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Лептин, секретируемый жировой тканью, опосредованно стимулирует активность гонадолиберин-
продуцирующих нейронов гипоталамуса, регулируя функциональную активность гипоталамо-
гипофизарно-тестикулярной (ГГТ) оси. Как известно, ожирение сопровождается системной гиперлеп-
тинемией и нарушением транспорта лептина в ЦНС, что ограничивает использование полноразмерного 
лептина в качестве лекарственного препарата. Ранее показано, что интраназально вводимый фрагмент 
лептина MA-[D-Leu4]-OB3 (ФЛ) усиливает стероидогенный эффект хорионического гонадотропина чело-
века (ХГЧ) у крыс, находящихся на стандартной диете. Еще более актуальной задачей является оценка его 
влияния на тестикулярный стероидогенез в условиях ожирения, снижающего репродуктивные функции 
у мужчин. Целью работы было изучить способность ФЛ (200 мкг/кг, интраназально, 3 дня) модулировать 
эффект ХГЧ (10МЕ/крысу, подкожно, однократно) на тестикулярный стероидогенез у крыс с ожирени-
ем, вызванным комбинированной высокожировой/высокоуглеводной диетой (ВЖВУД), а также оценить 
влияние антагониста рецептора гонадолиберина цетрореликса (АНТ, 75мкг/кг, подкожно, 3 дня) на эф-
фекты ФЛ. Для исследований использовали самцов крыс Вистар, которые получали ВЖВУД в течение 
20 недель. У крыс с ожирением снижался уровень рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГ) в семенни-
ках и компенсаторно усиливалась экспрессия гена Cyp11a1, кодирующего стероидогенный фермент – ци-
тохром P450scc. Введение ФЛ усиливало эффект ХГЧ на уровень тестостерона в крови и экспрессию гена 
Star, кодирующего холестерин-транспортирующий белок StAR, что указывает на способность ФЛ поло-
жительно модулировать активность ГГТ оси при ожирении. Совместное введение АНТ и ФЛ, напротив, 
снижало стимулирующий эффект ХГЧ на уровень тестостерона и экспрессию гена Star, что может быть 
обусловлено периферическими эффектами ФЛ. Полученные нами данные указывают на способность ФЛ 
влиять на различные компоненты мужской гонадной оси в условиях диета-индуцированного ожирения.

Ключевые слова: фрагмент лептина, ожирение, гонадотропин, тестикулярный стероидогенез, антагонист 
рецептора гонадолиберина, тестостерон, интраназальное введение
DOI: 10.31857/S0044452924030016, EDN: YXXLKU

ВВЕДЕНИЕ
Ожирение является одной из наиболее актуаль-

ных проблем современной медицины. Факторы, 
сопровождающие ожирение, такие как избыточная 
масса тела, гиперинсулинемия и гиперлептинемия, 
наряду со значительным повышением продукции 
провоспалительных факторов в крови и тканях не-
гативно влияют на функции гипоталамо-гипофи-
зарно-тестикулярной оси (ГГТ). Гонадолиберин 
(GnRH)-экспрессирующие нейроны гипоталамуса 
регулируют синтез и секрецию лютеинизирующего 
(ЛГ) и  фолликулостимулирующего гормонов клет-
ками передней доли гипофиза, которые, в свою оче-
редь стимулируют процессы синтеза тестостерона 

и сперматогенеза в семенниках. Информация о ме-
таболическом состоянии организма, которая акку-
мулируется и  перерабатывается нейромедиаторны-
ми системами гипоталамуса, в значительной степени 
влияет на функциональную активность GnRH-ней-
ронов и работу ГГТ оси [1, 2].

Лептин, пептидный гормон, секретируемый бе-
лой жировой тканью, в  гипоталамусе стимулиру-
ет секрецию α-меланоцистимулирующего гормо-
на (α-МСГ) и  кисспептина (Kiss) соответственно 
проопиомеланокортин (POMC)- и  Kiss-экспрес-
сирующими нейронами, и  подавляет экспрессию 
орексигенных факторов  – нейропептида Y (NPY) 
и агути-подобного пептида (AgRP) NPY/AgRP-экс-
прессирующими нейронами, снижая тем самым 
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потребление пищи и активируя катаболические про-
цессы. Не менее важной функцией лептина является 
регуляция активности гипоталамических GnRH-экс-
прессирующих нейронов, опосредованная стимуля-
цией POMC- и  Kiss-нейронов и  ингибированием
NPY/AgRP нейронов [3, 4]. Способность лептина 
регулировать и модулировать секрецию GnRH обе-
спечивается наличием функционально активных, 
полноразмерных лептиновых рецепторов ObRb 
и  других компонентов лептиновой сигнальной си-
стемы в  POMC-, Kiss- и  NPY/AgRP-экспрессиру-
ющих нейронах, проекции которых направлены 
к  GnRH-нейронам. Взаимодействие лептина с  ре-
цепторами ObRb приводит к запуску внутриклеточ-
ных каскадов, результатом чего является изменение 
экспрессии и секреции нейропептидов, воздейству-
ющих на GnRH-нейроны [4]. Недавно было уста-
новлено, что рецептор лептина ObRb и компоненты 
лептиновой системы присутствуют и в других звеньях 
ГГТ оси: гонадотропоцитах аденогипофиза и  в  те-
стикулярных клетках Лейдига. Однако, на уровне 
семенников, влияние лептина имеет разнонаправ-
ленный характер, в отличие от более однозначного 
стимулирующего эффекта на уровне гипоталамуса 
[5]. Ряд других подтипов рецептора лептина участву-
ют в  транспорте гормона через гематоэнцефаличе-
ский барьер (ГЭБ), который носит, как предполага-
ют, рецептор-опосредованный характер [6]. Одним 
из событий, сопровождающих развитие ожирения 
и сахарного диабета 2-го типа является развитие си-
стемной лептиновой резистентности, которая воз-
никает на фоне значительного повышения уровня 
лептина в крови. Следствием ее является снижение 
рецептор-опосредованного транспорта лептина че-
рез ГЭБ, в результате чего возникает дефицит лепти-
на в структурах головного мозга, включая гипотала-
мус [6]. Предполагается, что развитие лептиновой 
резистентности не только вызывает нарушение ба-
ланса анорексигенных и орексигенных процессов на 
уровне гипоталамуса, но и может привести к функ-
циональным изменениям активности центрального, 
гипоталамического, звена ГГТ оси.

В настоящее время активно исследуется способ-
ность фрагментов лептина активировать лептино-
вые сигнальные пути, заменяя полноразмерную 
молекулу этого гормона. Одним из наиболее пер-
спективных аналогов является миристилирован-
ный N-концевой фрагмент лептина 116–122 MA-
[D-Leu4]-OB3 (ФЛ), который продемонстрировал 
выраженный анорексигенный эффект в  моделях 
диета-индуцированного ожирения (ДИО) у мышей. 
У животных с ожирением было показано снижение 
потребления пищи, массы тела, отмечалось частич-
ное восстановление толерантности к глюкозе. В от-
личие от полноразмерной молекулы лептина, ФЛ ха-
рактеризуется большей стабильностью в  кровотоке 

и не вызывает развития лептиновой резистентности 
при длительном применении [7, 8]. Наиболее впе-
чатляющие результаты были показаны при интрана-
зальном способе введения ФЛ. Показано, что интра-
назально вводимый ФЛ накапливается в аркуатном 
ядре гипоталамуса, проникая в него, используя для 
этого наиболее проницаемые участки ГЭБ, что явля-
ется преимуществом перед другими способами вве-
дения, особенно в условиях лептиновой резистент-
ности при ожирении и диабете 2-го типа [9, 10].

Ранее на самцах крыс, которые находились на 
стандартной диете, нами была продемонстрирована 
способность ФЛ модулировать эффекты хориониче-
ского гонадотропина человека (ХГЧ) на уровень те-
стостерона в крови и на экспрессию гена Star, кодиру-
ющего холестерин-транспортирующий белок StAR, 
ключевой компонент системы тестикулярного стеро-
идогенеза [11]. Было установлено, что влияние ФЛ на 
тестикулярный стероидогенез обусловлено в первую 
очередь его эффектами на гипоталамо-гипофизар-
ном уровне, так как на фоне введения цетрореликса, 
антагониста рецептора GnRH (АНТ), его эффекты на 
тестикулярный стероидогенез исчезали [11].

В настоящем исследовании мы использовали ана-
логичную схему эксперимента для изучения влияния 
ФЛ на тестикулярный стероидогенез у крыс с ДИО. 
Ожирение вызывали длительной комбинирован-
ной высокожировой и  высокоуглеводной диетой 
(ВЖВУД). Поскольку ожирение, с  одной стороны, 
характеризуется гиперлептинемией и  лептиновой 
резистентностью и, с другой стороны, может сопро-
вождаться изменениями тестикулярного стероидо-
генеза, то изучение влияния ФЛ на компоненты ГГТ 
оси представляет значительный интерес для эндо-
кринологии и репродуктивной медицины.

Целью работы является изучение способности 
ФЛ модулировать стимулирующие эффекты ХГЧ на 
уровень тестостерона в крови, на экспрессию генов, 
контролирующих тестикулярный стероидогенез и на 
уровень рецептора ЛГ в семенниках у крыс на фоне 
ВЖВУД, а также исследование мишеней ФЛ в ГГТ 
оси с помощью АНТ, блокирующего GnRH-опосре-
дуемую стимуляцию секреции ЛГ аденогипофизом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для экспериментов использовали 75 половозре-

лых самцов крыс линии Wistar, которые содержа-
лись в стандартных условиях вивария со свободным 
доступом к  воде (или раствору сахарозы) и  кор-
му. Животные содержались в  пластиковых клет-
ках по пять особей в каждой с нормальным циклом 
день/ночь (12 ч/12 ч, свет включается в  9.00 утра) 
и комнатной температуре (24±2°C). В возрасте двух 
месяцев животные были разделены на две группы. 
Первая (65 животных) получала в течение 20 недель 
  ВЖВУД, включающую корм с  долей жира (свиное 
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сало) не менее 60% и  30%-ный раствор сахарозы 
вместо питьевой воды. Вторая группа (10 животных) 
находилась на нормальной диете, получая стандарт-
ный корм и обычную воду. По истечении 20 недель 
потребления ВЖВУД у  крыс оценивали толерант-
ность к глюкозе, для чего использовали интрапери-
тонеальный глюкозотолерантный тест (ИГТТ), как 
описано ранее [12]. До и через 120 мин после в/б вве-
дения глюкозы (2 г/кг) оценивали уровни глюкозы, 
инсулина и лептина в крови. До начала и в течение 
диеты измеряли массу тела животных. Далее отбира-
ли 48 самцов крыс с уровнем глюкозы через 120 мин 
после ГТТ выше 7.0 мМ и с массой тела на 7% вы-
ше таковой в контроле, рассматриваемых в дальней-
шем, как животные с ДИО, после чего формировали 
8 групп (в каждой n = 6).

Самцы крыс из групп “ВЖВУД+АНТ”, 
“ВЖВУД+АНТ+ФЛ”, “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ” и 
“ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ” в течение трех дней по-
лучали инъекции цетрореликса ацетата (“Xingtai 
Yuanao Technology Co.”, КНР), антагониста GnRH 
рецептора (АНТ), который растворяли в физио-
логическом растворе и вводили крысам п/к в су-
точной дозе 75 мкг/кг. Самцам крыс из групп 
“ВЖВУД+ФЛ”, “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”, “ВЖВУД+
АНТ+ФЛ” и “ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ” в течение 
трех дней интраназально вводили фрагмент лептина 
миристоил-Ser-Cys-Ser-D-Leu-Pro-Gln-Thr-амид 
(ФЛ) в суточной дозе 200 мкг/крысу. Самцы крыс 
из остальных групп вместо АНТ и ФЛ в течении 
3 дней получали физиологический раствор (ФР). 
Самцы крыс из групп “ВЖВУД+ХГЧ”, “ВЖВУД+
ФЛ+ХГЧ”, “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ” и “ВЖВУД+
АНТ+ФЛ+ХГЧ” на третий день эксперимента бы-
ли обработаны с  помощью ХГЧ (“Московский 
эндокринный завод”, Россия) в дозе 10  МЕ/кры-
су (п/к) через 90 мин после последней инъекции 
АНТ и/или ФЛ или ФР. Животные, находящиеся 
на стандартной диете, из которых сформировали 
группу “Контроль”, вместо препаратов получали 
ФР. Дозы и продолжительность введения препара-
тов ФЛ, АНТ и ХГЧ были подобраны в предвари-
тельных сериях экспериментов и были апробиро-
ваны нами в ранее опубликованных работах [11, 12].

Уровень тестостерона в крови определяли: (1) до 
введения препаратов в 1-й день эксперимента, а так-
же на третий день эксперимента – (2) через 90 мин 
после введения ФЛ и(или) АНТ, (3) через 180 мин 
после введения ФЛ и(или) АНТ и через 90 мин после 
введения ХГЧ, (4) через 270 мин после введения ФЛ 
и(или) АНТ и через 180 мин после введения ХГЧ.

Образцы ткани семенников забирали в  послед-
ний день эксперимента, через 270 мин после введе-
ния ФЛ и/или АНТ или через 180 мин после введе-
ния ХГЧ. Декапитация животных осуществлялась 
под общей анестезией (хлоралгидрат, 400  мг/кг). 
Уровень тестостерона в  крови определяли с  помо-
щью наборов “ИФА-Тестостерон” (“Алкор-Био”, 
Россия). Уровень лептина и инсулина в крови опре-
деляли с  помощью наборов “ELISA Kit for Leptin” 
и  “ELISA Kit for Insulin” (“Cloud-Clone Corp.”, 
США). Для анализа уровней мРНК генов тестику-
лярного стероидогенеза из семенников выделяли 
тотальную РНК с помощью реагента “ExtractRNA” 
(“Евроген”, Россия). Для получения кДНК про-
водили реакцию обратной транскрипции с  помо-
щью набора “MMLV RT Kit” (“Евроген”, Россия), 
для которой брали 1мкг тотальной РНК на реак-
цию. ПЦР в  реальном времени проводили с  по-
мощью амплификатора “Applied Biosystems® 7500 
Real-Time PCR System” (“Life Technologies, Thermo 
Fisher Scientific Inc.”, США) в  смеси, содержащей 
кДНК, 0.4 мкМ прямого и обратного специфичных 
праймеров, реагент “qPCR-HS SYBR+Low ROX” 
(“Евроген”, Россия). Для контроля выхода продук-
та реакции и отсутствия образования димеров прай-
меров использовали анализ кривой плавления в со-
ответствии с  функцией “ABI Melt Curve program”. 
В работе использовали ранее описанные и апроби-
рованные последовательности комплементарных 
прямого и обратного праймеров для генов крысы – 
гена Star, кодирующего холестерин-транспортиру-
ющий белок StAR, Cyp11a1, кодирующего цитохром 
P450scc, а  также для гена Actb, кодирующего белок 
Actin-B и  используемого в  качестве референсного 
(табл. 1) [12].

Для иммуногистохимических исследований се-
менники фиксировали погружением в 4%-ный рас-
твор параформальдегида в течение 48 ч (4°C). Далее 
промывали в  холодном 0.9%-ном натрий-фосфат-

Таблица 1. Последовательности праймеров к генам крысы, использованных в исследовании

Название Последовательность праймера Т отжига, °C NCBI Reference Sequence
Star Forward AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC 55 NM_031558.3
Star Reverse CACCTGGCACCACCTTACTT

Cyp11a1 Forward TATTCCGCTTTGCCTTTGAG 55 NM_017286.3
Cyp11a1 Reverse CACGATCTCCTCCAACATCC

Actb Forward CTGGCACCACACCTTCTACA 55 NM_031144.3
Actb Reverse AGGTCTCAAACATGATCTGGGT
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ном буфере (PBS) и  помещали в  30% раствор са-
харозы, растворенный на PBS (при +4 оС). После 
криопротекции ткани семенников замораживали 
на сухом льду с  использованием среды Tissue-Tek 
(“Sacura Finetek Europe”, Нидерланды). Серии по-
перечных срезов (толщина 6 мкм) готовили с помо-
щью криостата Leica CM-1520 (“Leica Biosystems”, 
Германия) и монтировали на стеклах SuperFrost/plus 
(“Menzel”, Германия). Срезы из разных экспери-
ментальных групп помещали на одно и то же стекло 
и сушили при комнатной температуре в течение но-
чи. Иммуногистохимическую реакцию проводили 
согласно протоколу, который был подробно описан 
ранее [12]. Для реакций были использованы первич-
ные поликлональные кроличьи антитела к рецепто-
ру ЛГ (“LSBio”, США) в разведении 1:1000, вторич-
ные антикроличьи IgG-антитела козы (“VectorLabs”, 
Великобритания) в  разведении 1:600, конъюгиро-
ванные с  биотином (VectorLabs., Великобритания) 
и  раствор стрептовидин–пероксидазы (BioLegend, 
США), разведенной 1:1000. Срезы обрабатывали 
0.05%-ным диаминобензидином (“Sigma-Aldrich”, 
США) и 0.03%-ной перекисью водорода в PBS. Ре-
акцию останавливали промывкой дистиллирован-
ной водой, затем срезы помещали под покровное 
стекло с глицерином. Специфичность иммуногисто-
химической реакции проверяли с  использованием 
отрицательного контроля (образцы без первичных 
или вторичных антител). Микрофотографии (по 10 
для каждого животного) с  разных уровней семен-
ников получали с  помощью микроскопа Carl Zeiss 
Imager A1, объектив ×20 (“Carl Zeiss”, Германия). 
Оптическую плотность иммунопозитивного к  ре-
цептору ЛГ материала оценивали с  помощью про-
граммы Image J (NIH, США). Результаты представ-
лены в арбитражных единицах.

Статистическую обработку полученных дан-
ных осуществляли с  помощью пакета программ 
GraphPad Prism (версия 8.0.1). Уровни глюкозы, ин-
сулина и лептина в крови оценивали с помощью дис-
персионного анализа ANOVA. Уровни тестостерона 
в крови, значения AUC0–270 для концентрационных 
кривых для тестостерона, мРНК исследуемых генов, 
а также изменения оптической плотности при имму-
ноокрашивании рецептора ЛГ в семенниках анали-
зировали с  помощью критерия Краскела–Уоллиса 
(с попарным сравнением критерием Данна).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ВЖВУД на метаболические показатели 
и тестикулярный стероидогенез у самцов крыс

Длительная ВЖВУД привела к  значительному 
изменению метаболических показателей у  самцов 
крыс. Масса абдоминального и  эпидидимального 
жира, а  также масса тела были повышены на 169, 

80 и 16 % соответственно. При проведении глюко-
зотолерантного теста через 120 мин после глюкоз-
ной нагрузки уровни глюкозы, инсулина и лептина 
были повышены на 43, 25 и  60 % соответственно 
(табл. 2). Таким образом, самцы крыс, получавшие 
ВЖВУД, характеризовались выраженным ожире-
нием (ДИО), нарушенной толерантностью к  глю-
козе, сниженной чувствительностью к  инсулину 
и лептину.

Таблица 2. Изменение уровней глюкозы, инсулина 
и лептина в крови, а также массы тела и жировой ткани 
у самцов крыс, находящихся на стандартной диете или на 
ВЖВУД

Параметр Контроль ВЖВУД
Уровень глюкозы в крови 
натощак, мМ

5.17±0.57 5.71±0.61

Уровень глюкозы в крови 
через 120 мин после глюкозной 
нагрузки, мМ

6.12±0.74 8.18±1.20*

Уровень инсулина в крови 
натощак, нг/мл

2.33±0.46 2.67±0.46

Уровень инсулина в крови 
через 120 мин после глюкозной 
нагрузки, нг/мл

2.62±0.95 3.33±0.63*

Уровень лептина в крови 
натощак, нг/мл

2.63±0.93 3.87±1.50

Уровень лептина в крови через 
120 мин после глюкозной 
нагрузки, нг/мл

2.77±1.08 6.19±1.98*

Масса тела, г 362±43 420±41#

Масса абдоминального жира, г 3.6±1.1 9.7±2.4#

Масса эпидидимального жира, г 4.5±1.0 8.1±2.5#

Данные представлены как M±SD, n=24. #  – отличия между 
группами “Контроль” и ВЖВУД, * – отличия между временны-
ми точками 0 и 120 мин статистически значимы при p<0.05.

После изучения влияния ВЖВУД на уровень те-
стостерона в крови и на уровень мРНК гена Star, ко-
дирующего холестерин-транспортирующий белок 
StAR в семенниках, нами не было выявлено значи-
мых различий между контрольными крысами и жи-
вотными с ДИО (рис. 1, 2). При этом в семенниках 
ДИО-крыс на 40% была повышена экспрессия гена 
Cyp11a1, кодирующего цитохром P450scc, один из 
ключевых ферментов синтеза тестостерона. Кроме 
того, данные иммуногистохимического анализа де-
монстрировали снижение на 74% содержания ре-
цепторов ЛГ в клетках Лейдига у ДИО-крыс (рис. 3). 
Тем самым, несмотря на то что ВЖВУД существенно 
не влияла на уровень тестостерона, в семенниках на-
блюдали снижение уровня рецептора ЛГ и повыше-
ние экспрессии гена Cyp11a1, которое, по-видимо-
му, носит компенсаторных характер.
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Рис. 1. Влияние трехдневного введения фрагмента лептина MA-[D-Leu4]-OB3 и/или цетрореликса и однократной инъекции ХГЧ на 
уровень тестостерона в крови самцов крыс в условиях потребления ими ВЖВУД.
Образцы крови для измерения уровня тестостерона были взяты из хвостовой вены в нулевой день эксперимента (0 min), а также на 
третий день обработки ФЛ и(или) АНТ через 90 мин после введения препаратов (90 min), через 180 мин после введения ФЛ и(или) АНТ 
и через 90 мин после введения ХГЧ (180 min), через 270 мин после введения ФЛ и(или) АНТ и через 180 мин после введения ХГЧ (270 min). 
(a) – Изменение уровня тестостерона в крови у ДИО-крыс, которым в течение трех дней интраназально вводили ФЛ в дозе 200 мкг/кг 
(H+LF и H+LF+hCG – группы “ВЖВУД+ФЛ” и “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”) и однократно, подкожно вводили ХГЧ в дозе 15 МЕ/крысу 
(H+hCG и  H+LF+hCG  – группы “ВЖВУД+ХГЧ” и  “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”). (b)  – Изменение уровня тестостерона в  крови у  ВЖ-
ВУД-крыс, которым в  течение трех дней вводили АНТ в  дозе 75 мкг/кг (подкожно) и/или ФЛ в  дозе 200 мкг/кг (интраназально) 
(H+ANT – группа “ВЖВУД+АНТ”, H+ANT+LF – группа “ВЖВУД+АНТ+ФЛ”, H+ANT+hCG – группа “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ”, 
H+ANT+LF+hCG – группа “ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ”) и однократно, подкожно вводили ХГЧ в дозе 15 МЕ/крысу (H+ANT+hCG 
и H+ANT+LF+hCG). (c) и (d) – Изменение значений AUC0–270, которые соответствуют площади под кривой зависимости концентра-
ции тестостерона в крови от времени, показанных на диаграммах (a) и (b). (a) и (b): * – отличия от базового уровня тестостерона (0 min) 
при внутригрупповом сравнении статистически значимы при p<0.05, C и D: * – отличия от группы “Контроль” (Control), # – отличия 
от группы “ВЖВУД” (HFHCD), ** – отличия от группы “ВЖВУД+АНТ” (H+ANT) статистически значимы при p<0.05, M±SEM, n = 6.
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Влияние ФЛ на эффекты ХГЧ на уровень 
тестостерона в крови, экспрессию генов 

тестикулярного стероидогенеза и содержание 
рецептора ЛГ в семенниках ДИО-крыс

Трехдневная интраназальная обработка сам-
цов ДИО-крыс с помощью ФЛ приводила к усиле-
нию эффекта ХГЧ на уровень тестостерона в крови. 
В группе “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ” уровень тестостерона 
был повышен на 178% уже через 90 мин после вве-
дения ХГЧ, а через 180 мин прирост составил 400%. 

В группе “ВЖВУД+ХГЧ” уровень тестостерона по-
вышался на 231% лишь через 180 мин после одно-
кратной инъекции ХГЧ (рис. 1a). Значение AUC0–270
под концентрационными кривыми для тестостерона 
в  группе “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ” было значимо выше 
по сравнению с группами “Контроль” и “ВЖВУД” 
(рис.  1c). Уровень мРНК гена Star в  семенниках 
был на 184% повышен у крыс, получавших инъек-
цию ХГЧ на фоне предобработки ФЛ. Трехднев-
ное введение ФЛ вызвало повышение количества 

( a) ( b)

( c) ( d)

Рис. 2. Уровни мРНК генов Star и Cyp11a1 в семенниках крыс, получавших ВЖВУД, на фоне введения фрагмента лептина 
MA-[D-Leu4]-OB3 и/или цетрореликса, а также стимуляции стероидогенеза с помощью ХГЧ.
Образцы тканей семенников были взяты через 270 мин после введения ФЛ и/или АНТ и через 180 мин после введения ХГЧ. 
(a) – Уровни мРНК гена Star в семенниках ВЖВУД-крыс, которым в течение трех дней интраназально вводили ФЛ в дозе 
200 мкг/кг (H+LF и H+LF+hCG – группы “ВЖВУД+ФЛ” и “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”) и однократно, подкожно вводили ХГЧ 
в дозе 15 МЕ/крысу (H+hCG и H+LF+hCG – группы “ВЖВУД+ХГЧ” и “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”). (b) – Уровни мРНК гена Star
в семенниках ВЖВУД-крыс, которым в течение трех дней вводили АНТ в дозе 75 мкг/кг (подкожно) и/или ФЛ в дозе 200 мкг/кг 
(интраназально) (H+ANT – группа “ВЖВУД+АНТ”, H+ANT+LF – группа “ВЖВУД+АНТ+ФЛ”, H+ANT+hCG – группа 
“ВЖВУД+АНТ+ХГЧ”, H+ANT+LF+hCG  – группа “ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ”) и  однократно, подкожно вводили ХГЧ 
в дозе 15 МЕ/крысу (H+ANT+hCG и H+ANT+LF+hCG). (c) и (d) – Уровни мРНК гена Cyp11a1 в семенниках ДИО- крыс на 
фоне введения ФЛ, АНТ, ХГЧ или их комбинаций. Препараты вводили как описано выше. Данные представлены как медиа-
на, максимальное и минимальное значение, n = 6 в каждой группе. * – отличия от группы “Контроль” (Control), # – отличия 
от группы “ВЖВУД” (HFHCD) статистически значимы при p<0.05.
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белка рецептора ЛГ в  семенниках крыс в  груп-
пах “ВЖВУД+ФЛ” и  “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ” на 128 
и  103%, соответственно, что указывает на полное 
восстановление содержания этого рецептора, суще-
ственно сниженного на фоне ВЖВУД. Сравнивая 

группы, получавшие однократную инъекцию ХГЧ, 
необходимо отметить, что предобработка с  помо-
щью ФЛ повышала на 115% содержание рецептора 
ЛГ в  группе “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ” и  по сравнению 
с группой “ВЖВУД+ХГЧ”.

( a) ( b )

(c)

Рис. 3. Содержание белка рецептора ЛГ (a, b) и иммуногистохимическая реакция к рецептору ЛГ (c) в семенниках крыс, 
получавших ВЖВУД, на фоне трехдневного введения фрагмента лептина MA-[D-Leu4]-OB3 и/или цетрореликса, а также 
однократной инъекции ХГЧ.
Образцы тканей семенников были взяты через 270 мин после введения ФЛ и/или АНТ и через 180 мин после введения ХГЧ. 
(а) – Содержание рецептора ЛГ в семенниках ДИО-крыс, которым в течение трех дней интраназально вводили ФЛ в дозе 
200 мкг/кг (H+LF и H+LF+hCG – группы “ВЖВУД+ФЛ” и “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”) и однократно, подкожно вводили ХГЧ 
в дозе 15 МЕ/крысу (H+hCG и H+LF+hCG – группы “ВЖВУД+ХГЧ” и “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”). (b) – Содержание рецептора 
ЛГ в семенниках ДИО-крыс, которым в течение трех дней вводили АНТ в дозе 75 мкг/кг (подкожно) и/или ФЛ в дозе 200 мкг/кг 
(интраназально) (H+ANT – группа “ВЖВУД+АНТ”, H+ANT+LF – группа “ВЖВУД+АНТ+ФЛ”, H+ANT+hCG – группа 
“ВЖВУД+АНТ+ХГЧ”, H+ANT+LF+hCG  – группа “ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ”) и  однократно, подкожно вводили ХГЧ 
в дозе 15 МЕ/крысу (H+ANT+hCG и H+ANT+LF+hCG). (c) – Иммуногистохимическая реакция к рецептору ЛГ в семенни-
ках ДИО-крыс. Масштаб на всех изображениях: 50 мкм. Данные представлены как медиана, максимальное и минимальное 
значение, n = 6 в каждой группе. * – отличия от группы “Контроль” (Control), # – отличия от группы “ВЖВУД” (HFHCD), 
## – отличия от группы “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ” (H+ANT+hCG) статистически значимы при p<0.05.
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Влияние трехдневного введения антагониста 
рецептора гонадолиберина на эффекты 
фрагмента лептина и ХГЧ на уровень 

тестостерона в крови, экспрессию 
стероидогенных генов и уровень рецептора 

ЛГ в семенниках крыс с ДИО
Трехдневное введение АНТ привело к  сни-

жению уровня тестостерона в  крови в  группах 
“ВЖВУД+АНТ” и “ВЖВУД+АНТ+ФЛ” на 85 и 90% 
спустя 180 мин после третьего введения АНТ. Введе-
ние ХГЧ повышало уровень тестостерона на 593%, 
а на фоне введения ФЛ эффект ХГЧ усиливался до 
714%. Однако при оценке интегрального показателя 
AUC0–270 картина менялась. Так введение АНТ сни-
жало значение AUC0–270 в  группах “ВЖВУД+АНТ” 
и “ВЖВУД+АНТ+ФЛ” на 244 и 229% соответствен-
но. В группах, получавших ХГЧ, было показано еще 
более выраженное влияние однократной инъекции 
ХГЧ на уровень тестостерона на фоне АНТ, которое 
привело к  повышению AUC0–270 на 211% по срав-
нению с группой “ВЖВУД+АНТ” (рис. 1d). Таким 
образом, введение ФЛ параллельно с АНТ привело 
к уменьшению прироста значения AUC0–270 в группе 
“ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ” по сравнению с  груп-
пой “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ”.

Введение АНТ привело к  снижению уров-
ня мРНК гена Star на 171 и  217 % в  группах 
“ВЖВУД+АНТ” и  “ВЖВУД+АНТ+ФЛ”, со-
ответственно. При этом стимуляция с  помо-
щью ХГЧ в  равной степени восстанавливала ген-
ную экспрессию в  группах “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ” 
и  “ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ”. Трехдневное вве-
дение ФЛ ДИО-крысам снижало экспрессию ге-
на Cyp11a1 на фоне введения АНТ в  группах 
“ВЖВУД+АНТ+ФЛ” и “ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ” 
на 367 и  250%, соответственно. При этом в  груп-
пах “ВЖВУД+АНТ” и  “ВЖВУД+АНТ+ХГЧ” та-
кого снижения показано не было. Введение АНТ 
восстанавливало содержание белка рецептора ЛГ, 
сниженное при потреблении ВЖВУД, но в  группе 
“ВЖВУД+АНТ+ФЛ+ХГЧ” прирост содержания 
белка рецептора ЛГ был на 24% выше, чем в группе 
“ВЖВУД+АНТ+ХГЧ”.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для изучения влияния ожирения на метаболи-

ческие и  гормональные дисфункции, как правило, 
используют модели ДИО, для которых характерны 
повышение массы тела, увеличение доли жировой 
ткани, дислипидемия, нарушенная толерантность 
к глюкозе, сниженная чувствительность к инсулину 
и лептину [13]. В нашем исследовании ДИО было ин-
дуцировано с помощью комбинированной ВЖВУД, 
которую животные получали в течение 20 недель, на-
чиная с двухмесячного возраста. У крыс, получавших 
эту диету, имелись выраженные нарушения глюкоз-

ного и  липидного метаболизма, которые сопрово-
ждались повышением доли жировой ткани, инсули-
новой и лептиновой резистентностью (табл. 2).

Ожирение, в том числе ассоциированное с сахар-
ным диабетом 2-го типа и метаболическим синдро-
мом, может приводить к ослаблению функциональ-
ной активности ГГТ оси у человека, что выражается 
в снижении уровня тестостерона в крови и наруше-
нии стероидогенеза и сперматогенеза в семенниках 
[14, 15]. Несмотря на это, грызуны с ДИО, индуци-
рованным с помощью высокожировой диеты и ВЖ-
ВУД, не всегда демонстрируют значимые нарушения 
тестикулярного стероидогенеза, что, по-видимому, 
связано с  видоспецифичными адаптационными 
возможностями у  грызунов разных линий и  запу-
ском компенсаторных процессов, позволяющих, по 
крайней мере, частично восстановить стероидоген-
ный статус [16]. В  настоящем исследовании нами 
не было выявлено существенных изменений уров-
ня тестостерона в крови и экспрессии гена Star, от-
ветственного за первую, скорость-лимитирующую 
стадию тестикулярного стероидогенеза, у крыс, на-
ходящихся на ВЖВУД. В  то же время у  них было 
выявлено снижение содержания рецептора ЛГ в се-
менниках (рис. 3), что может указывать на началь-
ные стадии резистентности семенников к действию 
эндогенного ЛГ. Ранее сходные результаты были по-
казаны нами у крыс с экспериментальным сахарным 
диабетом 2-го типа, которые длительное время по-
лучали высокожировую диету и  однократно обра-
батывались стрептозотоцином в  дозе 25  мг/кг [12]. 
В настоящем исследовании в группе “ВЖВУД” на-
ми обнаружено компенсаторное повышение уровня 
мРНК гена Cyp11a1, кодирующего цитохром P450scc 
(рис.  2в). Митохондриальный фермент цитохром 
P450scc катализирует превращение холестерина 
в прегненолон, что является первой стадией синтеза 
тестостерона, и это делает этот фермент важнейшим 
функциональным компонентом системы тестику-
лярного стероидогенеза [17].

Ранее было установлено, что фрагмент лептина 
MA-[D-Leu4]-OB3, обладающий основными фар-
макологическими свойствами полноразмерного 
лептина, способен снижать уровень глюкозы в кро-
ви и нормализовать потребление пищи [8, 10]. Кроме 
того, ранее нами было показано, что даже однократ-
ное введение ФЛ повышало уровень тестостерона 
в крови у крыс, находящихся на нормальной диете, 
а трехдневное введение было способно модулировать 
стероидогенный эффект ХГЧ [11]. В данной работе 
мы также исследовали способность ФЛ модулиро-
вать эффекты ХГЧ на уровень тестостерона в крови 
крыс с ожирением, вызванном длительной ВЖВУД. 
В  группе “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ” нами был показан 
более выраженный эффект ХГЧ как по временной 
динамике, так и  по уровню тестостерона в  крови. 
Уже через 90 мин после введения ХГЧ (10 МЕ/кры-
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су) уровень тестостерона повышался, в то время как 
ДИО-крысы, не получавшие ФЛ, демонстрировали 
значимое повышение уровня тестостерона только 
через 180 мин. Кроме того, значение AUC0–270, пред-
ставляющее собой интегральную площадь под кон-
центрационными кривыми для тестостерона, в груп-
пе “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ” было выше, чем в  группе 
“ВЖВУД+ХГЧ” (рис.  1). Исследование уровня 
мРНК гена, кодирующего транспортный белок StAR, 
показало его увеличение в ответ на стимуляцию ХГЧ 
на фоне обработки ФЛ. Белок StAR осуществляет 
транспорт холестерина из цитоплазмы в  митохон-
дрии, к месту начала синтеза тестостерона [17]. Таким 
образом, этот этап становится скорость-лимитирую-
щим в тестикулярном стероидогенезе и повышение 
экспрессии гена Star свидетельствует о  стимуляции 
синтеза тестостерона. Ранее нами не было показано 
модулирующего эффекта ФЛ на уровень мРНК ге-
на Star у крыс, получавших стандартную диету [11], 
что может указывать на более выраженное действие 
ФЛ на тестикулярный стероидогенез у крыс с ДИО. 
Одним из возможных объяснений более выраженно-
го эффекта ФЛ у самцов крыс, получавших ВЖВУД, 
может быть развитие у  них лептиновой резистент-
ности и  центральной лептиновой недостаточности 
в условиях ожирения [6, 18, 19]. Интраназальное вве-
дение ФЛ позволяет доставить препарат непосред-
ственно к  гипоталамическим структурам, где в  ус-
ловиях недостатка лептина эффект ФЛ может быть 
более выраженным [9, 10].

