of DNPP had a nephrotoxic effect, as man-
ifested in changes in biochemical blood and urine parameters, as well as morphological parameters of kidney tis-
sue. The most pronounced changes in biochemical parameters were recorded one day after DNPP exposure, in-
dicative of a decrease in the excretory capacity of the kidneys and the development of metabolic ketoacidosis. The
thickening of glomerular basal membranes in 7 days after exposure suggests the prerequisites for the formation of
delayed pathology.

Keywords: organophosphates, rats, biochemistry, nephrotoxicity, glomerular basal membrane, electron micros-
copy, convoluted tubules, nephropathy
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В работе рассматривается пространственно-временная структура мышечных синергий при произволь-
ных локомоциях, выполняемых в условиях горизонтальной вывески нижних конечностей, и при шаго-
подобных движениях, модулируемых чрескожной электрической стимуляцией спинного мозга челове-
ка. Синергии извлекали разложением матриц с помощью метода главных компонент (PCA). Выявлено
меньшее количество синергий при локомоциях, инициируемых чрескожной электрической стимуля-
цией спинного мозга. Установлено, что временнáя структура извлекаемых мышечных синергий при
локомоциях в условиях электрической стимуляции спинного мозга имеет явно выраженные пики ак-
тивности и высокую воспроизводимость паттернов активации. В ряде случаев они реализуются в раз-
ные временные периоды локомоторного цикла при их многократной реализации. Мышечные нагрузки
в структуре выявленных синергетических модулей существенно различаются, однако векторы синер-
гий оказываются в высокой степени схожими в разных экспериментальных условиях. Различия в пара-
метрах пространственно-временной структуры мышечных синергий произвольных локомоций и мо-
дулируемых чрескожной электрической стимуляцией спинного мозга, вероятно, связаны с реоргани-
зацией ритмогенерирующей части нейрональной сети, осуществляющей управление структурой
локомоторного цикла.

Ключевые слова: мышечные синергии, электрическая стимуляция спинного мозга, локомоции, межмы-
шечное взаимодействие, управление движением
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В последнее десятилетие был достигнут суще-
ственный прогресс в исследованиях синергетиче-
ских эффектов при управлении движением, однако
остается большое количество нерешенных вопро-
сов, начиная от методических аспектов их извлече-
ния и заканчивая концептуальными вопросами о
природе изучаемых синергетических феноменов.
Одной из наиболее значимых для понимания при-
роды выявляемых синергетических эффектов яв-
ляется область взаимодействия разных уровней
ЦНС в генерации и модуляции синергий. В про-
цессе локомоторной активности такое взаимодей-
ствие может быть достигнуто путем введения в си-
стему управления реципрокной и коактивацион-
ной команд. Представления об этих командах в
ЦНС, как об основных режимах взаимодействия
пулов мотонейронов, иннервирующих пары мышц
в системе агонист-антагонист, известно довольно
давно, а в последнее время понятие таких команд
было введено для описания контроля произволь-

ными многосуставными движениями [1, 2]. Эти
данные развивают представление об иерархически
организованном управлении автоматизированны-
ми движениями посредством центральных генера-
торов паттернов, инициируемых простой коман-
дой вышележащих центров [3, 4].

Ранее нами было показано, что применение
чрескожной электрической стимуляции спинного
мозга (ЧЭССМ), вероятно, воздействуя на мотор-
ные проявления таких команд, меняет реципрок-
ные синергетические взаимоотношения мышц
нижних конечностей в структуре синергетических
модулей [5]. Однако синергетические эффекты бы-
ли рассмотрены в условиях произвольно выполня-
емых движений при ходьбе по тредбану, что накла-
дывает определенные ограничения на работу си-
нергетических центров в структуре спинальных
нейрональных сетей, регулирующих локомотор-
ную активность. Помимо биомеханических огра-
ничений имеют место и другие факторы, влияю-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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щие на работу синергетических центров, такие как
афферентация от опорных зон стопы, центральные
команды, определяющие произвольный компо-
нент локомоторных движений и ряд других факто-
ров, в результате чего параметры моторного выхода
оказываются довольно вариативны даже при их
внутрииндивидуальном рассмотрении. В ряде ра-
бот предлагаются способы ее минимизации, одна-
ко они, преимущественно, связаны с вычислитель-
ными аспектами извлечения синергий [6]. Все это
затрудняет получение прямых доказательств си-
нергетического контроля мышечной активности
со стороны центральной нервной системы.

С помощью стимуляции структур спинного и
головного мозга животных разными раздражителя-
ми удавалось получить пространственно-времен-
ные профили мышечных активаций, характерные
для синергии и схожие по структуре с реальными
движениями [7, 8]. Несмотря на это природа на-
блюдаемых синергетических эффектов во многом
остается неясной. Применение стимуляционных
методов воздействия на структуры ЦНС в услови-
ях, минимизирующих влияние названных выше
факторов на работу синергетических центров, мо-
жет дать более точную информацию о том, как па-
раметры двигательной задачи кодируются в струк-
туре мышечных синергий. В связи с этим целью ра-
боты явилось изучение синергетических эффектов
межмышечного взаимодействия при непроизволь-
ных локомоциях, вызываемых ЧЭССМ в условиях
горизонтальной вывески нижних конечностей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты выполнены на 8 испытуемых

мужского пола в возрасте от 21 до 35 лет. Исследо-
вания проведены на базе Научно-исследователь-
ского института проблем спорта и оздоровитель-
ной физической культуры Великолукской государ-
ственной академии физической культуры и спорта
в лаборатории физиологии нервной и мышечной
систем. Все исследования проведены с соблюдени-
ем требований и принципов биомедицинской эти-
ки, сформулированными в Хельсинкской деклара-
ции 1964 г., и одобрены локальным биоэтическим
комитетом. Каждый участник представил добро-
вольное письменное информированное согласие
на участие в исследованиях. Испытуемые распола-
гались в горизонтальной вывеске нижних конечно-
стей для минимизации гравитационного воздей-
ствия и облегчения возникающих в результате
электростимуляционного воздействия на структу-
ры спинного мозга шагоподобных движений [9,
10]. Протокол исследований предполагал выпол-
нение произвольных шагательных движений в го-
ризонтальной вывеске нижних конечностей и в
условиях, минимизирующих произвольный ком-
понент. В последнем случае испытуемым давали
инструкцию не двигаться произвольно, не препят-

ствовать и не концентрироваться на движениях
нижних конечностей в случае их возникновения.
Контроль отсутствия произвольного компонента в
структуре вызванных локомоций осуществлялся,
исходя из оценки амплитуды движений в суставах,
электромиографической активности скелетных
мышц и координации между нижними конечно-
стями (рис. 1). Во всех экспериментальных услови-
ях анализировали не менее 8 полных циклов шага.
Граничные моменты полного цикла шага опреде-
ляли по крайним положениям плюсневой антро-
пометрической точки правой ноги в сагиттальной
плоскости.

Регистрировали электромиограммы (ЭМГ) би-
латеральных мышц нижних конечностей: перед-
ней большеберцовой (TA), медиальной головки
икроножной (GM), латеральной широкой (VL),
двуглавой бедра (BF), прямой бедра (RF). ЭМГ ре-
гистрировали при помощи беспроводного 16-ка-
нального биомонитора МЕ6000 (Финляндия) с ча-
стотой дискретизации 2000 Гц. Для отведения ЭМГ
применяли накожные одноразовые самоклеющие-
ся электроды с токопроводящим гелем и активной
площадью контакта 2.5 см2, 36 × 45 мм (Swaromed,
Австрия). Электроды накладывались биполярно,
при этом активный располагался в области проек-
ции двигательной точки исследуемой мышцы, а
референтный прикреплялся по ходу ее волокон с
межэлектродным расстоянием 2 см, предусматри-
вался дополнительный электрод заземления на
каждом канале. Все зарегистрированные ЭМГ
фильтровали с помощью оригинального про-
граммного обеспечения. Принцип работы фильтра
состоит в поиске паттерна, характерного для арте-
факта стимуляции, и замены фрагмента ЭМГ, со-
держащего наводку, на динамическое среднее. Да-
лее ЭМГ фильтровались полосовым фильтром с
полосой пропускания 30–450 Гц, силой подавле-
ния 60 дБ с нулевой задержкой, затем усреднялись
в интервалах 0.002 с и повторно применяли фильтр
низких частот 15 Гц, используя программное обес-
печение MegaWin. Все ЭМГ нормировались к пи-
ковой амплитуде каждой мышцы в определенном
экспериментальном условии.

ЧЭССМ осуществлялась посредством стимуля-
тора Биокин ЭС-5 (ООО “Косима”, Россия). Ка-
тод помещали между позвонками Т11 и Т12, два
анода – симметрично над гребнями подвздошных
костей, частота стимуляции составляла 30 Гц. Ин-
тенсивность стимуляции подбирали индивидуаль-
но, увеличивая ток до величины, инициирующей
двигательную реакцию, но не вызывающей болез-
ненных ощущений – в диапазоне 30–90 мА. Осно-
вываясь на предыдущих результатах, показываю-
щих, что непроизвольные шагательные движения
могут быть вызваны у здоровых людей с помощью
ЧЭССМ частотой 30 Гц, применяемой между по-
звонками T11 и T12, мы использовали те же пара-
метры стимуляции [4]. Синхронно осуществляли
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видеозахват движений основных антропометриче-
ских точек сегментов тела обеих нижних конечно-
стей: плюсневой, нижнеберцовой, верхнеберцо-
вой, вертельной с частотой дискретизации 500 Гц.
Применяли систему 3D-видеоанализа Qualisys
(Швеция), включающей 8 высокоскоростных ка-
мер Oqus.

Зарегистрированные интерференционные ЭМГ,
координаты антропометрических точек в системе
3D экспортировали в Statistica (StatSoft, Inc., ver-
sion 10) и формировали матрицу исходных данных
(X), размерностью (I × J), где I – число точек (из-
мерений в момент времени – 500 для каждого экс-
периментального условия, шага, испытуемого), а
J – число независимых переменных (вариацион-
ных рядов ЭМГ – 8). Помимо вариационных рядов
ЭМГ в матрице создавали дополнительные пере-
менные, позволяющие идентифицировать перио-
ды шагательного цикла и принадлежность данных

к определенному испытуемому и шагу [11, 12]. Все
вариационные ряды были интерполированы отно-
сительно единой точки отсчета и стандартизирова-
ны к единице стандартного отклонения.

Из матриц извлекали компоненты (синергии) с
помощью метода главных компонент (PCA). Рас-
сматривали компоненты, имеющие собственные
значения (eigenvalues) больше единицы и учитыва-
ющие не менее 10% общей дисперсии. Анализиро-
вали следующие параметры: количество извлекае-
мых компонент (синергий), процент общей дис-
персии, учитываемый каждым фактором в общем
наборе данных (VAF), матрицы нагрузок (loadings)
и матрицы счетов (scores). Исходная матрица X раз-
лагалась на произведение двух матриц: X = T × P + E,
где T – матрица счетов, P – матрица нагрузок, E –
матрица остатков. Матрица нагрузок несет инфор-
мацию о взаимосвязи или независимости перемен-
ных относительно новых, формальных перемен-

Рис. 1. Расположение испытуемого в горизонтальной вывеске нижних конечностей (a), траектории перемещения антро-
пометрических точек и образцы электромиограммы мышц нижних конечностей при произвольной ходьбе (b) и в услови-
ях чрескожной электрической стимуляции спинного мозга (c).
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ных, полученных в процессе разложения матриц –
“векторы синергии”.

При сравнении “векторов синергий” в качестве
сравниваемых вариационных рядов данных высту-
пали значения нагрузок мышц в установленном
порядке в разных экспериментальных условиях, в
этом случае для сравнения вариационных рядов
применяли анализ косинусного сходства (сos θ),
где 1 – полное подобие, 0 – отсутствие подобия.
Матрица нагрузок также включает весовые коэф-
фициенты каждой мышцы, дающие информацию
о степени вовлечения их в синергию, чем выше ко-
эффициент, тем больше связь с новой компонен-
той. Рассчитывали внутрииндивидуальные сред-
ние значения весовых коэффициентов каждой
мышцы для каждого извлеченного компонента при
многократных реализациях полного цикла шага.
Для оценки достоверности различий при сравне-
нии среднегрупповых весовых коэффициентов
применяли однофакторный дисперсионный ана-
лиз ANOVA c post-hoc анализом по критерию
Newman–Keuls. Статистически значимыми разли-
чиями считали значения критерия p < 0.05.

Матрица счетов определяет временную органи-
зацию выявленных синергий и представляет собой
проекции исходных данных на подпространство
главных компонент – “коэффициенты активации”
синергий. Коэффициенты активации представ-
ляют собой динамический процесс, отражающий
изменение активности синергий во времени. Ко-
эффициенты активации синергий сравнивали
при помощи анализа максимальных значений
кросскорреляционных функций (r) с учетом сме-
щения относительно нуля, где 1 – полное соот-
ветствие, 0 – отсутствие взаимосвязи. К вариа-
ционным рядам, содержащим коэффициенты
активации синергий, перед расчетом кросскор-
реляционных функций применяли простое экспо-
ненциальное сглаживание (α = 0.01).

Математико-статистическая обработка данных
выполнена в Statistica 10.0 и включала расчет сред-
него арифметического (M), ошибки среднего
арифметического (SE), стандартного отклонения
(SD), коэффициентов вариативности (CV). Разло-
жение матриц осуществляли в среде Statistica, ис-
пользуя стандартный модуль “Advanced/Multivari-
ate – PCA”.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В среднем по группе испытуемых при произ-
вольных локомоциях было установлено 4.4 ± 0.2
компонента – синергии, с долей объясняемой дис-
персии 78.0 ± 1.4%. При воздействии чрескожной
электрической стимуляции спинного мозга коли-
чество синергий достоверно снижалось на 22.7% и
достигало 3.4 ± 0.2.

При рассмотрении пространственной структу-
ры мышечных синергий произвольных и вызван-
ных ЧЭССМ локомоций были установлены следу-
ющие закономерности. Наибольшие нагрузки пер-
вой синергии при произвольных движениях
приходились на следующие мышцы: переднюю
большеберцовую, прямую бедра правой ноги, а
также на икроножную и двуглавую бедра левой
нижней конечности (рис. 2). В условиях ЧЭССМ
наряду с этими мышцами имели высокие коэффи-
циенты икроножная правая и прямая мышца бедра
левой ноги. Обнаружена тенденция, заключающа-
яся в снижении роли латеральной широкой мыш-
цы правой стороны и икроножной левой в первой
синергии при стимуляции. При этом существенно
возрастала роль икроножной правой мышцы, дву-
главой и прямой мышцы бедра левой нижней ко-
нечности (p < 0.05). Анализ сходства векторов пер-
вой синергии показал их высокое соответствие в
обоих экспериментальных условиях, где коэффи-
циент оказывался не менее 0.85.

Во второй синергии при произвольной ходьбе
наибольшие нагрузки были выявлены в икронож-
ной мышце правой ноги, а при стимуляции – в ла-
теральной широкой левой мышце нижней конеч-
ности. Векторы второй синергии демонстрировали
также высокую степень сходства – 0.75 (рис. 2).
При ЧЭССМ отмечено снижение вовлечения во
вторую синергию икроножной правой и прямой
мышцы бедра левой ноги, а также возрастание ро-
ли латеральной широкой (р < 0.05). В третьей выяв-
ленной синергии нагрузки были невысокими и не
превышали 0.5, однако векторы синергии демон-
стрировали высокое сходство. В четвертой синер-
гии отмечено существенное возрастание роли дву-
главой мышцы бедра правой нижней конечности
при стимуляции (рис. 2).