Способность клеток Лейдига семенников сохра-
нять стероидогенную активность связана, в первую 
очередь, с  нормальным функционированием ре-
цепторного аппарата, являющегося мишенью гипо-
физарного ЛГ. Показанное нами снижение уровня 
рецептора ЛГ в  семенниках ДИО-крыс было пол-
ностью компенсировано введением ФЛ в  группах 
“ВЖВУД+ФЛ” и “ВЖВУД+ФЛ+ХГЧ”, что, как мы 
полагаем, объясняет модулирующий эффект ФЛ на 
тестикулярный стероидогенез при обработке крыс 
гонадотропином. Таким образом, нами показано, 
что ФЛ способен модулировать эффект ХГЧ на уро-
вень тестостерона и экспрессию гена Star в семенни-
ках у крыс с ВЖВУД-индуцированным ожирением, 
что, по всей видимости, объясняется способностью 
ФЛ восстанавливать чувствительность клеток Лей-
дига к гонадотропинам с ЛГ-активностью.

Секретируемый жировой тканью адипокин 
лептин, как и его фрагмент, используемый в насто-
ящей работе, действуют в первую очередь на POMC- 
и NPY/AgRP-экспрессирующие нейроны аркуатного 
ядра гипоталамуса [3, 4]. Помимо ярко выраженного 
анорексигенного эффекта лептин также опосредо-
ванно влияет на GnRH-экспрессирующие нейроны 
гипоталамуса, стимулируя продукцию кисспепти-
на и  меланокортиновых пептидов, активаторов се-

креции GnRH, и подавляя продукцию NPY и AgRP, 
ингибирующих секрецию GnRH. Ранее нами было 
обнаружено, что основной мишенью ФЛ является 
гипоталамическое звено ГГТ оси [11]. Введение ан-
тагониста рецептора GnRH цетрореликса совместно 
с ФЛ полностью подавляло его модулирующий эф-
фект при стимуляции ХГЧ на уровень тестостерона 
в крови самцов крыс, получавших стандартную ди-
ету. В  настоящем исследовании, нами также было 
показана способность цетрореликса подавлять моду-
лирующий эффект ФЛ как на уровень тестостерона 
в крови, так и на экспрессию гена Star в семенниках 
ДИО-крыс. Таким образом, введение антагониста 
GnRH нивелирует модулирующий эффект ФЛ на те-
стикулярный стероидогенез у крыс, находящихся на 
ВЖВУД, что подтверждает полученные нами ранее 
результаты на животных без ожирения.

Нами показано, что ФЛ на фоне введения АНТ 
подавляет стимулирующий эффект ХГЧ как на уро-
вень тестостерона в крови, так и на экспрессию ге-
на Cyp11a1 в семенниках крыс, получавших ВЖВУД. 
Подобный парадоксальный эффект может объяс-
няться периферическими эффектами ФЛ, обуслов-
ленными его связыванием с  рецепторами лептина, 
локализованными на поверхности клеток Лейди-
га. По данным литературы, воздействие лептина на 
семенники может приводить к разнонаправленным 
эффектам на тестикулярный стероидогенез и спер-
матогенез [5], что хорошо соотносятся с нашими ре-
зультатами.

Таким образом, впервые показано, что ми-
ристилированный фрагмент лептина 116–122 
MA-[D-Leu4]-OB3 при трехдневном интраназаль-
ном введении крысам с  ожирением, вызванным 
ВЖВУД, способен усиливать эффекты ХГЧ на уро-
вень тестостерона в крови, а также на уровень мРНК 
гена Star в  семенниках, и  его стимулирующие эф-
фекты обусловлены в основном воздействием на ги-
поталамические звенья ГГТ оси. Установлено, что 
в присутствии цетрореликса, антагониста рецептора 
GnRH, подавляющего активность гонадной оси, вы-
являются разнонаправленные периферические эф-
фекты ФЛ, которые выражаются, с одной стороны, 
в подавлении стимулирующего эффекта ХГЧ на уро-
вень тестостерона и экспрессию гена Star и, с другой, 
в восстановлении уровня рецептора ЛГ в семенни-
ках крыс, сниженном на фоне ВЖВУД. Полученные 
нами данные указывают на способность ФЛ влиять 
на различные компоненты мужской гонадной оси 
в  условиях ДИО, а  также способствуют более глу-
бокому пониманию роли лептина и его внутрикле-
точных сигнальных путей во взаимосвязи между 
метаболическими и  гормональными нарушениями 
при ожирении и сахарном диабете и дисфункциями 
мужской репродуктивной системы.
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LEPTIN FRAGMENT MODULATES THE STIMULATORY EFFECTS 
OF CHORIONIC GONADOTROPIN ON TESTICULAR STEROIDOGENESIS 

IN A MODEL OF DIETINDUCED OBESITY IN RATS
A. A. Bakhtyukov#,  I. A. Lebedev,  I. Yu. Morina, V. S. Kuznetsova  and  A. O. Shpakov

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

# e-mail: bahtyukov@gmail.com

Leptin, secreted by adipose tissue, indirectly stimulates the activity of GnRH-producing neurons of the hypothala-
mus and thus regulates the functional activity of the hypothalamic-pituitary-testicular (HPT) axis. As is known, the 
obesity is accompanied by systemic hyperleptinemia and impaired leptin transport in the central nervous system, 
which limits the use of full-length leptin as a drug. It was previously shown that intranasally administered leptin 
fragment MA-[D-Leu4]-OB3 (LF) enhances the steroidogenic eùect of human chorionic gonadotropin (hCG) in 
rats fed a standard diet. An even more urgent task is to assess its eùect on testicular steroidogenesis in conditions of 
obesity, which reduces reproductive functions in men. The aim of the work was to study the ability of LF (200 µg/kg, 
intranasally, 3 days) to modulate the eùect of hCG (10 IU/rat, subcutaneously, once) on testicular steroidogenesis 
in rats with obesity induced by a high-fat/high-carbohydrate diet (HFHCD), and also to evaluate influence of the 
GnRH receptor antagonist cetrorelix (ANT, 75 µg/kg, subcutaneously, 3 days) on the eùects of LF. Male Wistar rats 
were used for the study and received HFHCD for 20 weeks. In obese rats, the level of the luteinizing hormone (LH) 
receptor in the testes was reduced and the expression of the Cyp11a1 gene, encoding the steroidogenic enzyme cyto-
chrome P450scc, was compensatory increased. LF administration enhanced the eùect of hCG on the testosterone 
level in the blood and the expression of the Star gene, encoding the cholesterol transport protein StAR, which indi-
cates the ability of LF to positively modulate the activity of the HPT axis in obesity. Co-administration of ANT and 
LF, on the contrary, reduced the stimulating eùect of hCG on testosterone levels and Star gene expression, which 
may be due to the testicular eùects of LF. Our data indicate the ability of LF to influence various components of the 
male gonadal axis under conditions of diet-induced obesity.

Keywords: leptin fragment, obesity, gonadotropin, testicular steroidogenesis, GnRH receptor antagonist, testoster-
one, intranasal administration
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

СОДЕРЖАНИЕ РТУТИ И НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ
АНТИОКСИДАНТОВ В ОРГАНИЗМЕ КОПЫТНЫХ
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Высокая токсичность ртути (Hg) представляет опасность для окружающей среды и человека, однако ис-
следования концентрации этого металла у  организмов наземных экосистем немногочисленны. Также 
мало внимания экотоксикологи уделяют изучению роли антиоксидантных витаминов в  защите клетки 
от токсичных металлов. Республика Карелия является одним из северо-западных регионов России, био-
геохимические особенности которого могут способствовать увеличению подвижности и биодоступности 
Hg в пищевых цепях. Цель работы состояла в определении концентрации Hg в печени, почках, мышце 
и шерсти копытных млекопитающих Республики Карелия (дикого кабана Sus scrofa L. и лося Alces alces L.) 
и анализе взаимосвязей между уровнем этого токсичного металла и содержанием некоторых низкомоле-
кулярных антиоксидантов – восстановленного глутатиона, ретинола и α-токоферола. Отмечены видовые 
и тканевые особенности изученных показателей у кабанов и лосей. Подтверждены обнаруженные други-
ми исследователями наблюдения о том, что всеядные виды по сравнению с растительноядными накапли-
вают в своем организме больше Hg, а также что этот токсичный металл преимущественно аккумулируется 
в почках, тогда как мышцы содержат его минимальное количество. Концентрация Hg в большинстве проб 
печени и почки кабанов и во всех исследуемых пробах этих же органов лосей находились в пределах норм, 
зарегистрированных для домашних свиней и  оленей соответственно. Зафиксированные нами уровни 
Hg в тканях и шерсти кабанов и лосей, в основном, были сопоставимы или ниже уровней этого метал-
ла, отмеченных у животных из других регионов России и других стран мира. У кабанов и лосей Карелии 
статистически значимых взаимосвязей между уровнем Hg и содержанием исследуемых антиоксидантов 
во внутренних органах обнаружено не было. Лоси характеризовались более высоким содержанием α-то-
коферола в организме, чем кабаны, что является особенностью данного вида растительноядных копытных 
млекопитающих. Результаты исследования свидетельствуют об относительно низком уровне загрязнения 
ртутью наземных экосистем Карелии.

Ключевые слова: токсичность, ртуть, ретинол, α-токоферол, глутатион, кабан, лось
DOI: 10.31857/S0044452924030022, EDN: YXVQXW

ВВЕДЕНИЕ
Ртуть (Hg, Hydrargyrum) является элементом, чья 

токсичность представляет серьезную угрозу для при-
роды в целом и здоровья человека в частности [1, 2]. 
Металл попадает в окружающую среду в результате 
вулканической деятельности, выветривания горных 
пород, а  также промышленной деятельности чело-
века [3], далее ртуть транспортируется и  перерас-
пределяется между основными компонентами окру-
жающей среды (воздухом, почвой и  водой), пока 
в конечном итоге не будет удалена из системы путем 
залегания в  прибрежных и  глубоководных океани-
ческих и озерных отложениях и подземных почвах. 

В  окружающей среде металл может присутствовать 
в  элементарной форме или в  виде различных хи-
мических соединений, включая неорганические 
и  органические. Последние, особенно метилртуть 
(CH3Hg), обладают большей токсичностью для рас-
тений и животных, чем неорганические [3].

Ртуть поступает в организм животных и челове-
ка с пищей, при дыхании, а также через кожу и ак-
кумулируется, в основном, в ЦНС, почках и печени 
[4]. У  человека, птиц и  млекопитающих [4, 5] по-
вышенные уровни CH3Hg приводят к  нарушениям 
функции нервной, гормональной и  выделительной 
систем, нарушениям двигательных функций, сни-
жению репродуктивной способности и гибели. Око-
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ло 90% соединений CH3Hg выводится с желчью че-
рез желудочно-кишечный тракт, в меньшей степени 
через почки с мочой.

Считается, что токсическое действие металлов 
(в  том числе и  Hg) при хроническом воздействии 
во многом аналогично окислительному стрессу, ин-
дуцированному активными формами кислорода 
(АФК) [2, 6]. Для противодействия окислительным 
повреждениям, опосредованным металлами, край-
не важно взаимодействие как эндогенных, так и эк-
зогенных антиоксидантов. В экотоксикологических 
исследованиях достаточно часто фигурирует груп-
па эндогенных антиоксидантов  – глутатион (GSH, 
γ-глутамил-цистеинил-глицин), ферменты супе-
роксиддисмутаза, глутатион-зависимые ферменты 
и  каталаза [7], тогда как мало внимания уделяется 
изучению роли антиоксидантных витаминов (рети-
ноиды, α-токоферол и аскорбиновая кислота) в за-
щите клетки от токсичных металлов [8–10].

Витамины – это органические соединения, кото-
рые присутствуют в рационе в очень небольших ко-
личествах. Витамин Е является жирорастворимым 
природным антиоксидантом, в организме млекопи-
тающих его наиболее распространенной и биологи-
чески активной формой является α-токоферол [11]. 
Антиоксидантные свойства витамина Е обеспечива-
ют защиту компонентов клеточных мембран путем 
передачи фенольного водорода свободным радика-
лам, ингибируя тем самым цепные реакции распро-
странения свободных радикалов. Воздействие ток-
сичных металлов может опосредованно влиять на 
уровень витамина Е в клетке, который способен пре-
дотвращать окислительные повреждения свободны-
ми радикалами, вызванные CH3Hg [12] и Pb [9].

Ретиноиды  – это натуральные или синтетиче-
ские соединения со структурой, сходной с  ретино-
лом, и  среди этого обширного комплекса молекул 
те природные формы, которые способны проявлять 
биологическую активность, объединены термином 
“витамин А” [13]. Ретиноиды необходимы для жиз-
ненно важных биологических функций  – роста, 
развития, дифференцировки клеток, иммунитета, 
размножения и  зрения. Ретинол является предше-
ственником для биосинтеза двух важнейших био-
логически активных метаболитов ретиналя и  ре-
тиноевой кислоты. Ретиноевая кислота регулирует 
физиологические процессы, являясь лигандом ядер-
ных рецепторов, тогда как альдегидная форма важна 
для зрения [13]. Имеются сведения, что ретиноиды 
защищают клетки от окислительного стресса, уда-
ляя свободные радикалы и  препятствуя выработке 
АФК [14]. Предполагают, что положительная взаи-
мосвязь между концентрацией Cd в  почках и  кон-
центрацией ретиноидов в печени у рыб, обитающих 
в  загрязненных районах, является механизмом за-
щиты от окислительного повреждения, вызванного 

Cd [8]. В других работах сообщается об увеличении 
уровней ретиноидов у диких животных в связи с за-
грязнением Fe, Zn, Cu [15], Hg [16] и Pb [9, 10].

Поскольку водные экосистемы являются важ-
ным компонентом глобального биогеохимического 
цикла ртути, хорошо изучены происходящие в  них 
метилирование и  биомагнификация этого металла 
[17]. Трансформация неорганической Hg анаэроб-
ными микроорганизмами донных отложений в тол-
ще воды приводит к  образованию CH3Hg, которая 
последовательно аккумулируется на разных трофи-
ческих уровнях пищевой цепи [18]. Рыбоядные пти-
цы, водные и околоводные млекопитающие, а также 
человек подвергаются гораздо более высокому риску 
накопления Hg в печени, почках и мышцах, чем ти-
пичные наземные гомеотермные хищники, предпо-
читающие питаться наземной добычей [2]. Дикие 
животные наземных экосистем, скорее всего, хро-
нически испытывают воздействие низких доз ртути, 
содержащейся в пище, воде и окружающем воздухе, 
но исследования концентрации Hg у организмов на-
земных экосистем немногочисленны [2, 9, 10]. Од-
нако ввиду высокого уровня глобального загрязне-
ния окружающей среды ртутью такие работы крайне 
важны и необходимы [1, 2].

Проведенное нами исследование было сосредо-
точено на диких копытных млекопитающих (каба-
нах Sus scrofa L. и лосях Alces alces L.), обитающих на 
северо-западе России в  Республике Карелия. Эти 
виды животных часто используются в экотоксиколо-
гических исследованиях в качестве биоиндикаторов 
загрязнения окружающей среды [2], они представ-
ляют один из высших трофических уровней лесных 
экосистем, предшествующий хищникам и человеку; 
кабан является всеядным, а  лось  – растительнояд-
ным животным. В настоящее время сведения о со-
держании Hg у копытных животных России и Евро-
пы фрагментарны и малочисленны [2, 19–22].

При изучении накопления ртути в основных есте-
ственных природных и  урбанизированных средах 
Карелии [23] выявлено, что уровни этого металла 
в почве и растительности в некоторых исследован-
ных районах не превышают принятых в России нор-
мативов и близки к фоновым. Также близки к фоно-
вым и значения концентрации Hg в воде и донных 
отложениях. Тем не менее, особенностью поверх-
ностных вод Карелии является повышенная аци-
дификация, что увеличивает подвижность и биодо-
ступность ртути в пищевых цепях [24].

Цель работы состояла в  определении концентра-
ции ртути в печени, почках, мышце и шерсти назем-
ных копытных млекопитающих Республики Карелия, 
а  также анализе взаимосвязей между уровнем этого 
токсичного металла и содержанием низкомолекуляр-
ных антиоксидантов – GSH, ретинола и α-токоферо-
ла. Ранее [25] нами были исследованы в возрастном 
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аспекте уровни указанных антиоксидантов у кабанов, 
обитающих на северо-западе России (территории 
Республики Карелия и Ленинградской области).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования
Биологический материал был получен от кабанов 

(Sus scrofa L.) и лосей (Alces alces L.), добытых в ре-
зультате легальной охоты в Республике Карелия во 
время охотничьих сезонов 2017–2022 гг. Учитывали 
пол, возраст (по  прорезыванию зубов и  их замене 
[26]) и массу тела каждого животного. Использова-
ли образцы тканей шерсти, печени, почки и мыш-
цы задней конечности у 35 диких кабанов и 16 ло-
сей, обитающих в естественной среде на территории 
Лахденпохского, Сортавальского и  Пряжинского 
районов Республики Карелия. Поскольку влияния 
района обитания на исследуемые показатели обна-
ружено не было, данные, полученные на животных 
трех исследуемых районов Республики Карелия, бы-
ли объединены в  общий пул. Выборка кабанов со-
стояла из 15 самцов и 20 самок, 0.5–6 лет, массой те-
ла 20–70 кг; выборка лосей – из 10 самцов и 6 самок, 
1.5–8 лет, массой тела 100–350 кг. Животные были 
разделены на возрастные группы: сеголетки (< 1 го-
да), молодые (1.5 года для кабанов и 1.5–2.5 лет для 
лосей) и взрослые (> 2 лет для кабанов и > 3 лет для 
лосей). Поскольку биологический материал соби-
рался в  полевых условиях охотниками, по разным 
техническим причинам набор биоматериала (пе-
чень, почка, мышца, шерсть) от животных не в ка-
ждом случае был полным. Согласно рекомендациям 
[27], образцы внутренних органов были взяты у жи-
вотных в  течение первых 2 ч после смерти и  были 
немедленно помещены охотниками в сухой лед для 
транспортировки в  лабораторию, где впоследствии 
хранились при температуре –80°C до анализа.

Методы исследования
Содержание ртути в  образцах определяли на 

ртутном анализаторе РА-915+ с  приставкой ПИРО 
(“Люмэкс”, г. Санкт-Петербург) атомно-абсорбци-
онным методом холодного пара без предваритель-
ной пробоподготовки [28]. Точность аналитических 
методов измерения контролировали с  использова-
нием сертифицированного биологического матери-
ала DORM-2 и DOLM-2 (Институт химии окружа-
ющей среды, Оттава, Канада). Концентрацию ртути 
измеряли в мкг/кг сырой массы ткани.

Определение содержания ретинола, токоферола, 
глутатиона и  общего белка выполнены на научном 
оборудовании Центра коллективного пользования 
ФИЦ “Карельский научный центр Российской ака-
демии наук”.

Для определения содержания витаминов [29] на-
вески тканей (100  мг) гомогенизировали в  0.9  мл 
0.25  М раствора сахарозы (pH  7.4), содержащей 
0.001  М динатриевой соли этилендиаминтетраук-
сусной кислоты (ЭДТА-Na2). В  конические поли-
этиленовые пробирки вносили 0.25 мл гомогената 
и добавляли 0.25 мл 0.025% раствора бутилгидрок-
ситолуола в этаноле, после чего тщательно смеши-
вали содержимое пробирки для осаждения белков. 
Затем добавляли 0.5 мл 0.0125% раствора бутилги-
дрокситолуола в  н-гексане, энергично встряхива-
ли в течение 5 мин, центрифугировали 10 мин при 
3000 g и оставляли образцы на холоде (4°C) в тече-
ние 40 мин. В гексановом слое на микроколоночном 
жидкостном хроматографе “Милихром-6” (Россия) 
с УФ-детектором определяли концентрации α-токо-
ферола и ретинола при длине волны 292 и 324 нм со-
ответственно. Использовали хроматографическую 
колонку с  прямой фазой (КАХ-5-80-4, Россия), 
элюирование проводили в изократическом режиме, 
скорость потока элюента 200 мкл/мин. Элюентом 
служила смесь гексана с  изопропанолом в  соотно-
шении 98.5:1.5. Для построения калибровочных кри-
вых использовали стандартные растворы ретинола 
и  α-токоферола (Sigma, США), расчет содержания 
витаминов проводили методом внешнего стандарта.

Для определения содержания GSH [30] 50 мг тка-
ни гомогенизировали в 2 мл 0.02 М ЭДТА-Na2. По-
сле центрифугирования (15 мин при 5000 g)  1 мл 
супернатанта смешивали с 4 мл дистиллированной 
воды и 1 мл 50% трихлоруксусной кислоты. Смесь 
периодически встряхивали в  течение 10–15 мин, 
затем центрифугировали 15 мин при 3000 g. После 
центрифугирования 1 мл супернатанта смешивали 
с  2 мл 0.4 М трис-буферного раствора, добавляли 
0.1 мл реактива Эллмана и встряхивали смесь. Опти-
ческую плотность измеряли спектрофотометриче-
ски (λ = 412 нм, СФ 2000, Россия) и выражали в мк-
моль/г белка.

Содержание белка определяли по методу Лоури 
[31] с использованием бычьего сывороточного аль-
бумина в качестве стандарта.

Следует отметить, что существует частичное пе-
ресечение данных по уровням ретинола, α-токофе-
рола и глутатиона в печени, почке и мышце у 24 ка-
банов Республики Карелия между данной работой 
и уже опубликованным исследованием [25]. То есть 
в этих двух статьях только частично использовались 
одни и  те же данные по некоторым кабанам, оби-
тающим в Карелии. Однако, несмотря на это, цели 
этих двух статей – совершенно разные. Статья [25] 
содержит данные по уровням низкомолекулярных 
антиоксидантов у кабанов (n=65) разного возраста, 
обитающих на территории северо-запада России 
(Республики Карелия и  Ленинградская область). 
Настоящая работа рассматривает степень загрязне-
ния ртутью наземных экосистем (на примере копыт-
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ных млекопитающих, как кабана (n=35), так и ло-
ся (n=16)) Республики Карелия и  включает в  себя 
оценку возможных взаимосвязей уровня этого ток-
сиканта с  низкомолекулярными антиоксидантами.

Статистическая обработка данных
Полученные данные обрабатывали общеприня-

тыми методами статистики в программах MS Excel 
и Statgraphics Plus 5.0 согласно рекомендациям [32]. 
Выборки имели распределение, отличающееся от 
нормального, поэтому данные в таблице представ-
лены в  виде медиан, а  также нижнего и  верхнего 
квартилей [Me (Q1; Q3]. Для оценки влияния по-
ла и  возраста на исследуемые показатели исполь-
зовали критерий Краскела–Уоллиса (Kruskal–
Wallis H-test, непараметрический дисперсионный 
анализ). В  связи с  тем что статистически значи-
мого влияния этих факторов обнаружено не бы-
ло (за  исключением влияния возраста на уровень 
ретинола в  печени кабанов), данные по самкам 
и самцам одного вида разного возраста были объе-
динены. Для оценки межвидовых различий показа-

телей использовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни (Mann–Whitney test). Для выявле-
ния взаимосвязей, а  также оценки их силы и  на-
правленности между изучаемыми показателями 
использовали корреляционный анализ (ранговый 
критерий Спирмена). Статистически значимыми 
считали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Выявлено влияние возраста на уровень рети-

нола в  печени кабанов (H= 8.57, p<0.01): у  живот-
ных 3-й возрастной группы (взрослые) [13.36 (11.96; 
14.75)] этот показатель был выше, чем у сеголетков 
[31.93 (26.56; 37.30)]. Концентрации Hg, α-токо-
ферола и  GSH в  органах (печень, почка, мышца) 
и шерсти (для Hg) кабанов и лосей в исследованные 
возрастные периоды статистически не различались 
(p>0.05). С учётом этого данные по животным раз-
ного возраста одного вида были объединены. Содер-
жание Hg, ретинола, α-токоферола и GSH в биоло-
гическом материале кабанов и лосей без разделения 
на возрастные группы представлено в табл. 1.

Таблица 1. Содержание ртути и антиоксидантов в организме кабанов и лосей [Me (Q1; Q3)]

Показатель Биоматериал
Вид животного Межвидовые 

различия (критерий 
Манна–Уитни, р)Кабан Лось

Ртуть, мкг/кг

печень 11.0 (5.0; 18.0)
n=28

2.0 (1.0; 5.0)
n=15 < 0.01

почка 46.0 (29.0; 66.0)
n=29

45.5 (29.0; 70.0)
n=14 > 0.05

мышца 4.0 (1.0; 6.0)
n=19

1.0 (0.3; 1.0)
n=13 < 0.01

шерсть 23.0 (4.0; 27.0)
n=9

5.0 (2.0; 8.0)
n=8 > 0.05

Глутатион,
мкмоль/г белка

печень 5.96 (4.96; 7.68)
n=29

10.19 (6.09; 16.11)
n=4 > 0.05

почка 8.81 (6.22;13.13)
n=29

15.29 (8.43; 16.10)
n=4 > 0.05

мышца 7.09 (5.51; 10.17)
n=17

22.89 (13.26; 28.95)
n=4 > 0.05

α-Токоферол, мкг/г

печень 2.84 (1.44; 4.43)
n=27

16.83 (10.36; 33.41)
n=14 < 0.001

почка 1.63 (0.87; 2.66)
n=26

9.01 (4.64; 13.25)
n=12 < 0.001

мышца 1.48 (1.22; 3.87)
n=17

5.35 (2.78; 12.04)
n=10 < 0.05

Ретинол, мкг/г

печень 20.36 (12.74; 32.02)
n=27

20.37 (6.18; 31.60)
n=14 > 0.05

почка 1.04 (0.45; 1.57) n=26 1.32 (0.82; 2.22)
n=12 > 0.05

мышца 0.33 (0.25; 0.39) n=16 0.33 (0.28; 0.43)
n=10 > 0.05
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Уровни исследованных показателей различались 
между тканями у  одного вида (табл.  1). Так, среди 
органов кабанов и  лосей именно почка отличалась 
самой высокой концентрацией ртути, тогда как в пе-
чени накапливались ретинол и  α-токоферол. Уро-
вень GSH был выше в почке кабана и мышце лося 
по сравнению с другими органами.

Межвидовые различия показателей (критерий 
Манна–Уитни, p<0.05) выразились в более высоком 
уровне ртути в печени и мышце у кабанов по сравне-
нию с лосями, в более высокой концентрации α-то-
коферола в печени, почке и мышце лосей по сравне-
нию с кабанами (табл. 1).

Сравнение данных по содержанию ртути в  пе-
чени и почке кабанов и лосей Карелии с уровнями 
этого металла, указанными для домашних свиней 
и  оленей соответственно [33], показало, что боль-
шинство проб органов кабанов и  все исследуемые 
пробы органов лосей содержали оптимальный уро-
вень ртути (табл. 2).

Таблица 2. Процент (%) образцов тканей дикого кабана 
и лося, содержащих концентрацию ртути, сопоставимую 
с  референсными значениями элемента для домашних 
свиней и оленей соответственно [33]

Вид 
животного Орган Процент (%) 

образцов тканей

Референсные 
значения Hg, 

мкг/кг

Кабан
печень 89.3% (n = 25) < 30
почка 86.2% (n = 25) < 100

Лось
печень 100% (n = 15) < 100
почка 100% (n = 14) < 100

Корреляционный анализ показал наличие толь-
ко положительных взаимосвязей между некоторы-
ми исследуемыми показателями (рис. 1). У  каба-

нов большинство связей между показателями были 
средней силы (r = 0.3–0.7), только связь между кон-
центрациями ртути в  печени и  шерсти являлась 
сильной (r ≥ 0.7). У лосей все отмеченные статисти-
чески значимые связи (между уровнями α-токофе-
рола в  исследуемых органах) оказались сильными 
(r  ≥ 0.7). Не обнаружено статистически значимых 
связей между концентрацией ртути и уровнями ан-
тиоксидантов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Исследование содержания ртути в органах и шер-

сти двух видов копытных млекопитающих Респу-
блики Карелия показало существенные межвидовые 
различия в  накоплении этого токсичного металла 
в  организме. С  большой долей вероятности мож-
но утверждать, что пищевые предпочтения кабана, 
а именно его всеядность, послужили причиной более 
высокого содержания ртути в печени и мышце этого 
вида животных по сравнению с лосем. Рацион каба-
на на 80–90% состоит из пищи, добытой из почвы, 
и  включает растительные (культурные растения, 
травы, корни, кору деревьев и кустарников, ягоды), 
и животные корма (черви, насекомые, мелкие мле-
копитающие, яйца и  птенцы наземногнездящихся 
птиц, остатки павших животных), а также грибы [34, 
35]. Такая диета делает кабана подходящим живот-
ным для исследований уровней токсикантов в дикой 
природе. Лось относится к типичным дендрофагам, 
но в бесснежный период поедает много травянистых 
кормов. Список употребляемых лосем в пищу кор-
мов весьма широк и в разных частях ареала состав-
ляет от 33 до 133 видов растений, лишайников и гри-
бов [36]. Другие исследователи также отмечают, что 
всеядные виды по сравнению с растительноядными 
и хищниками накапливают больше токсичных эле-
ментов (в том числе и ртути) в своем организме [37].

( a) ( b)

Рис. 1. Статистически значимые (p < 0.05) положительные корреляционные связи (критерий Спирмена) между изученными 
показателями у кабанов (a) и лосей (b) Республики Карелия. Показатели: AT – α-токоферол, GSH – глутатион, Hg – ртуть, 
R – ретинол. Биологический материал: kidney – почка, liver – печень, muscle – мышца, hair – шерсть. Сплошная линия – 
сильная взаимосвязь (r ≥ 0.7) между показателями, пунктирная линия – взаимосвязь средней силы (r = 0.3–0.7).
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Также мы отметили тканеспецифичность распре-
деления ртути в организме исследованных животных: 
содержание этого металла уменьшалось в  ряду поч-
ка  – шерсть  – печень  – мышца. Подобная законо-
мерность отмечается и другими исследователями [38]. 
В то время как печень является органом, отвечающим 
за метаболизм Hg, и индикатором кратковременного 
воздействия этого токсиканта на организм, именно 
почки наряду с ЦНС являются органами-мишенями 
ртути и  могут накапливать неорганические формы 
Hg [4]. Из-за накопления ртути в почках часто наблю-
дается острая почечная недостаточность [4].

На сегодняшний день референсные значения 
концентрации Hg в организме диких копытных жи-
вотных не определены, поэтому мы сравнивали по-
лученные нами данные с данными, указанными для 
печени и  почки домашних свиней и  оленей [33]. 
Значения этого показателя для домашних живот-
ных могут не совпадать с уровнями металла, присут-
ствующими в тканях диких кабанов и лосей, но та-
кое сравнение дает некоторое представление о том, 
является ли уровень Hg у диких животных высоким 
или низким. Согласно данным [33], концентрация 
Hg в большинстве проб печени и почки кабанов и во 
всех исследуемых пробах этих же органов лосей на-
ходились в пределах оптимальных значений, зареги-
стрированных для свиней и оленей, соответственно.

Концентрации Hg в  тканях и  шерсти кабанов 
и лосей Карелии были сопоставимы или ниже уров-
ней этого металла, зафиксированными у  живот-
ных из других регионов России (Вологодская обл. 
[20, 21]; Кемеровская обл. [22]) и других стран мира 
[38–42]. Тем не менее у кабанов и лосей Карелии со-
держание Hg оказалось выше по сравнению с тако-
вым у животных Алтая и Белгородской области [43, 
44]. Также мы обнаружили положительные взаимос-
вязи между концентрациями Hg в  печени и  почке 
и в печени и шерсти диких кабанов Карелии.

Характерной особенностью токсичности метал-
лов является нарушение работы ферментных систем 
и индукция окислительного стресса за счет генера-
ции АФК, которые способны повреждать липиды 
и  ДНК [6]. Активация механизмов антиоксидант-
ной защиты организма зависит от многих факторов 
окружающей среды, включая загрязнение токсич-
ными элементами. Так, предыдущие исследования 
выявили изменения антиоксидантов у  млекопита-
ющих и человека в ответ на окислительный стресс, 
вызванный Cd и Pb [9, 10]. Соединения As, Pb и Hg 
приводили к повышению уровня АФК, перекисного 
окисления липидов и  активности глутатионперок-
сидазы, что сопровождалось снижением активности 
супероксиддисмутазы и каталазы и снижению кон-
центраций окисленной и  восстановленной форм 
глутатиона в  крови и  тканях крыс [45]. Введение 
в организм мышей соединений Hg приводило к уве-
личению активностей антиоксидантных ферментов 

и повышению уровня GSH [46]. В организме ртуть 
легко и  прочно связывается с  сульфгидрильными 
(тиоловыми) группами (–SH) белков, пептидов, 
аминокислот и небелковых тиолов цистеина и GSH. 
Последний является важным антиоксидантом мле-
копитающих, который предотвращает поврежде-
ние клеточных структур, вызванное АФК и другими 
факторами, включая Hg(II) и CH3Hg.

У кабанов и лосей Карелии статистически значи-
мых взаимосвязей между уровнем ртути и содержа-
нием исследуемых антиоксидантов (GSH, ретинол 
и токоферол) во внутренних органах обнаружено не 
было. По всей видимости, концентрация Hg в орга-
низме животных недостаточно высока, чтобы вы-
зывать активацию антиоксидантной защиты вну-
тренних органов. У диких млекопитающих Украины 
(кабан, косуля, заяц и лисица) уровень Hg в печени, 
почке и мышце также не коррелировал с уровнями 
антиоксидантов (активностью антиоксидантных 
ферментов) [38]. Восстановленная форма глутати-
она (GSH) и связанные с ней ферменты считаются 
наиболее надежными биомаркерами окислительно-
го стресса, лежащего в основе токсичности металлов 
при антропогенном загрязнении среды [6]. Другие 
исследователи [9, 10] обнаружили увеличение содер-
жания GSH в печени дикого кабана из региона с вы-
сокой антропогенной нагрузкой (загрязнение свин-
цом). У кабанов Карелии отмечены положительные 
взаимосвязи умеренной силы между концентрация-
ми GSH в печени и почке и в печени и мышце.

В нашем исследовании мы также определяли со-
держание витаминов-антиоксидантов α-токоферола 
и ретинола. Их роль в антиоксидантной защите ор-
ганизма наземных млекопитающих от токсичности 
металлов в литературе изучена слабо. У крыс пред-
варительное добавление ретинола в  пищу приво-
дит к толерантности к гепатотоксичности Cd за счет 
индукции металлотионеина в печени [47]. Введение 
в  рацион крыс витамина Е предотвращало и  смяг-
чало последствия токсического воздействия Pb на 
структуру и функцию почек [48]. Ранее были обна-
ружены [9, 10] изменения в статусе витаминов А и Е 
у диких кабанов из зоны добычи Pb. У животных на-
блюдалось значительное снижение содержания ре-
тинилстеарата в печени, повышение уровня свобод-
ного ретинола и  отрицательная взаимосвязь между 
α-токоферолом в печени и Pb в костях.

Лоси Карелии характеризовались более высо-
ким содержанием α-токоферола в  организме, чем 
кабаны. По всей вероятности, это является особен-
ностью данного вида растительноядных копытных 
млекопитающих [49], которые получают витамин 
Е, поедая растения, в  частности их зеленые части, 
богатые α-токоферолом. Лабильный пул витами-
на Е имеется в  плазме и  печени; депонируется ви-
тамин в  жировой ткани [50]. Дефицит витамина Е 
(совместно с дефицитом селена) приводит к феталь-
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ной смертности и абортам, а также к беломышечной 
болезни. У лосей Карелии мы обнаружили сильные 
взаимосвязи между концентрациями α-токоферола 
в исследованных органах, у кабанов эти связи были 
умеренной силы. Выявленные взаимосвязи, очевид-
но, свидетельствуют об адекватном поступлении ви-
тамина Е с  пищей. Печень является основным ор-
ганом, который регулирует гомеостаз витамина Е 
в организме и обеспечивает потребность перифери-
ческих органов и тканей в этом витамине [51].

Отмечают, что α-токоферол может действовать 
как регулятор активности некоторых антиоксидант-
ных ферментов [52], витамин обладает выраженным 
синергетическим действием с ретинолом и улучшает 
его доступность для организма животных [9, 10, 53]. 
Антиоксидантные свойства α-токоферола сохра-
няют целостность молекул ретинола и каротина от 
окислительного разрушения на разных стадиях их 
метаболизма в организме животных. Вероятно, по-
этому у кабанов Карелии мы выявили взаимосвязь 
между уровнями ретинола и  токоферола в  почке. 
Возраст дикого кабана оказался значимым факто-
ром, влияющим на содержание ретинола в  печени 
этого вида животных. Аналогичные результаты были 
получены ранее на нескольких видах птиц и млеко-
питающих [54]. Печень играет важную роль в гомео-
стазе витамина А  в  качестве основного органа де-
понирования этого витамина и биотрансформации 
ретиноидов. Ретинол является метаболически ак-
тивной формой витамина А, а его возрастное нако-
пление в печени кабанов отражает достаточное по-
ступление этого витамина с пищей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном исследовании мы ставили перед собой 

цель сравнить концентрацию ртути в организме двух 
видов копытных млекопитающих Республики Каре-
лия и проанализировать взаимосвязи между уровнем 
этого токсичного металла и содержанием некоторых 
антиоксидантов  – глутатиона, ретинола и  α-токо-
ферола. Подобных исследований на объектах назем-
ных экосистем ранее не проводилось. Обнаружены 
видовые и тканеспецифичные особенности изучен-
ных показателей у кабанов и лосей. Концентрация 
ртути в большинстве проб печени и почки кабанов 
и во всех исследуемых пробах этих же органов лосей 
находились в пределах оптимальных значений, заре-
гистрированных для домашних свиней и оленей, со-
ответственно. Зафиксированные нами уровни рту-
ти в  тканях и  шерсти карельских кабанов и  лосей, 
в основном, были сопоставимы или ниже уровней, 
отмеченных у животных из других регионов России 
и других стран мира. У кабанов и лосей Карелии ста-
тистически значимых взаимосвязей между уровнем 
ртути и содержанием исследуемых низкомолекуляр-
ных антиоксидантов во внутренних органах обна-

ружено не было. По всей видимости, концентрация 
ртути в организме животных недостаточно высока, 
чтобы вызывать активацию антиоксидантной за-
щиты внутренних органов. Лоси характеризовались 
более высоким содержанием α-токоферола в  орга-
низме, чем кабаны, что обусловлено особенностями 
питания данного вида растительноядных копытных 
млекопитающих. Результаты исследования могут 
свидетельствовать об относительно низком уровне 
загрязнения ртутью наземных экосистем Карелии.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Для данного исследования не требовалось одобре-

ния биоэтического комитета ИБ КарНЦ РАН, посколь-
ку биологический материал был получен от животных, 
добытых в  результате легальной охоты, сроки которой 
были определены в  соответствии с  Приказом Мин-
природы России (от  16.11.2010 № 512 “Об утверждении 
Правил охоты”), Указом главы Республики Карелия 
(от  20.09.2012 № 122 “Об определении параметров осу-
ществления охоты в  охотничьих угодьях на территории 
Республики Карелия, за исключением особо охраняе-
мых природных территорий федерального значения”). 
Животные были застрелены охотниками во время охот-
ничьих сезонов 2017–2022 гг.
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THE MERCURY AND LOW MOLECULARWEIGHT ANTIOXIDANTS 
LEVELS IN UNGULATES OF THE REPUBLIC OF KARELIA

S. N. Kalininaa, #,  V. A. Ilyukha,  V. T. Komovb,  I. A. Zaitsevaa,
I. V. Baishnikovaa,  D. V. Panchenkoa  and  E. P. Antonovaa

aInstitute of biology of Karelian Research Centre of Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russia
bPapanin Institute for Biology of Inland Waters Russian Academy of Sciences, Borok, Russia
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The high toxicity of mercury (Hg) poses a danger to the environment and humans, but studies of the concentration 
of this metal in organisms of terrestrial ecosystems are few. Ecotoxicologists also pay little attention to studying the 
role of antioxidant vitamins in protecting cells from toxic metals. The Republic of Karelia is one of the northwestern 
regions of Russia, the biogeochemical features of which can contribute to an increase in the mobility and bioavail-
ability of Hg in food chains. The purpose of the work was to determine the concentration of Hg in the liver, kidneys, 
muscle and hair of ungulate mammals of the Republic of Karelia (wild boar Sus scrofa L. and moose Alces alces L.) 
and to analyze the relationship between the level of this toxic metal and the content of low molecular-weight antiox-
idants – reduced glutathione, retinol and α-tocopherol. Species and tissue-specific of the studied parameters in wild 
boars and moose are noted. The observations discovered by other researchers that omnivorous species accumulate 
more Hg in their tissues compared to herbivores, and also that this toxic metal is predominantly accumulated in the 
kidneys, while muscles contain a minimal amount, have been confirmed. Hg concentrations in most samples of 
liver and kidney of wild boars and in all samples of these same organs of moose were within the limits recorded for 
domestic pigs and deer, respectively. The levels of Hg we recorded in the tissues and hair of wild boars and moose 
were generally comparable to or lower than the levels of this metal noted in animals from other regions of Russia and 
other countries of the world. In wild boars and moose of Karelia, no statistically significant relationships were found 
between the Hg level and the content of the studied antioxidants in the internal organs. Moose were characterized by 
a higher content of α-tocopherol in the body than wild boars, which is a feature of this type of herbivorous ungulate 
mammal. The results of the study indicate a relatively low level of mercury pollution in terrestrial ecosystems in 
Karelia.

Keywords: toxicity, mercury, retinol, α-tocopherol, glutathione, wild boar, moose
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САМКИ МЫШЕЙ BALB/C ПРЕДПОЧИТАЮТ ЗАПАХ ПАРТНЕРОВ, 
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Выбор партнера является одним из чрезвычайно важных этапов полового отбора. Свободный выбор 
партнера, как правило, обеспечивает рождение наиболее жизнеспособного потомства. Так, в опытах на 
разных видах животных установлено, что выживаемость от момента рождения до достижения половой 
зрелости существенно выше у особей, рожденных при скрещивании в соответствии со свободным по-
веденческим выбором партнера, по сравнению с таковой при скрещивании вопреки выбору. Совершая 
свой выбор, самка может опираться на визуальные, слуховые или обонятельные сигналы. Но в настоящий 
момент в экспериментах с оценкой полового выбора используют взаимодействие с животным, а не с от-
дельными его сигналами, что не позволяет определить конкретный вклад каждого из них. Известно, что 
для грызунов решающую роль во внутривидовых взаимодействиях играет запах. По запаху особи способ-
ны распознать пол, репродуктивный статус, генотип, диету, а также состояние здоровья конспецифика. 
На данный момент крайне мало работ связывают конкретные сигналы, исходящие от самца, с инфор-
мацией о его отцовских эффектах. В своей работе мы оценили репродуктивный выход самцов, имевших 
возможность спаривания с  двумя самками, по числу живых эмбрионов, их массе и  массе их плацент. 
Затем летучую фракцию мочи этих самцов оценивали наивные самки в ольфакторных тестах. Образцы 
мочи самцов также были проанализированы при помощи хромато-масс-спектрометрического анализа. 
Оказалось, что наивные самки линии BALB/с предпочитают самцов, беременность от которых являлась 
малоплодной, по сравнению с самцами, беременность от которых являлась многоплодной. Возможность 
различить данные группы самцов была подтверждена инструментальным методом анализа. В то же время 
самки линии C57BL/6 не различали данные группы самцов. Другие параметры беременности не влияли на 
предпочтения самками мочи самцов.

Ключевые слова: ольфакторное предпочтение полового партнера, ольфакторный тест, линия мышей 
BALB/c, линия мышей C57BL/6
DOI: 10.31857/S0044452924030036, EDN: YXTOKC

ВВЕДЕНИЕ
Выбор партнера является одним из чрезвычайно 

важных этапов полового отбора, который необходим 
для поддержания внутрипопуляционной морфо-
функциональной изменчивости и устойчивого суще-
ствования вида в постоянно меняющейся среде оби-
тания [1]. Свободный выбор партнера, как правило, 
обеспечивает рождение наиболее жизнеспособно-
го потомства. Так, в  опытах с  участием разных ви-
дов животных было установлено, что выживаемость 
в  неонатальный и  постнатальный периоды значи-
тельно выше у особей, рожденных при спаривании 
в соответствии со свободным поведенческим выбо-
ром полового партнера, по сравнению с размноже-
нием с ограничением или отсутствием выбора [2–4].

Вклад самца в эти процессы ранее теоретически 
ограничивался лишь передачей “хороших генов”, 
либо генетической совместимостью с материнским 
организмом, как, например, в случае с генами глав-
ного комплекса гистосовместимости (MHC – main 
histocompatibility complex) [5]. В последнее десятиле-
тие появилось большое количество исследований, 
которые демонстрируют, что не только генотип сам-
ца может оказывать влияние на потомков [6, 7]. От-
меченные в работах отцовские эффекты, а именно – 
процессы, происходящие во взрослом отцовском 
организме, которые влияют на состояние потомков, 
могут быть реализованы разными путями: через со-
став спермальной жидкости [6], через эпигенетиче-
ские модификации генома гамет [8, 9], через актива-
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цию сигналами самца физиологических процессов 
в организме матери, влияющих на ход беременности 
и  заботу о  потомстве [10, 11]. Влияние онтогенеза 
самца на его потомство объясняет наличие отцов-
ских эффектов даже у генетически идентичных жи-
вотных [7, 12, 13].

Данные многочисленных исследований свиде-
тельствуют о  том, что выбор самкой полового пар-
тнера имеет селективный характер, и ключевую роль 
в этом процессе играют физиологические механизмы 
дистанционной рецепции [11, 14]. В зависимости от 
таксономической принадлежности и  видоспецифи-
ческого образа жизни самки используют зритель-
ные, слуховые или обонятельные анализаторы при 
выборе генетически комплементарного, либо наибо-
лее адаптированного к  конкретным условиям окру-
жающей среды полового партнера [15]. Однако бы-
ло установлено, что у  большинства видов грызунов 
в  качестве важнейшего сигнального фактора все же 
выступает запах [14]. Согласно Clutton-Brock, репро-
дуктивный успех – это количество копий генов, пере-
данных следующему поколению, которое также спо-
собно к  размножению [16]. Репродуктивный успех 
самца во многом определяется его способностью вла-
деть ключевыми ресурсами среды обитания, вклю-
чая корм, убежища и  живущих на контролируемой 
им территории самок, которые, как правило, имеют 
меньшие, чем самцы, индивидуальные участки [17]. 
Так, самки лабораторных мышей [18], а также рыжей 
полевки (Clethrionomys glareolus) демонстрируют боль-
шее предпочтение по отношению к  доминантным 
самцам, основывая свой выбор именно на запахе мо-
чи [19], при помощи которой самцы активно метят 
ареал своего обитания. На данный момент опубли-
кованы десятки работ, устанавливающих связь между 
физиологическими характеристиками самца и  ком-
понентным составом его мочи [20–23]. При этом 
связь состава мочи и репродуктивных характеристик 
самца остается практически не изученной.

В данной работе мы задались целью связать по-
казатели предпочтения самками мочевых меток сам-
цов с  характеристиками потомства, рожденного от 
тестируемых самцов. Для исключения влияния ин-
дивидуального генотипа животных на предпочтения 
полового партнера работа выполнена только с  ис-
пользованием инбредных линий лабораторных мы-
шей BALB/c и C57BL/6.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Содержание животных
Исследование выполнено на базе ЦКП SPF-ви-

варий ИЦиГ СО РАН. В  данной работе были ис-
пользованы самцы и самки линий мышей BALB/c 
и C57BL/6 в возрасте 8–10 недель на момент нача-
ла исследования. Животных содержали в  индиви-

дуально вентилируемых клетках (OptiMice, Animal 
Care, США) группами по 2–5 особей до начала экс-
периментов при свободном доступе к воде и грану-
лированному корму для мышей (“Чара”, Павлов-
Посад), искусственном фотопериоде 14С:10Т, тем-
пературе 22–24 °C и  относительной влажности 
30–70 %. В  качестве подстилочного материала ис-
пользовали березовые гранулы (ООО “Альбион”, 
Новосибирск). Корм и подстилочный материал по-
ступали к животным после стерилизации методом 
автоклавирования при 121 °C. Воду очищали при 
помощи фильтрационной системы Millipore. Все 
процедуры, выполненные в исследовании с участи-
ем животных, соответствовали этическим стандар-
там, утвержденным правовыми актами РФ, прин-
ципам Базельской декларации и  рекомендациям 
межинститутской биоэтической комиссией Ин-
ститута цитологии и генетики СО РАН, протокол 8 
от 19.03.2012.

Схема эксперимента
К  26 самцам линии BALB/c и  26 самцам линии 

C57BL/6, которые содержались одиночно в  клетке, 
подсаживали по 2 интактные самки соответствую-
щей линии для установления репродуктивных ка-
честв исследуемых самцов. Покрытых самок сразу 
же отсаживали от самца и  содержали одиночно до 
16 суток беременности, затем проводили эвтаназию 
и  некропсию (определяли количество плодов, их 
массу и массу их плацент). Покрытие самки опреде-
ляли по наличию вагинальной пробки.

Сбор образцов мочи самцов для проведения оль-
факторных тестов и  хроматографического анализа, 
проводили после каждого обнаруженного покры-
тия. Самцов помещали на чашку Петри, выделение 
мочи при отсутствии мочеиспускания стимулирова-
ли путем поглаживания в нижней части живота. Все 
собранные образцы незамедлительно замораживали 
и хранили при температуре –80°C в течение 4–6 не-
дель до последующего тестирования.

Оценка репродуктивного выхода
За 6 дней совместного содержания с двумя сам-

ками 25 из 26 самцов BALB/c совершили покрытия, 
у  17 из этих самцов они привели к  беременности 
самок (11 самцов оплодотворили одну, и  6  сам-
цов  – двух самок). Самцов разбили на группы  – 
с  маленькими и  большими пометами, вычисляя 
медианное значение среди полученных размеров 
помета. У двух самцов, покрывших две самки, по-
казатель одной из них был меньше медианного зна-
чения, а у другой – больше медианного. Оба самца 
при расчетах были определены в группу с больши-
ми пометами.
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Из 26 самцов линии C57BL/6 20 совершили по-
крытия, 11 из которых завершились беременно-
стью. У всех этих самцов только одна самка имела 
потомство.

Проведение ольфакторного тестирования
В  ольфакторном тестировании были задейство-

ваны 36 самок линии BALB/c и 48 самок C57BL/6. 
За сутки до тестирования самок рассаживали по ин-
дивидуальным клеткам.

Тестируемую мочу самцов размораживали в тече-
ние 1 часа при комнатной температуре. Далее под-
готавливали стимул: наносили на фильтровальную 
бумагу размером 5 мм×30 мм 20 мкл мочи и поме-
щали в усеченный на 5 мм наконечник для автома-
тической пипетки объемом 1 мл. Верх наконечника 
закрывали плотным шариков из ваты. Данные ма-
нипуляции проводили для того, чтобы у  самки не 
было прямого доступа к моче: таким образом, сам-
ка могла анализировать только летучие соединения 
мочи. Самки исследовали мочу самцов только своей 
линии.

Стимулы помещали в  углу домашней клетки 
животного, на расстоянии по 5  см от ближайших 
сторон клетки, закрепляя прищепками на крыш-
ке клетки таким образом, чтобы мышь могла до-
тянуться до кончика для обнюхивания. Тестирова-
ние проводили в течение 10 минут, в темную фазу 
при красном освещении, результаты записывали 
на видеокамеру. Каждый стимул предъявляли трем 
разным самкам для увеличения надежности по-
лучаемых статистических данных. Одна самка ис-
следовала только один стимул и участвовала в тес-
тировании только один раз. В  поведении самки 
анализировали общее количество подходов и  об-
щее время обнюхивания стимула.

Сразу после каждого ольфакторного тестирова-
ния у самок определяли стадию эстрального цикла 
[24], так как известно, что стадия цикла самки мо-
жет оказать влияние на ее поведение в  ольфактор-
ных тестах [11]. Полученные данные нормировали, 
вычитая из количества подходов каждой самки сред-
негрупповое значение количества подходов, рассчи-
танное для каждой из 4 стадий цикла и  прибавляя 
среднее, рассчитанное без учета стадии цикла. Ана-
логичное преобразование проводили для времени 
обнюхивания.

Газовая хроматография и масс-спектрометрия
Хромато-масс-спектрометрическим анализом 

исследовали 35 проб мочи и 8 проб воздуха в поме-
щении. Для концентрирования пробы использовали 
трубку – концентратор из нержавеющей стали с сор-
бентом Tenax TA. Пробу объемом 20 мкл переноси-
ли в  стеклянную виалу, объемом 4 мл и  продували 

аргоном с объемной скоростью 40 мл/мин при тем-
пературе 60°C. Поток аргона с парами пробы через 
кварцевый капилляр подавался в трубку-концентра-
тор, где происходила адсорбция компонентов про-
бы на сорбенте концентратора. Время адсорбции – 
20  мин. Температура сорбции  – 25°C. Для ввода 
пробы в хроматографическую колонку использова-
ли термодесорбер UNITY Series2 (Markes), темпера-
тура десорбции – 250°C.

Хроматографирование проводили на газовом 
хроматографе Agilent 7890A GC с колонкой HP-5MS 
длиной 30  м, диаметром 0.25  мм, толщиной плен-
ки НЖФ 0.25 мм. Условия: 3 мин при температуре 
40°C, затем повышение температуры со скоростью 
7°/мин до 250°C. В  качестве детектора использо-
вали масс-спектрометр Agilent 7000 Series Triple 
Quadrupole GC/MS. Полученные масс-спектры ве-
ществ сопоставляли с  базой данных NIST08 про-
граммой библиотечного поиска MassHunter.

Статистическая обработка данных
Статистический анализ полученных данных был 

выполнен с использованием пакета STATISTICA 6.0. 
Для выбора используемых статистических методов 
устанавливали нормальность распределения при-
знаков по критерию Колмогорова–Смирнова. Для 
обработки данных ольфакторного тестирования 
использовали анализ повторяющихся образцов Re-
peated Measure ANOVA, вычисляли мощность по-
лученных критериев (1-β). Попарное сравнение ис-
следуемых групп проводили при помощи критерия 
Тьюки (HSD-тест).

При анализе отдельных летучих органических со-
единений (ЛОС) мочи самцов использовали ANOVA 
и  коэффициент корреляции Пирсона. Для инте-
гральной характеристики паттернов ЛОС число ис-
ходных переменных было уменьшено с  помощью 
дискриминантного анализа частичных наименьших 
квадратов (PLS-DA), который широко использует-
ся в  биологических и  медицинских исследованиях, 
поскольку позволяет максимизировать разделение 
между группами наблюдения [25]. PLS-DA строит 
модель линейной регрессии, проецируя переменные 
в новое пространство, где Y является категориальной 
переменной [26]. Затем проводили двухфакторный 
дисперсионный анализ со значениями Y в качестве 
зависимой переменной, чтобы оценить распределе-
ние экспериментальных групп в пространстве осей.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Хроматографический анализ образцов мочи

Индивидуальные хроматограммы мочи интакт-
ных самцов насчитывали от 34 до 55 пиков (рис. 1). 
В общей сложности удалось зафиксировать 81 уни-
кальный пик. Часть соединений, будучи продуктами 
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обмена веществ не только мышей, присутствовали 
в воздухе лабораторных помещений и также детек-
тировались хроматографом, поэтому из дальнейших 
расчетов были исключены соединения, площадь 
пиков которых в  моче обеих исследуемых линий, 
не превышала таковые в пробах воздуха. Всего для 
дальнейших расчетов было выделено 32 пика.

Хроматографические профили отдельных жи-
вотных совпадали на 88% у  самцов линии BALB/c 
(индивидуальные корреляции пиков 0.939<r<0.998) 
и на 70% у самцов линии C57BL/6 (индивидуальные 
корреляции пиков 0.839<r<0.997).

Масс-спектрометрический анализ проводи-
ли для всех пиков для каждого исследуемого об-
разца. Из 32 выбранных соединений 30 пиков бы-
ли полностью идентифицированы, в  том числе 
были обнаружены два феромона самцов мышей: 
SBT и  экзобревикомин. При исследовании образ-
цов мочи самцов разных линий были обнаружены 
компоненты, детектируемые только у  одной из ис-
следуемых линий животных. Так, декан, ундекан 
и додекан присутствовали в моче самцов только ли-
ний мышей BALB/c, тогда как 1-[2-(2-метокси-1-
метилэтокси)-1-метилэтокси]-пропан-2-ол и  его 
стереоизомер были обнаружены в  моче самцов 
только линии C57BL/6. Среди веществ, детектиру-
емых у  обеих линий, моча самцов различалась по 
содержанию 9 компонентов: нонан (F(1, 33) =19.52, 
p=0.000, 1–β=0.99), диметилсульфон (F(1, 33) =28.81, 
p=0.000 1–β=0.99), 1-этил-3-метил-бензол 
(F(1, 33) = 4.40, p = 0.04, 1–β=0.53), декан (F(1, 33) =7.60,
p=0.01, 1–β=0.76), экзобревикомин (F(1, 33) =46.87, 
p=0.000, 1–β=0.99), ацетофенон (F(1, 33) =9.76, 
p=0.004, 1–β=0.86), о-толуидин (F(1, 33) =19.06, 
p=0.000, 1–β=0.99), α, α-диметил бензолметанол 
(F(1, 33) =5.32, p=0.03, 1–β=0.61), N-фенил-форма-
мид (F(1, 33) =10.91, p=0.002, 1–β=0.89). Примеча-
тельно, что известный феромон – экзобревикомин, 
а также 1-этил-3-метил-бензол, α, α-диметил бензо-

лметанол, декан и N-фенил-формамид были обна-
ружены в большем количестве в моче самцов линии 
BALB/c, тогда как количество остальных 4 соедине-
ний было большое в моче самцов C57BL/6.

Для дальнейшего анализа животные были раз-
биты по медианному значению каждого из репро-
дуктивных показателей. По количеству эмбрионов 
были сформированы две группы самцов  – имею-
щих “маленькие пометы” (у линии C57BL/6 от 1 до 
6 эмбрионов, у линии BALB/c – от 1 до 5 эмбрио-
нов) и “большие пометы” (у линии C57BL/6 от 7 до 
10 эмбрионов, у линии BALB/c – от 6 до 9 эмбри-
онов). В группу “маленькая масса” линии C57BL/6 
попали пометы со средней массой эмбриона от 
541 мг до 615 мг, для линии BALB/c – от 434 мг до 
482 мг, а в группу “большая масса” линии C57BL/6 – 
от 615 мг до 843 мг, для линии BALB/c – от 482 мг 
до 607 мг. Средняя масса плаценты на 16 сутки бе-
ременности также различалась между линиями мы-
шей. В  группу “маленькая масса плаценты” линии 
C57BL/6 попали пометы со средней массой плацент 
от 97 мг до 112 мг, для линии BALB/c – от 122 мг до 
132 мг, а в группу “большая масса плаценты” линии 
C57BL/6 – от 112 мг до 134 мг, для линии BALB/c – 
от 132 до 157 мг.

Известно, что некоторые физиологические состо-
яния могут быть закодированы относительным со-
держанием нескольких компонентов [21]. Для уста-
новления возможности разделения выбранных групп 
самцов по общей композиции соединений их мочи 
был использован метод PLS DA по всем 32 детекти-
рованным компонентам. HSD-тест не выявил значи-
мых различий между самцами C57BL/6, отличающи-
мися размером помета (Y1: р=0.94; Y2: р=0.96; Y3: 
р=0.17). При этом различия между компонентами 
мочи у самцов BALB/c (Y1: р=0.95; Y2: p=0.03; Y3: 
р=0.99) были зарегистрированы по второй компо-
ненте (рис.  2a). При анализе различий между ком-
понентами мочи самцов, имеющими разную мас-
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Рис. 1. Пример хроматограммы мочи самца линии BALB/с.
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су эмбрионов в  потомстве сравнение при помощи 
HSD-теста показало отсутствие различий между сам-
цами линии C57BL/6 по всем трем компонентам (Y1: 
р=0.83; Y2: р=0.72; Y3: р=0.37). Для самцов линии 
BALB/c вклад массы эмбрионов был достоверным 
для второй компоненты (Y1: р=0.93; Y2: р=0.04; Y3: 
р=0.99) (рис. 2b). Различия между самцами C57BL/6, 
отличающимися по массе плацент у потомства, на-
блюдались по третьей компоненте (Y1: р=0.74; Y2: 
р=0.68; Y3: р=0.05), в  то время как для групп сам-
цов линии BALB/c – по первой и второй компоненте 
(Y1: p=0.001; Y2: р=0.03; Y3: р=0.99) (рис 2c).

При анализе различий в  компонентном составе 
мочи между сформированными группами самцов не 
было обнаружено отличий по присутствию отдель-
ных компонентов.

Анализируя количественное содержание каждо-
го компонента в отдельности, не удалось разделить 
самцов в зависимости от размера их помета. Масса 
эмбрионов в  помете самцов была связана с  коли-
чественным содержанием этилбензола (F(1,  18) =9.57, 
p = 0.01, 1 – β = 0.83) в моче их отцов линии BALB/c, 
но данные результаты не наблюдались для сам-
цов линии C57BL/6. Количество этилбензола 
и 3-гептен-2-она было связано с массой плаценты 
плодов и было выше только у самцов линии BALB/c 
(F(1, 18) = 6.00, p = 0.03, 1 – β = 0.64), чьи эмбрионы 
имели массу плацент больше медианы. Таким об-
разом, используя отдельные компоненты мочи, не 
удается различить группы самцов линии C57BL/6 
ни по одному из выбранных признаков, тогда как 

( a) ( b) ( c)

Рис. 2. Распределение индивидуальных паттернов ЛОС самцов в пространстве осей PLS. (a): заполненный квадрат – самцы 
C57BL/6 с маленькими пометами, квадрат со штриховкой – самцы C57BL/6 с большими пометами, заполненный круг – 
самцы BALB/c с маленькими пометами, круг со штриховкой – самцы BALB/c с большими пометами. (b): заполненный ква-
драт – самцы C57BL/6 с маленькой массой плодов, квадрат со штриховкой – самцы C57BL/6 с большой массой плодов, 
заполненный круг – самцы BALB/c с маленькой массой плодов, круг со штриховкой – самцы BALB/c с большой массой 
плодов. (c): заполненный квадрат – самцы C57BL/6 с маленькой массой плацент у плодов, квадрат со штриховкой – самцы 
C57BL/6 с большой массой плацент у плодов, заполненный круг – самцы BALB/c с маленькой массой плацент у плодов, круг 
со штриховкой – самцы BALB/c с большой массой плацент у плодов.

Таблица 1. Результаты двухфакторного дисперсионного анализа ANOVA Repeated measures поведения самок линий 
C57BL/6 и BALB/c в ольфакторных тестах

Фактор Количество подходов Время обнюхивания
Линия F(1,24) =245.98, р<0.001, 1–β=1.00 F(1,24) =216.18, р<0.001, 1–β=1,00

Размер помета F(1,24) =11.85, р=0.002, 1–β=0.91 F(1,24) =15.73, р<0.001, 1–β=0,97

Линия*Размер помета F(1,24) =1.40, p=0.248, 1–β=0.21 F(1,24) =7.24, p=0.01, 1–β=0.73
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самцов линии BALB/c возможно различить по мас-
се потомков и массе их плацент.

Поведенческие реакции самок на мочу самцов
Двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA 

Repeated measures поведения самок в ольфакторных 
тестах показал значимое влияние количества эмбри-
онов в потомстве самца на количество и время об-
нюхивания самками его мочи в тестах ольфакторно-
го предпочтения (табл. 1).

Последующие сравнения при помощи post hoc 
критерия Тьюки выявили, что самки линии BALB/c, 
но не C57BL/6 предпочитают самцов, в  потомстве 
которых было зафиксировано меньшее количество 
эмбрионов. Это выражалось в большем количестве 
подходов и времени обнюхивания стимулов самка-
ми линии BALB/c (рис. 3a, b).

В то же время не было обнаружено взаимосвязи 
реакции самок на мочу самца в ольфакторных тестах 
и  массы эмбрионов в  потомстве тестируемых сам-
цов (F(1,24) =1.21, p=0.283 для количества подходов, 
F(1,24) =1.08, p=0.309 для времени обнюхивания), не-
смотря на наличие разницы в паттернах соединений 
мочи самцов линии BALB/c (рис. 2b). Последующие 
сравнения при помощи HSD-теста подтвердили от-
сутствие значимых различий.

Двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA 
Repeated measures поведения самок в  ольфактор-
ных тестах не выявил значимой связи между массой 
плаценты в  потомстве самца и  поведением самок 
в  тестах ольфакторного предпочтения (F(1,24) =0.04, 
p=0.84 для количества подходов, F(1,24) =0.82, p=0.37 
для времени обнюхивания). Последующие сравне-

ния при помощи post hoc критерия Тьюки подтвер-
дили отсутствие значимых различий в поведении са-
мок несмотря на то, что химический состав образцов 
позволял дифференцировать данные группы по об-
щей композиции (рис. 2b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Моча имеет как летучие, так и нелетучие компо-

ненты [27]. Ее состав неоднократно анализировался 
на жидкостных и газовых хроматографах с последую-
щей расшифровкой состава при помощи референс-
ных соединений или масс-спектрометрии, а  также 
при помощи электрофореза для идентификации 
белковой фракции. Наиболее изученной является га-
зовая составляющая мочи, список детектированных 
соединений в которой не раз публиковался исследо-
вателями [20–22]. При этом остается неясным – для 
передачи информации важна вся смесь или только 
некоторые ее составляющие. Так существуют рабо-
ты, в  которых различия между исследуемыми груп-
пами животных определялось наличием/отсутстви-
ем определенных компонентов [20]. Различия могли 
определялись и  на основании количественного со-
держания некоторых компонентов смеси [20]. Или 
же значимость для дискриминации образцов при-
обретают группы соединений и  их относительное 
содержание [21, 28, 29]. В нашей работе было проде-
монстрировано отсутствие различий в  компонент-
ном составе и относительном содержании каждого из 
веществ в отдельности при анализе групп самцов ли-
нии BALB/c различавшихся по количеству эмбрио-
нов. Различия удалось установить только с привлече-

( a) ( b )

Рис. 3. (a) – Количество подходов к образцам мочи самцов в зависимости от количества эмбрионов в их потомстве. (b) – 
Время обнюхивания образцов мочи самцов в зависимости от количества эмбрионов в их потомстве. HSD-test * – p <0.05, 
** – p <0.01
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нием в анализ все 32 детектированных компонента. 
В то же время самки BALB/c были способны разли-
чить данные группы самцов в  ольфакторном тесте, 
что позволяет предположить, что информация коди-
руется, главным образом, относительным содержа-
нием группы компонентов мочи, а  не их наличием 
или концентрацией отдельных веществ.

При работе с лабораторными животными, а тем 
более с инбредными линиями, всегда есть опасность 
выявления не общих закономерностей, а  индиви-
дуальной реакции конкретной линии, основанной 
на особенностях ее генотипа. Поэтому важно про-
водить сравнительные исследования генетически 
контрастных животных. Выбор линий C57BL/6 
и  BALB/c для изучения влияния репродуктивного 
успеха самцов мышей на химический состав и сиг-
нальные свойства их мочи был связан, с  одной 
стороны, с  широким использованием этих линий 
в научных экспериментах, а с другой, – с функци-
ональными особенностями животных этих линий. 
Прежде всего стоит отметить отличие двух иссле-
дуемых линий по MHC-локусам: H-2b у  C57BL/6 
и H-2d у BALB/c, что определяет различия в продук-
ции цитокинов T-клетками при развитии иммунной 
реакции [30], а также отличия в продукции рецепто-
ров B-лимфоцитами, макрофагами и дендритными 
клетками [31], что в совокупности приводит к раз-
личным путям реакции иммунной системы, которая, 
в свою очередь, играет весьма значимую роль в тече-
нии беременности и при взаимодействии мать–плод 
[13, 32]. Также животные исследуемых линий суще-
ственно различаются по чувствительности к запахо-
вым стимулам: мыши линии C57BL/6 на два порядка 
слабее реагируют на предъявляемые запахи, чем мы-
ши линии BALB/c [33]. Это находит подтверждение 
в ольфакторных тестах, где мы наблюдали меньшую 
исследовательскую активность самок C57BL/6 по 
сравнению с самками BALB/c по отношению к об-
разцам мочи самцов, что может свидетельствовать 
о их сниженной реакции на запаховые стимулы. Но 
не стоит исключать из рассмотрения и другие при-
чины. Так было показано, что самцы линии C57BL/6 
в  моче имеют значительно выше содержание MUP 
по сравнению с  BALB/c [34]. Помимо функции 
связывания летучих веществ мочи MUP обладают 
и  собственной сигнальной функцией [22, 27, 34]. 
Постановка эксперимента с  отсутствием прямого 
контакта с образцом исключает улавливание нелету-
чих компонентов образца мочи.

Репродуктивный успех определяется как количе-
ство копий генов, переданных следующему поколе-
нию, которое также способно к размножению [16]. 
Согласно данному определению, успех самца опре-
деляется количеством оставленных потомков. Ока-
залось, что репродуктивный успех самцов исследу-
емых линий, оцененный по числу их потомков, был 
связан с предпочтением их хемосигналов интактны-

ми самками. Так, мы наблюдали, что самки линии 
BALB/c предпочитали самцов, в  потомстве кото-
рых наблюдалось меньшее количество эмбрионов. 
Тем не менее данный результат хорошо согласуется 
с  гипотезой компенсации, выдвинутой Патрисией 
Говати и неоднократно подтверждавшейся впослед-
ствии [3, 13, 35]. В данных работах было показано, 
что самки, размножающиеся с непредпочитаемыми 
самцами, повышали свой репродуктивный выход 
через увеличение числа овулировавших яйцеклеток. 
В исследовании Герлинской с соавторами (2007) бы-
ло продемонстрировано, что самцы, имеющие боль-
шие затраты белка при маркировке (а значит, более 
привлекательные для самок и способные с большей 
вероятностью удержать свою территорию) имеют 
меньшее количество эмбрионов в  потомстве, чем 
самцы с низкой белковой экскрецией [36].

В  действительности не стоит забывать, что на 
репродуктивный успех влияет не только количе-
ство потомков, но и их жизнеспособность, а также 
способность впоследствии стать более конкуренто-
способными в  борьбе за полового партнера, оста-
вить потомство и позаботиться о нем [37]. Помимо 
количества потомков исследователи часто исполь-
зуют характеристики потомства для описания ре-
продуктивного успеха родителей, привлекая в  ана-
лиз такие показатели, как масса тела потомков, их 
навыки в строительстве гнезд, способность к доми-
нированию и т. д. – черты, которые, теоретически, 
позволяют выжить и  более успешно размножиться 
данным особям, нежели их конкурентам [2, 13]. При 
этом вклад отца в  развитие плода представляется 
достаточно значимым – экспрессия именно отцов-
ских генов преобладает в плаценте [38]. А изменения 
в фенотипе отцов, отражающиеся в импринтирова-
нии генома, влияют на массу тела потомства, длину 
тела, массу плаценты и т. д. [39]. В настоящем иссле-
довании также была обнаружена связь массы те-
ла потомков и их плацент с отцовским фенотипом, 
а именно – запаховым профилем самцов. При этом 
масса тела потомков и их плацент не являлась зна-
чимым показателем для наивных самок при оценке 
мочи самца в ольфакторном тесте.