Установлено, что коэффициенты активации
первой синергии при произвольных локомоциях
в условиях вывески нижних конечностей имели
выраженный пик активности в первой четверти
локомоторного цикла (рис. 3). Внутрииндивиду-
альные паттерны временнjй активации синер-
гии демонстрировали высокое сходство –
0.79 ± 0.03, а CV не превышали 9.17%. Профили
активации первой синергии при вызванных
ЧЭССМ шагоподобных движениях оказались
менее схожими, коэффициенты кросскорреля-
ционных функций не превышали в среднем
0.33 ± 0.01, однако оказывались низковариатив-
ными (CV – 9.93%). Анализ соответствия времен-
ных профилей произвольных локомоторных дви-
жений и вызываемых ЧЭССМ показал среднее их
соответствие – 0.41 ± 0.07, а вариативность оце-
нивалась как средняя, CV составляли в среднем
49.91%.

Временнáя структура второй мышечной синер-
гии при произвольной ходьбе в горизонтальной
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вывеске нижних конечностей отличалась средней
воспроизводимостью циклов шага и низкой их ва-
риативностью. Схожая структура и внутрииндиви-
дуальная вариативность была отмечена и при не-
произвольных локомоциях. Так, коэффициенты
кросскорреляционных функций составляли 0.48 ±
± 0.06, а коэффициенты вариативности не превы-
шали 23.81%. При сравнении структуры второй си-
нергии, полученной в разных экспериментальных
условиях, были отмечены среднее их соответствие
и средняя вариативность паттернов временнjй ак-
тивации (рис. 3). Следует отметить, что во время
произвольной ходьбы при внутрииндивидуальном
рассмотрении отмечались пики активности синер-
гии в разные периоды цикла шага, а при вызванных
локомоциях, преимущественно, наблюдался один

выраженный пик, приходящийся на третью чет-
верть движения.

При произвольной ходьбе третья мышечная си-
нергия характеризовалась одним пиком активно-
сти, однако внутрииндивидуальные профили
структуры циклов шага были существенно смеще-
ны во времени, на что указывают средние значения
кросскорреляционных функций со смещением от-
носительно нуля – 0.50 ± 0.03 и низкие коэффици-
енты вариативности, не превышающие в среднем
по группе 16.51%. При локомоциях, инициируе-
мых ЧЭССМ, наблюдалась схожая картина, но
практически без смещения профилей активации
(рис. 3). Отмечалось низкое сходство коэффициен-
тов активации при произвольных и вызванных ло-
комоциях – 0.28 ± 0.02, CV – 17.45%.

Рис. 2. Мышечные нагрузки и векторы синергий (сплошная и пунктирная линии) при произвольной ходьбе в условиях
горизонтальной вывески нижних конечностей и при локомоциях, вызванных чрескожной электрической стимуляцией
спинного мозга. По оси абсцисс – скелетные мышцы, по оси ординат – коэффициенты. VOL – произвольная ходьба,
TCES – ходьба, вызванная стимуляцией. Заливкой выделены достоверные различия мышечных нагрузок при p < 0.05.
S1, 2, 3, 4 – номер синергии.
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Профили временнjй структуры четвертой
установленной синергии демонстрировали воз-
растание активности к окончанию цикла шага, а
при движениях, вызываемых ЧЭССМ, пик ак-
тивности синергии приходился на вторую чет-
верть цикла шага. Следует отметить низкую вос-
производимость структуры циклов при внутри-
индивидуальном рассмотрении, коэффициенты
кросскорреляционных функций в обоих рас-
сматриваемых условиях локомоций оценивались
как низкие – 0.29 ± 0.05 и 0.21 ± 0.01 соответ-
ственно. Сравнительный анализ временнjй
структуры вызванных и произвольных локомо-
ций показал также низкое ее сходство – 0.27 ±
± 0.06, а CV достигали 54.86%, что оценивается
как средняя вариативность.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При анализе количества извлекаемых компо-
нент (мышечных синергий) и доли дисперсии,
описываемой каждым из них, мы наблюдали мень-
шие значения обоих параметров при локомоциях,
инициируемых ЧЭССМ. В целом такие результаты
ожидаемы, поскольку даже биомеханическая
структура цикла шага при локомоциях, вызывае-
мых искусственно, несколько отличается от произ-
вольных и сами условия их выполнения не типич-
ны для ходьбы в вертикальном положении. Поэто-
му логично было бы ожидать, что и механизм
управления локомоциями в таких условиях будет
иметь некоторые особенности. Первое, на что хо-
телось бы обратить внимание – это снижение каче-
ства реконструкции исходных данных с примене-
нием PCA в условиях стимуляционного воздей-

Рис. 3. Коэффициенты активации мышечных синергий при произвольной ходьбе в условиях горизонтальной вывески
нижних конечностей и при локомоциях, вызванных чрескожной электрической стимуляцией спинного мозга. По оси
абсцисс – прогресс цикла шага, по оси ординат – у.е. VOL – произвольная ходьба, TCES – ходьба, вызванная стимуля-
цией. Заливкой показаны крайние внутрииндивидуальные профили коэффициентов активации. Значения r представле-
ны в виде M ± SD ± SE. S1, 2, 3, 4 – номер синергии.

S1

r = 0.41 ± 0.20 ± 0.07

S2

r = 0.46 ± 0.19 ± 0.08

S3

r = 0.28 ± 0.04 ± 0.02

S4

r = 0.27 ± 0.15 ± 0.06
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ствия на спинной мозг. В обычных условиях
синергетические взаимоотношения мышечных
групп нижних конечностей регулируются спиналь-
ными генераторами паттернов, посредством реци-
прокных и коактивационных команд, а моторным
выходом являются низковариативные стереотип-
ные кинематические паттерны и характеристики
мышечной активности [1, 2, 9]. Методами факто-
ризации данных в таких условиях удается учесть
большую часть наблюдаемой дисперсии в парамет-
рах мышечной активности, это было показано во
многих исследованиях, где VAF как критерий эф-
фективности извлечения синергий достигает 80% и
более [6, 13, 14].

Электрическая стимуляция, воздействуя на
спинальные нейрональные сети, вносит измене-
ния в их организацию (частотный код синергий),
что проявляется в снижении эффективности из-
влечения синергий. Причем эти изменения не
являются сбивающим фактором в работе спи-
нальных нейрональных структур, а являются
средством целенаправленного на них воздей-
ствия. В пользу этого утверждения свидетель-
ствуют наши результаты, демонстрирующие чет-
кие очертания основных пиков активности синер-
гий и высокую воспроизводимость временнjй
структуры извлекаемых мышечных синергий при
локомоциях, вызываемых ЧЭССМ. При произ-
вольных локомоциях такое наблюдается только в
первой синергии. Таким образом, искусственно
вызванные локомоции в условиях горизонтальной
вывески нижних конечностей имеют так называе-
мые базовые (фундаментальные) профили вре-
меннjй активации, которые можно наблюдать при
вертикальной ходьбе в обычных условиях, а произ-
вольные шагательные движения в таких условиях
чаще отличаются высокой вариативностью.

Концепция двигательного синергизма предпо-
лагает снижение вычислительной нагрузки на
структуры нервной системы посредством объеди-
нения элементов системы в модули с меньшей раз-
мерностью. Исходя из этого, можно утверждать,
что чем больше количество модулей, тем выше
сложность управляющей системы. При ходьбе в
обычных условиях регистрируют от четырех до пя-
ти мышечных синергий. Это наблюдается при ана-
лизе активности мышц одной конечности или
мышц одной стороны тела при беге, ходьбе, педа-
лировании на велоэргометре [13, 15]. Вполне веро-
ятно, что структура мышечных синергий при локо-
моторных движениях, так или иначе, может вклю-
чать большинство поверхностных мышц нижних
конечностей, однако участие каждой из них в
структуре синергетических модулей в разных усло-
виях реализации локомоций может различаться.
Нами было показано, что при сравнении локомо-
ций, вызываемых ЧЭССМ, и произвольных, суще-
ственно различаются мышечные нагрузки в струк-
туре первой синергии, а именно, при вызванных

движениях возрастает роль GM правой, BF и RB
левой ноги, снижается VL правой и GM левой. При
этом векторы синергий оказываются в высокой
степени схожими в разных условиях. Это свиде-
тельствует о том, что пространственная структура
естественных и вызванных локомоций имеет еди-
ный механизм управления, вероятно, реализуемый
нейрональными сетями, локализованными на
уровне Т11 – Т12 позвонков. Кроме того, формиро-
вание четкого очертания основных пиков активно-
сти во временнjй структуре мышечных синергий
при движениях, вызываемых ЧЭССМ, свидетель-
ствует в пользу этого утверждения.

Различия в компонентном составе мышечных
синергий отмечаются даже при многократном по-
вторении стереотипных движений, как дискрет-
ных, так и циклических. В этой связи вполне ожи-
даемо, что мышечные нагрузки в структуре извле-
каемых нами синергий при произвольных и
вызванных движениях оказались различными.
Кроме того, “шагоподобная локомоторная актив-
ность” может быть представлена разными паттер-
нами, в различной степени схожими по биомеха-
нической структуре с реальными движениями [16].
Важными установленными факторами в нашем ис-
следовании явилось высокое соответствие векто-
ров синергий и низкая вариативность с четким
очертанием основных пиков активности коэффи-
циентов активации синергий при вызванных локо-
моциях. Такие результаты могут быть связаны со
следующими положениями. Одна из теорий, опи-
сывающая сложное взаимодействие управляющих
сигналов в ЦНС при локомоциях, предполагает
наличие в структуре спинальных локомоторных ге-
нераторов двух независимых нейрональных сетей,
осуществляющих управление ритмической актив-
ностью мышц сгибателей и разгибателей, включа-
ющих ритмогенерирующую часть и сеть, формиру-
ющую локомоторные паттерны [17–19]. Проводя
аналогию с положениями концепции простран-
ственно-временной архитектуры синергизма, ко-
эффициенты активации мышечных синергий яв-
ляются эквивалентом ритмогенерирующей части
нейронной сети, управляющей локомоциями, а
векторы синергий и мышечные нагрузки, опреде-
ляющие соотношение активации мышечных
групп, будут являться аналогией сети формирова-
ния паттернов. Таким образом, электрическая сти-
муляция спинного мозга на уровне Т11–Т12 по-
звонков, по меньшей мере, воздействует на ритмо-
генерирующую часть нейронной сети, что
проявляется в формировании основных (фунда-
ментальных) локомоторных временных паттернов.

Наблюдаемая нами вариативность временнjй
структуры синергий при произвольной ходьбе в го-
ризонтальной вывеске в ряде случаев связана со
смещением коэффициентов активации, выявляе-
мым при помощи кросскорреляционного анализа.
Такие синергии обозначаются как “синергии, из-
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меняющиеся во времени”, т.е. синергетические
паттерны реализуются в разные временные перио-
ды локомоторного цикла при их многократной ре-
ализации [14, 20, 21].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, временнáя структура извлекае-

мых мышечных синергий при локомоциях в усло-
виях электрической стимуляции спинного мозга
имеет явно выраженные пики активности и высо-
кую воспроизводимость паттернов активации. В
ряде случаев они реализуются в разные временные
периоды локомоторного цикла при их многократ-
ной реализации. Мышечные нагрузки в структуре
выявленных синергетических модулей существен-
но различаются, однако векторы синергий оказы-
ваются в высокой степени схожими в разных экс-
периментальных условиях. Различия в параметрах
пространственно-временной структуры мышеч-
ных синергий произвольных локомоций и модули-
руемых ЧЭССМ, могут быть связаны с реорганиза-
цией ритмогенерирующей части нейрональной се-
ти, осуществляющей управление ритмической
активностью мышц сгибателей и разгибателей в
структуре полного цикла шага.
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Spatio-Temporal Patterns of Intermuscular Interaction during Locomotion Induced 
by Spinal Cord Percutaneous Electrical Stimulation

S. A. Moiseev
Velikiye Luki State Academy of Physical Education and Sports, Velikiye Luki, Russia

e-mail: sergey_moiseev@vlgafc.ru

The paper considers the spatiotemporal muscle synergies’ structure during voluntary locomotions in conditions
of lower extremities horizontal support, and when step-like movements modulated by transcutaneous electrical
spinal cord stimulation (TESCS). The synergies were extracted by matrix decomposition using the principal
component method (PCA). Fewer synergies were found in locomotion initiated by percutaneous electrical stim-
ulation of the spinal cord. It has been established that the temporal structure of extracted muscle synergies during
locomotion under spinal cord electrical stimulation has evident peaks of activity and high reproducibility of ac-
tivation patterns. In some cases, they are implemented in different time periods of the locomotive cycle while
their repeated performing. The muscle loads in the identified synergetic modules’ structure are significantly dif-
fering, however, the synergy vectors turn out to be highly similar in different experimental conditions. The mus-
cle synergies’ spatiotemporal structure differences during voluntary and induced locomotions are probably relat-
ed to the reorganization of the rhythmogenerating part of the spinal neuronal network that controls the structure
of the locomotor cycle.

Keywords: muscle synergies, spinal cord electrical stimulation, locomotion, intermuscular interaction, motion
control
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Установлено, что в июне 2018 г. в период размножения спектр питания тонкоклювых кайр (Uria aalge)
и толстоклювых кайр (Uria lomvia), гнездящихся на Гавриловских островах Баренцева моря, состоял из
мелких рыб (мойва (Mallotus villotus), сайда (Pollachius virens) и молодь трески (Gadus morhua)) и ракооб-
разных. В дистальном отделе тонкого кишечника у тонкоклювой кайры паразитировали цестоды Alca-
taenia armillaris, а y толстоклювой кайры – A. armillaris и Tetrabothrius erostris. У тонкоклювой кайры в ки-
шечнике общая активность аминопептидазы N была выше, а общая активность мальтазы выше в ки-
шечнике толстоклювых кайр. Активность дисахаридаз в тонком кишечнике кайр в дистальном
направлении снижалась, активность аминопептидазы N увеличивалась. В месте паразитирования
цестод A. armillaris и T. erostris в дистальном отделе кишечника y толстоклювой кайры снижалась актив-
ность и аминопептидазы N, и мальтазы.

Ключевые слова: Uria aalge, Uria lomvia, тонкоклювая кайра, толстоклювая кайра, аминопептидаза N,
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Морские птицы (тонкоклювая кайра (Uria aalge)
и толстоклювая кайра (Uria lomvia)) относятся к
уникальным представителям морской орнитофау-
ны, которые освоили три стихии – воздух, земля и
вода. В период размножения кайры образуют мно-
гочисленные колонии на скалистых берегах остро-
вов и побережья Северного полушария, в том числе
и в районах Мурманского побережья Баренцева
моря [1]. Основной объект питания кайр – рыба,
которую они добывают при нырянии [2]. При изу-
чении морфологических характеристик близко-
родственных видов птиц (тонкоклювых и толсто-
клювых кайр) установлено, что способность кайр к
маневрированию в воде тесно связана с их особен-
ностями к добыванию пелагических рыб [3]. Spring
подчеркивал, что толстоклювая кайра обладает бо-
лее стабильным подводным плаванием и способна
перемещаться на большие расстояния по сравне-
нию с тонкоклювыми кайрами. Эти качества он
рассматривал в качестве потенциала птиц указан-
ного вида, который они могут использовать при
добыче беспозвоночных животных и донных рыб.
В связи с этим показатели активностей пищева-
рительных ферментов у двух видов кайр могут
иметь различия в зависимости от особенностей
питания [3].