Таким образом, мы наблюдаем, что даже интакт-
ные инбредные животные имеют различия в  про-
явлении фенотипических признаков. Такие пара-
метры, как профиль летучих соединений в  моче, 
способность покрывать самок, количество зачатых 
эмбрионов и  параметры их развития  – признаки, 
имеющие большую вариативность и  зависящие не 
только от генотипа отца и матери. Выбирая полового 
партнера, самки могут получить информацию о не-
которых его репродуктивных качествах, опираясь 
лишь на запаховый профиль мочевой метки самца. 
При этом более предпочтительным является спари-
вание, в результате которого будет зачато небольшое 
количество потомков, тогда как масса тела и плацен-
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ты потомства самца не играет значимой роли при 
выборе партнера самкой на основе запаха его мочи.
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FEMALE BALB/C MICE PREFER THE ODOR
OF MATES PRODUCING FEWER PROGENY
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Mate choice is the very important part of sexual selection. It is known that free mate choice is to provide the most 
viable oùspring are born. Researches on diùerent animal species found that viability from introduction to sexual 
maturity is significantly higher in individuals born in crossbreeding in accordance with free behavioral mate choice, 
compared to that in crossbreeding against the mate choice. Making the choice, the female may rely on visual, vocal 
or olfactory signals of male. Most of experiments evaluating sexual choice allowing interactions with the animal, 
making it impossible to determine the specific contribution of each separate signal. Odor play a crucial role in intra-
specific communication in rodents. Individuals are able to recognize sex, reproductive status, genotype, and diet and 
health condition conspecifics by odor. However, very few articles unite olfactory signals from the male to information 
about his paternal eùects. In our research, we mated a male with two females. The number of live embryos, their 
weight and the weight of fetal placentas evaluated reproductive success of males. Naive females in olfactory tests then 
evaluated the volatile urine fraction of the males. Male urine samples were also analyzed using chromatography-mass 
spectrometry analysis. In result, the naive BALB/c females prefer males with low number of fetus in the litter com-
pared to males with high number of fetus in the litter. Instrumental method of analysis approved the opportunity to 
diùerentiate between the groups of males. Other pregnancy parameters did not aùect naive females’ preference for 
male urine samples.

Keywords: Olfactory preference, mating choice, olfactory test, strain of mice BALB/c, strain of mice C57BL/6
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВЛИЯНИЕ ГИПЕРНАТРИЕМИИ НА РЕАБСОРБЦИЮ БЕЛКОВ 
В ПРОКСИМАЛЬНЫХ КАНАЛЬЦАХ ПОЧКИ
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© 2024 г.   Н. П. Пруцкова1, *, Е. В. Селиверстова1

1 Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, Санкт-Петербург, Россия
* e-mail: natprut@yandex.ru

Поступила в редакцию 14.02.2024 г.
После доработки 12.03.2024 г.

Принята к публикации 17.03.2024 г.

Реабсорбция белков в проксимальных канальцах почек происходит одновременно с транспортом ионов 
и воды, однако мало что известно о зависимости рецептор-опосредованного эндоцитоза белка от изме-
нений водно-солевого баланса. Целью исследования явилось изучение канальцевой реабсорбции и вну-
триклеточного везикулярного транспорта различных белков в модели гипернатриемии на озерных лягуш-
ках (Pelophylax ridibundus). В опытах лягушкам инъецировали гипертонический раствор хлорида натрия 
(0.75 М NaCl) за 1 ч до инъекции зеленого или желтого флуоресцентных белков (GFP или YFP), а также 
лизоцима. Для выявления лизоцима и рецептора эндоцитоза мегалина не срезах почек использовали ме-
тод флуоресцентной иммуногистохимии. Препараты изучали в  лазерном сканирующем конфокальном 
микроскопе. На полученных изображениях определяли интенсивность флуоресцентных сигналов белков 
и мегалина в эпителиальных клетках проксимальных канальцев. Для изучения динамики эндоцитоза при-
меняли автоматизированный метод количественной оценки колокализованных сигналов белка и мегали-
на. Установлено статистически достоверное снижение реабсорбции GFP, YFP и лизоцима в проксималь-
ных канальцах после инъекций раствора NaCl по сравнению с контролем. Показано накопление белков 
в раннем эндоцитозном компартменте и снижение их поступления в поздние эндосомы и лизосомы, что 
рассматривается как свидетельство замедления внутриклеточного везикулярного транспорта при гипер-
натриемии. Полученные данные проанализированы в связи с изменениями показателей крови и деятель-
ности почек в процессе осморегуляции, а также с ролью хлоридных каналов в рецептор-опосредованном 
эндоцитозе белков. Можно полагать, что усиление эпителиального транспорта ионов в проксимальных 
канальцах в условиях гипернатриемии приводит к снижению способности эпителиоцитов к реабсорбции 
белков и ингибированию их внутриклеточного транспорта в процессе эндоцитоза.

Ключевые слова: амфибии, лизоцим, мегалин, проксимальный каналец, реабсорбция белка, флуоресцент-
ный белок, хлоридный канал
DOI: 10.31857/S0044452924030047, EDN: YXHQKW

ВВЕДЕНИЕ
Основные механизмы регуляции водно-солевого 

баланса и эпителиального канальцевого транспорта, 
действующие в почках амфибий, во многом сходны 
с  таковыми у  млекопитающих. Это позволяет ис-
пользовать амфибий в качестве экспериментальных 
моделей для изучения физиологических процес-
сов, действующих в почках позвоночных животных, 
включая фундаментальные и эволюционные аспек-
ты [1]. Как известно, реабсорбция белков в  почке 
происходит в проксимальных канальцах нефронов. 
Согласно установленному рецептор-опосредован-
ному клатрин-зависимому пути [2–4], эндоцитоз 
белка начинается с  его взаимодействия с  рецеп-
торами (мегалином и  кубилином) на апикальной 
плазматической мембране и  интернализации это-

го комплекса в  составе эндоцитозных везикул при 
участии клатрина и адаптерных белков. После рас-
пада лиганд-рецепторного комплекса в  эндосомах 
и рециклинга рецепторов на апикальную мембрану 
осуществляется последующий везикулярный транс-
порт абсорбированных макромолекул и их утилиза-
ция в лизосомах. Основным рецептором, вовлечен-
ным в захват и внутриклеточный транспорт белков, 
является мегалин  – гигантский трансмембранный 
белок, принадлежащий к семейству рецепторов ли-
попротеинов низкой плотности [4–7]. Присутствие 
мегалина на апикальной мембране эпителиоцитов 
служит четким критерием для идентификации прок-
симальных канальцев в срезах почек [8]. У млекопи-
тающих, рыб и амфибий установлена идентичность 
молекулярных механизмов эндоцитоза белка [8–11]. 
В  исследованиях на лягушках нами было показано 
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участие рецепторов мегалина (мегалин/lrp2) и куби-
лина в захвате зеленого и желтого флуоресцентных 
белков (GFP и YFP), лизоцима и альбумина [11–13].

В проксимальных канальцах почек амфибий од-
новременно с  профильтрованными белками реаб-
сорбируется от 20 до 45% Na+ и Cl–, основных ионов 
плазмы крови [14]. В структурах почки разными ме-
тодами идентифицированы основные транспортные 
белки, участвующие в перемещении Na+ и Cl– [15]. 
В то же время мало что известно об их локализации 
и  функциональной роли в  клетках проксимальных 
канальцев, в отличие от дистальных сегментов неф-
рона и  собирательных трубок, в  которых на апи-
кальной мембране эпителиоцитов имеются эпи-
телиальный натриевый канал и  Na+/H+-обменник 
[16–19]. Некоторые белки семейства генов хлорид-
ных каналов клонированы у лягушек рода Xenopus, 
в том числе хлоридные каналы xClC-5 и xClC-3 [20] 
с идентичностью 78–90% в сравнении с аналогич-
ными каналами млекопитающих и человека, ClC-5 
и  ClC-3. Однако их функциональную экспрессию 
изучали преимущественно в  ооцитах Xenopus или 
в  клеточных линиях млекопитающих [21]. В  то же 
время установлено, что у  млекопитающих и  чело-
века хлоридные каналы участвуют в процессе эндо-
цитоза белка в проксимальных канальцах. От функ-
ционирования ClC-3 и ClC-5 зависит величина pH 
в эндоцитозных везикулах и эффективность гидро-
лиза белка в лизосомах [21–23]. У мышей с нокаутом 
гена канала ClC-5, а также у пациентов с болезнью 
Дента, обусловленной мутацией этого гена, проис-
ходит ингибирование эндоцитоза белка в  прокси-
мальных канальцах [24].

Существующие у амфибий механизмы осморегу-
ляции позволяют этим животным успешно адапти-
роваться к повышению солёности среды, при этом 
в крови существенно возрастает концентрация Na+, 
Cl– и  мочевины [25–27]. Имеются также данные 
о  повышении осмоляльности крови и  мочи у  ам-
фибий при парентеральном введении гипертониче-
ского раствора NaCl [26, 28–30]. В наших недавних 
исследованиях установлено, что у озерных лягушек 
в ответ на введение 0.75 M NaCl не только увеличива-
ется осмоляльность крови и концентрации в ней Na+

и Cl–, но также повышаются диурез, осмоляльность 
мочи и экскреция Na+ и Cl– почками [31]. Таким об-
разом, несмотря на отсутствие в нефронах амфибий 
петель Генле и, соответственно, механизма осмоти-
ческого концентрирования мочи, продемонстриро-
вано усиление осмо- и ионорегулирующей функции 
почек после инъекций NaCl. Одновременно мето-
дом иммунофлуоресцентной микроскопии установ-
лено увеличение количества ClC-5, локализованно-
го в эпителиоцитах проксимальных канальцев [31].

Исходя из сопряженности процессов реабсорб-
ции белка в проксимальных канальцах и транспор-
та ионов в этом отделе нефрона, а также роли хло-

ридных каналов на разных этапах эндоцитоза, 
возникает вопрос о  связи канальцевой реабсорб-
ции белка с  повышением концентрации в  крови 
осмотически активных веществ. Целью исследо-
вания явилось изучение реабсорбции белка в поч-
ках лягушек в физиологической модели изменений 
водно-солевого баланса. В  задачи работы входи-
ла оценка эффекта инъекций гипертонического 
раствора NaCl на реабсорбцию различных белков 
в почках озерных лягушек, а также динамики бел-
кового транспорта в  процессе рецептор-опосре-
дованного эндоцитоза в  эпителиоцитах прокси-
мальных канальцев методами иммуногистохимии 
и конфокальной микроскопии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Озерные лягушки, Pelophylax ridibundus (Pallas, 

1771), были отловлены в  Астраханской области 
и  в  периоде гибернации содержались в  холодиль-
ной камере ЭБК ИЭФБ РАН при температуре 4°C, 
в пластиковых контейнерах с водой. Опыты прово-
дили с декабря до середины апреля. Перед экспери-
ментами, животных помещали в  индивидуальные 
контейнеры, заполненные водой до уровня 1–2 см, 
адаптировали к  комнатной температуре в  течение 
1 ч и  взвешивали. Масса тела лягушек, преимуще-
ственно самцов (64%), составляла 96±4  г (n=28) 
при отсутствии достоверных различий между сам-
цами и  самками, а  также лягушками контрольных 
и опытных серий. Все инъекции лягушкам осущест-
вляли подкожно, в спинной лимфатический мешок. 
Изотонический 0.01 М фосфатно-солевой буфер 
(PBS) использовали для растворения вводимых ве-
ществ (осмоляльность 200 мОсм/кг H2O, pH 7.4). 
Для моделирования гипернатриемии животным 
инъецировали 0.75 М NaCl в дозе 100 мкл/30 г мас-
сы тела, контрольным лягушкам вводили PBS в та-
ком же объеме. Через 1 ч в контроле и опыте вводили 
маркерные белки в дозе 18 мкг/100 мкл/30 г массы 
тела для тестирования реабсорбции в  проксималь-
ных канальцах. В разных сериях использовали зеле-
ный или желтый флуоресцентные белки (GFP, YFP, 
Институт белка, РАН, Пущино-на-Оке, Россия), 
а также лизоцим (Sigma Aldrich Inc., США). Через 20 
мин после введения белка лягушек обездвиживали, 
разрушая спинной мозг с помощью препаровальной 
иглы, быстро извлекали почки для дальнейшей пре-
паровки и фиксации образцов и проводили эвтана-
зию путем декапитации.

Образцы ткани почек фиксировали в 4% раство-
ре параформальдегида и  обрабатывали, как описа-
но ранее [13]. Срезы (толщиной 5–7 мкм) из раз-
ных частей почки получали в  криостате CM 1510 
(Leica Microsystems, Germany). В  иммуногистохи-
мических исследованиях применяли кроличьи по-
ликлональные антитела к лизоциму (Abcam, США) 
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в  разведении 1:200 и  мышиные моноклональные 
антитела к  мегалину/LRP2 (MyBioSourse, США; 
Acris, Origene Technologies, США) в  разведении 
1:1000, а  также флуоресцентные конъюгаты козьих 
антикроличьих и  обезьяньих антимышиных имму-
ноглобулинов (IgGs) c Alexa Fluor 488 и Alexa Fluor 
568 в разведении 1:500 (Invitrogen, Molucular Probes, 
США), согласно описанному ранее протоколу [11]. 
Срезы монтировали на предметные стекла, заклю-
чали в  мовиол и  изучали в  конфокальном микро-
скопе DMI 6000 с лазерной приставкой Leica SP II 
(Leica Microsystems, Германия), используя объектив 
40x. В  режиме лазерного сканирования использо-
вали спектры возбуждения с длинами волн 488, 513 
и  568 нм, регистрируя в  различных частях спектра 
свечение Alexa Fluor 488 и GFP (500–520 нм), YFP 
(515–550 нм) и Alexa Fluor 568 (590–650 нм), соот-
ветственно. Последовательное сканирование в этих 
каналах и проходящем свете осуществляли при од-
них и тех же настройках микроскопа.

Изображения анализировали, пользуясь про-
граммой ImageJ (http://rsb.info.nih.gov). В  надгло-
мерулярной зоне почек подсчитывали относитель-
ное число профилей проксимальных канальцев со 
свечением GFP, YFP или иммунофлуоресценцией 
лизоцима (% к общему числу мегалин-позитивных 
проксимальных канальцев), используя 20 изображе-
ний для каждой лягушки. В  отдельных канальцах, 
выбранных случайным образом (30 проксималь-
ных канальцев для каждой особи), определяли ин-
тенсивность флуоресцентного сигнала (оптическую 
плотность, в условных единицах (усл. ед.)) в надъя-
дерной области клеток эпителиального слоя, вклю-
чая апикальную и  субапикальную цитоплазму. На 
совмещенных изображениях визуализировали све-
чение белка (зеленое), рецептора (красное), а  так-
же колокализованное свечение (желто-оранжевое). 
Для количественной оценки соотношения этих сиг-
налов использовали плагин (http://sibarov.ru/index.
php?slab=software) для программы ImageJ. Для ка-
ждой пары изображений, полученных в  красной 
и  зеленой спектральной области, создавали точеч-
ные диаграммы, на которых значения интенсивно-
сти пикселей на первом изображении отложены по 
оси X, а значения соответствующих пикселей на вто-
ром изображении – по оси Y. Автоматически рассчи-
тывали количество пикселей со свечением в красной 
и зеленой области спектра, а также пикселей с пере-
крытием сигналов относительно общего числа све-
тящихся пикселей с интенсивностью сигнала выше 
эмпирически установленного порога (75  усл.  ед.). 
Используя 20 пар изображений для каждой лягуш-
ки, определяли общее количество пикселей со све-
чением абсорбированного белка и  процентное 
соотношение колокализованного и  неколокализо-
ванного белка. Данные предварительно проверяли 

на соответствие закону нормального распределения 
(тест Шапиро–Уилка). Основные показатели пред-
ставляли как медиану с  верхним и  нижним квар-
тилем [Me (Q1; Q3)], в отдельных случаях – в виде 
средней арифметической и  ее стандартной ошиб-
ки (M±SEM). Для сравнения независимых групп 
данных использовали T-критерий Манна–Уитни, 
различия считали статистически значимыми при 
p<0.05. Для расчетов и  статистической обработки 
данных пользовались программами ImageJ и Micro-
soft O÷ce Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На совмещенных изображениях представлен пат-

терн реабсорбции GFP, YFP или лизоцима в эпите-
лии проксимальных канальцев почек через 20 мин 
после инъекции (рис.  1). Введенные белки были 
визуализированы в  многочисленных мегалин-по-
зитивных проксимальных канальцах (рис.  1a–c). 
В  почках отдельных контрольных лягушек относи-
тельное количество канальцев со свечением флу-
оресцентных белков было в  пределах 60–90% для 
GFP и 71–81% для YFP, а метка к лизоциму присут-
ствовала в  88–94% канальцев. Мегалин выявлялся 
в апикальной зоне эпителиоцитов, где частично был 
колокализован с поступившим в клетки белком, а не 
связанный с рецептором белок присутствовал в апи-
кальной цитоплазме и  более удаленных от люми-
нальной мембраны областях (рис. 1). Значительное 
число эндоцитозных везикул, содержащих GFP или 
лизоцим хорошо видно при большем увеличении 
(рис.  1d, e). Зона колокализации белка с  рецепто-
ром наиболее отчетливо выявлялась после введения 
лизоцима (рис. 1c, e, f). Метка к лизоциму, преиму-
щественно везикулярная в контроле (рис. 1д), после 
инъекции 0.75 М NaCl была в  значительной мере 
диффузной и часто присутствовала в щеточной ка-
емке эпителиоцитов (рис. 1f). Предварительное вве-
дение 0.75 М NaCl привело к  снижению процента 
профилей канальцев с меткой к лизоциму и не по-
влияло на распределение GFP и YFP в проксималь-
ных канальцах (табл. 1).

При определении интенсивности флуоресцен-
ции GFP, YFP или лизоцима в апикальной зоне эпи-
телиоцитов проксимальных канальцев у  лягушек 
контрольных и  опытных серий установлено досто-
верное снижение оптической плотности сигналов 
для каждого из введенных белков после предвари-
тельной инъекции NaCl (рис. 2).

Автоматизированный анализ изображений по-
зволил сопоставить процент колокализации сигна-
лов белка и мегалина в контроле и на фоне инъекций 
NaCl. В качестве примера приведен результат оцен-
ки эндоцитоза GFP (рис. 3). На совмещенном изо-
бражении (рис. 3а) видно преобладание в контроле 
зеленого сигнала GFP, а  желто-оранжевого свече-
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ния (колокализованных сигналов GFP и мегалина) 
мало. На точечной диаграмме, представляющей рас-
пределение светящихся пикселей (рис.  3b), видно, 
что желто-оранжевых точек, соответствующих ко-
локализации белка и рецептора, значительно мень-
ше по сравнению с зелеными (в данном случае – 7% 
и  54% соответственно, относительно общего чис-
ла светящихся пикселей). После предварительного 
введения NaCl колокализованного свечения ста-

новится значительно больше, что видно на изобра-
жении (рис. 3c), и на точечной диаграмме (рис. 3d) 
преобладают пиксели с  перекрытием сигналов по 
сравнению с сигналом только GFP (18% и 6% соот-
ветственно). Заметим, что абсолютное количество 
точек каждого цвета значения не имело, поскольку 
зависело от конкретного числа присутствующих на 
изображениях профилей проксимальных канальцев 
со свечением белка и мегалина. Для нас представля-

Таблица 1. Реабсорбция различных белков в проксимальных канальцах почек у озерных лягушек

Введенный
белок

Число канальцев с реабсорбированным белком через 20 мин после инъекции
(в % к мегалин-позитивным канальцам)

Контроль Опыт
Me (Q1; Q3) n Me (Q1; Q3) n

GFP 74.9 (67.3; 75.2) 7/140/2209 78.5 (70.1; 81.9) 6/120/1776
YFP 73.7 (72.3; 77.5) 3/60/759 71.9 (71.3; 73.3) 4/80/1078
Лизоцим 89.5 (88.9; 90.8) 4/80/1210 80.7 (78.7; 82.7)* 4/80/1442

Примечание: изотонический PBS (в контроле) и 0.75 М NaCl (в опыте) введены за 1 ч до инъекции белка. Достоверность различий 
по сравнению с контролем: * – p<0.05 (Т-критерий Манна–Уитни); n – количество лягушек/изображений/канальцев.

( a)

( f )( e)( d)

( c)( b)

Рис. 1. Реабсорбция GFP, YFP и лизоцима (Lysosyme) в иммунопозитивных к мегалину (megalin) проксимальных канальцах 
почек у озерных лягушек. (a–f) – профили проксимальных канальцев в контроле (a–e) и после предварительного введения 
NaCl (f). Сигналы: мегалин-Alexa 568 – красный, GFP, YFP и лизоцим-Alexa 488 – зелёный и колокализованное свечение – 
желто-оранжевый. Видно присутствие белков в большинстве мегалин-позитивных канальцев (a–c), образование многочис-
ленных GFP-содержащих везикул (d), везикулярное и диффузное свечение лизоцима (e, f) и аккумуляция лизоцима в щёточ-
ной каемке эпителиоцитов (f). Конфокальная микроскопия, совмещённые изображения. Калибровка: 50 мкм.
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ло интерес соотношение числа пикселей со свече-
нием только белка и белка, колокализованного с ре-
цептором. Если суммарное количество пикселей со 
свечением GFP принять за 100%, то получается, что 
на первом изображении (рис. 3a) количество коло-
кализованного белка составляет всего 12%, а на вто-
ром (рис. 3c) – 74%. Подобный расчет был приме-
нен ко всем сериям опытов с введением GFP, YFP 
и  лизоцима. Установлено, что процент колокали-
зации каждого из абсорбированных белков с  мега-
лином достоверно увеличился под влиянием NaCl 
(рис. 4a). Соответственно, существенно изменилось 
соотношение колокализованного и  неколокализо-
ванного белка в пользу первого (рис. 4b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В контрольных экспериментах паттерны мегали-

на, GFP, YFP и лизоцима в проксимальных каналь-
цах почек не отличались от детально изученных ра-
нее у амфибий [11–13] и были аналогичны таковым 
в эпителии проксимальных канальцев млекопитаю-
щих [32, 33]. Ранее было установлено, что введение 
0.75 М NaCl озерным лягушкам приводит к  гипер-
натриемии [31]. Как показало настоящее исследова-
ние, паттерн реабсорбции белков в проксимальных 
канальцах в этих условиях существенно не отличал-
ся от такового в контроле, за исключением сниже-

ния числа профилей канальцев, иммунопозитивных 
к лизоциму. В то же время установлено достоверное 
снижение интенсивности сигналов GFP, YFP и ли-
зоцима, т. е. количества реабсорбированных белков. 
Наряду с  этим изменялась динамика внутрикле-
точного транспорта в  процессе эндоцитоза. После 
инъекции NaCl существенно возрастал процент 
колокализация белка с мегалином и снижалось от-
носительное количество неколокализованного бел-
ка, т. е. белка в составе везикул (эндосом/лизосом), 
образовавшихся после распада белок-рецепторного 
комплекса и переместившихся из апикальной цито-
плазмы в надъядерную и перинуклеарную зоны. Эти 
данные свидетельствуют о  замедлении внутрикле-
точного транспорта белков. Эффект NaCl был уста-
новлен как для флуоресцентных белков, так и  для 
лизоцима. Более того, установленный процент не-
колокализованного лизоцима можно считать даже 
заниженным, т.  к. в  его автоматизированный рас-
чет попадала флуоресценция белка, не успевшего 
поступить в эпителиоциты и задержавшегося в зоне 
щеточной каемки. Как известно, процессы распада 
белок-рецепторного комплекса, рециклинга рецеп-
торов и дальнейшего поступления белка в поздние 
эндосомы являются необходимыми этапами белко-
вого трафика. От скорости этих процессов зависят 
аккумуляция и  гидролиз белка в  лизосомах с  по-
следующим использованием продуктов распада для 
пластического обмена и,  таким образом, клиренс 
белка в  организме. Выявленное на фоне гиперна-
триемии замедление эндоцитозного транспорта 
рассматривается нами как один из существенных 
факторов снижения абсорбционной способности 
клеток канальцев.

Имеются основания полагать, что наблюдаемое 
снижение реабсорбции белков является следствием 
существенных изменений водно-солевого баланса 
и  тока ионов в  составе канальцевой жидкости. Об 
этом свидетельствуют опубликованные ранее ре-
зультаты инъекции 0.75 M NaCl на ионо- и осморе-
гулирующую функции почек у озерных лягушек [31], 
которые соответствовали характерным лаборатор-
ным признакам гипертонической гипергидратации 
у  человека. Так, через 60–80 мин после этого воз-
действия достоверно увеличивались осмоляльность 
сыворотки крови и содержание в ней Na+ и Cl– по 
сравнению с контролем, и аналогичные изменения 
наблюдались в  моче. При этом отмечено усиление 
диуреза, скорости клубочковой фильтрации (СКФ) 
и  экскреции Na+, К+ и  Cl–. Реабсорбция в  почках 
профильтровавшейся жидкости и  растворенных 
в ней веществ имеет большое значение для поддер-
жания водно-солевого гомеостаза. Согласно пред-
ставлениям о гломеруло-тубулярном балансе, суще-
ствует прямая, почти линейная зависимость между
изменением СКФ и реабсорбцией веществ в прок-
симальном канальце [34]. При умеренном повыше-

Рис. 2. Снижение реабсорбции GFP, YFP и  лизоцима 
(Lysozyme) в  проксимальных канальцах почек лягушек 
после предварительного введения NaCl. По оси ординат: 
интенсивность флуоресценции у  отдельных лягушек 
(усл. ед.), слева – GFP (кружки) и YFP (треугольники), 
справа – лизоцима (ромбы); светлые значки – контроль 
(Control), темные значки – после инъекции 0.75 М Na-
Cl; черная черта – медиана. Достоверность различий по 
сравнению с контролем: * – p<0.05, ** – p<0.01 (Т-крите-
рий Манна–Уитни).
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нии прохождения белков через клубочковый фильтр 
повышается как экскреция белков с мочой, так и ка-
нальцевая реабсорбция [35–37]. В то же время ще-
левые диафрагмы могут оказывать существенное 
сопротивление чрезмерному увеличению СКФ, что 
снижает поступление белка в ультрафильтрат, в от-
личие от потока жидкости [38]. Кроме того, предла-
гаемые модели зависимости реабсорбции белка от 
СКФ и  тока жидкости в  канальцах касаются, глав-

ным образом, альбумина, но не низкомолекуляр-
ных белков, а четких представлений о зависимости 
реабсорбции белка в  проксимальных канальцах от 
гидродинамики канальцевой жидкости не имеется.

Ранее нами было продемонстрировано сниже-
ние захвата свободно фильтруемых GFP и лизоцима 
в проксимальных канальцах почек травяных и озер-
ных лягушек под влиянием аргинин-вазотоцина, 
способного снижать СКФ, действуя опосредованно 

( a) ( b )

( c) ( d )

Рис. 3. Примеры автоматизированной количественной оценки и визуализации колокализованных флуоресцентных сигна-
лов. (a) – GFP (зеленый), мегалин (красный) и колокализация сигналов (желто-оранжевый) в эпителии проксимальных ка-
нальцев в контроле. Конфокальная микроскопия, совмещенные изображения. Калибровка: 50 мкм. (b) – точечная диаграм-
ма для изображения, представленного на (a). По оси абсцисс и ординат: интенсивность флуоресценции пикселей в красной 
и зеленой областях спектра, соответственно (в усл. ед.). Пиксели с перекрытием сигналов окрашены в желто-оранжевый 
цвет; пунктирные линии – пороги, отделяющие видимую флуоресценцию от темных пикселей. (c) и (d) – то же, что (a) и (b) 
для варианта с введением 0.75 М NaCl. Видно увеличение колокализации обоих сигналов по сравнению с контролем.
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через V1-подобные рецепторы прегломерулярных 
сосудов [39]. В  настоящей работе выявлено умень-
шение реабсорбции введенных белков в совершен-
но иных условиях, поскольку предварительно бы-
ло показано, что инъекции 0.75 М NaCl приводят 
к увеличению СКФ [31]. Таким образом, нет ясности 
в механизмах, лежащих в основе выявленных нами 
изменений в захвате и внутриклеточном транспор-
те введенных белков. Имеются данные о  том, что 
в  норме эндоцитоз белка и  контроль апикальной 
экспрессии аквапорина 1 в  почках у  мышей зави-
сят от сопряженного функционирования мегалина 
и ClC-5 [40].

В  наших исследованиях введение NaCl лягуш-
кам повышало иммунофлуоресценцию ClC-5 
в эпителии проксимальных канальцев без измене-
ний паттерна и  величины сигнала мегалина [31]. 
Известно, что белки семейства CLC представляют 
собой потенциал-зависимые хлоридные каналы 
плазматической мембраны и везикулярные Cl–/H+-
обменники [21]. В эпителиальных тканях эти бел-
ки вовлечены в различные процессы, включая эпи-
телиальный транспорт, эндоцитоз, поддержание 
кислотно-щелочного баланса и  регуляцию объема 

клеток [20, 21]. Полагают, что в  клетках прокси-
мальных канальцев ClC-5 обеспечивает электриче-
ское шунтирование, необходимое для подкисления 
эндосом и разобщения лиганд-рецепторного ком-
плекса, и  нарушением этого процесса объясняют 
протеинурию при болезни Дента [41].

В  эпителиоцитах проксимальных канальцев 
ClC-5 присутствует непосредственно под апикаль-
ной мембраной, преимущественно в  ранних эндо-
сомах, где он колокализуется с  абсорбированными 
белками и протонным насосом [22, 42, 43]. Возмож-
но, в меньшем количестве ClC-5 присутствует в мем-
бране микроворсинок [42]. В наших исследованиях 
на озерных лягушках ClC-5 был выявлен в везикулах 
апикальной и  субапикальной цитоплазмы клеток 
проксимальных канальцев [31], и можно допустить, 
что у  амфибий ClC-5 в  эндоцитозных везикулах 
действует так же, как у млекопитающих. Инъекции 
0.75 М NaCl приводили к появлению сигнала ClC-5 
в  виде яркой узкой полосы флуоресценции непо-
средственно под щеточной каемкой эпителиоцитов 
[31]. Возможно, рецепторный захват белка являет-
ся триггером транспорта ClC-5 из везикулярного 
компартмента субапикальной цитоплазмы и  надъ-

( a) ( b )

Рис. 4. Влияние инъекций 0.75 M NaCl на реабсорбцию и внутриклеточный транспорт GFP, YFP и лизоцима (Lysozyme) 
в проксимальных канальцах почек озерных лягушек. (а) – оценка колокализации введенных белков с мегалином в эпителии 
канальцев. По оси ординат: колокализованный белок (в % к общему количеству реабсорбированного белка) у отдельных 
лягушек (кружки) в контроле (Control) и после инъекции 0.75 M NaCl. Черная линия – медиана. (b) – соотношение коло-
кализованного белка (темные столбцы) и неколокализованного белка (светлые столбцы) в тех же экспериментах. Данные 
представлены в виде M±SEM. Достоверность различий на (а) и (b): * – p<0.05, ** – p<0.01 по сравнению с контролем (T-тест 
Манна–Уитни).
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ядерной области эпителиоцитов в зону апикальной 
мембраны. Таким образом, у  лягушек в  условиях 
гипернатриемии можно констатировать повыше-
ние количества ClC-5 и  его аккумуляцию вблизи 
цитоплазматической мембраны эпителиальных кле-
ток. С  другой стороны, в  настоящем исследовании 
гипернатриемия приводила к  снижению реабсорб-
ции и  замедлению транспорта белка, значительная 
часть которого задерживалась в апикальных эндосо-
мах вместе с мегалином. Можно полагать, что уча-
стие ClC-5 в процессе эндоцитоза белка в условиях 
гипернатриемии снижается, несмотря на установ-
ленное увеличение его количества в эпителиоцитах, 
стимулом к которому могло быть повышение содер-
жания Na+ и Cl– в просвете канальцев.

К  сожалению, пока неизвестно, как в  услови-
ях гипернатриемии изменяется транспорт Na+, 
Cl– и  воды в  люминальной мембране, что может 
влиять на характер функционирования ClC-5. 
Установлено, что ClC-5 является везикулярным
2Cl–/H+-обменником [21], но до конца не понятно, 
как этот антипорт способен нейтрализовать про-
тонный насос, поскольку обеспечивает отток Н+ во 
время АТФ-зависимого подкисления эндосом. Су-
ществует мнение о том, что функции ClC-5 гораздо 
шире простого шунтирования протонного насоса, 
и ClC-5 может участвовать в механизмах модуляции 
проницаемости и  электрического заряда мембран 
везикул [21, 44]. Предполагается, что нарушение эн-
доцитоза при болезни Дента является результатом 
не только снижения подкисления эндосом [22], оно 
может быть связано с  “разобщением” градиентов 
Cl– и H+ в цитозоле и везикулах [45].

Согласно представленным результатам и изучен-
ным ранее эффектам введения гипертоническо-
го раствора NaCl на содержание в крови Na+ и Cl–, 
а  также на ионо- и  осморегулирующую функции 
почек у лягушек [31] мы считаем, что проявлением 
адаптивной реакции организма лягушек на уров-
не проксимальных канальцев почек прежде всего 
будут изменения транспорта воды и ионов в эпите-
лиоцитах. Можно полагать, что в условиях гиперна-
триемии включаются механизмы гомеостатической 
регуляции, противодействующие внутриклеточной 
дегидратации и  направленные на восстановление 
осмотического равновесия и объема клеток, а про-
цесс реабсорбции белков приобретает второстепен-
ное значение, что проявляется в  снижении захвата 
и замедлении везикулярного транспорта белков.
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EFFECT OF HYPERNATREMIA ON PROTEIN REABSORPTION IN RENAL 
PROXIMAL TUBULES OF THE LAKE FROG PELOPHYLAX RIDIBUNDUS
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Protein reabsorption in the kidney proximal tubules occurs simultaneously with the transport of ions and water, but 
little is known about the dependence of receptor-mediated protein endocytosis on water-salt balance changes. The 
aim of the study was to investigate tubular reabsorption and intracellular vesicular transport of various proteins in a 
model of hypernatremia in lake frogs (Pelophylax ridibundus). Frogs were injected with hypertonic sodium chloride 
solution (0.75 M NaCl) 1 hour before injection of green or yellow fluorescent proteins (GFP or YFP), as well as lyso-
zyme. The method of fluorescent immunohistochemistry was used for detection of lysozyme and endocytic receptor 
megalin in kidney sections. Specimens were investigated using laser scanning confocal microscopy. The intensity 
of fluorescent signals of proteins and megalin in proximal tubular cells was determined on the images obtained. To 
study the dynamics of endocytosis, an automated method for quantifying colocalized protein and megalin signals was 
used. A statistically significant decrease in the reabsorption of GFP, YFP and lysozyme in the proximal tubules after 
0.75 M of NaCl injection was found. The accumulation of proteins in the early endocytic compartment and decrease 
in their entry into late endosomes and lysosomes are shown, that is considered as evidence of a delay in intracellular 
vesicular transport in hypernatremia. The data obtained were analyzed in connection with changes in blood param-
eters and kidney activity during osmoregulation, and also with the role of chloride channels in receptor-mediated 
protein endocytosis. It can be assumed that increased ion transport in the proximal tubules cells in hypernatremia 
leads to decreased reabsorption capacity of epitheliocytes and delayed intracellular transport of proteins.

Keywords: amphibians, lysozyme, megalin, proximal tubule, protein reabsorption, fluorescent protein, chloride 
channel
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Доксорубицин (ДОКС) является одним из наиболее эффективных химиотерапевтических препаратов ан-
трациклинового ряда, при этом его применение в клинической практике ограничено наличием ярко вы-
раженных побочных эффектов в отношении жизненно важных органов – сердца, почек, легких, печени. 
На сегодняшний день отсутствуют эффективные препараты, способные снизить системное токсическое 
действие ДОКС. Никотинамид рибозид (НР) может рассматриваться в качестве перспективного фарма-
кологического агента, способного обеспечивать комплексный защитный эффект от системного влияния 
токсических эффектов ДОКС. Целью данной работы являлась комплексная морфологическая оцен-
ка жизненно важных органов (сердце, легкие, печень, почки) крыс стока Wistar в условиях воздействия 
ДОКС при внутривенном введении НР в  различных режимах в  качестве протективного агента. Работа 
выполнена на 60 самцах крыс весом 283±22 гр. Животные были разделены на 4 группы: интактная, кон-
трольная (внутрибрюшинное введение ДОКС), опытные группы животных (внутрибрюшинное введение 
ДОКС) с  превентивным и  сочетанным режимом внутривенного введения НР. По окончании введения 
фармакологических агентов наблюдение за животными составило 2 месяца. На этапе окончания исследо-
вания у наркотизированных животных осуществляли взятие сердца, легких, печени, почек для проведения 
морфологических исследований. Эхокардиографический анализ осуществлялся с целью подтверждения 
развития кардиотоксических эффектов ДОКС. В условиях воздействия ДОКС наибольшие морфологиче-
ские изменения наблюдались в сердце, почках и легких. Используемые схемы введения НР обеспечивали 
протективный эффект в отношении жизненно важных органов, при этом наиболее выраженное защитное 
действие НР наблюдалось при использовании превентивного режима.

Ключевые слова: доксорубицин, сердце, почки, печень, легкие, никотинамид рибозид, морфология
DOI: 10.31857/S0044452924030058, EDN: YXHEAS

ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день доксорубицин (ДОКС) 

широко применяется при лечении широкого спек-
тра опухолевых заболеваний, включая как солидные 
опухоли, так и  гематологические злокачественные 
новообразования [1]. ДОКС является одним из наи-
более эффективных химиотерапевтических препара-
тов антрациклинового ряда, при этом его примене-
ние в  клинической практике ограничено наличием 
ярко выраженных побочных эффектов. Наиболее 
известным и  изученным токсическим действием 
ДОКС является выраженная дозозависимая кардио-
токсичность, которая проявляется гибелью кардио-
миоцитов посредством апоптоза [2, 3], некроптоза 
[4], ферроптоза [5], пироптоза [6] и некроза [7], что 
приводит к дисфункции левого желудочка, развитию 

дилатационной кардиомиопатии и, как итог, к фор-
мированию хронической сердечной недостаточно-
сти. Молекулярные механизмы, лежащие в  основе 
действия ДОКС, многогранны и не до конца изуче-
ны, однако хорошо известно, что чередование хино-
новой и семихиноновой структур ДОКС может про-
изводить большое количество свободных радикалов 
(активных форм кислорода, реактивных форм азота). 
Агрессивное действие свободных радикалов на фоне 
терапии антрациклинами не только повреждает серд-
це, но и вовлекает в патологический процесс другие 
органы, в том числе почки, печень, кишечник и лег-
кие, с последующим нарушением их функции [8–10].

В  многочисленных работах было показано, что 
данный химиопрепарат характеризуется наличием 
выраженных нефротоксических эффектов. ДОКС 
оказывает повреждающее действие как на почеч-
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ные канальцы, так и на почечные клубочки, приводя 
к выраженной протеинурии [11, 12]. В свою очередь 
протеинурия на фоне стойкого системного воспале-
ния и активации оксидативного стресса со временем 
приводит к  формированию фиброзных изменений 
в  почках, что значительно снижает их функциони-
рование. В  ряде работ были продемонстрированы 
гепатотоксичные эффекты ДОКС, которые связа-
ны с  воспалительной инфильтрацией, увеличением 
стромального компонента, развитием фиброза, а так-
же апоптозом и локальным некрозом гепатоцитов [13, 
14]. Работы, посвященные токсическим эффектам 
ДОКС в отношении бронхолегочной системы, в ли-
тературе практически не представлены. Имеется ин-
формация о том, что формирующийся выраженный 
оксидативный стресс также приводит к  нарушению 
биохимических процессов в легких, оказывая повре-
ждающий эффект как на уровне эпителия бронхов 
и сосудистого компонента, так и на клеточном уров-
не. Этому способствуют их большая площадь поверх-
ности и усиленное кровоснабжение [15].

На молекулярном уровне ДОКС способен на-
прямую ингибировать сиртуины (Silent Information 
Regulator 2 proteins, SIRTs), НАД+-зависимые гисто-
новые деацетилазы, приводя к снижению антиокси-
дантной защиты, интенсификации процессов апоп-
тоза посредством ацетилирования р53 [16]. Кроме 
того, ингибирование SIRT1 оказывает блокирующее 
действие на коактиватор PPARγ-1α (PGC1-α), клю-
чевого маркера митохондриального биогенеза [17]. 
В итоге повышенные уровни свободных радикалов, 
провоспалительных, проапоптотических факторов 
и  сниженные уровни антиоксидантных ферментов 
в комплексе с нарушенным митохондриальным био-
генезом приводят к  ярко выраженным полиорган-
ным токсическим эффектам ДОКС [8, 18].

Поскольку побочные эффекты, связанные с при-
менением ДОКС в  клинике, могут существенно 
ограничивать его использование, отдельное внима-
ние уделяется разработке способов снижения его 
токсичности. На сегодняшний день отсутствуют эф-
фективные препараты, оказывающие одновремен-
но как кардиопротективное действие, так и защит-
ный эффект на остальные жизненно важные органы 
организма при проведении химиотерапии антра-
циклинами.

В  качестве перспективного фармакологическо-
го агента, способного обеспечивать комплексное 
защитное воздействие от системного токсического 
воздействия ДОКС, может рассматриваться нико-
тинамид рибозид (НР), способный быстро норма-
лизовать соотношение НАД+/НАДН в клетках ор-
ганизма [19]. В свою очередь, нормализация уровня 
НАД+ стимулирует работу сиртуинов, способных 
защищать клетки от оксидативного/нитрозативного 
повреждения, индуцировать аутофагию, восстанав-

ливать биогенез митохондрий, регулировать работу 
клеточного цикла, тем самым снижая выраженность 
воспаления и  уменьшать процесс фиброзирования 
[20–24]. Известно, что у  пациентов, проходящих 
химиотерапию, может развиваться ряд побочных 
эффектов, сказывающихся на функционировании 
пищеварительного тракта (мукозит кишечника) 
[25], что может приводить к  недостаточной биодо-
ступности НР. Внутривенный способ введения НР, 
который впервые был предложен авторами [26, 27], 
позволяя повысить биодоступность фармакологи-
ческого агента, может явиться альтернативой перо-
ральному способу его введения.

В  настоящий момент отсутствуют работы, на-
правленные на исследование комплексного влияния 
внутривенного введения НР на различные органы 
в условиях воздействия ДОКС. С учетом предпола-
гаемой способности НР оказывать кумулятивный 
эффект, отдельный интерес представляет оценка 
влияния НР при различных режимах (превентивном 
и сочетанном) его использования.

В  связи с  этим целью данной работы являлась 
комплексная морфологическая оценка жизнен-
но важных органов (сердце, легкие, печень, почки) 
крыс стока Wistar в условиях воздействия ДОКС при 
внутривенном введении НР в  различных режимах 
в качестве протективного агента.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Фармакологические агенты
Подготовка фармакологических агентов (Доксо-

рубицин-ЛЭНС®, 50  мг (ООО “Верофарм”, Рос-
сия) и  никотинамид рибозид (Kingherbs Limited, 
Китай)) для введения животным осуществлялась 
непосредственно перед использованием (ex  tempo-
re). Используемые дозы подобраны эмпирическим 
путем с учетом литературных и собственных данных 
[28, 29]. Расчет доз осуществлялся в зависимости от 
массы животного. Препараты разводили в 0.9% сте-
рильном физиологическом растворе. В  ходе экспе-
римента дозы корректировались с  учетом измене-
ния массы животных.

Экспериментальный протокол
В  исследовании использовали 60 половозре-

лых самцов крыс стока Wistar SPF-статуса массой 
283±22 г. Животные содержались в  виварии ба-
рьерного типа в  стандартных условиях со свобод-
ным доступом к  воде и  пище. Выбор эксперимен-
тальных животных и их количество были основаны 
на опубликованных ранее данных по моделирова-
нию ДОКС-индуцированной кардиомиопатии [29], 
а также с учётом on-line программы (http://www.stat.
ubc.ca/~rollin/stats/ssize/). Животные были случай-
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ным образом распределены на 4 эксперименталь-
ные группы, характеристика которых представлена 
в табл. 1.

Животные находились под наблюдением в тече-
ние 2 месяцев после достижения кумулятивной до-
зы ДОКС, что является достаточным для реализации 
его отсроченных эффектов, а  именно фиброзного 
поражения миокарда и развития систолической дис-
функции. Эхокардиограмму регистрировали перед 
началом введения ДОКС, по окончании его введе-
ния, а также через 1 и 2 месяца. На момент оконча-
ния эксперимента животные подвергались нарко-
тизации (10  мг/кг ксилазина + 25  мг/кг золетила, 
внутримышечно), затем осуществлялось взятие 
сердца, легких, почек, печени для проведения мор-
фологического исследования. Для остановки серд-
ца в левый желудочек вводили 10% раствор KCl до 
полной остановки сердечной деятельности в  фазе 
диастолы. Животных взвешивали на лабораторных 
весах (DX 1200 WP, AND, Япония) каждые два дня 
с начала и до окончания введения фармакологиче-
ских агентов, затем один раз в неделю.

Эхокардиографическое исследование
Для верификации развития хронической 

ДОКС-индуцированной кардиомиопатии было про-
ведено эхокардиографическое исследование. Перед 
проведением эхокардиографии животное наркоти-
зировалось (1.7% изофлюран). Эхокардиографиче-
ские изображения были получены при стабилизации 
частоты сердечных сокращений на уровне 400±30 
ударов в мин. Эхокардиограмму регистрировали при 
помощи ультразвуковой визуализационной плат-
формы The Vevo® 2100 (VisualSonics Inc., Торонто, 
Канада). Анализ объема и функции сердца проводи-
ли в М-режиме (одномерное сканирование). Изме-
ряли конечно-диастолический внутренний диаметр 

левого желудочка (LVIDd, мм), конечно-систоличе-
ский внутренний диаметр левого желудочка (LVIDs, 
мм). Фракцию укорочения (FS) рассчитывали по 
формуле: FS (%) = (LVIDd – LVIDs)/LVIDd×100.

Морфологическое исследование
Органы фиксировали в 10% забуференном фор-

малине. Обезвоживание и  пропитывание парафи-
ном проводили по стандартизированной методи-
ке в  автоматическом гистологическом процессоре 
Vip5Jr (Sakura, Япония) в готовом растворе IsoPREP 
(Биовитрум, Санкт-Петербург, Россия) и  парафи-
новой среде HISTOMIX (Биовитрум, Санкт-Пе-
тербург, Россия). С  использованием ротационного 
микротома НМ 325 (Thermo, Уолтем, Массачусетс, 
США) изготовляли срезы толщиной 2–3 мкм, кото-
рые в дальнейшем депарафинировали, дегидратиро-
вали в соответствии с рекомендациями производи-
теля (Биовитрум, Санкт-Петербург, Россия).

Микроскопическое исследование и  фотореги-
страцию проводили на микроскопе Nis-E (Nicon, 
Япония) при увеличении ×40, ×100, ×200, ×400.

Для анализа гистологических изменений были 
выбраны параметры, отражающие отклонения от 
гистологической нормы, специфические для каж-
дого органа, в том числе дистрофические изменения 
в клетках паренхимы и стромы, нарушения кровоо-
бращения, воспалительная инфильтрация, наличие 
коллагенового фиброза.

Морфометрическую оценку части параметров 
проводили с  использованием программ морфоме-
трии Nis-Elements 4.3 Br (Nikon, Токио, Япония) 
и  ORBIT IMAGE ANALYSIS Version 3.64, а  также 
полуколичественно в баллах по шкале от 0 до 3, где 
0 – отсутствие выраженности признака, 1 – слабая 
выраженность, 2  – умеренная выраженность, 3  – 
сильная выраженность.

Таблица 1. Характеристика экспериментальных групп

Группы, n Препараты Дозы Режим введения
(продолжительность)

Кумулятивные 
дозы

Контроль
(n = 15)

0.9% хлорида 
натрия

1 мл 6-кратное в/б введение с интервалом в 2 дня
(2.5 недели)

6 мл

ДОКС
(n = 15)

Доксорубицин 1.67 мг/кг 6-кратное в/б введение с интервалом в 2 дня
(2.5 недели)

10 мг/кг

НР+ДОКС
(n = 15)

Никотинамид 
рибозид + 
Доксорубицин

300 мг/кг +
1.67 мг/кг

Сочетанный режим
6-кратное введение с интервалом в 2 дня: 
в/в НР → 30 мин → в/б доксорубицин
(2.5 недели)

1800 мг/кг + 
10 мг/кг

НР/НР+ДОКС
(n = 15)

Никотинамид 
рибозид + 
Доксорубицин

300 мг/кг +
1.67 мг/кг

Превентивный режим
3-кратное в/в введение с интервалом в 2 дня 
НР → 6-кратное в/б введение доксорубицина 
с чередование через раз в/в ведением НР (3 раза) 
(3.5 недели)

1800 мг/кг + 
10 мг/кг

в/б — внутрибрюшинное введение; в/в — внутривенное введение.
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Для определения степени коллагенового фиброза 
проводили гистохимическую окраску “по Маллори” 
(“Биовитрум”, Санкт-Петербург, Россия). Морфо-
метрические исследования проводили с использо-
ванием программ Nis-Elements 4.3 Br (Nikon, То-
кио, Япония) и ORBIT IMAGE ANALYSIS Version 
3.64. На каждой фотографии определяли площадь 
(маска слоя в программе по цвету), занятую колла-
геновыми волокнами (синий цвет), и затем вычис-
ляли относительную площадь в  процентах от об-
щей площади среза.

Оценка фиброза выполнялась в  разных обла-
стях левого желудочка сердца. Отдельно оценива-
лись участки левого желудочка с кардиомиоцитами 
и интерстициальной тканью (“интерстициальный 
фиброз”), артерии среднего калибра в  попереч-
ном сечении (“периваскулярный фиброз”), эпи-
кард. Обрабатывалось по 5 полей зрения в  ка-
ждой зоне на каждое животное. По каждой зоне 
высчитывалось среднее арифметическое значение 
(M) на исследуемый образец. “Фиброз по всем 
зонам” определялся как сумма средних значений 
по зонам. В  табл.  3 результаты представлены как 
Ме – на образец по 5 фотографиям подсчитывали 
среднее арифметическое значение (M), а на груп-
пу медиану (Ме).

В легких определяли площадь свободного альве-
олярного пространства в% ко всей площадь альвео-
лярной ткани на поле зрения, оценку проводили по 
5 полям зрения при увеличении ×400. Фиброз в лег-
ких оценивали по 5 полям зрения при увеличении 
×400. На каждой фотографии определяли площадь, 
занятую коллагеновыми волокнами (синий цвет), 
и  затем вычисляли площадь в  процентах от общей 
площади альвеол.

В  печени оценивали количество двухъядерных 
клеток и  перисинусоидальных клеток, в  том числе 
звездчатых клеток Ито и  клеток Купфера. Оценку 
проводили по 5 полям зрения при увеличении ×400 
в зоне портального тракта.

Критерии исключения
На начальном этапе исследования: исключались 

животные, имеющие клинические признаки нару-
шения здоровья.

Во время исследования:
1. Исключались животные, находящиеся в тяже-

лом состоянии и подлежащие неплановой эвтаназии 
согласно международным рекомендациям по про-
ведению медико-биологических исследований с ис-
пользованием животных.

2. Животные, не достигающие на дискретных 
точках целевых показателей:

— показатель фракции укорочения при реги-
страции эхокардиограммы (менее 10% от исходного 
уровня).

Статистический анализ
Расчеты проводились с помощью программного 

обеспечения GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 
Inc., San Diego, CA, 170 USA) для ОС Windows 10 
(Microsoft Inc., США). Для определения нормаль-
ности распределения использовался критерий Ша-
пиро–Уилка. Для оценки различий между разными 
группами использовали непарный непараметриче-
ский критерий Крускала–Уоллиса с критерием Дан-
на. Критерий Уилкоксона использовался для попар-
ного сравнения зависимых значений ненормального 
распределения (ЭХО-данные, * – динамика по срав-
нению с исходным значением). Значения в группах 
были обработаны с  использованием непараметри-
ческой статистики (медиана и 25-й и 75-й процен-
тили (Me  (25%;75%)). Количественные показатели 
гистологических изменений, выраженные в баллах, 
были описаны с  использованием средних арифме-
тических значений (M) и ошибки среднего значения 
(m) (В  баллах замеряли те показатели, которые не 
подсчитывали морфометрически. Морфометриче-
ские показатели (а именно% фиброза) представлены 
в формате Me [25%;75%].) Статистически значимы-
ми считали различия при уровне значимости р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ходе эксперимента гибели животных не наблю-

далось. Оснований для проведения внеплановой 
эвтаназии животных также не отмечалось.

Сократительная функция сердца
В динамике эксперимента у контрольной группы 

животных эхокардиографические показатели не из-
менялись. Через 1 месяц после окончания введения 
ДОКС у  животных наблюдалось достоверное уве-
личение LVIDs и  LVIDd (табл.  2), и  как следствие, 
снижение фракции укорочения, что свидетельству-
ет о нарушении сократительной функции миокарда. 
При использовании сочетанного режима НР в  ди-
намике эксперимента не было выявлено значимого 
увеличения LVIDd, а также на втором месяце иссле-
дования не отмечалось достоверной разницы с кон-
трольной группой животных по фракции укороче-
ния (табл. 2), что может косвенно отражать снижение 
токсического действия ДОКС в отношении кардио-
миоцитов. Превентивный режим введения НР ха-
рактеризовался значимым увеличением как LVIDs, 
так и  LVIDd, аналогично ДОКС группе животных.

Морфологические особенности миокарда крыс
В образцах группы животных ДОКС не отмечалось 

ярко выраженной воспалительной инфильтрации 
и проявлений некроза. Однако выявлялись слабовы-
раженные дистрофические изменения кардиомиоци-



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 3       2024

268 ПОДЪЯЧЕВА и др.

тов с вакуолизацией цитоплазмы, стиранием конту-
ров клеток. Также определялись единичные клетки 
с признаками апоптоза (кариопикноз, кариорексис, 
конденсация хроматина), единичные лимфоциты, 
полнокровие капиллярной сети разной степени вы-
раженности. В контрольной группе этих паттернов не 
было отмечено. Данные морфологические особенно-
сти могут являться токсическими проявлениями дей-
ствия ДОКС, что также подтверждается достоверно 
значимым снижением фракции укорочения по дан-
ным эхокардиографии. У части животных НР+ДОКС 
и НР/НР+ДОКС групп также отмечались слабовыра-
женные дистрофические изменения, однако клеток 
с признаками апоптоза не было обнаружено (рис. 1).

Результаты гистохимической окраски по Малло-
ри по исследуемым зонам в сердечной мышце при-
ведены в  табл.  3. При оценке интерстициального 
фиброза статистически значимых отличий между 
группами не было обнаружено (рис. 2). Однако пе-
риартериально выявлялось достоверно значимое 

увеличение относительной площади коллагеновых 
волокон у  животных опытных групп по сравне-
нию с  контрольной (менее выражено у  животных 
НР+ДОКС и  НР/НР+ДОКС групп по сравнению 
с ДОКС группой) (рис. 3).

В эпикардиальной зоне отмечалось статистиче-
ски значимое повышение процента фиброза у жи-
вотных ДОКС группы по сравнению с контрольной 
и НР/НР+ДОКС группами (рис. 4). При оценке от-
носительной площади фиброза по всем зонам на-
блюдалось достоверное увеличение относительной 
площади коллагеновых волокон у  всех опытных 
групп по сравнению с  контрольной, но наиболее 
выраженное увеличение отмечалось у  животных 
ДОКС группы.

В целом фиброз был более выражен в зоне эпи-
карда и вокруг сосудов (в основном артерий), чем 
между кардиомиоцитами в  толще интерстициаль-
ной ткани. Это связано с наличием в этих участках
большего количества стромальных клеток, которые 

Таблица 2. Изменение показателей LVIDs, LVIDd и FS у экспериментальных животных в динамике эксперимента

Параметры Контроль ДОКС НР+ДОКС НР/ НР+ДОКС

LVIDs

Исходно 3.09
[2.97; 3.41]

2.85
[2.73; 3.03]

2.91
[2.74; 3.27]

2.98
[2.72; 3.12]

Окончание 
введения

3.27
[3.04; 3.37]

3.24
[3.07; 3.60]*

2.98
[2.93; 3.31]

3.55
[3.31; 3.74]**

1-й месяц 3.14
[2.99; 3.57]

3.41
[3.02; 3.85]***

3.59
[3.26; 3.89]**

3.42
[3.06; 3.64]

2-й месяц 3.33
[2.88; 3.47]

3.53
[3.25; 3.73]***

3.42
[3.06; 3.72]*

3.92
[3.52; 4.22]***

LVIDd

Исходно 6.36
[6.20; 6.61]

6.14
[5.99; 6.34]

6.37
[6.03; 6.61]

6.35
[6.06; 6.53]

Окончание 
введения

6.74
[6.34; 6.84]

6.31
[6.12; 6.46]

6.34
[6.18; 6.55]

6.77
[6.60; 6.99]**

1-й месяц 6.78
[6.48; 7.00]

6.55
[6.31; 6.79]**

6.49
[6.32; 7.10]

6.81
[6.36; 6.89*]

2-й месяц 6.74
[6.53; 6.96]

6.57
[6.42; 6.85]**

6.53
[6.08; 6.08]

6.82
[6.47; 7.09]**

FS

Исходно 50.21
[47.98; 53.56]

54.22
[50.53; 55.51]

53.55
[51.82; 56.21]

53.98
[50.23; 57.15]

Окончание 
введения

51.61
[50.00; 53.74]

48.89
[43.96; 49.99]**/#

51.71
[47.76; 53.29]

46.79
[44.89; 51.67]#

1-й месяц 52.63
[48.77; 54.24]

48.61
[42.47; 52.02]**/#

45.37
[44.81; 49.56]***/##

49.90
[46.64; 52.74]

2-й месяц 51.05
[49.50; 56.63]

47.50
[43.53; 48.79]***/#

47.94
[43.20; 51.17]**

42.92
[39.29; 45.69]***/###

* – по сравнению с исходным значением; # – по сравнению с контрольной группой. (*/# – p<0.05, **/## – p<0.01, ***/### – 
p<0.001). LVIDs, конечно-систолический размер левого желудочка; LVIDd, конечно-диастолический размер левого желудочка; FS, 
фракция укорочения. Значения представлены Me [25%;75%].
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вырабатывают коллаген. Результаты оценки про-
цента фиброза у животных в группе НР/НР+ДОКС 
показали снижение параметров как в  эпикарди-
альной зоне, так и по общей площади фиброза по 
сравнению с животными ДОКС группы (p < 0.05).

Результаты морфологических исследований 
сердечной мышцы животных разных групп сви-
детельствуют о  том, что введение НР обеспечива-
ет снижение кардиотоксических эффектов ДОКС. 
По  данным оценки фиброза по всем зонам и  фи-
броза в зоне эпикарда превентивный режим введе-
ния НР обеспечивает более выраженное защитное 
действие.

Морфологические особенности
легких крыс

В легких группы животных ДОКС отмечался сла-
бо и  умеренно выраженный катаральный бронхит 
с  экссудацией слизисто-белковых масс в  просвет 
и  десквамацией клеток эпителия. Альвеолярная 
ткань в  большинстве случаев сохраняла воздуш-

ность, однако встречались нерегулярные зоны дис-
лектаза и умеренно и ярко-выраженное полнокровие 
с  явлениями стаза в  эктазированных сосудах мел-
кого калибра. Отмечалась интерстициальная и  пе-
рибронхиальная слабовыраженная лимфо-гистио-
цитарная инфильтрация. Вокруг сосудов и бронхов 
определялись отложения коллагеновых волокон от 
умеренного до ярко выраженного, также выявля-
лись дистрофические изменения мышечных слоев 
стенки сосудов (рис. 5). Толщина межальвеолярных 
перегородок в образцах ДОКС группы была больше, 
чем в контроле, а процент свободного альвеолярно-
го пространства снижался (рис. 6). В большей степе-
ни это связано с отеком, полнокровием капилляров 
и интерстициальной инфильтрацией, но может быть 
связано и  с  пролиферацией стромального компо-
нента легких. При окраске по Маллори в тканях лег-
кого в зоне альвеол отмечалось увеличение процента 
коллагеновых волокон (интерстициальный фиброз 
слабой степени выраженности) (рис. 7). Все описан-
ные повреждения свидетельствуют о  значительном 
повреждающем действии ДОКС на ткани легких.

Таблица 3. Морфометрические значения (% площади коллагеновых волокон) в сердечной мышце у животных экспе-
риментальных групп

Группы
Зоны для морфометрической оценки в сердечной мышце

Интерстиций Сосуды Эпикард Фиброз по всем зонам

Контроль 1.81
[1.22; 2.05]

2.30
[2.04;2.81]

1.40
[1.17; 1.95]

1.76
[1.65; 2.08]

ДОКС 1.40
[1.35; 2.22]

4.45
[3.82; 5.12]***

2.12
[1.58; 2.55]

2.47
[2.12; 3.06]***

НР+ДОКС 1.10
[1.03; 1.34]

3.45
[2.85; 5.34]**

1.82
[1.22; 2.18]

2.15
[1.87; 2.45]*

НР/НР+ДОКС 1.48
[1.15; 1.41]

3.6
[3.15; 4.79]**

1.58
[1.25; 1.87] #

2.08
[1.95; 2.37]**/#

* – по сравнению с контрольной группой (* – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001); # – по сравнению с группой ДОКС (# – p<0.05, 
## – p<0.01). Значения представлены Me [25%;75%].

( a) ( b)

Рис. 1. Репрезентативные фотографии сердца животных экспериментальных групп. (a) – контроль; (b) – ДОКС. Окраска 
гематоксилином-эозином, ×200.
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В  группах животных НР+ДОКС и  НР/НР+-
ДОКС также отмечались морфологические пат-
терны – бронхит, фиброз и интерстициальная вос-
палительная инфильтрация, как и  в  группе ДОКС, 
однако эти параметры статистически достоверно 
менее выражены в  группе НР/НР+ДОКС. Альвео-
лярная ткань более воздушная в группах НР+ДОКС 
и  НР/НР+ДОКС, толщина межальвеолярных пе-
регородок приближена к  значениям контрольной 
группы (p < 0.05). В табл. 4 представлены данные со 
средними баллами на группу по морфологическим 
параметрам.

По результатам статистического анализа в группе 
НР/НР+ДОКС показано статистически значимое 
изменение всех параметров при сравнении с  груп-
пой ДОКС. В  группе НР+ДОКС отмечено стати-
стически достоверное увеличение% альвеолярного 
пространства.

Таким образом, внутривенное введение НР 
в превентивном режиме оказывает более выражен-
ное протективное действие в отношении легких при 
проведении включающей ДОКС химиотерапии.

Морфологические особенности
печени крыс

В  образцах печени группы животных ДОКС от-
мечались слабо и  умеренно выраженные дистро-
фические изменения, очаговая слабовыраженная 
лимфоплазмоцитарная воспалительная инфильтра-
ция портальных трактов, неравномерное полнокро-
вие и расширение синусоидных капилляров. Также 
в  некоторых образцах выявился гепатоцеллюляр-
ный и каналикулярный холестаз, были обнаружены 
единичные гепатоциты с признаками кариорексиса 
(рис. 8). Фиброзных изменений в печени не обнару-
жено. В некоторых образцах отмечались локальные 
проявления мелкокапельной жировой дистрофии 
гепатоцитов. Данные нарушения свидетельствуют 
об умеренно выраженном гепатотоксическом воз-
действии ДОКС.

У  животных НР+ДОКС и  НР/НР+ДОКС 
групп также отмечались морфологические осо-
бенности, схожие с  группой ДОКС, однако в  це-
лом они менее выражены. Явления холестаза не 

( a) ( b)

( d)( c)

Рис. 2. Репрезентативные фотографии сердца (интерстициальная зона) животных экспериментальных групп. Синим цве-
том окрашены коллагеновые волокна. (a) – контроль; (b) – ДОКС; (c) – НР+ДОКС; (d) – НР/НР+ДОКС. Окраска по 
Маллори, ×200.
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Таблица 4. Выраженность морфологических изменений в легких животных экспериментальных групп

Группы
Бронхит, баллы

Интерстициальная 
воспалительная 

инфильтрация, баллы

Фиброз, % 
коллагеновых волокон 

от общей площади 
альвеол

% альвеолярного 
пространства

М±m М±m Me [25%;75%] Me [25%;75%]

Контроль 1.20±0.14 0.27±0.06 23.11
[17.41; 27.23]

43.0
[37.34; 47.11]

ДОКС 1.80±0.25* 0.60±0.11* 47.32
[32.41; 52.40]*

22.42
[17.24; 26.32]*

НР+ДОКС 1.27±0.45 0.47±0.12 31.81
[29.51; 36.14]

39.11
[33.34; 44.21]#

НР/НР+ДОКС 1.00±0.37# 0.40±0.09# 19.90
[17.11; 23.24]#

33.62
[28.17; 36.41]#

* – по сравнению с контрольной группой (* – p<0.05); # – по сравнению с группой ДОКС (# – p<0.05). Значения представлены 
М±m (полуколичественная оценка в баллах) и Me [25%;75%] (морфометрия).

( a) ( b)

( d)( c)

Рис.  3. Репрезентативные фотографии сердца (периваскулярная зона) животных экспериментальных групп. Синим 
цветом окрашены коллагеновые волокна. (a) – контроль; (b) – ДОКС; (c) – НР+ДОКС; (d) – НР/НР+ДОКС. Окраска 
по Маллори, ×200.
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визуализировались, апоптозы гепатоцитов единич-
ные. Отмечалось расширение просветов и  нерав-
номерно выраженное от умеренно до ярко выра-
женного полнокровие синусоидных капилляров.

В  зонах рядом с  портальными венами проводи-
ли подсчет двухъядерных клеток и  перисинусои-
дальных клеток, в том числе звездчатых клеток Ито 
и клеток Купфера. Эти клеточные элементы участву-
ют в воспалительных реакциях и процессах фибро-
зирования в печени. Результаты представлены в та-
блице 5. Наибольшее количество клеток обоих типов 
отмечалось у  животных группы ДОКС. В  группах 
НР+ДОКС и НР/НР+ДОКС количество перисину-
соидальных клеток статистически значимо меньше 
по сравнению с группой ДОКС.

По результатам статистического анализа у  жи-
вотных групп НР+ДОКС и НР/НР+ДОКС показа-
но статистически значимое изменение ряда пара-
метров при сравнении с  группой ДОКС. В  группе 
НР+ДОКС отмечено снижение количества клеток 
с проявлениями апоптоза, двухъядерных гепатоци-
тов и  перисинусоидальных клеток по сравнению 
с  группой ДОКС, а  также снижаются проявления 

холестаза. В  группе НР/НР+ДОКС отмечено сни-
жение количества двухъядерных гепатоцитов и  пе-
рисинусоидальных клеток по сравнению с группой 
ДОКС. Проявления холестаза и апоптоза также от-
мечались реже, но статистическая достоверность по 
этим параметрам не была определена.

Таким образом, внутривенное введение НР 
в  превентивном и  сочетанном режимах обеспечи-
вает схожий гепатопротективный эффект в услови-
ях воздействия ДОКС, более выраженный в группе 
превентивного введения.

Морфологические особенности
почек крыс

В  образцах почек группы животных ДОКС от-
мечались выраженные дистрофические изменения 
эпителия канальцев: локальное кистозное расши-
рение канальцев, вакуольная дистрофия, потеря 
щеточной каймы, атрофия и локальный некроз ка-
нальцевого эпителия. В  расширенных канальцах 
визуализируются плотные гиалиновые цилиндры 
в просвете, что косвенно свидетельствуют о проте-

( a)

( c)

( b)

( d)

Рис. 4. Репрезентативные фотографии сердца (эпикардиальная зона) животных экспериментальных групп. Синим цветом окра-
шены коллагеновые волокна. (a) – контроль; (b) – ДОКС; (c) – НР+ДОКС; (d) – НР/НР+ДОКС. Окраска по Маллори, ×200.
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( a)

( c)

( b)

( d)

Рис.  5. Репрезентативные фотографии легких животных экспериментальных групп. Разный диаметр альвеол, толщи-
на альвеолярных перегородок, интерстициальная инфильтрация легкого. (a)  – контроль; (b)  – ДОКС; (c)  – НР+ДОКС; 
(d) – НР/НР+ДОКС. Окраска гематоксилином-эозином, ×100.

Таблица 5. Морфометрические параметры печени животных экспериментальных групп

Группы

Перисинусоидальные 
клетки, количество,

морфометрия

Двухъядерные 
клетки, 

количество, 
морфометрия

Холестаз,
балл

Кариорексис, 
балл

Нодулярная 
воспалительная 
инфильтрация, 

балл

Me [25%;75%] Me [25%;75%] М±m М±m М±m

Контроль 25.85
[21.21; 27.23]

7.90
[6.51; 9.62] 0 0 0.12±0.09

ДОКС 38.50
[34.64; 46.22]*

12.20
[8.20; 13.40]* 0.75±0.12* 1.10±0.22* 1.20±0.31*

НР+ДОКС 27.50
[25.54; 37.03]#

7.00
[5.0; 9.0]# 0.13±0.32# 0.20±0.03# 0.13±0.05

НР/НР+ДОКС 24.80
[21.61; 35.22]#

6.80
[4.55; 7.55]# 0 0.07±0.01 0.08±0.02

* – по сравнению с контрольной группой (* – p<0.05); # – по сравнению с группой ДОКС (# – p<0.05). Значения 
представлены М±m (полуколичественная оценка в баллах) и Me [25%;75%] (морфометрия).
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урии. В  части препаратов выявлялась нодулярная 
воспалительная инфильтрация в корковом веществе 
почки, между канальцами. Данные изменения отра-
жают нефротоксическое воздействие химиопрепа-
рата. Также было отмечено полнокровие клубочков 
разной степени выраженности, при этом воспали-
тельной инфильтрации в  клубочках не отмечалось. 
При окраске по Маллори было выявлено увеличе-
ние процента коллагеновых волокон по сравнению 
с контролем (p < 0.05) и очаги фиброза в корковом 
веществе (рис. 9, 10).

В  группах НР+ДОКС и  НР/НР+ДОКС дистро-
фические изменения эпителия канальцев встре-
чаются в  единичных образцах, локально, в  целом 
гистоархитектоника тканей приближена к  кон-
трольной группе. Гиалиновые цилиндры единичные, 
участки некроза эпителия канальцев единичные, 
воспалительная инфильтрация клетками лимфо-
идного ряда не отличается от контрольной группы. 
Данные статистически значимы (p < 0.05), представ-
лены в табл. 6.

По результатам статистического анализа в  груп-
пах НР+ДОКС и  НР/НР+ДОКС показано ста-
тистически значимое изменение параметров при 
сравнении с  группой ДОКС. Отмечено снижение 
показателей фиброза, воспалительной инфильтра-
ции, дистрофических изменений канальцев, некро-
за и  гиалиновых цилиндров до значений, близких 
к показателям контрольной группы.

Таким образом, внутривенное введение НР 
в превентивном и сочетанном режимах по ряду ис-
следованных параметров оказывает равнозначное 
протективное действие на почки при токсическом 
воздействии ДОКС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что ДОКС оказывает повреждающее 

полиорганное действие, особенно ярко в  отноше-
нии сердца, почек, легких и  печени. Клинически 
это проявляется в развитии дилатационной кардио-
миопатии, приводящей к  хронической сердечной 

( a)

( c)

( b)

( d)

Рис. 6. Репрезентативные фотографии легких животных экспериментальных групп. (a) – контроль, альвеолы нормального 
строения и кровенаполнения; (b) – ДОКС, слабовыраженная гиперемия и умеренно выраженная инфильтрация лимфоци-
тами; (c) – НР+ДОКС, умеренно выраженная гиперемия; (d) – НР/НР+ДОКС, умеренно выраженная гиперемия. Окраска 
гематоксилином-эозином, ×400.
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Таблица 6. Морфометрические параметры почек животных экспериментальных групп

Группы

Дистрофия 
канальцев, 

баллы

Некроз эпителия 
канальцев, 

баллы

Нодулярная 
воспалительная 

инфильтрация, баллы

Гиалиновые 
цилиндры, 

баллы

Фиброз, % 
коллагеновых волокон 

от общей площади поля 
зрения, морфометрия

М±m М±m М±m М±m Me [25%;75%]

Контроль 0.25 0 0.125±0.08 0 3.84
[1.50;5.20]

ДОКС 1.6±0.14* 0.6±0.01* 1.2±0.11* 1.1±0.14* 9.20
[6.42;14.30] *

НР+ДОКС 0.27±0.08 0.06±0.02# 0.13±0.04# 0.2±0.04# 5.31
[4.82;7.43] #

НР/НР+ДОКС 0.08±0.04# 0# 0.08±0.02# 0.15±0.02# 4.81
[3.82;5.97] #

* – по сравнению с контрольной группой (* – p<0.05); # – по сравнению с группой ДОКС (# – p<0.05). Значения представлены 
М±m (полуколичественная оценка в баллах) и Me [25%;75%] (морфометрия).

( a)

( c)

( b)

( d)

Рис. 7. Репрезентативные фотографии легких животных экспериментальных групп. Синим цветом окрашены коллагеновые 
волокна. (a) – контроль; (b) – ДОКС; (c) – НР+ДОКС; (d) – НР/НР+ДОКС. Окраска по Маллори, ×400.
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недостаточности, с формированием воспалитель-
ных процессов, дистрофических и фиброзных из-
менений в почках, печени, легких. В настоящей ра-
боте на животной модели вышеуказанные эффекты 
ДОКС были подтверждены с помощью комплексной 
морфологической оценки с  совместным использо-
ванием эхокардиографического метода. Более выра-
женное токсическое действие ДОКС было выявлено 
в  сердце, почках и  легких животных, менее выра-
женное в печени.