Пищеварение морских птиц изучено мало. Ряд
работ посвящен исследованию пищеварительных
ферментов у буревестникообразных птиц
(отр. Procellariiformes) и пингвинов (сем. Sphe-
niscidae), которые участвуют в переваривании
морских планктонных беспозвоночных – хитиназ
и восковых эстераз [4, 5]. Опубликованы результа-
ты определений активностей мальтазы, сахаразы и
лактазы в тонком кишечнике у пяти видов морских
птиц (хохлатого (Eudyptes chrysocome), королевско-
го (Aptenodytes patagonicus) и папуанского (Pygoscelis
papua) пингвинов, большого поморника (Sterco-
rarius skua) и доминиканской чайки (Larus domini-
canus)) [6]. Сведений об активности пищеваритель-
ных ферментов в слизистой кишечника толсто-
клювых и тонкоклювых кайр немного и они огра-
ничены анализом общих показателей (в частности,
общей протеолитической и гликозидазной актив-
ностей) [7]. При изучении пищеварения птиц ис-
следователи часто используют значения активно-
сти ферментов (аминопептидазы N, мальтазы и са-
харазы) для описания физиологии
пищеварительной деятельности птиц на разных
стадиях их развития, в период голодания и пище-
вого стресса, а также в зависимости от их спектра
питания [8–12]. Установлено, что активность саха-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: GCFMLV
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разы и мальтазы повышена в кишечнике птиц, в
питании которых преобладают углеводы, а актив-
ность аминопептидазы N повышена в кишечнике
птиц, в спектре питания которых доминируют бел-
ки [8–12].

Наряду с этим влияние паразитарной инвазии
на пищеварение кайр также имеет большое значе-
ние. Многие гельминты используют в качестве сре-
ды обитания именно кишечник позвоночных жи-
вотных (окончательных хозяев). В кишечнике чер-
ви достигают половозрелого состояния, активно
питаются и выметывают большое количество яиц.
При этом, в частности, у ленточных червей пище-
варительная система отсутствует и они поглощают
питательные вещества (аминокислоты, моносаха-
риды и др.) всей поверхностью тела [13]. Кроме то-
го, цестоды способны адсорбировать на тегументе
ферменты из кишечника хозяина [14, 15]. Таким
образом, гельминты могут представлять собой
конкурентов для своих хозяев за пищевые ресурсы
и быть причиной нарушений функций пищевари-
тельной системы.

Определение активности аминопептидазы N,
мальтазы и сахаразы в слизистой кишечника близ-
кородственных видов птиц (тонкоклювой и тол-
стоклювой кайр) стало целью представленного ис-
следования. В качестве факторов, влияющих на
пищеварительную активность, рассматривали кор-
мовые предпочтения птиц и гельминтную инва-
зию.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на взрослых особях
тонкоклювой кайры U. aalge (Linnaeus, 1758) и
толстоклювой кайры U. lomvia (Pontoppidan,
1763), которые гнездятся на Гавриловских остро-
вах Баренцева моря (Мурманский регион, Россия,
69°09'30"N 35°57'0E) на территории Кандалакш-
ского государственного природного заповедника.
Тонкоклювые (n = 10) и толстоклювые кайры (n =
= 10) отловлены с помощью орнитологической
петли в июне 2018 г. Кайр добывали с разрешения
Федеральной службы по надзору в сфере природо-
пользования России (№ 01/2018). Все процедуры
одобрены Кандалакшским государственным при-
родным заповедником (Договор № 2018_19). Все
процедуры, выполненные в исследованиях с уча-
стием животных, соответствовали этическим стан-
дартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципами Базельской декларации.

Птиц усыпляли хлороформом, взвешивали,
определяли их пол и оценивали уровень жирности
по четырехбалльной шкале [16]. Уровни жирности
регистрировали следующим образом: 1 – истощен-
ные птицы; 2 – отсутствие брюшного жира; 3 – на-
личие брюшного жира; 4 – брюшной жир, сильно
выступающий над грудью.

Желудочно-кишечный тракт вырезали, отделя-
ли желудок, печень, поджелудочную железу и тон-
кий кишечник. Тонкий кишечник взвешивали (г),
промывали ледяным физиологическим раствором
и с помощью пинцета осторожно удаляли брыжей-
ки и жир, чтобы можно было его выпрямить. Тон-
кий кишечник делили на три отдела: проксималь-
ный (от пилорического сфинктера) (ПО), медиаль-
ный (МО) и дистальный (ДО). Химус собирали и
использовали для паразитологического анализа.
Слизистую оболочку каждого отдела снимали
шпателем для биохимического анализа. Длину и
ширину каждого участка кишечника измеряли
линейкой. Измерения проводились на гладкой
стеклянной поверхности, которая была смочена
физиологическим раствором. По результатам из-
мерений определены значения длины тонкого ки-
шечника (см) и площади поверхности тонкого ки-
шечника (см2).

Печень и поджелудочную железу очищали от
посторонних тканей и взвешивали (г).

Слизистую оболочку из каждого отдела кишеч-
ника гомогенизировали в 20 объемах ледяного фи-
зиологического раствора. Гомогенат разливали по
нескольким пластиковым пробиркам, заморажи-
вали и хранили при температуре –20°C до дальней-
шего исследования.

Активность аминопептидазы N (EC 3.4.11.2)
определяли с использованием субстрата L-аланин-
p-нитроанилида (Sigma, США) [17]. К 0.1 мл гомо-
гената добавляли 1 мл раствора (2.04 мМ L-ала-
нин-p-нитроанилида в 0.2 М фосфатном буфере
(NaH2PO4/Na2HPO4, рН 7.0)). Реакцию инкубиро-
вали в течение 10 мин при 40°C, а затем останавли-
вали 3 мл 2 М ледяной уксусной кислоты. Оптиче-
скую плотность раствора измеряли при 384 нм. Ак-
тивность аминопептидазы N (мМ/ мин/ г ткани)
определяли с использованием стандартной кривой
р-нитроанилида.

Активности дисахаридаз измеряли по методу
Dahlqvist [18] в модификации Martinez del Rio [19].
Активности мальтазы (ЕС 3.2.1.20) и сахаразы
(ЕС 3.2.1.48) определяли с использованием суб-
страта 56 мМ растворов мальтозы и 56 мМ раство-
ров сахарозы в 0.1 М малеат/NaOH, рН 6.5.
Аликвоты по 0.1 мл гомогената инкубировали с
0.1 мл растворов мальтозы или 0.1 мл сахарозы в те-
чение 10 мин при 40°C. Затем для определения
концентрации глюкозы к инкубационной смеси
добавляли 2.0 мл смеси ферментов (глюкооксида-
зы и пероксидазы) (глюкооксидазный метод, “Аб-
рис+”, Россия) [20]. Через 30 мин измеряли опти-
ческую плотность раствора при 505 нм. Активность
дисахаридаз (мМ/мин/г ткани) определяли с ис-
пользованием стандартной кривой глюкозы.

Общую гидролитическую активность фермен-
тов (аминопептидазы N, мальтазы и сахаразы) все-
го тонкого кишечника рассчитывали путем умно-
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жения активности ферментов на 1 г ткани в каждом
отделе на 1/3 общей массы тонкой кишки и сумми-
рования по трем отделам.

Для определения спектра питания кайр изучали
содержимое желудков. Желудок разрезали про-
дольно по всей длине, вскрывали и промывали
смесью морской и пресной воды в соотношении
1:1. Остатки добычи в каждом образце желудка
определяли с использованием бинокулярного мик-
роскопа EZ4D Leica (Германия). Отолиты, остав-
шиеся в желудке, идентифицировали на минималь-
но возможном таксономическом уровне [21]. Отоли-
ты из желудка каждой птицы помещали в пробирки,
заполненные 70%-ным этиловым спиртом, для дли-
тельного хранения. На основании результатов рас-
считывали относительную встречаемость различных
групп кормов как отношение количества зарегистри-
рованных кормов определенной группы к общему
количеству зарегистрированных кормов всех
групп: F = n/N × 100%, где n – количество зареги-
стрированных кормов определенной группы. N –
общее количество зарегистрированных наимено-
ваний всех групп кормов.

Паразитологический анализ проводили по
стандартной методике. Цестод извлекали, промы-
вали водой и фиксировали в 70%-ном этаноле.
Фиксированных червей окрашивали муцикарми-
ном (Fluka, Германия) и помещали в канадский

бальзам. Систематическую принадлежность гель-
минтов определяли под световым микроскопом
Микмед 2 (LOMO, Россия) при увеличении ×300 с
использованием идентификационных ключей [22].
Рассчитали количественные показатели зараже-
ния – интенсивность инвазии (ИИ), экстенсив-
ность инвазии (ЭИ) и индекс обилия (ИО).

Результаты измерений активности ферментов
представлены в виде среднего значения ± ошибки
средней (±SE). Проверку нормальности распреде-
ления выборки проводили с использованием кри-
терия асимметрии и эксцесса. Достоверность раз-
личий между морфометрическими измерениями,
значениями активностей ферментов у толстоклю-
вых и тонкоклювых кайр, а также влияние гель-
минтой инвазии на активность ферментов оцени-
вали по непараметрическому критерию Уилкоксо-
на–Манна–Уитни (p < 0.05). Достоверность
различий в активности ферментов между отделами
кишечника у двух видов кайр определяли с исполь-
зованием двухфакторного дисперсионного анали-
за с повторными измерениями. Связь между соста-
вом спектра питания и видами птиц изучали при
помощи критерия Пирсона. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программных па-
кетов Microsoft Excel и Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В желудках U. aalge и U. lomvia обнаружены толь-
ко отолиты рыб. Мойва (Mallotus villotus), сайда
(Pollachius virens) и треска (Gadus morhua) были са-
мыми распространенными объектами питания у
обоих видов кайр (табл. 1). Примечательно, что ев-
ропейская песчанка (Ammodytes tobianus) и атланти-
ческая сельдь (Clupea harengus) найдены только в
желудках тонкоклювых кайр. Частота встречаемо-
сти обнаруженных видов рыб в спектре питания
кайр не связана с видом птиц (  = 0.21, df = 4, p =
= 0.27).

В тонком кишечнике толстоклювых кайр пара-
зитировали цестоды A. armillaris и T. erostris, у тон-
коклювых кайр зафиксированы только A. armillaris
(табл. 2). Цестоды A. armillaris обнаружены в ди-
стальном отделе тонкого кишечника у обоих видов
птиц. Цестода T. erostris также паразитировала в ди-

2
5.1X

Таблица 1. Состав и относительная встречаемость кор-
мов (%) в желудках Uria lomvia и Uria aalge, гнездящихся
на Гавриловских островах Баренцева моря, июнь 2018 г.

N – общее количество зарегистрированных кормов; n – коли-
чество зарегистрированных кормов определенной группы.

Вид корма
Uria lomvia Uria aalge

n % n %

N 15 17
Мойва (Mallotus villotus)  6 40.0  7 41.2
Сайда (Pollachius virens)  5 33.3  5 34.0
Треска (Gadus morhua)  4 26.7  2 11.8
Европейская песчанка (Ammo-
dytes tobianus)

– –  1 5.9

Атлантическая сельдь (Clupea 
harengus)

– –  2 11.8

Таблица 2. Показатели инвазии в тонком кишечнике Uria lomvia и Uria aalge, гнездящихся на Гавриловских островах
Баренцева моря, июнь 2018 г.

Интенсивность инвазии (ИИ), экстенсивность инвазии (ЭИ) и индекс обилия (ИО).

Вид цестоды
Uria lomvia Uria aalge

ЭИ, % ИИ, экз. ИО, экз. ЭИ, % ИИ, экз. ИО, экз.

Alcataenia armillaris 40.0 1–8 1.2 30.0 1–8 1.3
Tetrabothrius erostris 30.0 1.0 0.3 – – –
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стальном отделе тонкого кишечника толстоклювой
кайры.

Сравнительный анализ некоторых морфомет-
рических параметров двух видов кайр показал, что
масса тела достоверно выше у тонкоклювой кайры
(p < 0.05) (табл. 3). Длина и площадь поверхности
тонкого кишечника были выше у толстоклювой
(p < 0.05). Значения уровня жирности, массы пече-
ни, поджелудочной железы и тонкого кишечника
не имели достоверных различий у обоих видов
кайр.

Общая активность аминопептидазы N была вы-
ше в тонком кишечнике тонкоклювой кайры
(p < 0.05) (табл. 4). В свою очередь, общая актив-
ность мальтазы была выше в тонком кишечнике
толстоклювой кайры (p < 0.05) Соотношение ак-
тивностей аминопептидазы N и мальтазы у тонко-
клювой кайры было более чем в 1.8 раза выше, чем
у толстоклювой кайры (p < 0.05). Общая актив-
ность сахаразы не имела существенных различий
как у U. aalge, так и у U. lomvia (p < 0.05).

Активность аминопептидазы N в тонком ки-
шечнике увеличивалась в проксимально-дисталь-
ном направлении как у U. aalge, так и у U. lomvia
(рис. 1a). Сравнительный анализ показал, что зна-
чения активности аминопептидазы N у тонкоклю-
вой кайры были выше вдоль тонкого кишечника

аналогичных показателей у толстоклювой кайры
(ПО: F2.1= 3.2, p < 0.01; МО: F4.1 = 12.9, p < 0.01;
ДО: F2.1 = 2.9, p < 0.01). Активность мальтазы и са-
харазы снижалась от проксимального отдела к ди-
стальному у птиц обоих видов (рис. 1b, c). Актив-
ность мальтазы в проксимальном отделе кишечни-
ка толстоклювой кайры была выше, чем у
тонкоклювой кайры (F2.1 = 3.5, p < 0.01). В медиаль-
ном отделе у толстоклювой кайры установлена бо-
лее высокая активность сахаразы, чем у тонкоклю-
вой кайры (F2.1 = 2.3, p < 0.05).

Активности аминопептидазы N и мальтазы в
дистальных отделах кишечника толстоклювых
кайр, зараженных цестодами A. armillaris, снижа-
лись по сравнению с показателями незараженных
птиц (p < 0.05) (рис. 2a, 3a). При инвазии цестодами
T. erostris активность аминопептидазы N и мальта-
зы в дистальных отделах кишечника зараженных
толстоклювых кайр также уменьшалась, а актив-
ность мальтазы в проксимальном отделе увеличи-
валась относительно показателей контроля (p <
< 0.05) (рис. 2a, 3a). Показатели активности сахара-
зы в кишечнике у толстоклювых кайр при инвазии
не имели достоверных отличий по сравнению с
аналогичными параметрами у кайр, свободных от
инвазии (рис. 4a). Не обнаружено статистических
различий в значениях активности аминопептидазы
N, мальтазы и сахаразы во всех отделах тонкого ки-
шечника между незараженными тонкоклювыми
кайрами и тонкоклювыми кайрами, зараженными
A. armillaris (рис. 2b, 3b, 4b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
По анализу содержимого желудков толстоклю-

вой и тонкоклювой кайр, гнездящихся на Гаври-
ловских островах Баренцева моря, установлено,
что рыба (мойва, песчанка, треска) составляет ос-
нову спектра питания у обоих видов птиц. При рас-
смотрении результатов паразитологического
вскрытия можно заключить, что и толстоклювая
кайра, и тонкоклювая кайра наряду с этим пита-
лись и ракообразными. Это следует из того факта,
что в тонком кишечнике обоих видов птиц обнару-
жены цестоды A. armillaris. Известно, что цистецер-
коиды цестод A. armillaris используют ракообраз-
ных (например, эвфаузиид Euphausia similis) в каче-
стве промежуточных хозяев и попадают в
кишечник кайр при поедании ими амфипод и эв-
фаузиид [23]. Согласно результатам ранее прове-
денных исследований, тонкоклювые кайры пита-
ются главным образом рыбой, а в спектр питания
толстоклювой кайры входят и рыба, и раки [1, 2,
24]. В то же время известно, в частности, что круп-
ный пелагический планктон (эвфаузииды Thysa-
noessa sp.) был основной добычей обоих видов
кайр, гнездящихся близ о. Медвежий в централь-
ной части Баренцева моря [25]. Mehlum предполо-
жил, что в соответствии с теорией оптимального

Таблица 3. Морфометрические параметры Uria lomvia и
Uria aalge, гнездящихся на Гавриловских островах Ба-
ренцева моря, июнь 2018 г.