В ходе исследования было показано, что введение 
НР обеспечивает защитный эффект в  отношении 
жизненно важных органов при развитии хрониче-
ских кардиотоксических эффектов ДОКС. Для под-
тверждения протективных эффектов НР на модели 
хронической ДОКС-индуцированной кардиомио-
патии использовались различные схемы его введе-
ния (сочетанная и  превентивная). Сочетанный ре-
жим основан на одновременном применении ДОКС 
и протективного НР. Превентивный режим предпо-
лагал предварительное использование НР для реа-
лизации накопительного эффекта в клетках, и даль-

нейшее совместное применение его вместе с данным 
химиопрепаратом.

Используемые схемы введения НР обеспечива-
ли протективный эффект, при этом наиболее вы-
раженное защитное действие НР наблюдалось при 
использовании превентивного режима (НР/НР+-
ДОКС). На настоящий момент работы, направлен-
ные на исследование влияния НР на состояние раз-
личных систем органов, представлены в единичных 
количествах. Так, было показано, что никотинамид 
рибозид киназа-2 (NRK-2) играет критическую 
роль в  снижении сердечной недостаточности по-
сле ишемического повреждения. На модели мы-
шей с  нокаутом NRK-2 было продемонстриро-
вано увеличение дисфункции сердца и  фиброза 
миокарда, а  также повышенная экспрессия генов, 
предсердного натрийуретического пептида и  моз-
гового натрийуретического пептида [30, 31]. В на-
шем исследовании было показано снижение отно-
сительной площади фиброза миокарда у животных 
групп НР+ДОКС и  НР/НР+ДОКС по сравнению
с  ДОКС. Также проявления токсических эффек-

( a)

( c)

( b)

( d)

Рис. 8. Репрезентативные фотографии печени животных экспериментальных групп. (a) – контроль, нормальное строение; 
(b) – ДОКС, лимфоплазмоцитарная инфильтрация портального тракта; (c) – ДОКС, холестаз цитоплазматический; (d) – 
ДОКС, кариорексис в гепатоцитах. Окраска гематоксилином-эозином, ×200.
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тов ДОКС в почках и легких было менее выражено 
у крыс, получавших НР, однако более выражен за-
щитный эффект предшественника НАД+ при пре-
вентивной схеме введения.

Известно, что НР способен уменьшать накопле-
ние коллагена в  печени, ингибировать активацию 
звездчатых клеток печени [32, 33]. Наши результаты, 
по патоморфологической оценке, повреждения пе-
чени согласуются с литературными данными. В дан-
ной работе количество перисинусоидальных клеток 
(в том числе звездчатых клеток) повышено в группе 
ДОКС по сравнению с контролем и достоверно сни-
жается в группах НР+ДОКС и НР/НР+ДОКС.

Токсические эффекты в  отношении бронхоле-
гочной системы ДОКС менее изучены, чем кар-
диотоксические, так как они в  меньшей степени 
выражены у  онкологических пациентов. Экспе-
риментальных работ представлено также неболь-
шое количество [15, 34]. Токсическое воздействие 
ДОКС на легкие проявляется утолщением альве-
олярных перегородок, снижением воздушности 
легочной ткани за счет отека, интерстициальной 

воспалительной инфильтрации и  увеличения ко-
личества коллагеновых волокон в ткани. Эти мор-
фологические параметры были менее выражены 
в обеих группах, получавших НР.

ДОКС-индуцированная нефропатия являет-
ся классической моделью почечной недостаточ-
ности у  грызунов [35]. На этой модели показано, 
что ДОКС вызывает повреждение канальцев почек 
и  почечных клубочков, в  том числе с  развитием 
фиброза, гломерулосклероза, тубулоинтерстици-
ального воспаления, а  также отложений мочевой 
кислоты в почечных канальцах [36]. При повреж-
дении почек нарушается их выделительная функ-
ция  – в  сыворотке крови снижается концентра-
ция альбумина, повышается содержание оксида 
азота и  провоспалительных цитокинов  – ИЛ-1β, 
ФНО-α, ФРО-β и ИЛ-6, а также креатинина и мо-
чевины [37]. Отмечается также снижение актив-
ности ферментов антиоксидантной защиты [38]. 
В ходе работы введение НР в обоих режимах оказа-
ло эффективное протективное действие на ткани 
почек. Дистрофические изменения эпителия ка-
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( d)

Рис. 9. Репрезентативные фотографии почки животных экспериментальных групп. (a) – контроль, нормальное строение; 
(b) – ДОКС, лимфоплазмоцитарная инфильтрация, гиалиновые цилиндры, атрофия эпителия канальцев; (c) – НР+ДОКС, 
слабовыраженные дистрофические изменения эпителия канальцев; (d) – НР/НР+ДОКС, слабовыраженные дистрофиче-
ские изменения эпителия канальцев. Окраска гематоксилином-эозином, ×400.
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нальцев и количество гиалиновых цилиндров было 
менее выражено в группе НР/НР+ДОКС по срав-
нению с группой ДОКС.

По результатам нашей работы можно предпо-
ложить, что превентивный режим внутривенного 
введения НР обеспечивает более выраженное про-
тективное действие по сравнению с  сочетанным 
режимом благодаря реализации накопительно-
го эффекта. Предварительное введение НР могло 
обеспечить увеличение уровней НАД+ в компарт-
ментах клетки до начала воздействия ДОКС. Это 
в  свою очередь простимулировало активацию 
SIRTs, способных подавлять экспрессию TGF-β, 
Smad2/3, стимулировать forkhead box protein O 
(FOXO), adenosine monophosphate-activated pro-
tein kinase (AMPK), PGC-1α, тем самым, ослабило 
развитие сердечного фиброза [22], фиброза и вос-
паления печени [39], почек, легких [40, 41]. Играя 
огромную роль в  клеточном гомеостазе, очевид-
на необходимость более детального исследования 
взаимодействия НР/НАД+/SIRTs, так как этот 
путь может стать новой выгодной терапевтической 
мишенью.

Таким образом, в  условиях применения ДОКС 
наблюдается полиорганное поражение, которое 
проявляется в накапливающихся прогрессирующих 
морфологических изменениях в сердце, почках, лег-
ких, печени. Внутривенное введение НР обеспечи-
вает снижение данных патологических изменений. 
При этом превентивный режим введения оказывает 
более выраженный эффект.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все применимые международные, национальные

и/или институциональные принципы ухода и  исполь-
зования животных были соблюдены. Все процедуры, 
выполненные в  исследованиях с  участием животных, 
соответствовали этическим стандартам, утвержденным 
правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
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Рис. 10. Репрезентативные фотографии почек животных экспериментальных групп. Синим цветом окрашены коллагеновые 
волокна (a) – контроль; (b) – ДОКС; (c) – НР+ДОКС; (d) – НР/НР+ДОКС. Окраска по Маллори, ×400.
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PATHOLOGY OF DOXORUBICININDUCED ORGANOPATHIES 
UNDER DIFFERENT INTRAVENOUS NICOTINAMIDE RIBOSIDE 

ADMINISTRATION MODES
E. Yu. Podyacheva#,  N. Yu. Semenova,  Z. E. Artyukhina,

V. A. Zinserling  and  Ya. G. Toropova
Almazov National Medical Research Centre, Ministry of Health of the Russian Federation, 197341,

Saint-Petersburg, Russian Federation
#e-mail: ekaterinapodyachevaspb@gmail.com

Doxorubicin (DOX) is a potent chemotherapeutic drug, but its clinical use is hindered by significant side eùects on 
vital organs like the heart, kidneys, lungs, liver, and intestines. Currently, there is a lack of eùective drugs that can 
provide simultaneous cardioprotection and organ protection during chemotherapy. Nicotinamide riboside (NR) 
holds promise as a pharmacological agent capable of oùering comprehensive protection against the systemic toxicity 
caused by DOX. This study aimed to comprehensively evaluate the morphological characteristics of vital organs 
(heart, lungs, liver, kidneys) in Wistar rats with chronic doxorubicin-induced cardiomyopathy using various intra-
venous administration modes of NR as a protective agent. Sixty male SPF Wistar rats weighing 283±22 g were 
divided into four groups: intact, control (DOX administered intraperitoneally), combined mode (the simultaneous 
use of DOX and NR) and preventive mode (the preliminary use of NR to realize the cumulative eùect in cells, and 
its further joint use together with DOX) intravenous NR administration. Animal observation spanned two months 
after drug administration, followed by the collection of hearts, lungs, liver, and kidneys for morphological analysis. 
Echocardiographic assessment confirmed DOX cardiotoxicity. The study revealed that the hearts, kidneys and lungs 
exhibited more pronounced toxic eùects of DOX compared to the liver. Both NR administration modes demonstrat-
ed protective eùects, with the preventive regime showing the greatest e÷cacy in safeguarding vital organs.

Keywords: doxorubicin-induced cardiomyopathy, heart, kidneys, intravenous administration, liver, morphology, 
nicotinamide riboside
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СТИМУЛИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ НИЗКИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ Eu3+ 

НА СПОНТАННЫЕ СЕРДЕЧНЫЕ СОКРАЩЕНИЯ
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Негативные кумулятивные эффекты влияния лантаноидов на организм человека хорошо известны, 
они связаны, преимущественно, с токсическим воздействием редкоземельных металлов (РЗЭ) на мы-
шечную ткань. Однако эффекты низких концентраций этих металлов на мышцы изучены значительно 
хуже. В своей работе мы выявили необычный стимулирующий эффект низкой концентрации европия 
(Eu3+) на спонтанные сокращения препаратов предсердий сердечной мышцы лягушки. Целью настоя-
щего исследования было изучение стимулирующего влияния европия (Eu3+) на сокращение препара-
тов предсердий сердечной мышцы как в норме, так и в присутствии ингибитора митохондриального 
дыхания азида натрия (NaN3). Исследование проводилось с использованием двух экспериментальных 
моделей: мышечных препаратов, полученных из изолированных предсердий сердца лягушки Rana ri-
dibunda, и митохондрий, выделенных из сердца самцов крыс линии Вистар. В результате проведенных 
исследований установлено, что Eu3+ в концентрации 0.2 мМ при температуре 20°С потенциировал 
сокращения предсердий лягушки in situ, при этом увеличивалась как амплитуда, так и максимальная 
скорость нарастания силы одиночных спонтанных сокращений. Спонтанные сокращения предсердий 
становились более устойчивыми к воздействию 1мМ NaN3. При этом Eu3+ не влиял на дыхание энер-
гизованных митохондрий (активированное АДФ (состояние 3) или 2,4-динитрофенолом (состояние 
3РДНФ)). Интенсивность этого дыхания снижалась в условиях кальциевой нагрузки митохондрий неза-
висимо от наличия в среде Eu3+. Таким образом, на основании проведенных исследований был сделан 
вывод о том, что ионы Eu3+ при низкой концентрации (0.2 мМ) стимулируют сокращение предсердий 
и оказывают положительное инотропное действие. Стимулирующий эффект низкой концентрации 
Eu3+ на сердце можно объяснить синергизмом в действии Са2+ и Eu3+ на кальциевые каналы стиму-
ляцией Са2+-зависимых процессов в кардиомиоцитах и отсутствием негативного эффекта на дыхание 
митохондрий. 

Ключевые слова: лантаноиды, редкоземельные элементы, миокард, инотропное действие, сокращение, 
Eu3+, Са2+, дыхание митохондрий
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ВВЕДЕНИЕ
Лантаноиды, в том числе европий (Eu3+), ши-

роко применяются в современной медицине и ди-
агностике [1–4]. Легированные Eu3+ наночастицы 
NaYF4 используются в технологии направленной 
доставки нейротрансмиттеров в синаптосомы для 
изучения потенциального токсического эффекта 
на эндотелиальные клетки [5]. Оксид Eu3+ служит 
также в качестве активатора люминофоров [6,7]. 
Лантаноиды могут стимулировать нейрогенез [8] и 
использоваться в качестве препаратов для терано-
стики в современной медицине [9]. Кроме того, ка-
тионные люминесцентные комплексы Eu3+ исполь-
зуются для визуализации изменений концентрации 

ряда биологически активных молекул, локальных 
температурных градиентов, а также структуры ор-
ганелл при исследовании клеток in vitro [10–13]. В 
этой связи возникает необходимость тщательного 
и всестороннего изучения влияния лантаноидов на 
организм человека. Считается, что редкоземельные 
металлы, включая Eu3+, малотоксичны [14], одна-
ко следует принять во внимание тот факт, что лан-
тоноиды способны к биоаккумуляции, что может 
значительно увеличивать их токсичность [15]. На 
животных моделях было продемонстрировано, что 
лантаноиды в высокой концентрации токсичны для 
электровозбудимых клеток [16–19]. Ранее нами бы-
ло показано, что в сердечной мышце лантаноиды в 
высокой концентрации обладают отрицательным 
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хроно- и инотропным действием, снижают энер-
гетическую функцию митохондрий сердца [17–19]. 
Однако в некоторых работах отмечался положи-
тельный эффект лантаноидов на работу сердечной 
мышцы, что может быть связано с их влиянием на 
Са2+-зависимые процессы [20–24]. Ранее нами так-
же отмечалось, что ионы Eu3+ при определенных 
экспериментальных условиях могут стимулировать 
спонтанные сердечные сокращения [19]. Поэтому 
целью данной работы являлось дальнейшее изуче-
ние этого эффекта in situ на спонтанные сокраще-
ния мышечных препаратов сердца как в норме, так 
и в присутствии ингибитора митохондриального 
дыхания азида натрия, а также непосредственно на 
митохондрии, выделенные из сердца крысы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проводилось с использованием 

двух экспериментальных моделей: мышечных пре-
паратов, полученных из изолированных предсер-
дий сердца самцов лягушки Rana ridibunda и ми-
тохондрий, выделенных из целого сердца самцов 
крыс линии Вистар. Выбор сердца лягушки Rana 
ridibunda в качестве экспериментальной модели 
связан, с одной стороны, с большей устойчивостью 
изолированных мышечных препаратов сердца ля-
гушки, позволяющих, в отличие от аналогичных 
препаратов теплокровных животных, регистриро-
вать спонтанные сокращения на протяжении дли-
тельного периода. С другой стороны, общность 
физиологических процессов, лежащих в основе 
сердечной деятельности холоднокровных и тепло-
кровных животных [25], позволяет производить 
сравнение между разными типами животных. Вы-
бор изолированных митохондрий сердца крысы об-
условлен необходимостью визуализации энергети-
ческих процессов, происходящих в этих органеллах 
под воздействием изучаемых нами веществ. Экспе-
рименты in situ проводили на взрослых самцах Rana 
ridibunda в феврале–марте.

Регистрацию сокращений осуществляли с помо-
щью тензодатчиков, передающих сократительный 
сигнал с мышечного препарата на компьютер. Об-
работка сигнала от тензодатчиков производилась в 
программе WinPulse, сила сокращения выражалась 
в Ньютонах (Н). Учитывали следующие параметры 
сокращения: максимальное сокращение (Fmax, мН); 
частота сокращений (Hz); максимальная скорость 
нарастания силы сокращения (Vmax, мН/с); время, 
необходимое мышце для достижения максималь-
ной силы сокращения (t, с), и период полурассла-
бления (t1/2rel, с). Регистрацию сокращений пред-
сердий проводили в изометрическом режиме при 
20°С. Нитрат европия (Eu(NO3)3) был приготовлен 
в виде 100 мМ сток-раствора, который добавляли в 
нормальный физиологический раствор для холод-

нокровных животных (раствор Рингера) перед экс-
периментом до конечных концентраций 0.2 мМ и 
1 мМ. Инкубация предсердий с Eu3+ осуществля-
лась 6-7 мин. Параметры сокращений измеряли до 
аппликации Eu3+ и в конце инкубации с металлом. 
Параметры сокращений в одном опыте усредня-
лись из нескольких сокращений (около 30) в тече-
ние 1 мин. Инкубацию предсердий с азидом натрия 
(NaN3) осуществляли около 9 мин в контроле и че-
рез 20 мин после отмывания 0.2 мМ Eu3+. В работе 
было использовано 4 лягушки для каждого экспе-
римента. 

Митохондрии выделяли по стандартной мето-
дике, описанной ранее [17, 18]. Для выделения од-
ного препарата митохондрий сердца крысы (МСК) 
использовали 8 самцов линии Вистар массой 200–
250 г. Суммарная масса сердечной ткани была око-
ло 10 г [18]. Было проведено три независимых экс-
перимента. Дыхание митохондрий в различных 
энергетических состояниях определяли поляро-
графическим методом по изменению скоростей по-
глощения кислорода при 26°С. Детальное описание 
метода и состав сред приведены в работах [17, 18]. 
Концентрации Eu3+ и Ca2+ при изучении их эффек-
тов на митохондрии выбирали по результатам ранее 
проведённых экспериментов с другими лантанои-
дами [17–19]. Статистическую обработку результа-
тов проводили с использованием статистической 
программы Microsoft Origin 6.0 с достоверностью 
р <0.05. Достоверность различий между выборка-
ми определялась с помощью парного t‐критерия 
Стьюдента в опытах с митохондриями и непарного 
в опытах по сокращению. В опытах по сокращению 
использовали относительные величины, соответ-
ствующие значения параметров в контроле прини-
мались за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Действие Eu3+ на спонтанные сокращения 

предсердий
В четырех опытах при температуре 20°С нами 

было обнаружено, что ионы Eu3+ в концентрации 
0.2 мМ могут оказывать стимулирующее действие 
на спонтанные сердечные сокращения. Однако при 
концентрации 1 мМ Eu3+ всегда вызывал отрица-
тельный инотропный и хронотропный эффекты 
(рис. 1). Ранее нами был описан слабый ингиби-
рующий эффект 0.2 мМ Eu3+ на сердечные сокра-
щения при температуре 12°С. Однако и тогда в двух 
экспериментах из шести наблюдалась стимуляция 
сокращений [19]. Возможно, при низких темпе-
ратурах стимулирующий эффект низких концен-
траций Eu3+ проявляется с задержкой. Поэтому в 
данном исследовании мы используем температуру 
20°С. 
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Феномен стимулирования спонтанных сокра-
щений ионами Eu3+ в наибольшей степени прояв-
лялся в отношении двух параметров: силы макси-
мального сокращения (Fmax, мН) и максимальной 
скорости нарастания силы сокращения (Vmax, мН/с) 
(табл. 1).

Стимулирующий эффект ионов Eu3+ проявлялся 
в значительном увеличении амплитуды и скорости 
нарастания спонтанных сокращений предсердий, 
инкубируемых в среде с 0.2 мМ Eu3+ (рис. 1, табл. 1). 
На рис. 1b показана форма одиночных сокраще-
ний в контроле и при аппликации разных концен-
траций Eu3+. Из представленных на рис. 1b данных 
видно, что амплитуда одиночного сокращения мы-
шечного препарата в среде с 0.2 мМ Eu3+ почти в 
два раза выше, чем в контроле. После реапплика-
ции 1 мМ Eu3+ положительные хроно- и инотроп-
ные эффекты 0.2 мМ Eu3+ подавлялись, как видно 

из экспериментальных данных, представленных на 
рис. 1а.

Таким образом, ионы Eu3+ при концентрации 0.2 
мМ могут оказывать стимулирующее действие на 
сердечные сокращения. Чтобы выяснить, насколь-
ко эти сокращения устойчивы к ингибиторам ды-
хания митохондрий, мы использовали азид натрия 
(NaN3) – ингибитор 4-го митохондриального ком-
плекса. На рис. 2 представлены данные, свидетель-
ствующие об ингибирующем влиянии 1 мМ NaN3 
на сердечные сокращения в контроле и через 20 
мин после отмывания предсердия от 0.2 мМ Eu3+. 

Представленные на рис. 2 результаты демон-
стрируют ингибирующий эффект 1 мМ NaN3 на 
параметры мышечного сокращения. Аппликация 
5 мМ NaN3 вызывала в наших условиях необра-
тимое подавление сокращений и последующую 
контрактуру предсердий. Как видно из рис. 2, ап-
пликация 0.2 мМ Eu3+ увеличивала устойчивость 

( а) ( b )

3+Eu 1  mM

W W W

3+Eu 0 . 2 mM 3+Eu 1  mM

W

0 . 7  mN

Рис. 1. Эффект двух различных концентраций Eu3+ (0.2 мМ и 1 мМ) на сокращения предсердий 
лягушки при температуре омывающего раствора 20°С. (a) – показана полная схема опыта; (b) – 
одиночные сокращения, соответствующие сокращениям, помеченными черными кружками на 
полной схеме опыта. W – отмывание предсердий от Eu3+. Концентрации Eu3+ и продолжительность 
инкубации с Eu3+ помечены горизонтальной линией под сокращениями. Горизонтальными мет-
ками вверху справа показано время, мин (a), миллисекунды (b). Сила, развиваемая предсердиями, 
откалибрована вертикальной меткой милиНьютоны (mN).

Таблица 1. Эффекты 0.2 мМ Eu3+ на сокращения предсердий Rana ridibunda при температуре омывающего раствора 
20°С

Концентрация Eu3+, мМ Hz, % Fmax, % Vmax, % t, % t1/2rel, %

0.2
(n = 4) 102 ± 7 171 ± 22 * 191 ± 19 * 95 ± 2 98 ± 7

Примечание: Hz – частота спонтанных сокращений; Fmax – амплитуда спонтанных сокращений; Vmax – максимальная 
скорость нарастания силы одиночных сокращений; t – время, необходимое мышце для достижения максимальной си-
лы сокращения; t1/2rel – время полурасслабления. Соответствующие значения параметров в контроле, в физиологиче-
ском растворе без Eu3+, приняты за 100 %. Количество независимых экспериментов (n) равно 4. Достоверность отличия 
от контроля: * p < 0.05 (непарный t‐критерий).
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сердечных сокращений к токсическому действию 
1 мМ NaN3. Так, при аппликации 1 мМ NaN3, в 
четырех независимых экспериментах, амплитуда 
спонтанных сокращений в контроле уменьшалась 
больше, чем в опыте после воздействия 0.2 мМ Eu3+

(50 ± 4%, n = 4, контроль vs. 27 ± 3% n = 4, 0.2 мМ 
Eu3+, р < 0.01, непарный t-тест) (рис. 2). Аналогич-
ный эффект наблюдался в отношении Vmax. В кон-
троле, в растворе Рингера с 1 мМ NaN3, Vmax умень-
шалась на 42 ± 6% (n = 4), а после воздействия 0.2 
мМ Eu3+ всего на 21 ± 1% (n = 4, p < 0.05, непарный 
t-тест). Таким образом, помимо потенцирования 
сердечных сокращений, аппликация 0.2 мМ Eu3+

увеличивает устойчивость сердечных сокращений 
к влиянию азида натрия – ингибитора митохон-
дриального дыхания.

Для дальнейшего изучения механизма действия 
Eu3+ на сердечные клетки и непосредственно на 
энергетическую функцию мы изучали влияние Eu3+ 

на дыхание изолированных митохондрий сердца 
крысы (рис. 3). 

На рис. 3 видно, что дыхание митохондрий серд-
ца крысы, энергизованных субстратами 1-го (G+M) 
или 2-го (Succ) дыхательных комплексов, в состо-
янии 3 (субстрат и АДФ в среде) или в состоянии 
3РДНФ (в присутствии разобщителя 2,4-динитрофе-
нола) практически не изменялось в опытах с Eu3+. 
При этом, дыхание митохондрий в этих состояниях 
заметно уменьшались в аналогичных экспериментах 
с нагруженными кальцием митохондриями, незави-
симо от наличия в среде Eu3+ (рис. 3). Минимальный 
эффект Ca2+ и Eu3+ наблюдался для энергизованных 
сукцинатом митохондрий в опытах с ДНФ (рис. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В подавляющем числе работ, начиная с самых 

первых, отмечается негативное влияние лантано-

( а) ( b )

1  mM

0 . 7  mN

NaN3

0 . 7  mN
( c) ( d )

3+mM Eu

1  mMNaN3

Рис. 2. Влияние NaN3 на сокращения предсердий лягушки при температуре омывающего раствора 20°С. Показаны полные 
схемы опыта (а, c) и соответствующие им одиночные сокращения (b, d), помеченные черными кружками на полной схеме 
опыта. (а) – контрольное сокращение, (c) – сокращение после аппликации 0.2 мМ Eu3+; через 20 мин после отмывания 
предсердия от 0.2 мМ Eu3+ добавили 1мМ NaN3. Концентрация NaN3 и продолжительность инкубации с NaN3 помечены 
горизонтальной линией под сокращениями. Горизонтальными метками вверху справа показано время, секунды (a, c), 
миллисекунды (b, d). Сила, развиваемая предсердиями, откалибрована вертикальной меткой (mN).
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идов на мышечные сокращения. Ингибирующее 
действие лантана объясняется тем, что он может 
блокировать Ca2+ каналы, препятствуя входу Ca2+ 

в клетку [26, 27], ингибировать как Ca2+-АТФазу плаз-
матической мембраны [28,  29], так и Ca2+-АТФазу 
саркоплазматического ретикулума (СР) [30], а так-
же работу Na+/Ca2+-обменника (NCX) [31, 32]. Лан-
тан способен проникать внутрь клетки [29], на-
пример, через Na+/Ca2+-обменник [29], замещать 
Ca2+ во внутриклеточных компартментах и сни-
жать концентрацию Ca2+ внутри клетки [33–35]. 
При изучении механизмов влияния лантаноидов на 
мышечные структуры было установлено, что основ-
ными мишенями лантаноидов являются NCX [31, 32], 
Са-АТ-Фазы [20, 30] и рианодиновые рецепто-
ры (RyR) [21, 24]. Однако ответ сердечной мышцы 
на аппликацию лантоноидов зависит не только от 
свойств редкоземельного металла и силы его свя-
зывания с ферментом, в частности с Са2+-АТФазой 
или с сайтом связывания в каналообразующем 
белке, но и от его действующей концентрации, 
что определяет характер влияния редкоземельно-
го металла на сокращение. Существует ограничен-
ное число работ, в которых отмечены стимулирую-
щие эффекты малых концентраций лантаноидов на 
мышцу. Так, Lа3+ в концентрациях 0.05-0.3 mM до-

зо-зависимо потенциировал одиночное сокращение 
скелетных мышц. Было показано увеличение ам-
плитуды, скорости развития и времени релаксации 
одиночного сокращения скелетного мышечного во-
локна лягушки [36]. Однако аппликация высоких 
концентраций лантана (больше 0.5 mM) приводила 
к потере возбудимости и ингибированию сокраще-
ния скелетных мышц [36]. Авторы предполагают, 
что этот эффект связан с синергизмом в действии 
ионов лантана и сходного по размерам и свойствам 
ионов кальция, в связи с чем ионы Lа3+ могут за-
мещать Са2+ в процессе сокращения, связываясь 
с теми же регуляторными сайтами, что и кальций 
[36]. Установлено, что La3+ в концентрации 1 мМ 
усиливал безнатриевую контрактуру сердечных 
клеток цыпленка [22]. Причем это усиление было 
обусловлено увеличением высвобождения внутри-
клеточного Са2+ из СР и нарушением кальциевого 
барьера плазматической мембраны [22]. В работе 
других авторов было показано, что La3+ и Gd3+ в 
концентрациях 0.1–0.2 мМ ингибируют сердечные 
сокращения, однако при отмывании лантаноидов 
отмечалось необычное усиление одиночных сер-
дечных сокращений [23]. Причем данный эффект 
проявлялся в большей степени в сердечной мышце 
лягушки по сравнению с таковым в сердце тепло-
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Рис. 3. Влияние Eu3+ и Ca2+ на скорость потребления кислорода митохондриями сердца крысы. Митохондрии 
(1 мг/мл белка) вносили в среду, содержащую 125 мМ KCl, 20 мМ Трис-MOPS (рН 7,3) и 3 мМ Трис-РО4, а также 
(где указано) 10 мМ глутамат с 2 мМ малат ( G+M), 5 мМ сукцинат с 2 мкМ ротенона (Succ), 50 мкМ Eu3+ (Eu3+) 
и 200 мкМ Ca2+ (Ca2+). По оси ординат отмечены скорости потребления кислорода (нмоль О2/мин/мг белка) в 
состоянии 3 и состоянии 3РДНФ. Для индукции состояния 3 и состояния 3РДНФ в среду, содержащую энергизован-
ные митохондрии сердца крысы, последовательно добавляли вещества до концентраций 130 мкМ АДФ и 30 мкМ 
ДНФ. Обозначениями под осью абсцисс показаны состояние 3 (State 3) и состояние 3РДНФ (State 3UDNP). Звездоч-
ками отмечены достоверные отличия от контроля, опыты без Eu3+ и Ca2+ (p < 0.05, парный t-тест). Представлены 
средние значения результатов для трех независимых экспериментов.
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кровных и мог наблюдаться длительное время [23]. 
Авторы объясняют этот эффект действием лан-
таноидов на плазматическую мембрану клетки, в 
частности, ингибированием работы NCX [23]. Не-
давно было показано, что лантаноиды при малых 
концентрациях могут действовать как агонисты 
Ca2+ каналов, в том числе и рианодиновых рецеп-
торов [21, 24]. Так было отмечено, что при низкой 
концентрации кальция Eu3+ активировал RyR2, а 
при высокой – блокировал [21, 24].

Представленные в настоящей работе данные 
свидетельствуют о том, что Eu3+ в низкой концен-
трации может стимулировать сердечные сокраще-
ния. При стимуляции сокращений при малых кон-
центрациях Eu3+ мы наблюдали положительный 
инотропный эффект (табл. 1), который мы объ-
ясняем синергизмом в действии Са2+ и Eu3+ и воз-
можной стимуляцией Са2+-зависимых процессов в 
кардиомиоцитах (электромеханического сопряже-
ния). На рисунке 1 видно, что после аппликации 
0.2 мМ Eu3+ за ранним падением амплитуды сле-
дует значительное увеличение силы сокращений. 
Аналогичный эффект наблюдался при аппликации 
трехвалентного алюминия (3.75 мМ) при электри-
ческой стимуляции предсердий лягушки [37]. По-
тенциацию сокращения авторы объясняют увели-
чением высвобождения Са2+ из СР под влиянием 
алюминия, поскольку кофеин, опустошая СР, ин-
гибировал потенциацию [37]. Вполне вероятно, что 
при воздействии низких концентраций Eu3+ так-
же происходит увеличение высвобождения Са2+ из 
СР кардиомиоцитов при каждом акте сокращения, 
возможно, за счет стимуляции Eu3+ RyR2. 

La3+ уже в низких концентрациях ингибирует 
Ca2+-АТФазу плазматической мембраны [28, 29], что 
также может способствовать медленному увеличе-
нию концентрации внутриклеточного Са2+, который 
начинает закачиваться в СР. Однако на Ca2+-АТФа-
зу СР в наших экспериментах низкие концентра-
ции Eu3+ практически не влияли, поскольку время 
полурелаксации одиночного сокращения менялось 
незначительно. С помощью методов электронной 
микроскопии было установлено, что лантан вытес-
няет кальций преимущественно из сарколеммаль-
ных участков и Ca2+ перераспределяется в СР [38]. 
Не исключено, что в наших экспериментах с Eu3+

происходило аналогичное перераспределение Са2+

в СР. Лантаноиды также могут эффективно инги-
бировать NCX [31, 32], который является домини-
рующим механизмом оттока кальция из кардиоми-
оцитов [39]. NCX играет важную роль в регуляции 
гомеостаза кальция, влияя на процессы его депо-
нирования, в частности, в СР [39]. Поэтому NCX
оказывает огромное влияние на сократимость сер-
дечной мышцы [39]. Не исключено, что небольшие 
концентрации Eu3+ в наших экспериментах начи-

нают ингибировать работу NCX, что приводит к 
постепенному увеличению кальция в СР и стиму-
ляции сокращений. 

При высоких концентрациях лантаноидов про-
исходит значительное блокирование Са2+-зависи-
мых процессов в сердечных клетках и, как след-
ствие, ингибирование сердечных сокращений 
[17–19, 34, 35]. На различных биологических мо-
делях показано, что лантаноиды обладают низкой 
токсичностью [14], но в высоких концентрациях 
могут замещать Ca2+ и тем самым снижать показа-
тели сократимости сердечной мышцы [17–19]. Это 
связано, главным образом, с их блокирующим дей-
ствием на потенциал–управляемые Са2+-каналы 
кардиомиоцитов [26, 27]. 

В ходе данной работы мы также оценили вли-
яние Eu3+ на функцию митохондрий. В опытах на 
изолированных из сердца крысы митохондриях 
было показано, что дыхательная функция мито-
хондрий (скорость поглощения кислорода фосфо-
рилирующими энергизованными митохондриями, 
находящимися в состоянии 3 по Чансу) в присут-
ствии низких концентраций Eu3+ меняется незна-
чительно и в нашей модели потенциирования/
ингибирования сокращения влияние Eu3+ на мито-
хондрии можно не учитывать. 

В последние десятилетия спрос на редкозе-
мельные элементы значительно вырос как в про-
мышленности, медицине, так и в других сферах их 
применения. Как правило, РЗЭ в почве, воде и ат-
мосфере содержатся в низких концентрациях, од-
нако они могут накапливаться в окружающей среде, 
особенно в неблагополучных районах, где наблю-
дается техническое загрязнение РЗЭ [40]. Поэтому 
возможно медленное накопление этих элементов в 
окружающей среде и проявление их токсического 
действия на организм человека [40]. Механизмы и 
отдаленные эффекты токсического действия ланта-
ноидов изучены пока недостаточно.

В своей работе мы показали, что в низкой кон-
центрации Eu3+ может стимулировать сердечные 
сокращения за счет перераспределения внутрикле-
точного Са2+ и в этом случае увеличивать устойчи-
вость сердечной мышцы к влиянию азида натрия — 
ингибитора митохондриального дыхания. При этом, 
как нами показано, Eu3+ не оказывает значительного 
токсического действия на дыхание митохондрий in 
vitro. Eu3+ в миллимолярных концентрациях может 
блокировать первоначальный вход Са2+ в сердечную 
клетку, тем самым нарушая систему электро-меха-
нического сопряжения в миокарде [19]. Полученные 
данные важны для понимания механизмов действия 
лантаноидов на сердечную мышцу и могут быть по-
лезны в разработке заместительной терапии, а так-
же для исследования Са2+-сенсоров и Са2+-каналов в 
качестве диагностических зондов. 
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STIMULATING EFFECT OF LOW CONCENTRATIONS OF Eu3+

ON SPONTANEOUS CARDIAC CONTRACTIONS
K. V. Sobola, #,  S. M. Korotkova,  I. V. Shemarovaa and V. P. Nesterova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: peep9@yandex.ru

The negative cumulative eùects of lanthanides on the human body are well known; they are associated mainly with 
the toxic eùects of rare earth metals (REE) on muscle tissue. However, the eùects of low concentrations of these met-
als on muscle are less understood. In our work, we found out an unusual stimulating eùect of low concentrations of 
europium (Eu3+) on spontaneous contractions of atria of a frog. The purpose of this study was to study the stimulating 
eùect of Eu3+ on the contraction of atria, both normally and in the presence of the mitochondrial respiration inhibitor 
sodium azide (NaN3). The study was carried out using two experimental models: muscle preparations obtained from 
isolated atria of the heart of the frog Rana ridibunda and mitochondria isolated from the heart of male Wistar rats. As 
a result of the studies, it was established that Eu3+ in a concentration of 0.2 mM, at a temperature of 20°C, potentiat-
ed contractions of the frog atria in situ; both the amplitude and the maximum rate of increase of single spontaneous 
contractions increased. Spontaneous atrial contractions became more resistant to the eùects of 1 mM NaN3. At
the same time, Eu3+ did not aùect the respiration of energized mitochondria (activated by ADP (state 3) or 2,4-di-
nitrophenol (state 3UDNP). The intensity of this respiration decreased after the calcium load of mitochondria, re-
gardless of the presence of Eu3+ in the medium. Thus, Eu3+ ions at low concentrations (0.2 mM) stimulated atrial 
contraction and had a positive inotropic eùect. The stimulating eùect of low concentrations of Eu3+ on the heart can 
be explained by the synergism in the action of Ca2+ and Eu3+ on calcium channels, stimulation of Ca2+-dependent 
processes in cardiomyocytes and the absence of a negative eùect on mitochondrial respiration.

Keywords: lanthanides, rare earth elements, myocardium, inotropic eùect, contraction, Eu3+, Ca2+, mitochondrial 
respiration



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2024, том 60, № 3, с. 291–298

291

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ЦЕНТРАЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ НА ПЕРИФЕРИЧЕСКОЕ ВОСПАЛЕНИЕ 
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Активация микроглии провоспалительными стимулами, включающими липополисахарид (ЛПС), рас-
сматривается среди факторов риска нейродегенерации, однако ЛПС может оказывать также нейропро-
тективный эффект, что обусловливает дальнейший анализ взаимосвязи микроглиальной активации 
и регуляторов клеточной гибели. В настоящей работе было проведено сравнительное исследование 
экспрессий белков маркера активированной микроглии Iba-1 и исполнительной протеазы апоптоза 
каспазы-3 в стволе мозга и префронтальной коре крыс в зависимости от дозы и режима внутрибрюш-
инного введения эндотоксина. Через сутки после ЛПС в дозе 0.5 мг/кг, однократно, экспрессии Iba-
1 и каспазы-3 в обеих структурах не отличались от контрольных значений. Введение эндотоксина в 
этой же дозе четырехкратно в течение 7-ми дней (1 раз в 2 дня) привело через сутки после последнего 
введения к значительному увеличению уровня Iba-1 в стволе мозга, которому сопутствовало досто-
верное уменьшение экспрессии каспазы-3. Такие же эффекты в этой структуре наблюдались и через 7 
дней после однократного введения ЛПС в более высокой дозе — 5 мг/кг. В 7-дневном эксперименте во 
фронтальной коре, в отличие от ствола мозга, не было обнаружено изменений в экспрессии каспазы-3, 
а увеличение экспрессии Iba-1 наблюдалось только после однократного введения ЛПС в высокой дозе. 
Выявленное снижение уровня каспазы-3 в стволе мозга в условиях нейровоспаления может отражать 
развитие адаптивных нейропротективных процессов, особенно важных для структуры, отвечающей за 
такие ключевые функции организма, как дыхание, артериальное давление и сердцебиение.

Ключевые слова: липополисахарид, активная каспаза-3, Iba-1, ствол мозга, префронтальная кора
DOI: 10.31857/S0044452924030071, EDN: YXBZRE

ВВЕДЕНИЕ
В последнее время среди патофизиологических 

механизмов нейродегенеративных заболеваний, 
таких как болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
постишемические психопатологии, значительное 
внимание привлекает нейровоспаление. Развитие 
этого состояния связывают с дисфункцией микрог-
лиальных клеток — резидентной популяции макро-
фагов центральной нервной системы (ЦНС) [1–6]. 
Активированная микроглия участвует в распозна-
вании и фагоцитарном удалении дегенерирующих 
нейронов, однако длительная активация этих кле-
ток может повредить и нормальные нейроны [7]. 
Для моделирования нейровоспаления в экспери-
ментальных работах на животных наиболее часто 
используют липополисахарид (ЛПС) [8], представ-
ляющий собой иммуностимулирующий эндоток-
син клеточной стенки грамотрицательных бактерий. 
Источником ЛПС в системной циркуляции челове-

ка и животных являются патогенные бактерии желу-
дочно-кишечного тракта [9]. Уровень эндотоксина в 
крови может быстро повышаться при различных па-
тологических состояниях. Например, повышенный 
уровень ЛПС, ассоциируемый с развитием пости-
шемических неврологических расстройств, наблю-
дался уже через сутки у больных, перенесших ин-
сульт [10, 11]. В экспериментальных исследованиях 
на грызунах обнаружено, что внутрибрюшинные 
инъекции ЛПС приводят к активации микроглии 
и митохондриально-зависимых путей апоптоза в 
отделах мозга, а также возникновению специфиче-
ских симптомов, таких как нарушение двигатель-
ной функции и способности к обучению, сходных 
с клиническими симптомами нейродегенератив-
ных психиатрических расстройств [12, 13]. Ключе-
вая роль в реализации процесса клеточной гибели в 
ЦНС принадлежит исполнительной протеазе апоп-
тоза каспазе-3 [14, 15]. На связь индуцированных 
ЛПС повышений активности микроглии и экс-
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прессии каспазы-3 указывает наблюдаемая на гры-
зунах синхронность этих изменений в гиппокампе 
и префронтальной коре через сутки после одно-
кратных [16, 17] и повторных [18, 19] внутрибрюш-
инных введений эндотоксина. Однако в некоторых 
условиях ЛПС может оказывать и нейропротектив-
ное действие. Например, предварительное введе-
ние ЛПС ослабляло апоптоз нейронов, вызванный 
травматическим повреждением мозга [20], а также 
снижало уровни мРНК и белка каспазы-3, повы-
шенные ишемическим воздействием [21]. Предва-
рительное введение ЛПС мышам в низких дозах 
ослабляло активацию микроглии, а также развитие 
депрессивно-подобного поведения при последую-
щих введениях высоких доз эндотоксина [22]. Та-
ким образом, ЛПС может провоцировать не только 
негативные нейродегенеративные, но и адаптив-
ные нейропротективные изменения в мозге, вклю-
чающие влияние на экспрессию каспазы-3, однако 
опосредуется ли это влияние через изменение ак-
тивности микроглии в структурах мозга, остается 
неясным.

Нейроны разных областей мозга различаются по 
чувствительности к индуцируемой ЛПС нейродеге-
нерации. Например, однократное введение ЛПС в 
гиппокамп, кору или черную субстанцию приводи-
ло через 7 дней к гибели клеток только в черной суб-
станции, в то время как нейроны коры и гиппокампа 
не реагировали даже на значительно более высокие, 
чем вводимые в черную субстанцию дозы [23]. Це-
лью нашего исследования явилось дальнейшее вы-
яснение связи между изменениями экспрессии мар-
кера микроглиальной активации и уровня каспазы-3 
в префронтальной коре и стволе мозга крыс после 
периферического введения ЛПС в разных дозах и 
режимах. Полученные в рамках достижения этой 
цели результаты могут быть полезны для исследова-
телей в области изучения нейровоспаления.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн эксперимента
В работе использовали 2-месячных сам-

цов крыс линии Wistar. Животных содержа-
ли поодиночке в поликарбонатных клетках 
(27,7 × 44 × 15 см = ш × д × в) при температуре 22–
24°С и свободном доступе к воде и корму. Условия 
содержания животных и примененные воздействия 
соответствовали рекомендациям Комиссии по био-
этике Института цитологии и генетики СО РАН 
(протокол № 8 от 19.03.2012  г.) и рекомендациям 
Минздрава России (приложение к приказу №  267 
от 19 июня 2003 г.), а также директивам Совета Ев-
ропы (86/609/EEC).

Нейровоспаление индуцировали липополиса-
харидом из Escherichia coli, серотип O55:B5 (Sigma-

Aldrich Corp., St Louis, MO, USA), который живот-
ные получали внутрибрюшинно (рис.  1) в дозах 
0.5 мг/кг (однократно и четырехкратно 1 раз в 2 дня 
в течение 7 дней) и 5  мг/кг (однократно). Кон-
трольные животные получали соответствующие 
инъекции физиологического раствора. В каждой 
экспериментальной группе было по 5–6 животных. 
Животных, получавших ЛПС в дозе 0.5 мг/кг, выво-
дили из эксперимента путем быстрой декапитации 
через сутки после последнего введения, 5 мг/кг — 
через 7 дней. Выделенные образцы префронталь-
ной коры (срез префронтальной коры толщиной 
1.5–3.0 мм в координатах от +3.20 до +2.70 мм от-
носительно брегмы) и ствола мозга (задний мозг и 
область моста — весь блок ткани каудальнее задних 
бугров четверохолмия и ростральнее овального от-
верстия до −10.5 мм относительно брегмы без моз-
жечка) были быстро заморожены в жидком азоте.

Вестерн блот анализ
Уровни белков определяли методом Вестерн бло-

та как описано ранее [24]. Ткани мозга гомогенизи-
ровали в лизирующем буфере (150 мМ NaCl, 50 мМ 
Трис, 1% Тритон Х-100, 2 мМ PMSF, 2 мкг/мл леу-
пептина, 2 мкг/мл пепстатина и 2 мкг/мл апротини-
на). Супернатант, содержащий 50 мкг белка, разделя-
ли методом электрофореза в 12% полиакриламидном 
геле с SDS (система Mini-Protean 3 Dodeca Cell, Bio-
Rad, США). Белки переносили на 0.45 µм нитроцел-
люлозную мембрану (Bio-Rad, США) с помощью 
системы Trans-Blot (Bio-Rad, США). Мембраны 
инкубировали в присутствии антител: первичных 
Iba-1(1:500, rabbit monoclonal antibodies, EPR16589, 
ab178847, Abcam, США), активной каспазы-3 (1:500, 
rabbit monoclonal antibodies, #9664, Cell Signaling, 
США), β-актина (1:20000, rabbit polyclonal antibod-
ies, I-19, sc-1616, Santa Cruz Biotechnology, США) и 
вторичных, конъюгированных с пероксидазой хрена 
(1:1000 для Iba-1 и активной каспазы-3 или 1:10000 
для β-актина, goat anti-rabbit IgG antibody, Bio-Rad, 
США). Хемилюминисцентный сигнал усиливали с 
помощью набора SuperSignal West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, США) в 
течение 1 мин. Интенсивность окрашивания полос 
определяли после сканирования мембран (Chemi-
docTM Touch Imaging System, Bio-Rad, США) с после-
дующей компьютерной денситометрией (программа 
Scion Image 4.0.3.2 Scion Corporation, США). Количе-
ство белка Iba-1 и активной каспазы-3 оценивали в 
относительных единицах к β-актину того же образца.

Реактивы
Помимо вышеуказанных, все реактивы, исполь-

зуемые в работе, были производства компании 
«Sigma-Aldrich», США.
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Статистический анализ
Статистическую обработку полученных данных 

проводили с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа (one-way ANOVA). Результаты 
представлены как M ± m; межгрупповые различия 
считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ЛПС на уровень белков Iba-1 
и активной каспазы-3 в стволе мозга взрослых 

крыс после внутрибрюшинного введения 
эндотоксина

В стволе мозга однократное внутрибрюшинное 
введение ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не повлияло на из-
меренную через сутки экспрессию маркерного бел-

ка активированной микроглии Iba-1 (F(1,8) = 3.73, 
p < 0.09) (рис. 2a). Однако уровень этого белка был 
достоверно повышен через сутки после окончания 
повторных в течение недели инъекций эндотокси-
на (1 раз в 2 дня; 4 инъекции) (F(1,8) = 6.35, p < 0.05). 
Уровень Iba-1 в стволе мозга был также повышен 
через неделю после однократной инъекции ЛПС в 
более высокой дозе (5 мг/кг) (F(1,8) = 17.29, p < 0.01). 
Эти данные свидетельствуют, что внутрибрюшин-
ное введение эндотоксина вызывает активацию 
микроглии в стволе мозга при применении высо-
кой дозы ЛПС, как однократной, так и суммарной 
(повторные инъекции). 

В стволе мозга через 24 ч после однократного 
введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не наблюдалось от-
личий от контрольных значений в уровне экспрес-
сии ключевой исполнительной протеазы апоптоза 

Рис. 1. Схема эксперимента. Взрослым самцам крыс внутрибрюшинно вводили ЛПС в дозах 0.5 мг/кг (одно-
кратно и четырехкратно 1 раз в 2 дня в течение 7 дней, животных выводили из эксперимента через сутки после 
последнего введения) и 5 мг/кг (однократно, животных выводили из эксперимента через 7 дней после введения 
препаратов). Контрольные животные получали соответствующие инъекции физиологического раствора.
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Рис. 2. Уровень белков Iba-1 (a) и активной каспазы-3 (b) в стволе мозга взрослых крыс после периферического введения 
ЛПС в разных дозах и режимах. M ± m, выраженные в условных единицах относительно уровня белка β-актина, n = 5–6 
животных на группу. * — p < 0.05 по сравнению группой, получавшей инъекцию физиологического раствора (one-way 
ANOVA, критерий LSD).
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(активной каспазы-3) (рис. 2b). Однако вопреки 
нашему ожиданию, при увеличении числа инъек-
ций ЛПС в этой дозе до 4 в стволе обнаружено до-
стоверное снижение уровня активной каспазы-3 
(F(1,8) = 14.72, p < 0.01). Снижение экспрессии ак-
тивной каспазы-3 наблюдалось также через неделю 
после однократного введения ЛПС в дозе 5 мг/кг 
(F(1,9) = 5.47, p < 0.05).

Влияние ЛПС на уровень белков Iba-1 
и активной каспазы-3 в префронтальной 

коре взрослых крыс после внутрибрюшинного 
введения эндотоксина

В префронтальной коре, внутрибрюшин-
ное введение ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не влияло на 
экспрессии белка Iba-1, измеренные через сут-
ки после окончания как однократного, так и по-
вторяющихся каждые 2 дня в течение недели 
воздействий (рис. 3a). Через неделю после одно-
кратного введения ЛПС в дозе 5 мг/кг в коре моз-
га обнаружено повышение уровня белка Iba-1 
(F(1,8) = 8.99, p < 0.05).

Уровень активной формы каспазы-3 в префрон-
тальной коре не изменялся после всех использо-
ванных в работе доз и режимов воздействий эндо-
токсином (рис. 3b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Основным результатом работы явилось обнару-

жение противоположных изменений экспрессий 

белков маркера активированной микроглии Iba-1 
и исполнительной протеазы апоптоза каспазы-3 в 
стволе мозга после периферического воздействия 
провоспалительным стимулом. Увеличение уровня 
белка Iba-1 в этой структуре как через сутки после 
окончания повторных введений ЛПС (0.5 мг/кг; 1 
раз в 2 дня в течение 7 дней), так и через 7 дней 
после однократного введения эндотоксина в более 
высокой дозе (5 мг/кг) сопровождалось достовер-
ным снижением экспрессии активной формы кас-
пазы-3. Хотя активацию микроглии рассматривают 
среди факторов индукции нейродегенеративных 
процессов [5, 8, 25], полученные нами данные сви-
детельствуют, что в стволе мозга под воздействием 
провоспалительного стимула, помимо микроглии, 
также активируются механизмы, связанные с пода-
влением апоптоза через снижение экспрессии кас-
пазы-3. Повышенная экспрессия каспазы-3 опи-
сана при инсульте, травме спинного мозга, травме 
головы и болезни Альцгеймера, в то время как 
ингибиторы каспаз предотвращали потерю ней-
ронов на животных моделях этих патологий [26]. 
Выявленное в нашей работе снижение экспрессии 
каспазы-3 в стволе мозга в ответ на системную ин-
дукцию воспаления может указывать на развитие в 
структуре нейроадаптивных защитных изменений, 
обеспечивающих нейроны ствола мозга большей 
устойчивостью к повреждающим провоспалитель-
ным стимулам. Одним из таких защитных измене-
ний может быть переключение микроглии с М1 на 
М2-противовоспалительный фенотип [5, 27–29]. 
Ствол мозга отвечает за такие ключевые для орга-

( а) ( b )

2. 0

1 . 5

1 . 0

0 . 5

0 . 0

1 . 5

1 . 0

0 . 5

0 . 0

2. 02. 5

Рис. 3. Уровень белков Iba-1 (a) и активной каспазы-3 (b) в префронтальной коре взрослых крыс после периферического 
введения ЛПС в разных дозах и режимах. M ± m, выраженные в условных единицах относительно уровня белка β-актина, 
n = 5–6 животных на группу. * — p < 0.05 по сравнению группой, получавшей инъекцию физиологического раствора (one-
way ANOVA, критерий LSD).
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низма функции как дыхание, артериальное давле-
ние и сердцебиение [30], кроме того, там распо-
ложен главный источник норадреналина – Locus 
coeruleus, участвующий в регуляции циркадных 
ритмов, внимания и поведения, а также некоторых 
аспектов памяти и обучения [31]. Поэтому устой-
чивость клеток ствола мозга к повреждающим воз-
действиям, в том числе и активирующим нейровос-
паление, является жизненно важной.

Хотя в условиях наших экспериментов описан-
ный эффект (повышение экспрессии Iba-1 и сни-
жение экспрессии каспазы-3) обнаружен только в 
стволе, свидетельства защиты от индуцированной 
гибели клеток в результате острой активации им-
мунной системы опубликованы также и для других 
структур, прежде всего для гиппокампа. Введение 
крысам ЛПС внутрибрюшинно в дозах 0.1 и 0.5 мг/кг 
за 5 дней до травматического повреждения мозга 
снижало экспрессию каспазы-3 и число погибших 
нейронов в областях гиппокампа через 4 и 12 ч после 
травмы [20]. Однократная инъекция ЛПС (0.1 мг/кг) 
двухдневным крысятам за 14 ч до гипоксии-ишемии 
эффективно защищала мозг от повреждений, свя-
занных с патологическим воздействием [32]. Осла-
бление апоптоза нейронов после предварительного 
введения ЛПС обнаружено также на эксперимен-
тальных моделях церебральной ишемии (ишемия/
реперфузия) [21] и травматического повреждения 
спинного мозга  [33] у взрослых животных. Среди 
механизмов анти-нейродегенеративного влияния 
ЛПС рассматривают эндотелиальную синтазу окси-
да азота (eNOS) [32], PI3K/Akt/FoxO1 путь [21], сни-
жение экспрессии матриксной металлопротеазы-9 
[34]. Важное значение для нейропротективного эф-
фекта может иметь ингибирование каскада каспаз 
именно в клетках микроглии [35].

В отличие от ствола мозга, в префронтальной 
коре не было обнаружено активации микроглии и 
изменений в экспрессии активной каспазы-3 через 
сутки ни после однократного внутрибрюшинно-
го введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг, ни после четы-
рехкратного введения эндотоксина в этой же дозе 
в течение недели. Повышение экспрессии маркера 
активированной микроглии белка Iba-1 было об-
наружено только через 7 дней после однократного 
введения ЛПС в высокой дозе 5 мг/кг, что указы-
вает на зависимость эффекта от дозы вводимого 
эндотоксина. Существенный вклад в развитие эф-
фекта вносит, очевидно, и продолжительность вве-
дения. ЛПС, вводимый в дозе 0.5 мг/кг один раз в 
два дня в течение не одной, а двух недель, достовер-
но увеличивал экспрессию Iba-1 в префронтальной 
коре [13]. Способность ЛПС индуцировать актива-
цию микроглии в этой структуре согласуется с дан-
ными также и других авторов [8, 36, 37]. Несмотря 

на то, что имеется множество свидетельств прямой 
связи между активностью микроглии и повышени-
ем экспрессии каспазы-3 в префронтальной коре 
[16–19, 38], в нашем исследовании такой связи не 
выявлено. Отличия в эффектах ЛПС в коре мозга от 
данных других исследователей могли быть обуслов-
лены различиями в используемых дозах эндоток-
сина, способах и продолжительности его введения, 
временем, прошедшим после воздействия ЛПС, а 
также видом экспериментальных животных [8, 39].

Выявленные региональные различия в ответах 
исследованных белков на ЛПС могут быть связа-
ны с неоднородностью распределения микроглии 
в структурах мозга [40–42]. Кроме того, на взрос-
лых крысах обнаружены региональные отличия в 
восприимчивости к нейротоксичности, индуциро-
ванной ЛПС. В этих исследованиях введение бак-
териального эндотоксина непосредственно в гип-
покамп, кору или черную субстанцию вызывало 
спустя неделю нейродегенерацию только в черной 
субстанции, в то время как нейроны коры и гиппо-
кампа оставались нечувствительными к ЛПС даже 
при значительно более высоких концентрациях эн-
дотоксина [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В целом обнаруженное в работе снижение уровня 

активной формы каспазы-3 в стволе мозга в услови-
ях индуцированной эндотоксином микроглиальной 
активации указывает на развитие нейроадаптивных 
процессов, направленных на повышение устойчи-
вости нейронов ствола мозга к повреждающим про-
воспалительным стимулам.
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CENTRAL RESPONSES TO PERIPHERAL INFLAMMATION MAY 
INCLUDE DECREASED EXPRESSION OF KEY APOPTOTIC PROTEASE 

CASPASE3 IN BRAINSTEM 
A. V. Bannovaa, #,  G. T. Shishkinaa  and  N. N. Dygaloa

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
#e-mail: anitik@bionet.nsc.ru

Microglia activation by proinflammatory stimuli, including lipopolysaccharide (LPS), is considered among the 
risk factors for neurodegeneration, but the LPS treatment may also have a neuroprotective eùect, which leads 
to further analysis of the relationship between microglial activation and regulators of cell death. In the present 
work, a comparative study was carried out on proteins expression of marker for activated microglia Iba-1 and the 
apoptotic executor protease caspase-3 in the brainstem and prefrontal cortex of rats injected intraperitoneally 
with endotoxin at diùerent doses and schedules. One day after LPS at a dose of 0.5 mg/kg, single, the Iba-1 and 
caspase-3 expression in both structures did not diùer from control values. Endotoxin administration fourfold at 
the same dose over 7 days (once every 2 days) led one day after the last injection to a significant increase in the Iba-
1 level in the brainstem, which was accompanied by a significant decrease in the expression of caspase-3. The same 
eùects in this structure were observed 7 days after a single injection of LPS at a higher dose of 5 mg/kg. In a 7-day 
experiment, in contrast to the brainstem, no changes in caspase-3 expression were found in the frontal cortex, 
and an increase in Iba-1 expression was observed only after a single injection of LPS at a high dose. The detected 
decrease of caspase-3 level in the brain stem under neuroinflammatory conditions may reflect the development 
of neuroprotective processes, especially important for the structure responsible for such key body functions as 
respiration, blood pressure and heartbeat.

Keywords: lipopolysaccharide, active caspase-3, Iba-1, brainstem, prefrontal cortex
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Проведено исследование особенностей экспрессии кальций-связывающего белка парвальбумина в по-
яснично-крестцовом отделе спинного мозга новорождённых и взрослых кошек. В отличие от взрослых 
животных, у новорожденных иммуномечение к парвальбумину выявлено главным образом в афферент-
ных волокнах, расположенных в дорзальных рогах и медиальной части промежуточного серого веще-
ства. Локализация этих волокон частично повторяет положение ядер Кларка, но не ограничена их клас-
сическими границами, охватывая всю протяжённость поясничного отдела и переходя в предполагаемое 
ядро Штиллинга, расположенное в крестцовом отделе. Таким образом, парвальбумин-иммунопозитив-
ные проприоцептивные волокна у новорожденных, в отличие от взрослых, представляют собой еди-
ную систему. Полагаем, что с возрастом в связи с созреванием и разрастанием элементов поясничного 
утолщения, связанных, в первую очередь, с локомоторной функцией, происходит перестройка этой не-
прерывной системы волокон с выделением локальных элементов, таких как ядра Кларка и Штиллинга. 
Единственными спинальными нейронами, маркированными парвальбумином у новорожденных, явля-
ются премоторные интернейроны, расположенные вдоль курватуры пластины IX. Для этих клеток ха-
рактерно полное или частичное отсутствие экспрессии нейронального белка NeuN, что свидетельствует 
об особенностях нейрохимического статуса таких нейронов.

Ключевые слова: кальций-связывающий белок, парвальбумин, спинной мозг, спинно-мозжечковые 
тракты, ядро Кларка, ядро Штиллинга
DOI: 10.31857/S0044452924030082, EDN: YWXRTY

ВВЕДЕНИЕ
Проприоцепция — неосознанное чувство поло-

жения частей тела в пространстве, необходимое для 
координированной моторики [1]. Проприоцепцию 
связывают с работой таких рецепторов, как мы-
шечные веретена, сухожильные органы Гольджи 
и суставные рецепторы [2]. Информации от этих 
рецепторов поступает в спинной мозг и оттуда на-
прямую, через пучки Голля и Бурдаха — в продол-
говатый мозг [3] или через серию переключений 
в мозжечок в составе дорзального и вентрального 
спинно-мозжечковых трактов [2, 4–6]. В каудаль-
ной части спинного мозга основными источника-
ми спинно-мозжечковых трактов являются 3 обла-
сти серого вещества: ядра Кларка, расположенные 
у хищных, грызунов и приматов на уровне ниж-
не-грудных и верхне-поясничных сегментов [7–11]; 
ядро Штиллинга, расположенное у грызунов в крест-
цовых и копчиковых сегментах [12, 13], у приматов – 
со среднепоясничного по крестцовый отдел [14]. 

Для хищных существование этого ядра окончатель-
но не определено [15, 16]. Третий тип — погранич-
ные клетки, залегающие вдоль вентро-латераль-
ной границы серого и белого вещества [6, 17, 18]. 
У хищных и грызунов пограничные клетки выяв-
лены в нижне-грудных и поясничных сегментах 
[16, 19, 20], у приматов — в нижнепоясничном от-
деле [21, 22].

Селективным маркёром проприоцептивных 
нейронов спинальных ганглиев принято счи-
тать кальций-связывающий белок парвальбумин 
[23–29]. В белом веществе спинного мозга мыши 
иммунопозитивные аксоны этих клеток заметны 
в составе восходящих пучков дорзального канати-
ка [3]. В пределах серого вещества крысы и кошки 
иммуномечение к парвальбумину главным образом 
выявлено в пределах ядер Кларка [30–33]. При этом 
у кошки парвальбумин-иммунопозитивные нейро-
ны также выявлены вне границ этого ядра: в более 
каудальных поясничных сегментах, где они располо-
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жены разрозненно или формируют кластеры [33]. В 
целом эти области совпадают с локализацией нейро-
нов, принадлежащих дорзальному спинно-мозжеч-
ковому тракту, расположенных у кошки за предела-
ми исторических границ ядра Кларка [4, 5, 18, 34, 35]. 
Более того, скопление иммунопозитивного нейро-
пиля и нейронов наблюдается и в крестцовых сегмен-
тах мыши и кошки [32, 36]; у мыши это соответствует 
положению ядра Штиллинга [36]. Мы предположи-
ли, что перечисленные парвальбумин-экспрессиру-
ющие элементы могут быть частью единой системы, 
организующей проекции к мозжечку в составе дор-
зального спинно-мозжечкового тракта. Поскольку 
развитие системы парвальбумин-позитивных ней-
ронов спинного мозга происходит очень рано — 
главным образом во время пренатального и раннего 
постнатального периода, мы провели сравнительное 
картирование парвальбумин-иммунопозитивных 
элементов пояснично-крестцового отдела спинного 
мозга у новорождённых животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использованы образцы поясничного 

отдела спинного мозга от 3 нормально пигменти-
рованных взрослых кошек (весом 2.5–3.5 кг) и от 
3 новорождённых котят в возрасте 0–4 дней. Об-
разцы головного мозга всех животных также были 
использованы в иных исследованиях [37–39]. Кар-
тирование парвальбумин-иммунопозитивных эле-
ментов у взрослых было проведено ранее [32, 33], 
поэтому в данной работе мы не останавливаемся на 
нём подробно, но только в сравнительном аспекте.

Под глубоким наркозом (5% изофлюран) про-
водили транскардиальную перфузию. Для преду-
преждения свертываемости крови и образования 
тромбов за 10 мин до начала перфузии внутримы-
шечно вводили гепарин (0.5 мл/кг). Промывку со-
судов от форменных элементов крови осуществляли 
физиологическим раствором (0.9% натрия хлорид, 
700–800 мл/кг, pH  7.4), фиксацию тканей — 4% 
раствором параформальдегида на 0.01 М фосфат-
ном буфере (pH 7.4, 600–700 мл/кг). После перфу-
зии спинной мозг извлекали из позвоночника и по-
следовательно выдерживали в 20% и 30% растворах 
сахарозы до погружения. Деление спинного мозга 
на сегменты (L1-S3) проводили, ориентируясь на 
дорзальные корешки. На замораживающем микро-
томе (Reichert, Германия) изготавливали попереч-
ные и горизонтальные срезы толщиной 50 мкм. 

Выявление антигенов проводили с помощью не-
прямого иммуногистохимического метода на сво-
бодно плавающих срезах. В начале выполнения 
протокола и между всеми процедурами срезы про-
мывали в 0.01 М фосфатно-солевом буфере (Био-
лот, Россия) 3 раза по 10 мин. Демаскировку ан-
тигенов проводили в 1% NaBH4 в течение 15 мин. 

Активность эндогенной пероксидазы блокирова-
ли путем получасовой инкубации в 0.3% H2O2. Не-
специфическую реакцию антител подавляли 1.5% 
нормальной сывороткой козы (NGS, Vector Labs, 
Великобритания) (90 минут). Затем, не промы-
вая, срезы инкубировали в течение 72 ч при +4°С 
в растворе первичных поликлональных антител 
кролика к парвальбумину (Abcam, Великобрита-
ния, Cat.# ab11427, RRID: AB_298032, разведение 
1:10000) и первичных моноклональных антител мы-
ши к NeuN (Millipore, США, Cat.# MAB377, RRID: 
AB_2298772; разведение 1:5000) с добавлением, 
0.05% тритона X-100, 1.5% NGS и консерванта 0.1% 
NaN3. Затем срезы инкубировали в растворах вто-
ричных конъюгированных с флуорохромом анти-
тел коза анти-кролик (Alexa Fluor568, Abcam, Ве-
ликобритания, Cat.# ab150113, RRID: AB_2576207, 
разведение 1:500) и коза анти-мышь (Alexa 
Fluor488, Abcam, Великобритания, Cat.# ab175471, 
RRID: AB_2576208, разведение 1:500). К раствору 
вторичных антител добавляли 1% NGS и 0.1% три-
тон X-100. Инкубацию проводили в термостате при 
температуре +37°С в течение 2 ч. После промывки 
в дистиллированной воде срезы монтировали на 
желатинизированные предметные стекла, высуши-
вали и заключали в 80% глицерин. 

Срезы с выявленным антигеном оцифровыва-
ли с помощью инвертированного флуоресцентно-
го микроскопа Leica DMI6000 (Leica Microsystems, 
Германия) в Ресурсном центре молекулярных и 
клеточных технологий Санкт-Петербургского госу-
дарственного университета (РЦ РМиКТ СПбГУ). 
Корректировку контраста и яркости проводили в 
свободном программном комплексе Fĳi [40]. Для 
точного определения локализации нейронов в пре-
делах пластин, использовали NeuN-иммуноме-
чение. Данные представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение. Статистического анализа не 
проводили.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Во всех анализируемых сегментах у новоро-

ждённых и взрослых животных парвальбумин-им-
мунопозитивная (ПВ+) метка выявлена как в соме 
нейронов, так и в нейропиле. Особенности распре-
деления ПВ+ нейронов в сером веществе спинного 
мозга новорождённых и взрослых животных были 
получены при анализе поперечных срезов и пред-
ставлены в таблице 1.

Вне зависимости от сегмента, у взрослых кошек 
областью максимальной локализации ПВ+ нейро-
нов и ПВ+ нейропиля является медиальная часть 
пластин V–VII и область вокруг мотонейронных 
пулов. В верхнепоясничном отделе первая область 
соответствует локализации ядер Кларка. В нижне-
поясничных сегментах также выявлены скопления 
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ПВ+ нейронов: в тех же областях серого вещества, 
что и в вышележащих сегментах. значительно число 
ПВ+ нейронов у животных обоих возрастов выяв-
лено в области вокруг мотонейронных пулов. Ред-
кие ПВ+ нейроны также выявляются в пластинах 
II–III, но только у взрослых животных. Таким об-
разом, единственными ПВ+ нейронами у новоро-
ждённых являются нейроны пластин VII–IX вокруг 
мотонейронных пулов (площадь сомы нейронов: 
317 ± 106 мкм2).

Для новорожденных котят, в отличие от взрос-
лых, характерно наличие пучков ПВ+ волокон в ме-
диальной половине дорзальных рогов; эти волокна 
следуют от дорзального канатика белого вещества 
к локусам с высокой плотностью ПВ+ нейропиля 
в симметричных относительно центрального ка-
нала областях медиальной части пластин V–VI и 
пластины VII (рис. 1). Если у взрослых подобный 
нейропиль выявлен главным образом на уровне 
сегментов L1–L5 и S1–S3, то у новорождённых он 
наблюдается в пределах каждого из исследованных 
сегментов, и снижение интенсивности иммуно-
мечения выявлено только для самого каудального 
уровня: границы сегментов S3 и Co1 (рис. 1, S3). 
Таким образом, у новорождённых, в отличие от 
взрослых, слабо выражено иммуномечение сомы, 
но доминирует иммуномечение нейропиля. В це-
лом у новорождённых ПВ+ элементы медиальной 
части пластин V–VII представляют собой единую 
систему, проходящую через весь пояснично-крест-
цовый отдел спинного мозга.

Для получения полной картины рострокаудаль-
ного распределения ПВ+ волокон у новорожден-
ных, исследовали горизонтальные срезы, проходя-
щие через пояснично-крестцовый отдел спинного 
мозга. В этой плоскости очень хорошо видна регу-
лярная упорядоченность во входах проприоцептив-
ных волокон в спинной мозг в виде пучков (рис. 2). 

Расстояние между отдельными пучками составило 
101 ± 29 мкм.

В процессе идентификации нейронов спин-
ного мозга мы провели двойное иммуномечение, 
используя общий нейрональный маркёр – белок 
NeuN [41]. Как видно из рис. 3, ПВ+ нейроны в об-
ласти вокруг мотонейронных пулов или являются 
иммуно-негативными к NeuN, или имеют очень 
слабое иммуномечение.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
У взрослых и новорождённых животных наи-

большая выраженность парвальбумин-иммунопо-
зитивной реакции выявлена в медиальной части 
пластин V–VII. При этом у новорожденных кошек, 
в отличие от взрослых, она охватывает не только 
верхнепоясничные и нижнекрестцовые сегмен-
ты, что соответствует локализации ядер Кларка и 
Штиллинга [32, 33, 42, 43], но полностью все сег-
менты пояснично-крестцового отдела. При этом 
анализ локализации парвальбумин-иммунопози-
тивных нейронов у взрослых позволяет увидеть, 
что их скопления в той же области пластин V–VII 
соответствует областям, в которых у новорожден-
ных выявлено интенсивное иммуномечение ней-
ропиля. Полученные данные частично сходны с та-
ковыми, что были получены на взрослых мышах в 
[36]. При использовании комбинации ретроградно-
го трейсирования и иммуномечения, показано, что 
спинальные нейроны, инициирующие проекции к 
мозжечку и иммунопозитивные к кальций-связы-
вающим белкам, в большей степени, парвальбуми-
ну, расположены вдоль всего протяжения спинного 
мозга, а не только в ядрах Кларка и Штиллинга. По-
лагаем, что с возрастом, в результате значительно-
го снижения иммунопозитивной метки нейропиля, 

Таблица 1. Распределение парвальбумин-иммунопозитивных нейронов в сером веществе спинного мозга новорождён-
ных и взрослых кошек

Новорождённые Взрослые

Пластина I – Мелкие биполярные нейроны

Пластины II–III – Мелкие веретеновидные нейроны

Пластины V–VII, 
медиальная область –*

Мелкие овальные или
мелкие и крупные 

мультиполярные нейроны
Пластины VII, 

вентромедиальная область – Мелкие и крупные 
мультиполярные нейроны

Пластины VII–IX Мультиполярные нейроны Мелкие и крупные 
мультиполярные нейроны

* невозможно определить из-за маскирующего мечения нейропиля
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Рис. 1. Распределение парвальбумин-иммунопозитивных элементов на поперечных срезах спинно-
го мозга новорожденных и взрослых кошек. L1–L7 — поясничные сегменты, S1–S3 — крестцовые 
сегменты. Белые контурные линии маркируют границы серого вещества.
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данная единая система парвальбумин-позитивных 
элементов начинает казаться не непрерывной.

Данные о развитии спинальных элементов, син-
тезирующих парвальбумин, практически отсут-
ствуют; есть лишь единичные работы. Например, 
на иллюстрациях работы [44] видны парвальбу-
мин-имммунопозитивные волокна, входящие в 
дорзальные рога и следующие к мотонейронам, а 
также парвальбумин-имммунопозитивные нейро-
ны в пластинах VIII и III у котят в возрасте 3 недель. 

Таким образом, интенсивно меченые волокна, ко-
торые мы видим у новорожденных, сохраняются 
как минимум до 3-недельного возраста. Сходное 
интенсивное иммуномечение афферентных воло-
кон и сходный паттерн их входа в спинной мозг в 
виде пучков волокон (fasciculi) были ранее показа-
ны у грызунов [30] и приматов [45].