* Достоверные различия между двумя видами кайр (p < 0.05).

Параметры Uria lomvia Uria aalge

Масса тела (г) 1014.8 ± 14.2 1087.4 ± 18.0*
Уровень жирности 2.7 ± 0.28 3.0 ± 0.14
Масса печени (г) 60.8 ± 1.6 59.5 ± 1.3
Масса поджелудочной желе-
зы (г)

5.2 ± 0.42 4.0 ± 0.22

Масса тонкого кишечника (г) 39.4 ± 1.9 33.8 ± 2.6
Площадь поверхности тон-
кого кишечника (см2)

191.0 ± 4.9 163.5 ± 3.6*

Длина тонкого кишечника 
(см)

116.0 ± 3.2 94.7 ± 1.2*

Таблица 4. Общая гидролитическая активность фермен-
тов Uria lomvia и Uria aalge

* Достоверные различия между двумя видами кайр (p <0.05).

Активность ферментов Uria lomvia Uria aalge

Аминопептидаза N 9.0 ± 0.7 12.9 ± 1.3 *
Мальтаза 11.3 ± 1.2 7.8 ± 0.8 *
Сахараза 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.1
Аминопептидаза N/ мальтаза 0.9 ± 0.09 1.7 ± 0.13 *
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кормления кайры добывают крупную и высокока-
лорийную добычу (мойву) для вскармливания
птенцов, а сами питаются ракообразными в годы с
низким обилием рыбы [25]. Но, не смотря на уста-
новленную схожесть в спектре питания у толсто-
клювой и тонкоклювой кайр в представленной ра-
боте, пищеварительная активность и некоторые
морфологические параметры тонкого кишечника
имели статистически достоверные различия.

Активность аминопептидазы N выше у тонко-
клювой кайры, активность мальтазы выше у тол-
стоклювой кайры (табл. 3). На активность пищева-
рительных ферментов птиц влияют множество
факторов, но определяющее значение специали-
сты отводят составу кормов [11, 12, 17, 26, 27]. Ис-
следователи предположили, что модуляция актив-
ности пищеварительных ферментов представляет

механизм, с помощью которого желудочно-ки-
шечный тракт может реагировать на изменения в
составе и качестве кормов [26]. Так, была предло-
жена теория адаптивной модуляции, согласно ко-
торой активности пищеварительных ферментов
должны соответствовать уровню субстрата, чтобы
полностью переварить доступные питательные ве-
щества, избегая при этом синтеза ненужных (не-
востребованных) ферментов [26]. Эксперимен-
тальные исследования показали, что с увеличени-
ем содержания азота в диете молодых особей крякв
(Anas platyrhynchos), воробьиных (сем. Passeridae) и
славковых (сем. Sylviidae) птиц повышается актив-
ность аминопептидаз в тонком кишечнике [17, 28,
29]. Зависимость активности карбогидраз в тонком
кишечнике при диете с высоким содержанием уг-
леводов отмечена для обыкновенных перепелов
(Coturnix coturnix) и домашних кур (Gallus gallus)
[29]. Измеряя активность аминопептидазы N,
мальтазы и сахаразы в кишечнике птиц, было
предложено использовать соотношение значений
активностей аминопептидазы N и мальтазы [17,
27]. Этот параметр отражает относительную спо-
собность птиц гидролизовать белки по сравнению
с углеводами, а также, по рекомендации Сабата,

Рис. 1. Активность аминопептидазы N (a), мальтазы (b)
и сахаразы (c) в трех отделах тонкого кишечника U. lom-
via (n = 10) и U. aalge (n = 10). Представлены средние
значения (±SE) для U. lomvia (треугольник) и U. aalge
(квадрат).
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Рис. 2. Влияние заражения Alcataenia armillaris и Tetra-
bothrius erostris на активность аминопептидазы N. Ак-
тивность аминопептидазы N представлена в трех отде-
лах тонкого кишечника U. lomvia (a) и U. aalge (b). Ука-
заны средние значения (±SE) незараженных кайр
(контроль) и кайр, зараженных A. armillaris и T. erostris.
Отмечено снижение активности аминопептидазы N в
дистальном отделе тонкого кишечника у U. lomvia, за-
раженной A. armillaris (p < 0.05) и T. erostris (p < 0.05).
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может быть показателем относительного содержа-

ния белков и углеводов в диете птиц из природных

популяций [27]. Соотношение между активностя-

ми аминопептидазы N и мальтазы у тонкоклювой и

толстоклювой кайр выше, чем у травоядных и все-

ядных птиц, и сопоставимо с таковой у чилийского

водяного печника (Cinclodes nigrofumosus), спектр

питания которого составляют ракообразные и мор-

ские беспозвоночные [27]. Так как невозможно

всесторонне оценить спектр питания тонкоклювой

и толстоклювой кайр из природных популяций, то

можно с высокой долей вероятности предполо-

жить, что в диете обоих видов присутствовали объ-

екты с высоким содержанием белка. Сравнитель-

ный анализ показал, что соотношение активностей

аминопептидазы N и мальтазы у тонкоклювой кай-

ры превышает аналогичный параметр у толсто-

клювой кайры (табл. 3). Следовательно, гидролиз

белков в тонком кишечнике тонкоклювой кайры

протекал интенсивнее, что, по-видимому, связано

с более высоким содержанием белка в их диете по

сравнению с толстоклювой кайрой.

Активность пищеварительных ферментов – это
не единственное условие, влияющее на эффектив-
ность питания и усвоение птицами питательных
веществ. Различия во времени удержания пищи в
желудочно-кишечном тракте также играют значи-
тельную роль в усвоении питательных субстратов
[30].

По типу питания морских птиц, принадлежа-
щих к семейству Alcidae (в том числе тонкоклювых
и толстоклювых кайр), относят к видам-специали-
стам и рассматривают их как животных, предпочи-
тающих определенный вид кормов (рыба) [31]. В
отличие от видов-универсалов (серебристая чайка
(Larus argentatus) и моевка (Rissa tridactyla), спектр
питания которых широк и разнообразен, у толсто-
клювой и тонкоклювой кайр длина тонкого ки-
шечника короче, а время переваривания и усвое-
ния пищи менее продолжительное [31]. Согласно
выводам Hilton и соавт. исследования, сам факт
употребления высококалорийных кормов (рыбы)
компенсирует ее более низкую усвояемость по
сравнению с птицами, имеющими более длинный
кишечник (чем короче тонкий кишечник, тем
меньше время переваривания и усвоение пищи в

Рис. 3. Влияние Alcataenia armillaris и Tetrabothrius eros-
tris на активность мальтазы. Активность мальтазы пред-
ставлена в трех отделах тонкого кишечника U. lomvia (a)
и U. aalge (b). Указаны средние значения (±SE) для не-
зараженных кайр (контроль) и кайр, зараженных A. ar-
millaris и T. erostris. Отмечены увеличение активности
мальтазы в проксимальном отделе показано для U. lom-
via, зараженной T. erostris (p < 0.05) и снижение актив-
ности мальтазы в дистальном отделе показано для
U. lomvia, зараженной A. armillaris (p < 0.05) и T. erostris
(p < 0.05).
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Рис. 4. Влияние Alcataenia armillaris и Tetrabothrius eros-
tris на активность сахаразы. Активность сахаразы пред-
ставлена в трех отделах тонкого кишечника U. lomvia (a)
и U. aalge (b). Указаны средние значения (±SE) для не-
зараженных кайр (контроль) и кайр, зараженных A. ar-
millaris и T. erostris. Не обнаружено достоверных разли-
чий между значениями активности сахаразы у незара-
женных кайр и кайр, зараженных цестодами T. erostris и
A. armillaris.
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нем) [31]. В ходе нашего исследования установле-
но, что длина тонкого кишечника и площадь его
поверхности у тонкоклювой кайры меньше, чем у
толстоклювой кайры (табл. 2). При этом, как уже
отмечалось выше, тонкоклювая кайра имеет более
узкую пищевую специализацию и потребляет
главным образом рыбу. У толстоклювых кайр,
имеющих более длинный тонкий кишечник, пи-
щеварение вероятно медленное и более эффек-
тивное, но при этом они активнее, чем тонко-
клювые кайры, добывают менее качественные и
калорийные корма (прежде всего ракообразных).
Представленные результаты подтверждают тео-
рию, выдвинутую Hilton и соавт., об особенностях
пищеварения морских птиц и морфологии кишеч-
ника [31, 32].

В целом на распределение активности фермен-
тов вдоль тонкого кишечника птиц влияют многие
факторы (спектр питания, сезон, возраст, период
жизненного цикла, а также морфологические осо-
бенности различных частей тонкого кишечника)
[8, 10, 28, 33–35]. У многих видов птиц активность
дисахаридаз снижается вдоль тонкого кишечника в
проксимально-дистальном направлении. Как
предполагали исследователи, это связано с умень-
шением концентрации пищевого субстрата в тон-
ком кишечнике [36]. Для аминопептидаз обнару-
жена обратная зависимость [8, 10, 34, 35]. У тонко-
клювой и толстоклювой кайр прослежена
аналогичная тенденция. Активности мальтазы и
сахаразы в слизистой снижались в проксимально-
дистальном направлении вдоль тонкого кишечни-
ка, активность аминопептидазы N, напротив, по-
вышалась.

В дистальном отделе тонкого кишечника у тол-
стоклювой кайры паразитировали цестоды A. ar-
millaris и T. erostris, а у тонкоклювой кайры – только
A. armillaris. Снижение активности аминопептида-
зы N и мальтазы в месте локализации A. armillaris и
T. erostris зарегистрировано в слизистой тонкого
кишечника только у толстоклювых кайр. Ранее в
местах локализации T. erostris зарегистрировано
снижение активности протеаз у моевки и серебри-
стой чайки независимо от возраста. У птенцов се-
ребристых чаек, зараженных T. erostris, отмечено
снижение активности протеаз вдоль всей длины
тонкого кишечника [14]. У птенцов моевки при ин-
вазии T. erostris уменьшалась активность гликози-
даз как в месте локализации червей, так и вдоль
всего кишечника [37]. Снижение активности пи-
щеварительных ферментов, главным образом,
ферментов гидролиза белков связывают со способ-
ностью червей в кишечнике ингибировать актив-
ность протеаз хозяина [38, 39]. Так, например, го-
могенаты T. erostris из тонкого кишечника моевки и
серебристой чайки инактивировали активности
трипсина от 62.2 до 79.6% и активности протеаз
слизистой из тонкого кишечника птиц от 16.4 до
37.8% [38]. Можно предположить, что снижение

активности ферментов гидролиза белков (амино-
пептидазы N) в слизистой тонкого кишечника тол-
стоклювых кайр вызвано ингибированием ее ак-
тивности цестодами A. armillaris и T. erostris. Веро-
ятно, ленточные черви A. armillaris и T. erostris
выступают в качестве конкурентов для толстоклю-
вых кайр не только за пищевые ресурсы, но и в не-
которой степени способны влиять на активность
пищеварительных ферментов.

В результате исследования установлено, что ин-
вазия цестодами A. armillaris не влияет на актив-
ность пищеварительных ферментов в тонком ки-
шечнике тонкоклювых кайр. По литературным
данным известно, что указанным видом A. armillaris
заражены преимущественно толстоклювые кайры
[40, 41]. Если инвазия A. armillaris и фиксируется у
тонкоклювых кайр, то значения ее показателей
значительно ниже параметров заражения толсто-
клювых кайр [42]. В представленной работе пока-
затели инвазии (ИИ, ИО) у тонкоклювых и толсто-
клювых кайр не имели достоверных отличий
(табл. 2). В связи с тем, что из 10 особей тонкоклю-
вой кайры только три заражены цестодами A. armil-
laris, выводы о влиянии паразитарной инвазии на
пищеварительную активность птиц носят предва-
рительных характер. Хотя обнаруженные отличия в
особенностях пищеварения (длина и площадь тон-
кого кишечника, активности аминопептидазы N и
мальтазы) у двух близкородственных видов кайр,
вероятно, могут определять степень влияния гель-
минтов на процессы пищеварения.
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Activity of Digestive Enzymes in the Small Intestine of Common Murres 
and Thick-Billed Murres: Effect of Diet Composition and Helminth’s Infection

M. M. Kuklinaa,# and V. V. Kuklina

a Murmansk Marine Biological Institute of the Russian Academia Science, Murmansk, Russia
#e-mail: MM_Kuklina@mail.ru

It was found that the diet of common murres and thick-billed murres nesting on the Gavrilovsky Islands of the
Barents Sea consisted of small fish (capelin, pollack and juvenile cod) and crustaceans during the breeding sea-
son in June 2018. Cestodes Alcataenia allmillaris were parasitized in the distal section of the small intestine of the
common murres, and A. armillaris and Tetrabothrius erostris were parasitized in the distal section of the small in-
testine of the thick-billed murres. The total aminopeptidase N activity in the intestine of the common murres was
higher than thick-billed murres, and the total maltase activity was higher in the intestine of the thick-billed
murres than common murres. The activity of disaccharidases of both species murres decreased along small in-
testine in the distal direction, the activity of aminopeptidase N increased. At the site of infection of cestodes
A. armillaris and T. erostris, the activity of both aminopeptidase N and maltase decreased in the distal section of
the small intestine of thick-billed murres.

Keywords: Common murre, Think-billed murre, Uria aalge, Uria lomvia, aminopeptidase N, maltase, sucrase,
diet, cestodes
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СИНХРОНИЗИРОВАННАЯ АКТИВНОСТЬ ОКСИДОРЕДУКТАЗ 
В ОТДЕЛАХ МОЗГА И КАМЕРАХ СЕРДЦА Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 
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Проведено сравнение активности оксидоредуктаз энергетического метаболизма – малатдегидрогена-
зы (МДГ, 1.1.1.37) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ, 1.1.1.27) в отделах мозга – продолговатом мозге (ПМ) и
переднем, промежуточном, среднем мозге (СППМ) и камерах сердца – предсердии и желудочке чер-
номорской скорпены в условиях острой гипоксии (0.9–1.2 мг O2 л–1, 90 мин). В мозге и сердце актив-
ность МДГ была существенно выше ЛДГ (р < 0.05), что характерно для оксифильных тканей. Актив-
ность МДГ ПМ и предсердия оказалась выше таковой в СППМ и желудочке соответственно. При
острой гипоксии отмечались специфические сдвиги энергетического метаболизма в структурах мозга
и сердца в виде двух паттернов изменения активности оксидоредуктаз. При гипоксии в ПМ и предсер-
дии активность МДГ существенно уменьшалась (р < 0.05). В СППМ и желудочке сердца отмечалась вы-
раженная активация ЛДГ (р < 0.05). Предполагается, что сходство метаболических реакций ПМ и пред-
сердия определяется функционированием встроенных в них механизмов генерации респираторного и
сердечного ритма, связанных с регулируемыми цАМФ (производным АТФ) HCN-каналами. При нор-
моксии интенсивные электрические осцилляции ПМ и предсердия требуют высоких энергозатрат, ко-
торые обеспечиваются за счет аэробного гликолиза; при гипоксии падение синтеза АТФ способствует
инактивации HCN-каналов и переключению дыхательной и сердечной функции в выгодный для вы-
живания скорпены режим супрессии. При кислородном голодании переход к анаэробному гликолизу
в СППМ и желудочке сердца скорпены обеспечивает прежде всего сохранение их целостности.

Ключевые слова: рыбы, гипоксия, мозг, сердце, МДГ, ЛДГ
DOI: 10.31857/S0044452922060055

Состояние кислородной недостаточности или
гипоксии (кислородного голодания) нередко воз-
никает в результате воздействия на организм раз-
личных факторов и сопутствует многим заболева-
ниям человека [1], включая ишемические пораже-
ния сердца, головного мозга, формирование
полиорганной недостаточности при ДВС–синдро-
ме (синдром диссеминированного внутрисосуди-
стого свертывания) и другие [2]. Распространен-
ность гипоксии при патологических состояниях
вынуждает искать пути преодоления кислородной
недостаточности путем изучения особенностей
синтеза АТФ в различных органах и тканях при
снижении РО2.

В частности, одним из таких путей борьбы с ги-
поксией является поиск маркеров устойчивости к
кислородному голоданию, что предполагает фило-
генетический подход к изучению адаптационных
механизмов в систематических группах позвоноч-
ных с разным происхождением. Сравнительные
филогенетические исследования при подходе pars

pro toto вносят значительный вклад в понимание
функционирования отдельных органов [1]. В по-
следнее время костистые рыбы представляют со-
бой выдающуюся модель для биологических иссле-
дований, поскольку являются обитателями под-
верженных эпизодам выраженной гипоксии
водных экосистем и обладают определенной степе-
нью устойчивости к кислородному голоданию. Од-
но из наиболее разительных различий между жи-
вотными, толерантными к гипоксии, и животны-
ми, не переносящими гипоксию, заключается в
способности последних поддерживать энергетиче-
ский статус мозга и сердца в условиях ограничен-
ного запаса энергии. Устойчивые к гипоксии по-
звоночные животные становятся уникальным объ-
ектом исследования и источником информации о
механизмах выживания при кислородном голода-
нии; подобную информацию невозможно полу-
чить при моделировании гипоксических состоя-
ний различного генеза у млекопитающих, которые
не обладают такой степенью приспособления к ги-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: EZQTSR
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поксии/аноксии [3, 4]. Несмотря на очевидные
фундаментальные различия между костистыми
рыбами и человеком, существует высокий уровень
генетической консервации базовых физиологиче-
ских механизмов [5]. Следовательно, данные о ме-
ханизмах, обеспечивающих устойчивость к дефи-
циту кислорода в разных таксономических группах
животных, могут оказаться чрезвычайно полезны-
ми при разработке новых методов лечения заболе-
ваний, связанных с фактором гипоксии [1, 6].

Оксидоредуктазы – малатдегидрогеназа (MDH,
L-малат: NAD-оксидоредуктаза, EC 1.1.1.37) и лак-
татдегидрогеназа (LDH, L-лактат: NAD-оксидоре-
дуктаза, EC 1.1.1.27) принимают непосредственное
участие в производстве энергии, регулируют окис-
лительно-восстановительный потенциал клеток и
служат маркерами окислительной и гликолитиче-
ской емкости энергетического обмена. Любое из-
менение гидрохимических характеристик водной
среды обитания, в первую очередь PwO2, вызывает
сдвиги между аэробными и анаэробными путями
энергетических метаболических процессов, в кото-
рых участвуют оксидоредуктазы. Реакции глико-
лиза, которые обеспечивают оксидоредуктазы,
являются неотъемлемой частью механизмов
адаптации к гипоксии, а также составляют О2-за-
висимую ферментную систему энергетического
метаболизма, используемую для проведения ис-
следований [7].

Черноморский морской ерш (скорпена) – бен-
тосный, использующий стратегию “sit-and-wait”
хищник-засадчик, который характеризуется осо-
бой толерантностью к ряду стрессорных факторов,
включая дефицит кислорода. Скорпена способна
переживать гипоксию с нижней границей 0.35 мг
О2/л в течение 4 ч [8] и условия аноксии в течение
20–30 мин [9]. Поскольку выживание рыб в водной
среде с достаточно низким PwO2 напрямую связа-
но с поддержанием метаболической и функцио-
нальной активности жизненно важных органов –
головного мозга и сердца, особый интерес пред-
ставляет выяснение особенностей биохимической
стратегии энергетического метаболизма мозга и
сердца устойчивой к гипоксии скорпены. Испыты-
вающие повышенную потребность в O2 отдельные
структуры мозга и сердца костистых рыб суще-
ственно различаются по происхождению, цитоар-
хитектонике и специфике кровоснабжения (арте-
риального или венозного), что может проявляться
в их метаболической активности.

Ранее нами уже описывались особенности энер-
гетических процессов мозга и сердца скорпены при
гипоксии [10, 11]. Поскольку существует представ-
ление о подобии энергетического обмена тканей
мозга и сердца костистых рыб [12, 13], то целью на-

стоящего исследования было сопоставление ак-
тивности оксидоредуктаз в отделах мозга и сердца
скорпены в условиях острой гипоксии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проводилось в соответствии с

принципами Базельской декларации и рекоменда-
циями комитета по этике Института биологии юж-
ных морей им. А.О. Ковалевского РАН (протокол
№ 28 от 15.02.2018).

Объектом исследования послужили взрослые
особи морского ерша Scorpaena porcus Linnaeus,
1758 (Scorpaenidae) в летний период (16 экз., длина
тела – 12–17 см, масса тела – 70–130 г). Рыбу отлав-
ливали в июле–августе ставным неводом и достав-
ляли в лабораторию в пластиковых баках (объем
60 л) с аэрацией. Для снятия стресса после транс-
портировки ершей содержали одну неделю в про-
точном аквариуме, в работе использовали только
подвижных и активно питающихся особей.

Эксперименты проводили в специально разра-
ботанной камере при температуре воды 21 ± 0.5°С
[7]. Рыб содержали при концентрации кислорода в
воде 5.6–6.7 мг O2 л–1 (нормоксия). После адапта-
ции к этим условиям (24 ч) концентрацию кисло-
рода в воде снижали в течение 15–20 мин до
0.9‒1.2 мг O2 л–1 путем прокачивания азота. Экс-
позиция особей к условиям гипоксии составляла
90 мин, содержание кислорода в воде контролиро-
вали с помощью оксиметра ELWRO PRL T N5221
(Польша).

По окончанию эксперимента сразу после дека-
питации рыб выделяли образцы тканей мозга в
виде продолговатого мозга (ПМ) и передних от-
делов – среднего, промежуточного, переднего моз-
га (СППМ) массой 0.030 ± 0.002 и 0.107 ± 0.011 г соот-
ветственно (рис. 1а). Сердце скорпены разделяли
на предсердие (0.061 ± 0.012 г) и желудочек (0.143 ±
± 0.012 г) (рис. 1b). Препарирование тканей, гомо-
генизацию и центрифугирование проводили при
охлаждении (0 ± 4°С). Полученные ткани до био-
химических анализов хранили при температуре –
80°С в морозильной камере (Farma 900 Series, Ter-
mo Scientific, США).

Активность ЛДГ и МДГ измеряли спектрофото-
метрически (СФ-2000 ОКБ “Спектр”, Россия) в
кварцевой кювете c ходом луча 10 мм, объемом 3 мл
при длине волны 340 нм по скорости окисления
восстановленной формы кофермента НАДН, ис-
пользуя в качестве среды выделения 0.2 М Трис-
HCl буфер, рН 7.5 [14]. Реакцию начинали внесе-
нием экстракта и снимали отсчеты через 30 с в те-
чение 2–3 мин. Субстратом для определения ак-
тивности ЛДГ служил пируват, для МДГ – оксало-
ацетат. Активность МДГ и ЛДГ определяли при
температуре инкубации реакционной смеси 25°C.
Удельную активность ферментов выражали в
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мкмолях НАДН мин–1 мг–1 белка супернатанта.
Содержание белка определяли микробиуретовым
методом, экстинкцию измеряли при длине волны
330 нм. В качестве стандарта для построения ка-
либровочной кривой использовали препарат кри-
сталлического сывороточного альбумина. Резуль-
таты представлены как M ± m, достоверность раз-
личий средних оценивали по t-критерию
Стьюдента, различия считали значимыми при
p < 0.05. Статистическую обработку и графическое
оформление полученной информации проводили

при помощи стандартного программного обеспе-
чения Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нормоксия. Максимальная активность МДГ бы-
ла зафиксирована в ПМ, что было на 39% выше ее
активности в СППМ, однако различия не были
статистически достоверны (рис. 2). Активность
ЛДГ в отделах мозга была практически одинакова
(2.3 vs 2.8 мкмоль НАДН2 мин–1 мг–1 белка) и ниже

Рис. 1. Мозг и сердце Scorpaena porcus. a – общий вид мозга (дорсальная поверхность): 1 – обонятельная луковица, 2 – пе-
редний мозг, 3 – промежуточный мозг, 4 – средний мозг, 5 – мозжечок, 6 – продолговатый мозг, 7 – спинной мозг. Че-
репно-мозговые нервы: V – тройничный нерв, VII – лицевой нерв, VIII – слуховой нерв, IX – языкоглоточный нерв, X –
блуждающий нерв. b – общий вид сердца: 1 – венозный синус, 2 – предсердие; 3 – желудочек; 4 – луковица аорты, 5 –
брюшная аорта. c, d, e – ядра черепно-мозговых нервов продолговатого мозга скорпены (окраска по Нисслю): NIX – язы-
коглоточного (IX) нерва, NX – блуждающего (X) нерва, NVII – лицевого (VII) нерва, NV – тройничного (V) нерва. IV –
четвертый желудочек мозга.
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по сравнению с МДГ в 3.5 раза в ПМ (p < 0.05) и в

1.7 раза – в СППМ (p > 0.05). Отмечалась тенден-

ция к большей величине индекса МДГ/ЛДГ в ПМ

(рис. 3).

В предсердии скорпены зарегистрирована са-

мая высокая активность МДГ, что на 28% выше,

чем в желудочке сердца. Вместе с тем найденные

различия не имели статистической значимости

(рис. 2). Существенных различий между отделами

миокарда по активности ЛДГ (2.5 vs 2.3 мкмоль

НАДН2 мин–1 мг–1 белка) и величине индекса

МДГ/ЛДГ (2.57 vs 2.03) не выявлено (рис. 3).

Гипоксия. Активность МДГ в ПМ снизилась в
1.6 раза (p < 0.05), в СППМ – в 1.5 раза (рис. 2). Од-
новременно активность ЛДГ имела некоторую тен-
денцию к увеличению в ПМ и вдвое возросла в
СППМ (p < 0.05). Индекс МДГ/ЛДГ уменьшился в
1.8–1.4 раза относительно нормоксических показа-
телей в ПМ (p < 0.05) и СППМ соответственно
(рис. 3).

Острая гипоксия вызвала снижение активности
МДГ в предсердии в 2.4 раза (p < 0.05), активность
ЛДГ сохранилась на прежнем уровне, в результате
индекс МДГ/ЛДГ уменьшился в 2.5 раза (p < 0.05)
(рис. 3).

Напротив, в желудочке сердца активность МДГ
незначительно снизилась, в то время как актив-
ность ЛДГ достоверно увеличилась в 2.2 раза (p <
< 0.05) (рис. 2). Таким образом, активность ЛДГ в
желудочке вдвое превысила таковую в предсердии
(p < 0.05). Величина индекса МДГ/ЛДГ в желудоч-
ке уменьшилась в 2.6 раза (p < 0.05) (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как упоминалось выше, ткани мозга и сердца
рыб имеют сходный энергетический потенциал,
позволяющий синхронизировать интенсивность
их аэробного и анаэробного метаболизма [12, 13].
Безусловно, уровень активности оксидоредуктаз
мозга и сердца скорпены в целом определялся рам-

Рис. 2. Активность оксидоредуктаз в отделах мозга и камерах сердца Scorpaena porcus. Светлые столбики – нормоксия,
темные столбики – гипоксия; 1 – активность МДГ; 2 – активность ЛДГ; MB – продолговатый мозг; FDMB – передние
отделы мозга (передний, промежуточный, средний мозг; Atrium – предсердие; Ventricle – желудочек. Различия достовер-
ны, р < 0.05: * нормоксия vs. гипоксия; Δ – активность МДГ vs. активность ЛДГ; ▲ – МВ vs. FDMB; # – предсердие vs. же-
лудочек.
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ками парадигмы синхронизации метаболизма двух
жизненно важных органов. Вместе с тем оказалось,
что разные компартменты этих органов отличались
своеобразными чертами производства энергии.

Как известно, мозг костистых рыб состоит из
последовательно расположенных структур, типич-
ных для большинства позвоночных [15, 16] – пе-
реднего, промежуточного, среднего (СППМ), зад-
него (включает мозжечок; в отличие от птиц и мле-
копитающих у костистых рыб нет моста) и
продолговатого мозга (ПМ). ПМ обеспечивает ба-
зовые кардиореспираторные рефлексы (моторные
ядра VII, IX, X ЧМН, рис. 1b, c, e). Составляющие
СППМ структуры включают центры обоняния,
зрения, слуха и осуществляют интегрирование и
регуляцию функций организма, обеспечивают обу-
чение, координируют сложные движения.

Организация ЦНС описывается эволюцион-
ной, сегментарной, онтогенетической, эмбриоло-
гической, геномной моделями [17], которые подра-
зумевают определенную гетерогенность мозга. Как
известно, морфогенез мозга осуществляется со-
гласно обширной генетической программе, вклю-
чающей подпрограмму регионализации мозга [18].
В эмбриональном периоде в зачатке ЦНС – нерв-
ной трубке – у хордовых [19], включая костистых
рыб [20], отмечается дополнительно поперечно-
сегментированная организация. При такой форме
организации вся нервная трубка делится продоль-
но и поперечно на множество более мелких доме-
нов, в которых большое количество регулирующих
развитие мозга генов, включая многие гомеобокс-
гены (НОХ гены), ограниченно экспрессируются
по региональному шаблону [20]. Такая архитектура
мозга с элементами региональной организации по
целому ряду признаков позволяет считать этот ор-
ган сложным гетерогенным образованием, что мо-
жет проявляться в особенностях энергетического
метаболизма функциональных локусов и структур.

Все изученные нами структуры мозга скорпены
в целом характеризовались достаточно близким
уровнем активности МДГ, которая была суще-
ственно выше активности ЛДГ, что согласуется с
полученными ранее результатами [10, 11]. Преоб-
ладание активности МДГ над ЛДГ является харак-
терной чертой оксифильных тканей [21]. Вместе с
тем повышенная активность МДГ в ПМ по сравне-
нию с СППМ может указывать на степень интен-
сивности его энергетического метаболизма. ПМ
содержит элементы механизма генерации респира-
торного ритма (respiratory rhythm generator, RRG.
RRG состоит из двух взаимодействующих осцил-
ляторов – полоски нейронов, представленной мо-
торными ядрами лицевого (VII), языкоглоточного
(IX) и блуждающего (X) ЧМН [22], и паратригеми-
нальной респираторной группой (pTRG), связан-
ной с ядром тройничного (V) ЧМН [23, 24]. RRG
формирует эфферентные респираторные команды

к мышцам черепа, челюстей, жаберных дуг, сокра-
щение которых обеспечивает всасывание и протал-
кивание воды через буккальную полость и жабер-
ный аппарат рыб. Кажется очевидным, что интен-
сивные осцилляции нейронов RRG могут
нуждаться в более существенных энергозатратах по
сравнению со структурами СППМ.

Следует отметить, что все изучаемые образцы
мозга скорпены характеризовались практически
одинаковым уровнем активности ЛДГ. Причем ак-
тивность ЛДГ тканей мозга по своей величине бы-
ла близка к активности ЛДГ белых мышц скорпены
[25], энергообеспечение сокращений которых осу-
ществляется за счет образуемой преимущественно
анаэробным путем АТФ [26]. Аналогичное сход-
ство свойств изоформ ЛДГ мозга и мышц с высо-
ким сродством к пирувату было найдено у устойчи-
вой к дефициту кислорода цихласомы Cichlasoma
amazonarum, что позволяет ей выживать в условиях
среды с хронической гипоксией [27], обеспечивая
различные паттерны “оборонительной стратегии”
тканей мозга.

Величина активности ЛДГ в структурах мозга
скорпены свидетельствует об адаптированности к
условиям ограниченного доступа к кислороду (так
называемая “анаэробизация” [11]) путей энергети-
ческого метаболизма и отражает определенный по-
тенциал адаптационных механизмов, направлен-
ный на немедленную компенсацию дефицита
энергии даже при незначительном изменении
РwО2. Признаки подобного приспособления мозга

скорпены могут быть напрямую связаны с исходно
ограниченным кровоснабжением мозга костистых
рыб (менее 1% общего кровотока) [28]. Данный
факт более чем скромного кровоснабжения также
может сближать энергетический метаболизм мозга
рыб с белыми мышцами, обладающими низкой
плотностью капиллярной сети и, как следствие,
значительными диффузионными расстояниями
[25, 29], что заставляет их создавать запасы глико-
гена [30]. Высокие концентрации гликогена в гли-
альных клетках в качестве ближайшего источника
глюкозы считают характерной чертой зачастую ис-
пытывающих периоды гипогликемии либо ише-
мии видов [31]. В частности, наличие депониро-
ванного гликогена позволяют мозгу карася увели-
чить свою устойчивость к дефициту кислорода
приблизительно в 150 раз [32]. Таким образом,
“анаэробизация” мозга костистых рыб, включая
скорпену, по сравнению с высшими позвоночны-
ми является приспособительным механизмом ок-
сифильного мозга в водной среде с ограниченной
доступностью кислорода. Вместе с тем, по-види-
мому, отдельные компартменты мозга скорпены
могут характеризоваться разной степенью “окси-
фильности” и уязвимости к кислородному голода-
нию, которая определяется целым набором факто-
ров.
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Несмотря на характерную для малоподвижных
придонных видов рыб “аваскулированную/веноз-
ную” разновидность сердца, не предполагающую
артериального коронарного кровоснабжения [33],
сердце скорпены обладает сходными с мозгом зна-
чениями активности оксидоредуктаз в виде более
высокой активности МДГ vs. ЛДГ [10]. Одновре-
менно при общем подобии энергетического мета-
болизма мозга и сердца, камеры последнего –
предсердие и желудочек - также имели свои отли-
чительные черты.

Сердце позвоночных является эволюционно
“старым” органом [30, 34]. Как известно, оно пред-
ставляет собой сильно модифицированный мы-
шечный сосуд, состоящий из многочисленных
клеточных линий [34, 35]. В процессе эмбриогене-
за “сигнальные” молекулы ретиноевой кислоты
устанавливают предсердную “идентичность” зад-
него конца сердечной трубки [36], тем самым пере-
давая информацию о позиционировании трубки
по переднезадней оси к генам, вызывающим спе-
цифическое развитие данной камеры. Развитие и
формирование сердца как органа регулируется ос-
новным набором эволюционно консервативных
факторов транскрипции (NK2, MEF2, GATA, Tbx,
Hand), которые контролируют “судьбу” клеток
сердца, экспрессию кодирующих сократительные
белки генов и морфогенез сердечных структур [35].
Эволюция сердца обусловливает его неоднород-
ность [37], которая проявляется электрической и
механической гетерогенностью, нарастающей по
мере усложнения конструкции сердца и преду-
сматривающей многообразие механизмов реаги-
рования на различные стимулы.

Так же как в мозге особенностью камер сердца
скорпены оказалась различная интенсивность ак-
тивности МДГ при одинаковой активности ЛДГ
[10]. С одной стороны, несмотря на ведущую функ-
циональную роль желудочка активность МДГ в
нем была заметно ниже таковой в предсердии. Та-
кого рода тренд активности МДГ желудочка, по-
видимому, с одной стороны, может быть обуслов-
лен его специфической цитоархитектоникой и свя-
занным с ней исключительно венозным крово-
снабжением. У костистых рыб предсердие отлича-
ется относительно тонкой трабекулированной
стенкой по сравнению с толстой стенкой желудоч-
ка, включающей большое количество межтрабеку-
лярных пространств (трабекулярных полостей,
лакун) [38]. Подобная сложная организация
миокарда позволяет каждой отдельной лакуне
функционировать по принципу “много маленьких
сердец” в границах “большого” желудочка [39], что
предполагает высокую вариабельность РvО2 либо

наличие отрицательного градиента РvO2 по мере

удаления от основного просвета камеры до конеч-
ных участков лакун при замедлении кровотока. Де-
виации РvO2 могут оказать влияние на “предпочте-

ние” активности отдельных оксидоредуктаз в под-
держании эффективного энергетического
метаболизма отделов сердца. В случае скорпены
снижение значимости МДГ, по-видимому, обу-
словлено ограниченной доступностью кислорода в
венозной крови, перфузирующей сложный лаку-
нарный рельеф внутренней поверхности желудоч-
ка. С другой стороны, более высокая аэробная ак-
тивность предсердия может определяться наличи-
ем в его стенках структур проводящей системы,
которые обеспечивают автоматию сердца – сино-
атриального узла (sinoatrial node, SA-узла) и клеток-
пейсмейкеров атриовентрикулярной области [40];
функционирование водителей ритма проводящей
системы также сопровождается интенсивными
электрическими осцилляциями.

В сердце костистых рыб отмечаются дополни-
тельные адаптационные механизмы. Оксифильное
per se сердце костистых рыб обладает высокими за-
пасами гликогена, занимая второе место по объему
его накоплений после печени и превышая данный
показатель для тканей мозга [41], что обеспечивает
резерв адаптации миокарда к анаэробным услови-
ям подобно мозгу. Один из самых высоких резер-
вов гликогена в миокарде был найден у европей-
ского керчака Myoxocephalus scorpius (Scorpaenidae)
[41], что может быть косвенно связано с крово-
снабжением миокарда исключительно венозной
кровью. Было установлено, что благодаря таким
запасам гликогена сердце устойчивого к гипоксии
карася Carassius carassius при относительно высо-
кой активности ЛДГ способно эффективно под-
держивать необходимый уровень анаэробного ме-
таболизма даже в близких к аноксии условиях, ис-
пользуя огромные запаса гликогена [4].

При бесспорном различии в эмбриональном
происхождении и характере кровоснабжения (ар-
териальное vs. венозное) активность оксидоредук-
таз тканей мозга и сердца скорпены обладает несо-
мненным сходством. Опираясь на показатели ак-
тивности МДГ и ЛДГ, нами были выделены своего
рода метаболические “пары” в виде ПМ – предсер-
дия и передних отделов мозга (СППМ) – желудоч-
ка. Последняя пара образований характеризова-
лась более низкой интенсивностью аэробного ме-
таболизма. Несмотря на имеющееся сходство
энергетического метаболизма обоих оксифильных,
достаточно высоко адаптированных к кислородно-
му голоданию органов в целом, существует замет-
ное неравенство интенсивности аэробного метабо-
лизма (активности МДГ) относительно функцио-
нальных компартментов внутри самих органов,
которое связано с электрическими процессами.

Как известно, снижение PO2 сопровождается

падением синтеза АТФ. Толерантные к гипоксии
позвоночные животные используют одновременно
две разные стратегии защиты от потери запасов
АТФ в виде увеличения гликолитического потока
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(эффект Пастера) и снижения скорости потребле-
ния АТФ (метаболическая депрессия). Первона-
чальный этап энергетической адаптации к гипо-
ксии проявляется в способности значительно уве-
личить скорость выработки “гликолитического”
АТФ [3, 43]. У рыб воздействие гипоксии обычно
вызывает активацию уровня субстратного фосфо-
рилирования посредством гликолиза, сопровожда-
емого ростом активности ЛДГ и снижением аэроб-
ного метаболизма [44, 45].

Нами было установлено, что экспозиция к ги-
поксии сопровождалась специфическими сдви-
гами энергетического метаболизма в отдельных
структурах мозга и сердца скорпены, отражавши-
мися двумя наиболее яркими паттернами “поведе-
ния” оксидоредуктаз – существенным падением
активности МДГ при слабом изменении активно-
сти ЛДГ (в ПМ и предсердии) и повышением ак-
тивности ЛДГ при уменьшении активности МДГ (в
СППМ и желудочке сердца).

Схожий уровень активности оксидоредуктаз
ПМ и предсердия при снижении PwO2 – падение

активности МДГ при статистически незначимой
величине изменения активности ЛДГ может пред-
полагать подавление метаболизма и функциональ-
ной активности этих образований. Известно, что
сокращения сердца и дыхательная активность рыб
связаны тесными временными взаимоотношения-
ми в виде кардиореспираторного сопряжения (car-
diorespiratory coupling, CRC) и синхронизации (car-
diorespiratory synchronization, CRS), достигая соот-
ношения 1: 1 [46, 47]. CRC и CRS определяются
спецификой перфузии и движения потока воды че-
рез жаберный аппарат. CRC и CRS находятся под
контролем парасимпатической нервной системы
(волокна блуждающего нерва). Установлено, что в
условиях гипоксии сердце рыб заметно снижает
частоту своих сокращений [48]. Брадикардия счи-
тается приспособительным механизмом, поддер-
живающим оптимальное перфузионно-вентиля-
ционное соотношение жаберного аппарата [49].
Брадикардия и снижение сократимости миокарда
предсердия костистых рыб являются результатом
тормозного влияния блуждающего нерва, реализу-
емого через мускариновые холинергические ре-
цепторы [48]. Одновременно, учитывая степень со-
пряжения частоты сердечных сокращений и дыха-
ния у костистых рыб [46, 47], следствием CRS при
гипоксии может быть одновременное замедление
дыхания (сокращения количества дыхательных
экскурсий жабр). По-видимому, при кислородном
голодании ПМ и предсердие одновременно стано-
вятся локусом метаболической и функциональной
супрессии, что служит обеспечению нового, “ги-
поксического” режима кардиореспираторной ре-
флекторной деятельности.

Функциональное состояние мозга при гипо-
ксии определяется рядом механизмов. Большая

часть энергетического “бюджета” мозга приходит-
ся на достаточно затратное поддержание или вос-
становление трансмембранных ионных градиен-
тов. В условиях ограниченной доступности кисло-
рода экономизация АТФ в мозге рыб может
достигаться за счет снижения проницаемости
плазматических мембран для отдельных ионов в
виде “ареста каналов” (ion channel arrest), что
уменьшает потребность в АТФ и ведет к суще-
ственному энергосбережению [50]. Предполагает-
ся, что в возбудимых тканях мозга “арест каналов”
приводит к “аресту спайковой активности” (spike
arrest [51], что является эффективным средством
снижения частоты генерации потенциалов дей-
ствия и приводит к существенному снижению ко-
личества расходуемой АТФ [52].

Так же как в мозге, ионные градиенты, которые

создаются ионными токами через Na+-, K+- и Са2+-
каналы, необходимы для поддержания потенциала
покоя и потенциала действия кардиомиоцитов
[53]. Вместе с тем в отличие от характерного для
тканей мозга “ареста ионных каналов” [50] при ги-
поксической брадикардии в кардиомиоцитах сра-
батывает механизм “ареста потенциала действия”
[53]. Упомянутый механизм предполагает дости-
жение баланса между производством и потребле-
нием энергии за счет не затрагивающего количе-
ство или кинетику ионных каналов уменьшения
частоты потенциалов действия, что позволяет
сердцу существенно экономить энергию в услови-
ях кислородного голодания [53].

Общим моментом электрофизиологических
особенностей мозга и сердца (рис. 4) является экс-
прессия управляемых циклическими нуклеотида-
ми гиперполяризационно-активируемых каналов
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
channels; HCN-каналы), принадлежащих к супер-
семейству потенциал-зависимых калиевых кана-
лов (Kv) [54]. Функцией данных каналов является

обеспечение смешанных ионных Na+/K+ токов
(“a funny current”, If). HCN-каналы медленно акти-

вируются при гиперполяризации клеточной мем-
браны при потенциалах, более отрицательных, чем
–50 мВ, в то время как ионные токи в клетках
сердца обычно активируются деполяризацией, а
не гиперполяризацией. Результирующий ток че-
рез HCN-каналы имеет входящее направление и

натриевую природу, одновременно ионы К+ при
таких значениях потенциала будут выходить из
клетки.

HCN4-каналы играют важную роль в синапти-
ческой передаче и интеграции мозга [54, 55]. Гене-
рация дыхательного ритма является результатом
взаимодействия возбуждающей глутаматергиче-
ской передачи и спайковой активности подмноже-
ства респираторных нейронов [56]. HCN-каналы
являются составной частью механизма генерации
респираторного ритма. В частности, у эмбрионов
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мышей была выявлена экспрессия мРНК субъеди-
ниц HCN-каналов в нейронах комплекса пре-Бет-
цингера (preBötC), формирующих ядро генерации
инспираторного ритма RRG [56]. Предшественни-
ком preBötC высших позвоночных у рыб служит
паравагальный регион ПМ, содержащий моторные
ядра IX-X ЧМН [23].

Помимо мозга HCN-каналы экпрессируются в
участках миокарда, связанных с генерацией сер-
дечного ритма и обеспечивающих вегетативную
регуляцию работы сердца [54]. В SA-узле D. rerio
преобладают HCN4-каналы [39, 40]. HCN4-кана-
лы представляют собой резервный механизм, кото-
рый имеет особое значение для стимуляции и ста-
билизации функции водителя ритма сердца при
снижении частоты сердечных сокращений; вместе
с тем HCN4-каналы не требуются для ускорения
частоты сердечных сокращений [57]. Проводи-
мость HCN-каналов модулируется прямым взаи-

модействием с циклическим аденозинмонофосфа-
том (цАМФ), продуцируемым в сарколемме клеток

SA-узла из АТФ Са2+-активируемой и Са2+-инги-
бируемой аденилатциклазами (АСs). цАМФ может
влиять на частоту сердечных сокращений путем
прямого связывания с HCN-каналами. Присоеди-
нение цАМФ к HCN-каналам приводит к их от-
крытию, сопровождающемуся увеличением часто-
ты сердечных сокращений. Симпатические и пара-
симпатические ветви вегетативной нервной
системы могут контролировать сердечный ритм
также путем активации или ингибирования ACs
[58, 59].

Существует вероятность того, что при острой
гипоксии именно HCN-каналы (в частности, под-
вид HCN4), тесно связанные с энергетическим ме-
таболизмом, обеспечивают функциональную су-
прессию/подавление электрической активности
ПМ и предсердия. При ведущей роли HCN-кана-

Рис. 4. Схема соотношения активности оксидоредуктаз отделов мозга и сердца Scorpaena porcus при гипоксии.
Продолговатый мозг содержит моторные ядра VII, IX, X ЧМН, которые являются частью генератора респираторного рит-
ма. Стенки предсердия также оснащены локусами, генерирующими сердечный ритм (клетки-пейсмейкеры синоатриаль-
ного и атриовентрикулярного узлов). Предполагается, что основное звено генерации ритма обеих структур – ионные
HCN-каналы, проницаемость которых регулируется цАМФ, синтезируемой из АТФ. При гипоксии продукция цАМФ
снижается; открытие HCN-каналов минимально, что уменьшает плотность If токов. Механизмам подавления электриче-
ских процессов внутри генераторов ритма продолговатого мозга и предсердия “выгодно” падение активности МДГ при
несущественном повышении активности ЛДГ; низкая производительность оксидоредуктаз (метаболическая депрессия)
снижает энергетический потенциал тканей. Следствием метаболической депрессии и функциональной супрессии про-
долговатого мозга и предсердия является оптимизация вентиляционно-перфузионного соотношения жаберного аппара-
та, обеспечиваемая согласованностью брадикардии и брадипноэ. Блуждающий нерв контролирует кардио-респиратор-
ное взаимодействие и синхронизацию как при нормоксии, так и при гипоксии. Подавление аэробного метаболизма и вы-
раженная активация гликолиза в чувствительных к кислородному голоданию передних отделах мозга и остро
нуждающемся в АТФ миокарде желудочка сердца обеспечивает “выживание” нейронов и функционирование миокарда
при краткосрочной гипоксии.
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лов в настройке дыхательной и сердечной функции
относительно РО2 работа самого механизм ритмо-

генеза при краткосрочной адаптации к гипоксии
“не требует” активной продукции макроэргов за
счет аэробного (снижение активности МДГ), так и
анаэробного (слабое изменение активности ЛДГ)
метаболизма. В то же время при снижении РО2

происходит дополнительное, “уточняющее” огра-
ничение сердечной функции в виде брадикардии,
достигаемой через аппарат мускариновых рецепто-
ров синоатриальных пейсмекерных клеток [60].
Можно предположить, что в условиях гипоксии
блуждающий нерв продолжает неукоснительно
обеспечивать классическую синхронизацию/со-
гласование сердечного и дыхательного ритмов,
обеспечивая брадипноэ.

Толерантность к гипоксии для мозга позвоноч-
ных часто включает химические модуляторы/ме-
диаторы, которые блокируют активность нейронов
для сохранения энергии. ГАМК (γ-аминомасляная
кислота) является известным медиатором метабо-
лической депрессии при гипоксии/аноксии. При
ограничении кислорода уровень ГАМК заметно
повышается в мозге устойчивых позвоночных [61].
Пресинаптические HCN-каналы способны моду-
лировать и ограничивать ГАМКергическую синап-
тическую передачу [62]; существует вероятность
того, что при гипоксии инактивация HCN-каналов
становится одним из механизмов высвобождения
ГАМК, обеспечивающей состояние метаболиче-
ской депрессии нейронов [63, 64]. Отсутствие мак-
роэргов (энергетическая недостаточность) – вер-
нее, чем ингибирующая модуляция – угнетает ре-
спираторную сеть при гипоксии и подчеркивает
необходимость учета метаболических ограничений
в подавлении активности как адаптационный ме-
ханизм, способствующий сохранению энергии
[63]. 

Вместе с тем при острой гипоксии в СППМ
скорпены отмечаются наиболее яркие по сравне-
нию с ПМ проявления перехода энергетического
метаболизма к анаэробному гликолизу, составляю-
щему безусловный резерв мозга в условиях дефи-
цита кислорода. Ранее было показано [65], что воз-
действие аноксии сопровождается двух-трехкрат-
ным увеличением интенсивности гликолиза в
мозге по сравнению с печенью (т.е. мозг проявлял
эффект Пастера) у чувствительной к аноксии ра-
дужной форели Salmo gairdneri и устойчивого ка-
нального сомика Ictalurus nebulosus. Одновремен-
но, демонстрировавшие более выраженный эф-
фект Пастера ткани мозга Ictalurus nebulosus
содержали примерно в пять раз больше гликогена,
чем мозг Salmo gairdneri, что указывает на его не-
сколько больший анаэробный резерв и гораздо
большую анаэробную емкость по сравнению с an-
oxia-sensitive форелью [65]. В случае скорпены кос-
венные признаки указывают на наличие опреде-

ленного анаэробного резерва и соответствующей
емкости наиболее чувствительных к кислородному
голоданию передних отделов мозга СППМ, опре-
деление истинной величины которых требует даль-
нейшего изучения.

Предполагается [50], что мозг устойчивых к ги-
поксии/аноксии видов может иметь либо более
низкую плотность ионных каналов на единицу
площади мембраны, либо проницаемость ионных
каналов меняется с началом кислородного голода-
ния, что приводит к снижению потребности в АТФ
для ионных насосов. Другим дополнением к “бло-
кировке/остановке каналов” может быть экспрес-
сия форм ионных каналов с более низкой проводи-
мостью [52]. Так или иначе, природа нейронных
взаимодействий и биохимических сигнальных ме-
ханизмов, которые организуют скоординирован-
ное снижение метаболизма мозга, остается до на-
стоящего времени неясной.

В то же время желудочек скорпены, которому
при гипоксии необходимо поддерживать свою на-
гнетающую функцию, достаточно интенсивно осу-
ществлял производство макроэргов путем глико-
лиза, на что указывает подъем активности ЛДГ при
менее выраженном снижении активности МДГ.
В условиях резкого ограничения доступности кис-
лорода анаэробный гликолиз становится основ-
ным источником продукции АТФ кардиомиоци-
тов. Так, в частности, такое воздействие гипоксии
в виде повышения активности ЛДГ было зафикси-
ровано в миокарде Clarias batrachus [45], астроноту-
са Astronotus crassipinnis и дискуса Symphysodon
aequifasciatus [66].

Предполагают, что в направленности и “объеме”
метаболической реакции миокарда на воздействие
гипоксии существенное значение отводится экс-
прессии изоформ ЛДГ [66]. Показано, что преоб-
ладание ЛДГ мышечного типа в сердце A. crassipin-
nis было сопряжено с активацией анаэробного гли-
колиза на фоне накопления пирувата,
возникающего при снижении окислительного ме-
таболизма. Фактически, в условиях кислородного
голодания в миокарде наблюдается увеличение ак-
тивности ЛДГ одновременно со снижением актив-
ности цитратсинтазы, лимитирующей первый этап
цикла Кребса, которая катализирует реакцию кон-
денсации ацетата (ацетил-CoA) и оксалоацетата.
Таким образом, в сердце таких животных происхо-
дит подавление окислительного метаболизма с по-
следующей активацией анаэробного гликолиза,
что обычно наблюдается у так называемых “хоро-
ших анаэробов”, таких, как водные черепахи и не-
которые виды рыб [67].

Согласно результатам нашего исследования, от-
дельные структуры мозга и сердца скорпены разли-
чаются интенсивностью, направленностью и
“предпочтением” путей энергетического метабо-
лизма. Компартменты мозга и сердца, содержащие
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осцилляторы и задающие частоту сердечного и ре-
спираторного ритма – предсердие и продолгова-
тый мозг, – по-видимому, в большей степени нуж-
даются в интенсивном производстве АТФ. При ги-
поксии реализуются две стратегии преобразования
энергетического метаболизма, которые сосуще-
ствуют в пределах одного органа, но в его разных
отделах. Очевидно, в условиях кислородного голо-
дания выбор определенной метаболической стра-
тегии детерминирован потребностями встроенных
механизмов, связанных со спецификой функцио-
нирования конкретной структуры. Сходство мета-
болических реакций на гипоксию продолговатого
мозга и предсердия может базироваться на меха-
низмах, связанных с HCN-каналами, регулируе-
мыми цАМФ как производным АТФ. При сниже-
нии РО2 на фоне уменьшения продукции и по-

требления АТФ (метаболическая депрессия)
инактивация HCN-каналов переводит дыхатель-
ную и сердечную функции в выгодный для выжи-
вания скорпены режим супрессии. В свою очередь,
интенсивный анаэробный гликолиз обеспечивает
функционирование желудочка и передних отделов
мозга в ограниченном режиме. Обращает на себя
внимание тот факт, что установленное нами соот-
ветствие энергетического обмена компартментов
мозга и сердца скорпены при нормоксии и гипо-
ксии осуществляется на фоне многократной раз-
ницы в уровне содержания кислорода в артериаль-
ной и венозной крови, перфузирующей эти жиз-
ненно важные органы.
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Synchronized Oxidoreductases Activity in the Brain and Heart Compartments 
of the Scorpionfish Scorpaena Porcus Linnaeus, 1758 under Acute Hypoxia

E. E. Kolesnikovaa,#, I. V. Golovinaa, A. A. Soldatova, and T. V. Gavrusevaa

a Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russia
#e-mail: dr-kolesnikova@mail.ru

The activity of oxidoreductases, malate dehydrogenase and lactate dehydrogenase (MDH, 1.1.1.37; LDH,
1.1.1.27) in the medulla oblongata (MB), forebrain, midbrain, diencephalon (FDMB), heart atrium and ventricle
were compared in the scorpionfish under acute hypoxia (0.9–1.2 mg O2 l–1, 90 min). In the brain and heart
MDH activity was significantly higher than LDH activity (p < 0.05). In the MB and atrium MDH activity was
enhanced compared to the FDMB and ventricle. Under hypoxia the features of energy metabolism were estab-
lished in the brain and heart compartments in the form of two patterns of changes in the oxidoreductase activity.
After hypoxic exposure MDH activity decreased (p < 0.05) in the MB and atrium. The rise of LDH activity was
observed in the FDMB and ventricle (p < 0.05). Apparently, the synchronization of the energy metabolism of the
MB and atrium is determined by the functioning of the embedded respiratory and heart rhythm generators which
are associated with cAMP-regulated HCN-channels. Under normoxia electrical oscillations of the MB and atri-
um require high energy costs which are provided by aerobic glycolysis. Under hypoxia a drop in ATP synthesis
contributes to the inactivation of HCN-channels and switching of respiratory and cardiac functions into a regime
of functional suppression for the survival of the scorpionfish.

Keywords: teleosts, hypoxic tolerance, brain, heart, malate dehydrogenase, lactate dehydrogenase
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Исследована динамика постнатального формирования нейронов дорзального наружного коленчатого
тела с использованием антител к селективному маркеру Y нейронов – нефосфорилированных доменов
тяжелых цепей нейрофиламентов (антитела SMI-32). Измерена площадь сомы нейронов в различ-
ных функциональных зонах ядра. Выявлено три основных факта, отражающих особенности внут-
ренней организации слоев и ретинотопических зон дорзального наружного коленчатого тела.
(1) Восходящий дорзовентральный градиент площади сомы SMI-32-иммунопозитивных нейронов,
усиливающийся с возрастом; (2) Нисходящий центропериферический градиент площади SMI-32-им-
мунопозитивных нейронов, с возрастом ослабевающийся; (3) Меньший размер нейронов в представи-
тельстве низа поля зрения по вертикальному меридиану. Полученные данные указывают на гетероген-
ность популяции Y нейронов и гетерохронность их постнатального развития.
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Центральную нервную систему (ЦНС) подраз-
деляют на дискретные структуры; до появления на-
дежных молекулярных маркеров это деление осно-
вывалось на анализе цитоархитектоники, т.е. раз-
мера, формы и расположения нейронов [1]. Размер
сомы нейронов продолжает оставаться верным
морфометрическим критерием выделения отдель-
ных нейрональных популяций головного и спин-
ного мозга [2–4]. В процессе онтогенетического
развития размер нейронов существенно увеличи-
вается [5, 6]. Мы полагаем, что анализ возраст-
ной динамики изменения размера нейронов мо-
жет служить одним из критериев выделения
скрытых субпопуляций в пределах единой попу-
ляции нейронов.

В качестве объекта интереса выбрано дорзаль-
ное наружное коленчатое тело (НКТд) – основное
таламическое ядро, передающее информацию от
сетчатки в зрительную кору [7]. НКТд имеет слож-
ную организацию: в его составе выделяют несколь-
ко дискретных слоев, получающих ретинальные
входы от разных глаз (ипсилатерального – слои А1,
С1 или контралатерального – слои А, Сm (магно-
целлюлярный слой С), С2). Также есть данные в
пользу более дробного деления основных слоев –
на верхние, центральные и нижние подслои [8, 9].

Помимо ламинарного деления, в составе НКТд
описано как минимум три типа релейных нейро-
нов – так называемые X, Y, W, на которых пере-
ключаются ретинальные афференты клеток соот-
ветствующего типа [10, 11], а как максимум –
не менее десятка типов, поскольку X, Y и W нейро-
ны, в свою очередь, подразделяют на несколько
подтипов [12–14]. Среди этого множества нейро-
нальных популяций только один тип – Y нейроны,
формирующие систему, главным образом ответ-
ственную за восприятие движущихся объектов,
имеет молекулярный маркер: нефосфорилиро-
ванные домены тяжелых цепей нейрофиламен-
тов, детектируемые с помощью антител SMI-32
[15, 16], и хондроитин сульфат протеогликанов,
детектируемых с помощью антител Cat-301 [17].
Некоторые данные [18, 19] позволяют предполо-
жить гетерогенность популяции Y нейронов, из
чего следует возможность их гетерохронного раз-
вития. Еще одним сложным моментом в изучении
Y нейронов являются ретинотопические карты, со-
здающие еще один фактор для деления нейронов
НКТд на подтипы. Целью данной работы было
изучение постнатального развития субпопуляций
Y нейронов на уровне НКТд.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: AWFHZQ
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Исследование проведено в соответствии с тре-
бованиями Директивы Совета Европейского Пар-
ламента по защите животных, используемых для
экспериментальных и других научных целей
(2010/63EU) и с одобрения Комиссии по этике Ин-
ститута физиологии им. И.П. Павлова РАН (за-
ключение № 28/04 от 28.04.2021 г.). В работе ис-
пользована 31 кошка обоего пола: в возрасте 0, 4,
10, 14, 21, 28, 34, 62 и 123 дней (Д) (в каждой группе
n = 2–4) и взрослые животные (n = 3). Протокол
перфузии, взятия материала и иммуногистохими-
ческой реакции подробно рассмотрен в работах
[20, 21]. Y нейроны выявляли с помощью мыши-
ных антител SMI-32 (BioLegend Cat. No. 801702;
RRID: AB_2715852) в разведении 1:5000 [15, 16], ан-
тигеном которых являются нефосфорилированные
домены тяжелых цепей нейрофиламентов [22].
Иммуногистохимическую реакцию проводили не-
прямым методом на свободно плавающих срезах
толщиной 50 мкм, изготовленных на заморажива-
ющем микротоме Reichert (Германия). Использо-
вали вторичные антитела коза-анти-мышь (Vector
Laboratories Cat# BA–9200, RRID: AB_2336171) в
разведении 1: 600. Оцифровку срезов проводили с
помощью светлопольного микроскопа Olympus
CX33 (Olympus Corporation, Япония, объектив х10)
и камеры Nikon D3400 (Nikon corporation, Япония).
Морфометрический анализ нейронов проводили в
программе “Cell annotation software” [23].

Анализировали площадь поперечного сечения
сомы SMI-32-иммунопозитивных (SMI-32(+))
нейронов в слоях А, А1 и Сm НКТд (рис. 1a). Зна-
чения площади сомы были отнормированы отно-
сительно медианного значения площади сомы на
срезе (на графиках обозначены как relative units,
r.u.). Самые широкие слои А и А1 дополнительно
разделяли на три подслоя параллельно межслой-
ным границам – верхний, средний и нижний
(рис. 1b,c). Также, в А-слоях на фронтальных сре-
зах выделяли представительство бинокулярного
центра, бинокулярной и монокулярной перифе-
рии, содержащим 0° до 5°, от 5° до 45°, от 45° до 90°
поля зрения соответственно. На сагиттальных сре-
зах выделяли представительства центра, верхней и
нижней периферии, содержащим от –10° до +5°,
от –50° до –10°, от +5° до +50° поля зрения соот-
ветственно (рис. 1b,c).

Для сравнения выборок использованы Nested
ANOVA и post-hoc Tukey-тест (для множественных
сравнений) и Nested t-test (для парных сравнений)
[24], где N – количество животных определенной
группы, n – количество срезов у животного. Для
большинства животных было проанализировано
по 3 среза в каждой плоскости, от некоторых жи-
вотных использовали только фронтальные или
только сагиттальные срезы. Статистически досто-
верными считали различия при уровне значимости

р < 0.05. Числовые данные на рисунках представле-
ны в виде mean ± SD.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Всего в НКТд замерено около 26711 и 22495

SMI-32(+) нейронов на фронтальных и сагитталь-
ных срезах соответственно, в отдельных группах
сравнения рассмотрено от 1113 до 4915 SMI-32(+)
нейронов в зависимости от возраста и плоскости
резки. В анализ взяты только те нейроны, что име-
ли четкие контуры темноокрашенной сомы и ее
более светлоокрашенную центральную часть, соот-
ветствующую неокрашенному ядру [25]. Посколь-
ку общую популяцию SMI-32(+) нейронов необхо-
димо было поделить на несколько кластеров, мы
объединили сходные возрастные группы: 0Д и 4Д,
10Д и 14Д, 21Д и 34Д, 62Д и 123Д.

Возрастная динамика площади сомы SMI-32(+)
нейронов в слоях и подслоях НКТд. С возрастом про-
исходит достоверный прирост площади сомы ней-
ронов НКТд, что очевидно при использовании как
фронтальных, так и сагиттальных срезов. На са-
гиттальных срезах наблюдается восходящий дор-
зовентральный градиент площади сомы SMI-32(+)
нейронов: с максимальными значениями в слое Сm
и минимальными – в слое А (рис. 2b); при этом на
фронтальных срезах четкий градиент виден толь-
ко у животных возраста 62–123 дня и у взрослых,
в младших группах градиент нарушается бóль-
шей площадью нейронов, расположенных в
среднем слое А1 (рис. 2a). Достоверные отличия
между слоем А и слоем Cm получены для живот-
ных групп 0–4Д (р = 0.0243), 62–123Д (р < 0.001) и
взрослых (р < 0.05) – на фронтальных срезах, у для
животных групп 0-4Д (р < 0.0001), 10–14Д (р <
< 0.05), 62–123Д (р < 0.001) и взрослых (р < 0.001) –
на сагиттальных срезах. В целом восходящий дорзо-
вентральный градиент в площади сомы SMI-32(+)
нейронов более очевиден у животных старших воз-
растов.

Существуют данные в пользу субламинации
слоев А и А1, а также неравномерном распределе-
нии SMI-32(+) нейронов в пределах А-слоев [15,
26]. В соответствии с этим анализировали значения
площади сомы SMI-32(+) нейронов в верхней,
средней и нижней частях слоев. Полученные дан-
ные подтверждают наличие дорзовентрального
градиента изменения площади сомы нейронов. У
животных большинства групп отличия между пло-
щадью сомы нейронов, расположенных в верхней
части слоя А, и в слое Сm, достоверны (на фрон-
тальных срезах – у групп 0–4Д: p < 0.05; 62–123Д:
p < 0.001; взрослых: p < 0.01; на сагиттальных срезах –
у животных всех групп (0–4Д: p < 0.01; 10–14Д:
p < 0.01; 21–34Д: p < 0.01; 62–123Д: p < 0.0001;
взрослые: p < 0.01) (рис. 3). Таким образом, восхо-
дящий дорзовентральный градиент площади сомы
SMI-32(+) нейронов выявлен при как фронталь-
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ных, так и сагиттальных срезах, но ярче проявлен
во втором случае. У взрослых животных дорзовен-
тральный градиент площади сомы SMI–32(+) ней-
ронов более выражен, чем у котят.

Возрастная динамика площади сомы SMI-32(+)
нейронов в ретинотопических зонах НКТд. Фрон-
тальные срезы позволяют сравнить центр и пери-
ферию поля зрения вдоль горизонтального мери-
диана, сагиттальные срезы – вдоль вертикального.

На фронтальных срезах в слое А значения площа-
ди клеток в области представительства центра поля
зрения больше, чем в представительствах биноку-
лярной и монокулярной периферии – во всех воз-
растных группах, кроме взрослых (0–4Д: p < 0.0001;
10–14Д: p < 0.0001; 21–34Д: p < 0.0001; 62–123Д: p <
< 0.01) (рис. 4a). В слое А1 площадь сомы нейронов
в представительстве центра также выше, чем в
представительстве бинокулярной периферии; од-
нако, эти отличия достоверны только для живот-

ных группы 62–123Д (p < 0/05) (рис. 4a). В слое Cm,
как и в слое А, значения площади сомы в области
представительства центра поля зрения недостовер-
но больше, чем в представительствах бинокуляр-
ной периферии – в большинстве групп, за исклю-
чением 21–34Д и взрослых, а по сравнению с моно-
кулярной периферией – достоверно больше – в
большинстве групп, за исключением взрослых (0–
4Д: р < 0.0001; 10–14Д: p < 0.01; 21–34Д: p < 0.001;
62–123Д: p < 0.001) (рис. 4a).

На сагиттальных срезах в слое А площадь сомы
нейронов в представительстве низа поля зрения
всегда несколько ниже, чем в центре поля зрения;
эти отличия достоверны только в возрасте 10–14Д:
p < 0.01 (рис. 4b). В слое А1 наблюдается сходная за-
кономерность; при этом отличия достоверны для
возрастов 10–14Д: p < 0.01; 62–123Д: p < 0.05 и
взрослых: p < 0.05 (рис. 4b). Для обоих слоев пло-
щадь сомы нейронов верха поля зрения в большин-

Рис. 1. Примеры SMI-32(+) нейронов в дНКТ (a) и деление ядра на функциональные зоны (b, c). Top, middle и bottom –
подслои слоев A; center, upper и lower periphery, binocular и monocular periphery – представительства соответствующих ре-
тинотопических зон (центра поля зрения, верхней и нижней периферии по вертикальному меридиану, бинокулярной и
монокулярной периферии по горизонтальному меридиану). Калибровочный маркер 150 мкм.

A

A1

Cm

Cp

R

D

V

C

M

D

V

L

�50�

�10�

40�5�

+5� +50�

0�

0�

Sagittal slice
(a) (b)

(c)

90�

Lower

periphery

Binocular

periphery

Monocular

periphery

Upper

periphery
Center

Center

См

A1

A

См

topmiddlebottom

topmiddle
bottom

top
middle

bottom
top

middle
bottom

A1

A

Frontal slice



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

ВОЗРАСТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ РАЗМЕРА СОМЫ Y НЕЙРОНОВ 583

стве возрастных групп меньше, чем у нейронов
центра поля зрения, однако эти отличия достовер-
ны только в одном случае – у животных 0–4Д (р <
< 0.05). В слое Cm, в общей сложности, показана
схожая картина: площадь сомы нейронов больше в
представительстве центра поля зрения, чем верх-
ней или нижней периферии, однако эти отличия
недостоверны. У животных 0–4Д сома нейронов
нижней периферии меньше, чем у нейронов верх-
ней периферии (р < 0.05). Таким образом, в целом,
наиболее крупные SMI-32(+) нейроны НКТд на-
ходятся в представительстве центра поля зрения,
наиболее мелкие нейроны – в представительстве
монокулярной периферии вдоль горизонтального
меридиана.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сам факт того, что с возрастом происходит уве-
личение площади сомы нейронов НКТд [27, 28], в
том числе – SMI-32(+) нейронов [29], известен.
Нами получено 3 новых результата, отражающих
особенности внутренней организации слоев и ре-
тинотопических зон НКТд: (1) наличие восходя-
щего дорзовентрального градиента площади SMI-
32-иммунопозитивных нейронов НКТд, и усиле-
ние этого градиента с возрастом; (2) нисходящий
центропериферический градиент площади SMI-
32-иммунопозитивных нейронов, и ослабевание

этого градиента с возрастом; (3) меньший размер
нейронов в представительстве низа поля зрения по
вертикальному меридиану.

(1) Разница площади сомы SMI-32(+) нейронов
в вентральном слое Cm, в дорзальном слое А, отме-
ченная нами ранее [18], усиливается с возрастом.
Поскольку на момент рождения все нейроны
НКТд гомогенны по размеру [27], крупным нейро-
нам слоя Cm может потребоваться больше време-
ни, чтобы достичь своего окончательного размера.
Размер сомы предположительно связан с общим
объемом поддерживаемых нейроном отростков,
таких как дендритное древо и терминальное ветв-
ление аксонов [30–33], что в свою очередь может
коррелировать с размером рецептивного поля.
Электрофизиологические данные указывают на
разницу рецептивных полей в слоях НКТд: в слое А
выявлены самые маленькие рецептивные поля, в
слое А1 размер рецептивных полей больше, чем в А
[34], а в слое Cm рецептивные поля самые крупные
[35], что согласуется с послойным изменением
площади сомы SMI-32(+) нейронов, показанным в
данной работе. Кроме того, Y нейроны слоя Cm
имеют бóльшую контрастную чувствительность
[36], а также меньший латентный период и более
сильную нелинейную составляющую ответа, чем
Y нейроны А-слоев [36–38].

(2) С возрастом происходит ослабевание центро-
периферического градиента площади SMI-32(+)

Рис. 2. Возрастная динамика относительной площади сомы SMI-32(+) нейронов слоев А (черный), А1 (белый) и
См (штриховка) НКТд на фронтальных (a) и сагиттальных (b) срезах. r.u. – условные единицы (relative units); 0–123D,
Adults – возрастные группы; средние значения ± ст.откл., * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p <0.001; **** – p < 0.0001;
post-hoc Tukey тест.
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нейронов вдоль горизонтального меридиана в сло-
ях А и Cm, но не в слое А1, где он, наоборот, не-

сколько усиливается. Ранее, при электрофизиоло-
гическом исследовании свойств рецептивных по-
лей нейронов НКТд кошки, показали, что с
возрастом происходит исчезновение различий

между нейронами, локализующимися в представи-
тельстве центра и периферии поля зрения [39].
Складывается впечатление, что наши морфологи-
ческие данные по развитию сомы нейронов лишь

частично соответствуют физиологическим дан-
ным; однако отметим, что в обозреваемой работе
популяции нейронов разных слоев НКТд не разде-
ляли, таким образом, отличия между слоями могли

ускользнуть от исследователей. Отличия между
слоями А и А1, зачастую полагающимися гомоло-
гичными [10, 40–42] – один из объектов нашего
интереса. Серия работ указывает на отличия между

слоями А и А1: по распределению составляющих
их клеточных популяций [8, 10], балансу организу-
емых синаптических контактов [43], распределе-

нию входящих кортикогеникулятных аксонов [9].

Нисходящий центропериферический градиент
площади сомы, по-видимому, характерен для всех
релейных клеток НКТд [27, 44]. В то же время, на
первый взгляд, более крупная сома в представи-

тельстве центра поля зрения противоречит нашему
предыдущему предположению о связи размера со-
мы с размером рецептивного поля, т.к. размер ре-

цептивных полей Y нейронов в центре поля зрения
меньше, чем в периферии [45]. Однако следует
помнить об усилении сжатия ретинотопического
представительства при переходе от центра к пери-
ферии поля зрения (факторе магнификации) [46],
следствием которого является тот факт, что поло-
вину бинокулярной части НКТ занимает лишь 5–
10° поля зрения, в то время как по вертикали все
поле зрения достигает 60°, а по горизонтали – 90°.
Это означает, что даже при крупном дендритном
древе, размер рецептивного поля в пределах пред-
ставительства 5–10° может быть меньше, чем у
нейрона с меньшим размером дендритного древа,
но залегающим в представительстве периферии.

Обе предполагаемые закономерности: увеличе-
ние сомы нейронов за счет увеличения рецептив-
ного поля в дорзовентральном направлении и
уменьшение сомы нейронов за счет сжатия рети-
нотопических изолиний в медиолатеральном на-
правлении – могут присутствовать в НКТд, фор-
мируя общие градиенты площади сомы нейронов.

(3) В представительстве низа поля зрения по
вертикальному меридиану SMI-32(+) нейроны
меньше, чем в представительстве центра поля зре-
ния. Обработка информации от низа поля зрения
имеет явные особенности на корковом уровне: вы-
явлен существенный дефицит представительства
этой области поля зрения в областях 19, 20a, 20b,
21a, 21b зрительной коры [47, 48]. В данной работе

Рис. 3. Возрастная динамика относительной площади сомы SMI-32(+) нейронов в подслоях НКТд на фронтальных (a)
и сагиттальных (b) срезах. r.u. – условные единицы; 0–123D, Adults – возрастные группы; средние значения ± ст.откл.,
* – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001; post-hoc Tukey тест.
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Рис. 4. Возрастная динамика относительной площади сомы SMI-32(+) нейронов в ретинотопических зонах НКТд. (a) –
относительная площадь сомы на фронтальных срезах в представительствах центра (черный), бинокулярной перифе-
рии (темно-серый), монокулярной периферии (светло-серый). (b) – относительная площадь сомы на сагиттальных
срезах в представительствах центра (черный), верхней периферии (темно-серый), нижней периферии (светло-се-
рый). r.u. – условные единицы; 0–123D, adults – возрастные группы; ср. знач. ± ст.откл., * – p < 0.05; ** – p < 0.01;
*** – p < 0.001; **** – p < 0.0001, post-hoc Tukey тест. В левом нижнем углу показаны части поля зрения, представленные
на графиках (те же цвета).
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мы выявили особенности нейронов представи-
тельства низа поля зрения и на таламическом уров-
не; полагаем, это может быть связано со значитель-
но меньшим использованием низа поля зрения, по
сравнению с верхом поля зрения, у низкорослых
животных (в данном случае, кошки).

Кроме общего объема поддерживаемых отрост-
ков, с размером сомы также связывают толщину и
скорость проведения аксона. Наиболее крупные
нейроны имеют наибольший диаметр аксона и
скорость проведения по нему импульса, что, веро-
ятно, является общей закономерностью нервной
ткани [49–51]. В зрительной системе хищных эта
закономерность показана на уровне сетчатки [52].
Из этого следует интересный вывод: в центре поля
зрения находятся самые быстропроводящие Y ней-
роны. Учитывая, что кошка является засадным
хищником, скорость реакции на движение предпо-
лагаемой добычи, которая находится в зоне броска,
а следовательно, в центре поля зрения, является
критически важным эволюционным параметром.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, анализ динамики роста сомы
SMI-32(+) нейронов позволил выявить несколько
особенностей внутренней организации слоев и ре-
тинотопических зон НКТд, указывающих на гете-
рогенность популяции Y нейронов и гетерохрон-
ность ее постнатального развития.
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Age-Related Changes in Soma Size of Y Neurons
in the Cat Dorsal Lateral Geniculate Nucleus: 
Dorsoventral and Centroperipheral Gradients

A. A. Mikhalkina, N. I. Nikitinaa, and N. S. Merkulyevaa,#

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

The postnatal developmental dynamics of neurons in the cat dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN) was stud-
ied using a selective marker of Y neurons, the antibody SMI-32. The neuronal soma area was measured within
various functional zones of the nucleus. The following three major facts reflecting internal organization pecu-
liarities of the dLGN layers and retinotopic zones have been established: (1) ascending dorsoventral soma area
gradient in SMI-32-immunopositive neurons, increasing with age; (2) descending centroperipheral soma area
gradient in SMI-32-immunopositive neurons, decreasing with age; (3) a smaller size of neurons located in the
lower visual field representation along the vertical meridian. The obtained data indicate the heterogeneity of the
neuronal population and the heterochronicity of their postnatal development.

Keywords: lateral geniculate nucleus, SMI-32, ontogenesis, Y visual pathway, morphometry