Мы отметили значительно меньшее число пар-
вальбумин-имммунопозитивных нейронов у  но-
ворожденных животных и их преимущественную 

Рис. 2. Распределение парвальбумин-иммунопозитивных элементов на горизонтальных срезах спинного мозга 
новорожденных кошек. L3, S1 — поясничный и крестцовый сегменты. Белыми стрелками обозначены отдельные 
пучки волокон.
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локализацию в области вокруг мотонейронных пу-
лов. Данный факт связан с отсроченным развити-
ем иммуномеечния сомы нейронов по сравнению 
с иммуномечением волокон, что было показано 

на модели грызунов [46, 47]. Согласно [46], первы-
ми начинают синтезировать парвальбумин нейро-
ны, расположенные вокруг мотонейронных пулов. 
Нейроны мелкого размера, экспрессирующие пар-

Рис. 3. Распределение парвальбумин- и NeuN-иммунопозитивных элементов на поперечных 
срезах спинного мозга новорожденных кошек. L1, L5, L6 – поясничные сегменты. Белые кон-
турные линии маркируют границы серого вещества.
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вальбумин, появляются в дорзальных рогах возрас-
те у крыс в возрасте P14–P21 [30, 31]. Вероятно, по 
этой причине мы не смогли визуализировать пар-
вальбумин-имммунопозитивные нейроны в дор-
зальных рогах новорождённых кошек.

Отметим также, что в данной работе мы выяви-
ли слабое иммуномечение к общему нейронально-
му белку NeuN (или даже его отсутствие) у парваль-
бумин-иммунопозитивных нейронов вентральных 
рогов спинного мозга. Ранее NeuN-иммунонега-
тивность была показана для ряда нейрональных 
популяций головного мозга (см. обзор [48]) и гам-
ма-мотонейронов спинного мозга [49]. Поскольку 
гамма-мотонейроны иннервируют интрафузаль-
ные мышечные веретена [50], полагаем, что выяв-
ленная особенность нейрохимического статуса мо-
жет быть характерной для ряда нейронов спинного 
мозга, вовлеченных в контроль проприоцепции. 
Отметим также, что ранее мы выявили NeuN-им-
мунонегативность нейронов среднемозгового ядра 
тройничного нерва, также являющегося элементом 
проприоцептивной системы [51].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, основными результатами дан-

ной работы является: 
1. Выявление единой сети, тянущейся вдоль 

всего пояснично-крестцового отдела, парваль-
бумин-иммунопозитивных элементов спинного 
мозга. Наиболее явно эта сеть визуализируется у 
новорождённых животных, у которых локомотор-
ные способности ещё незрелы и соответствующие 
нейронные сети спинного мозга, расположенные в 
поясничном утолщении, не развиты. Полученные 
данные позволяют предположить общность меха-
низмов формирования проприоцептивной систе-
мы и связанных с ней спинальных сетей в широком 
ряду млекопитающих. 

2. Иммунонегативность парвальбумин-позитив-
ных нейронов вентральных рогов спинного мозга к 
общему нейрональному белку NeuN, что указыва-
ет на специфичность нейрохимии этих нейронных 
популяций.
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A COMPARATIVE DISTRIBUTION OF PARVALBUMINIMMUNOPOSITIVE 
NEURAL ELEMENTS IN THE SPINAL CORD OF NEWBORN AND ADULT CATS
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Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

# e-mail: merkulyevan@infran.ru
We analyzed characteristic features of the parvalbumin-immunostaining within the lumbosacral spinal cord of 
newborn kittens. In contrast to the adults, parvalbumin-immunostaining was mainly revealed for the sensory 
fibers located within the dorsal horns and in the medial part of the intermediate gray matter. The location of 
these fibers partially resembles the location of Clarke's nuclei, but lasted throughout the total length of the lumbar 
spinal cord and merged with the presumptive Stilling’s nuclei in the sacral region. Therefore, in newborns, in 
contrast to adults, the parvalbumin-immunostaining proprioceptive fibers seem like a single unit. We propose that 
with maturation, this system is restructured because of the spread of the neuronal and neuropil elements of the 
lumbar enlargement responsible for the locomotor control. As a result, two local nuclear complexes: Clarke’s and 
Stilling’s are retained. A single population of parvalbumin-immunostaining neurons in newborns are premotor 
interneurons located around the lamina IX. These neurons are characterized by the low or absent NeuN-immu-
nostaining. We believe that this neurochemical feature may be inherent for these cells.
Keywords: calcium-binding proteins, parvalbumin, spinal cord, spino-cerebellar tracts, Clarke’s nucleus, Stilling 
nucleus
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ИЗМЕНЕНИЯ КРОВОТОКОВ В КРАНИАЛЬНОЙ И КАУДАЛЬНОЙ 
ПОЛЫХ ВЕНАХ У КРОЛИКОВ ПРИ ПОСТУРАЛЬНЫХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ 

В УСЛОВИЯХ ПРИМЕНЕНИЯ ПРОПРАНОЛОЛА, БИСОПРОЛОЛА И 
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Для лечения гиперадренергической формы синдрома постуральной ортостатической тахикардии в кли-
нической практике применяются блокатор β1,2-адренорецепторов пропранолол, β1-блокатор бисопро-
лол и центральный агонист тормозных пресинаптических α2-адренорецепторов - метилдофа. Сведения 
о влиянии указанных препаратов на кровотоки в полых венах при постуральных воздействиях в литера-
туре отсутствуют. В острых опытах на наркотизированных кроликах мы изучали изменения кровотоков 
в краниальной и каудальной полых венах при ортостатическом (угол наклона стола головой вверх на 
25°) и антиортостатическом (угол наклона стола головой вниз на –25°) воздействиях в течение 20 с на 
фоне предварительного внутривенного введения пропранолола, бисопролола и метилдофы. До приме-
нения указанных препаратов в ответ на ортостаз на 4 и 20 с отмечено снижение кровотоков в крани-
альной и каудальной полых венах. При антиортостазе на 4 с кровоток в каудальной вене возрастал, а к 
20 с снижался до исходного значения; кровоток в краниальной вене на 4 с уменьшался, а к 20 с — был 
больше исходного. В ответ на применение пропранолола кровоток в каудальной полой вене снижался 
в большей степени, чем при внутривенном введении бисопролола и метилдофы. После применения 
метилдофы при ортостазе к 20 с кровоток в краниальной полой вене уменьшался более выраженно, чем 
в каудальной, тогда как на фоне действия пропранолола и бисопролола в условиях ортостаза кровотоки 
в полых венах снижались примерно в равной степени. При антиортостазе к 20 с на фоне применения 
пропранолола кровоток в каудальной полой вене возрастал больше, чем в краниальной. В условиях 
применения бисопролола и метилдофы в ответ на антиортостаз кровоток в краниальной полой вене 
возрастал не только в большей степени, чем в каудальной, но и более выраженно по сравнению с его 
приростом у кроликов исходно. Следовательно, при постуральных воздействиях на фоне применения 
указанных препаратов проявляются различия механизмов перераспределений кровотоков в бассейнах 
краниальной и каудальной полых вен. 

Ключевые слова: кровоток в краниальной полой вене, кровоток в каудальной полой вене, ортостаз, анти-
ортостаз, пропранолол, бисопролол, метилдофа 
DOI: 10.31857/S0044452924030093, EDN: YWVNPB

ВВЕДЕНИЕ
В клинической кардиологии известен синдром 

постуральной ортостатической тахикардии (POTS) 
[1]. Указанный синдром также отмечен у больных, 
перенесших COVID-19 [2, 3]. В патофизиологии 
развития постуральной тахикардии выделяют ней-
ропатический, гиповолемический и гиперадренер-
гический механизмы [3, 4]. В последнем случае для 
фармакологической коррекции отмеченного выше 
синдрома применяются неселективный блокатор 

β1,2-адренорецепторов — пропранолол, β1-блокатор 
бисопролол, а также центральный агонист тормоз-
ных пресинаптических α2-адренорецепторов — ме-
тилдофа [4]. Вместе с тем, из клинической практики 
известно также, что занятия хатха-йогой, в частно-
сти, поза сарвангасана (антиортостатическое воз-
действие) способствуют адаптации сердечно-со-
судистой системы к ортостатическим нагрузкам 
[5]. Можно поэтому полагать, что сочетание фар-
макологической коррекции наряду с указанными 
выше периодическими антиортостатическими воз-
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действиями могло бы явиться одним из методов ле-
чения синдрома постуральной ортостатической та-
хикардии. Однако в литературе представлены лишь 
фрагментарные сведения об эффектах упомянутых 
выше бета-блокаторов и метилдофы на систему кро-
вообращения в условиях ортостаза [6–8], тогда как 
данные о влиянии этих препаратов на кровотоки в 
полых венах в условиях антиортостаза в литературе 
отсутствуют. Практически в единственной работе 
[9] изучали эффекты пропранолола на артериальное 
давление и частоту сердечных сокращений на ис-
пытуемых-добровольцах в условиях антиортостаза. 
Авторы показали, что величины снижения артери-
ального давления и частоты сердечных сокращений 
при антиортостатическом воздействии на фоне при-
менения пропранолола явились физиологическими 
для здоровых добровольцев.

Особо следует отметить, что возможности ана-
лиза изменений кровотоков в верхней и нижних 
полых венах у человека в ответ на постуральные 
воздействия являются весьма ограниченными, по-
скольку неинвазивные эхокардиографические ме-
тоды являются малоточными [10]. Кроме того, они 
не позволяют оценить временную динамику изме-
нений указанных показателей при гравитационных 
нагрузках. Например, в работе [11] при измерении 
кровотока в нижней полой вене и центрального объ-
ема крови в условиях выполнения орто- и антиор-
тостатических проб у человека показано, что суще-
ствуют две индифферентные точки для давления и 
объема: гидростатически индифферентная точка — 
на уровне диафрагмы, тогда как объемная индиф-
ферентная точка — ниже печени. Из сказанного сле-
дует, что анализ механизмов изменений венозной и
системной гемодинамики в ответ на постуральные 
воздействия можно выполнить только при модели-
ровании последних на животных с непрерывной 
регистрацией кровотоков в полых венах, сердеч-
ного выброса и артериального давления. Однако 
это также сопряжено с большими методическими 
трудностями. Даже при изучении механизмов раз-
вития постуральной тахикардии и гипотензии в ис-
следованиях [12, 13] у кроликов измеряли только 
артериальное давление и частоту сердечных сокра-
щений. Целью работы явилось изучение характера 
и величины изменений кровотоков в полых венах, 
венозного возврата и сердечного выброса у кроли-
ков при проведении ортостатического и антиорто-
статического воздействий в условиях применения 
блокатора β1,2-адренорецепторов пропранолола, 
β1-блокатора бисопролола и центрального агони-
ста тормозных пресинаптических α2-адренорецеп-
торов метилдофы. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование выполнено на 17 кроликах 

Сhinchilla массой 3.5–4.5 кг (питомник “Рапполо-

во”, Ленинградская область) под наркозом (уре-
тан + хлоралоза (Sigma Chemical Co., США) 500 и 
50 мг/кг соответственно, внутрибрюшинно). Внача-
ле животных переводили на искусственную венти-
ляцию легких (частота дыхания 30–40 циклов/мин, 
дыхательный объем 15–20 см3/кг) с помощью аппа-
рата “Фаза-9” (Россия), затем вскрывали грудную 
клетку. Газовый состав артериальной крови контро-
лировали газоанализатором ABL-50 (Radiometer, 
Дания). Напряжение кислорода и углекислого га-
за в артериальной крови (в левой сонной арте-
рии) составляли соответственно 94 ± 4 мм рт.ст. 
и 37 ± 2 мм рт.ст., а pH — 7.36 ± 0.02 и оставались 
практически неизменными в течение опыта.

Кровотоки в правой краниальной и каудаль-
ной полых венах измеряли манжеточными датчи-
ками двухканального ультразвукового расходоме-
ра T-206 (Transonic, США). Сердечный выброс (в 
восходящей аорте) определяли манжеточным дат-
чиком электромагнитного расходомера MFV-2100 
(Nihon Kohden, Япония). Артериальное давление у 
кроликов измеряли в левой сонной артерии тензо-
датчиком TSD104A (BIOPAC Systems, Inc., США). 
Частоту сердечных сокращений определяли при 
помощи программы AcqKnowledge (версия 4.0.0, 
BIOPAC Systems, Inc., США) по сигналу артериаль-
ного давления. Венозный возврат крови к сердцу 
рассчитывали по сумме кровотоков в краниальной 
и каудальной полых венах, общее периферическое 
сопротивление сосудов — по упрощенной формуле 
Пуазейля — делением величины среднего артери-
ального давления на величину сердечного выброса. 
Реактивность сердечно-сосудистой системы у жи-
вотных проверялась по наличию прессорного си-
нокаротидного рефлекса (пережатие правой сон-
ной артерии на 10–15 с). Во всех опытах указанное 
воздействие приводило у кроликов к повышению 
артериального давления на 15–20 мм рт.ст.

Для изучения сдвигов показателей системной 
гемодинамики при ортостатическом и антиорто-
статическом воздействиях был сконструирован 
поворотный стол длиной 800 мм, шириной 320 мм 
из фанеры толщиной 15 мм, на котором фиксиро-
валось животное в положении на спине. Головной 
конец стола прикреплялся с помощью разъемных 
петель к неподвижному основанию, а ножной — 
перемещался. Постуральные воздействия у кро-
ликов осуществляли следующим образом: вначале 
из горизонтального положения ножной конец сто-
ла плавно наклоняли вниз на угол 25° в течение 5 с 
(ортостатическое воздействие). Затем, через 20 с 
столик возвращали в горизонтальное положение. 
Далее через 20 с ножной конец стола поднима-
ли вверх в течение 5 с на угол –25° и удерживали 
в этом положении в течение 20 с (антиортостати-
ческое воздействие), после чего животное переме-
щали в горизонтальное положение. Указанные по-
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стуральные пробы выполняли 3 раза с интервалом 
5–10 мин после стабилизации исследуемых гемоди-
намических параметров. Таким образом, в каждом 
опыте величины изменений гемодинамических 
показателей при постуральных воздействиях оце-
нивали трижды. Угол наклона стола был выбран 
таким образом, чтобы с одной стороны — имели 
место сдвиги венозного кровотока, а с другой — ис-
ключалось смещение датчиков. Скорость поворота 
стола подобрана, исходя из инерционности изме-
нений кровотоков в полых венах, а также данных 
литературы [14].

Дизайн эксперимента был следующим: после 
установки датчиков и стабилизации исследуемых 
гемодинамических показателей осуществляли по-
стуральные воздействия. Далее в левую яремную 
вену болюсно, в течение 5–10 с, вводили препара-
ты, растворенные в 3 мл физиологического раство-
ра. Через 10 мин после их применения снова вы-
полняли ортостатическое и антиортостатическое 
воздействия также 3 раза с измерением величин ге-
модинамических показателей. Проведено 3 серии 
экспериментов. В первой из них (6 кроликов) ор-
тостаз и антиортостаз осуществляли на фоне пред-
варительного введения пропранолола (1.5 мг/кг) 
[15], во второй — (6 кроликов) — на фоне приме-
нения бисопролола (1 мг/кг) [16], в третьей (5 кро-
ликов) — после применения метилдофы (50 мг/кг) 
[17]. Бисопролол предварительно растворяли в фи-
зиологическом растворе, а метилдофу — в физио-
логическом растворе с pH 4–5, слегка подкислен-
ном 0.05 н соляной кислотой [18]. Кислотность 
раствора определяли с помощью портативного 
pH-метра Piccolo Plus (Hanna Instruments, Порту-
галия). Растворы указанных препаратов, а также 
пропранолола доводили до необходимой концен-
трации путем добавления физиологического рас-
твора. Производители препаратов: пропранолол — 
ALPHARMA-ISIS, GmbH & Co.KG, ФРГ; бисопро-
лол — ООО “Нанолек”, Россия; метилдофа — EGIS 
Pharmaceuticals PLC, Венгрия, соляная кислота — 
АО “Уралхиминвест”, Россия.

Электрические сигналы измеряемых показа-
телей системной гемодинамики записывали на 
жесткий диск компьютера IBM PC после ана-
лого-цифрового преобразования платой L-783 
(L-Сard, Россия) с последующим определением 
расчетных параметров и анализом по программе 
АСТest (версия 1.6.59, ООО “Лаборатория автома-
тизированных систем”, Россия). Изменения иссле-
дуемых показателей гемодинамики сравнивали на 
4 и 20 с ортостатического и антиортостатического 
воздействий. Полученные результаты статистиче-
ски обрабатывали с помощью программы S-Plus 
2000 (Professional release, версия 1.0, Math Soft Inc., 
США). Проверку опытных данных на нормальное 
распределение проводили с использованием кри-

терия Шапиро-Уилка. Поскольку распределение 
было нормальным (p  = 0.135), то различия исход-
ных величин параметров венозной и системной 
гемодинамики проверяли с использованием пар-
ного t-критерия Стьюдента [19, 20]. Гипотезу от-
личий сдвигов исследуемых показателей от нуля 
проверяли с использованием t критерия Стьюдента 
[19, 20]. За нулевой уровень принимали исходные 
значения показателей или фон после применения 
бета-блокаторов и метилдофы. Вместе с тем, учи-
тывая малые размеры выборки, для дополнитель-
ной проверки правомерности применения t  кри-
терия нами также был проведен анализ различий 
величин исследуемых гемодинамических показате-
лей с использованием непараметрического крите-
рия Уилкоксона [19]. Достоверными считали отли-
чия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исходные значения исследуемых гемодинами-

ческих параметров в горизонтальном положении 
животных в проведенных сериях экспериментов 
представлены в таблице 1. 

Из данных табл. 1 следует, что между исходными 
величинами исследуемых показателей системной 
гемодинамики у животных в 3 сериях опытов прак-
тически не было статистически достоверных раз-
личий. Так, например, для величин артериального 
давления у животных I и II серий, соответственно 
98 ± 4 мм рт.ст. и 102 ± 5 мм рт.ст., t-критерий соста-
вил –1.21, p = 0.25, при анализе различий с помощью 
непараметрического критерия Уилкоксона p = 0.12.

В таблице 2 представлены данные о характере 
изменений гемодинамических параметров относи-
тельно исходного уровня у кроликов, находящихся 
в горизонтальном положении, после внутривенно-
го введения бета-блокаторов и метилдофы.

Из данных этой таблицы следует, что при вну-
тривенном введении пропранолола и бисопролола 
снижение артериального давления и частоты сер-
дечных сокращений было примерно одинаковым. 
Однако на фоне применения блокатора β1,2-адрено-
рецепторов пропранолола кровоток в каудальной 
полой вене снижался больше, чем в краниальной. 
В ответ на внутривенное применение β1-блокато-
ра бисопролола и метилдофы кровоток в каудаль-
ной полой вене снижался в меньшей степени, чем 
в краниальной (табл. 2). Это могло быть обусловле-
но сохраняющимися в первом случае констриктор-
ными реакциями сосудов региона каудальной по-
лой вены при активации симпатическими нервами 
α1-адренорецепторов. 

Доказательством этого предположения явились 
опыты с применением метилдофы, в которых де-
прессорные сдвиги артериального давления были 
обусловлены снижением общего периферического 
сопротивления сосудов, а также сердечного выброса 
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в результате уменьшения венозного возврата и не-
которого снижения (на –6 ± 2%, p > 0.05) частоты 
сердечных сокращений (табл. 2).

Следует отметить, что в проведенных опытах 
при постуральных воздействиях у кроликов в I–III 
сериях до применения указанных выше препара-
тов, сдвиги исследуемых гемодинамических пока-
зателей были примерно одинаковыми.  Так, на 4 с 
ортостаза артериальное давление у животных I се-
рии опытов снижалось на –32 ± 3% (p < 0.01) отно-
сительно исходного уровня, т. е. с 98 ± 4 мм рт.ст. 
до 67 ± 7 мм рт.ст. Важно отметить, что при анали-
зе различий этих величин с помощью t-критерия, 
p  =  0.002, а с помощью непараметрического кри-
терия Уилкоксона p = 0.0187, что свидетельствует о 
правомерности применения t-критерия Стьюден-
та, который и был использован нами в дальнейшем.

У кроликов II и III серий экспериментов на 4 с 
ортостатического воздействия артериальное дав-
ление уменьшалось соответственно на —31  ±  4% 
(p < 0.01) и –30 ± 2 % (p < 0.01) относительно уровня 
при горизонтальном положении животных. Поэто-
му далее в тексте и в табл. 3–5 приведены данные 
изменений параметров венозной и системной ге-
модинамики, относительно значений при горизон-
тальном положении животных, указанных в табл. 1, 
только для кроликов I серии опытов. 

Из данных табл. 3 следует, что до применения 
бета-блокаторов и метилдофы у кроликов при ор-
тостатическом воздействии на 4 с кровотоки в кау-
дальной и краниальной полых венах уменьшались 
соответственно на –39 ± 8% (p < 0.05) и –15 ± 6% 
(p < 0.05). Однако к 20 с ортостаза кровоток в кау-
дальной вене был снижен на –20  ±  4% (p < 0.05), 

Таблица 1. Исходные значения венозной и системной гемо-
динамики у кроликов в горизонтальном положении

Показатель,
размерность

Исходные значения показателей

I серия
n = 6

II серия
n = 6

III серия
n = 5

Кровоток в 
краниальной вене, 
мл/мин

19 ± 3 23 ± 5 22 ± 8

Кровоток в 
каудальной вене, 
мл/мин

143 ± 10 162 ± 18 165 ± 21

Венозный возврат, 
мл/мин 162 ± 13 185 ± 11 187 ± 10

Сердечный выброс, 
мл/мин 167 ± 23 192 ± 18 190 ± 16

Среднее 
артериальное 
давление, мм рт.ст.

98 ± 4 102 ± 5 92 ± 3

Частота сердечных 
сокращений, 
уд/мин

258 ± 7 255 ± 8 235 ± 7

Общее 
периферическое 
сопротивление 
сосудов, дин×с×см-5

782 ± 38 708 ± 35 645 ± 24

Значения показателей представлены в виде M ± m, 
где М – средняя арифметическая значений показателей, 
m – стандартная ошибка среднего значения, n – количе-
ство животных. 

Таблица 2. Направленность и величина изменений венозной и системной гемодинамики у кроликов в горизонтальном 
положении в ответ на применение пропранолола, бисопролола и метилдофы

Показатель

Изменение показателей в процентах относительно исходного уровня после 
применения:

пропранолола
I серия

n = 6

бисопролола
II серия

n = 6

метилдофы
III серия

n =  5
Кровоток в краниальной вене –5 ± 3 –9 ± 2* –13 ± 4*

Кровоток в каудальной вене –15 ± 4* –3 ± 1 –5 ± 2

Венозный возврат –14 ± 3* –4 ± 1 –7 ± 2*

Сердечный выброс –8 ± 2* –4 ± 2 –14 ± 6*

Среднее артериальное давление –9 ± 3* –8 ± 2* –24 ± 6*

Частота сердечных сокращений –22 ± 6* –17 ± 3* –6 ± 2
Общее периферическое 
сопротивление сосудов –1 ± 4 –3 ± 2 –12 ± 4*

Изменения показателей в процентах представлены в виде M ± m, где М — средняя арифметическая значений показате-
лей, m — стандартная ошибка среднего значения. Цифры со знаком (–) — снижение показателя; * – p < 0.05. Отсутствие 
звездочки — недостоверные изменения показателя, n – количество животных. 
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т. е. он возрос по сравнению с величиной на 4 с, а 
кровоток в краниальной полой вене снижался на 
–32 ± 7 % (p < 0.05), т. е. уменьшился по сравнению 
с его величиной на 4 с (табл. 3). Можно поэтому по-
лагать, что при ортостатическом воздействии про-
являются механизмы перераспределений кровото-
ков в бассейнах указанных вен.

В опытах также было отмечено, что на 4 с ортос-
таза артериальное давление снижалось на –32 ± 3% 
(p < 0.01), однако к 20 с ортостаза его депрессорные 
сдвиги составляли –18 ± 5 %, т. е. оно возросло по 
сравнению с его значением на 4 с. Аналогичная за-
кономерность отмечена и для величин венозного 
возврата, сердечного выброса и расчетного пока-
зателя общего периферического сопротивления со-
судов (табл. 3). Это свидетельствует о проявлении 
компенсаторных реакций системы кровообраще-
ния. Частота сердечных сокращений на 4 с возрас-
тала на 10 ± 2% (p < 0.05) относительно значений 
при горизонтальном положении животных, а к 20 
с ее прирост составил 5 ± 1% (p < 0.05), т. е. она не-
сколько уменьшилась.

В ответ на антиортостатическое воздействие на 
4 с сдвиги артериального давления, сердечного вы-
броса и общего периферического сопротивления 
сосудов были недостоверными (табл. 3). Однако кро-
воток в каудальной полой вене возрастал на 26 ± 5% 
(p < 0.05), тогда как кровоток в краниальной вене 
уменьшался на –20 ± 7% (p < 0.05), что можно объ-
яснить взаимовлиянием встречных потоков. При 
этом венозный возврат увеличивался на 20  ±  3% 
(p  < 0.05), а частота сердечных сокращений сни-
жалась на –9 ± 3% (p < 0.05) относительно значе-
ний при горизонтальном положении животных. К 
20 с антиортостатического воздействия артериаль-
ное давление возрастало на 22 ± 7% (p < 0.05), об-
щее периферическое сопротивление сосудов — на 

13 ± 4% (p < 0.05), а сердечный выброс — не изме-
нялся. Вместе с тем, кровоток в каудальной полой
вене снизился практически до исходных значений 
(сдвиги на 2 ± 4% были не достоверными (p > 0.05), 
тогда как кровоток в краниальной полой вене, на-
против, возрастал на 16 ± 5% (p < 0.05). Следователь-
но, как и в условиях ортостаза, при антиортостазе 
к 20 с имело место перераспределение кровотоков 
в бассейнах указанных вен. Частота сердечных со-
кращений в указанное время была близка к исход-
ной, т. е. она возросла по сравнению с величиной на
4 с антиортостаза (табл.3). Таким образом, данные 
опытов свидетельствуют, что уже к 20 с постураль-
ных воздействий проявляются рефлекторные реак-
ции сердца и сосудов. Нами поэтому был проведен 
анализ изменений исследуемых гемодинамических 
параметров в ответ на ортостаз и антиортостаз по-
сле применения пропранолола, бисопролола и ме-
тилдофы в указанное время.

В табл. 4 представлены величины изменений по-
казателей венозной и системной гемодинамики на 
20 с ортостатического воздействия у кроликов до и 
после внутривенного введения пропранолола, би-
сопролола и метилдофы.

Из данных табл. 4 следует, что при ортостазе в 
условиях применения метилдофы артериальное 
давление снижалось на –18 ± 3% (p < 0.05), т. е. на 
такую же величину, как и у кроликов в исходном 
состоянии (табл.4). При ортостатическом воздей-
ствии на фоне внутривенного введения пропра-
нолола и бисопролола депрессорные сдвиги арте-
риального давления составляли соответственно 
–24 ± 5% (p < 0.05) и –28 ± 4% (p < 0.05), т. е. были 
примерно одинаковыми, хотя и несколько больше, 
чем у кроликов в исходном состоянии. Вместе с тем, 
как при ортостазе исходно, так и на фоне примене-
ния метилдофы, кровоток в краниальной полой ве-

Таблица 3. Изменения показателей венозной и системной гемодинамики у кроликов I серии (n = 6) при орто- и анти-
ортостатическом воздействиях до применения пропранолола, бисопролола и метилдофы

Показатель
Ортостатическое воздействие Антиортостатическое

воздействие

4 с 20 с 4 с 20 с

Кровоток в краниальной вене –15 ± 4* –32 ± 7* –20 ± 6* 16 ± 5*
Кровоток в каудальной вене –39 ± 8* –20 ± 4** 26 ± 5* 2 ± 4

Венозный возврат –37 ± 8* –22 ± 3** 20 ± 3* 2 ± 5
Сердечный выброс –22 ± 4* –13 ± 4* 5 ± 2 3 ± 4

Среднее артериальное давление –32 ± 3** –18 ± 5* 4 ± 6 22 ± 7*
Частота сердечных сокращений 10 ± 2* 5 ± 1* –9 ± 3* 1 ± 2

Общее периферическое 
сопротивление сосудов –14 ± 5* –6 ± 3 –2 ± 2 13 ± 4*

Изменения показателей представлены в процентах относительно значений при горизонтальном положении животных 
в виде M ± m, где М — средняя арифметическая значений показателей, m — стандартная ошибка среднего значения. 
Цифры со знаком (–) — снижение показателя; * — p < 0.05; ** — p < 0.01, n — количество животных.
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не уменьшался в несколько большей степени, чем в 
каудальной, тогда как в условиях ортостатического 
воздействия на фоне применения пропранолола и 
бисопролола кровотоки в краниальной и каудаль-
ной полых венах снижались примерно в равной 
степени (табл.4). 

В опытах также был отмечен факт дисбаланса ве-
личин сердечного выброса и венозного возврата, за 
исключением ортостаза на фоне применения бисо-
пролола, когда дисбаланса не было. При ортостазе 
исходно, а также на фоне применения пропраноло-
ла сердечный выброс снижался менее выраженно, 
чем венозный возврат, т.  е. величина сердечного 
выброса была больше, чем венозного возврата. В 
случае же ортостаза в условиях действия метилдо-
фы, напротив, сердечный выброс был меньше, чем 
венозный возврат (табл. 4). Полученные данные 
позволяют полагать о различиях сдвигов емкост-
ной функции легочных сосудов при ортостатиче-
ской пробе на фоне применения этих препаратов.

Результаты опытов, в которых проводили ан-
тиортостатическое воздействие на фоне действия 
бета-блокаторов и метилдофы, представлены в 
табл. 5.

Из данных табл. 5 следует что исходно, т.  е. до 
применения указанных выше препаратов, на 20  с 
антиортостатического воздействия сдвиги веноз-
ного возврата (2 ± 5%) и кровотока в каудальной 
полой вене (2 ± 4%) были статистически недосто-
верными (p > 0.05), хотя при этом кровоток в крани-
альной полой вене возрастал на 16 ± 5% (p < 0.05). 
К 20 с антиортостаза прессорные сдвиги артериаль-

ного давления исходно и в условиях применения 
указанных препаратов, были примерно одинако-
выми и составляли 22–28%. Вместе с тем, обратил 
на себя внимание факт увеличения кровотока в 
каудальной вене на 11–13% (за исключением при-
менения метилдофы), чего не было отмечено на 20 
с антиортостаза исходно, т.е. до применения этих 
препаратов (табл.5). Особо следует отметить, что 
на фоне применения бисопролола и метилдофы 
при антиортостатическом воздействии в указанное 
время выраженно возрастал кровоток в краниаль-
ной вене (соответственно на 51 ± 11 % (p < 0.05) и 
42  ±  16  %, p < 0.05), тогда как исходно в ответ на 
антиортостаз прирост этого показателя составлял 
16 ± 5 %, p < 0.05) (табл. 5). 

Важно подчеркнуть также, что до применения 
на бета-блокаторов и метилдофы на 20 с антиор-
тостатического воздействия величины сердечного 
выброса и венозного возврата были близки к та-
ковым при горизонтальном положении животных 
(их сдвиги на 3 ± 4 % и 2 ± 5% были статистиче-
ски недостоверными (p > 0.05)). При антиортостазе 
на фоне применения бисопролола эти показатели 
возрастали на 13–18%, т.е. дисбаланс их величин 
практически отсутствовал, как и в случае ортостаза 
(табл. 4 и 5). Однако при антиортостазе в услови-
ях применения пропранолола величина сердечного 
выброса была меньше, чем венозного возврата. На 
фоне же действия метилдофы при антиортостати-
ческом воздействии сердечный выброс, напротив, 
возрастал в большей степени, чем венозный воз-
врат (табл. 5). Следовательно, дисбаланс величин 

Таблица 4. Характер и величина изменений показателей венозной и системной гемодинамики у кроликов при ортоста-
тической пробе на фоне применения пропранолола, бисопролола и метилдофы

Показатель

Изменение гемодинамических показателей на 20 с ортостатического 
воздействия относительно значений при горизонтальном положении

До применения 
препаратов

На фоне внутривенного введения
пропранолола

I серия
n = 6

бисопролола
II серия

n = 6

метилдофы
III серия

n = 5
Кровоток в краниальной вене –32 ± 7* –26 ± 7* –42 ± 6** –16 ± 5*
Кровоток в каудальной вене –20 ± 4** –36 ± 8* –48 ± 9* –9 ± 2*

Венозный возврат –22 ± 3** –34 ± 6* –48 ± 9* –10 ± 3*
Сердечный выброс –13 ± 4* –13 ± 3* –46 ± 4** –22 ± 9*

Среднее артериальное давление –18 ± 5* –24 ± 5* –28 ± 4* –18 ± 3*
Частота сердечных сокращений 5 ± 1* 0 ± 2 0 ± 2 0 ± 2

Общее периферическое 
сопротивление сосудов –6 ± 3 –12 ± 3* 14 ± 3* 7 ± 5

Изменения показателей представлены в процентах к исходному уровню (во 2 столбце) и к фону после примене-
ния препаратов (3–5 столбцы) в виде M ± m, где М — средняя арифметическая значений показателей, m — стан-
дартная ошибка среднего значения. Цифры со знаком (–) — снижение показателя; * — p < 0.05; ** — p < 0.01. 
Отсутствие звездочки – недостоверные изменения показателя. n – количество животных. 
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указанных показателей был противоположен тако-
вому в ответ на ортостатическое воздействие (та-
бл. 4). Можно поэтому полагать, что и при антиор-
тостатическом воздействии в условиях применения 
указанных препаратов также имели место различия 
в сдвигах емкостной функции сосудов малого круга 
кровообращения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При изучении влияния ортостатического и ан-

тиортостатического воздействий на систему крово-
обращения в современных физиологических и кли-
нических исследованиях, как правило, измеряют 
венозный и артериальный кровоток у человека уль-
тразвуковыми методами [21,  22]. Кроме того, при-
меняется математическое моделирование сдвигов 
системной гемодинамики при постуральных на-
грузках [23, 24]. Однако эти исследования не позво-
ляют в полной мере изучать механизмы регуляции 
системы кровообращения в указанных условиях, и, 
тем более, проводить поиск новых лекарственных 
средств для лечения гемодинамических наруше-
ний. При изучении постуральных воздействий на 
животных традиционно оценивают сдвиги артери-
ального давления и частоты сердечных сокращений 
[12, 13, 25, 26], поскольку непрерывное измерение 
кровотоков в полых венах, а также сердечного вы-
броса представляет сложную методическую задачу. 
В проведенном нами исследовании впервые про-
веден сравнительный анализ изменений не толь-
ко артериального давления, но и кровотоков в ка-
удальной и краниальной полых венах, венозного 
возврата, а также сердечного выброса у кроликов 

при орто- и антиортостатическом воздействиях на 
фоне внутривенного введения пропранолола, би-
сопролола и метилдофы — препаратов, применя-
ющихся для лечения гиперадренергической формы 
синдрома постуральной тахикардии. 

Как отмечено выше, исходно, т.е. до примене-
ния указанных выше препаратов, при ортостазе на 
4 с артериальное давление снижалось на –32 ± 3% 
(p < 0.01) в результате уменьшения сердечного вы-
броса и венозного возврата соответственно на 
–22 ± 4% (p < 0.05) и –37 ± 8% (p < 0.05), а также об-
щего периферического сопротивления сосудов на 
–14 ± 5% (p < 0.05) по сравнению с их величинами 
при горизонтальном положении животных. Однако 
к 20 с ортостаза снижение артериального давления 
составило –18 ± 5% (p < 0.05), сердечного выбро-
са и венозного возврата соответственно –13 ± 4% 
(p < 0.05) и –22 ± 3% (p < 0.05) Величина общего пе-
риферического сопротивления сосудов была близ-
ка к исходной (сдвиги на –6 ± 3% были статистиче-
ски недостоверными, p > 0.05), а частота сердечных 
сокращений возрастала на 10 ± 2% (p < 0.05). Сле-
довательно, в указанное время величины указан-
ных показателей были больше, чем на 4 с ортостаза, 
что свидетельствует о проявлении компенсаторных 
реакций сердечно-сосудистой системы. 

Из литературы хорошо известно, что в ответ на 
ортостатическое воздействие при уменьшении ве-
нозного возврата, сердечного выброса и артери-
ального давления имеет место возбуждение баро-
рецепторов дуги аорты и каротидного синуса, что 
приводит к активации симпатической нервной си-
стемы. В результате повышается общее перифери-

Таблица 5. Направленность и величина изменений показателей венозной и системной гемодинамики у кроликов при 
антиортостатической пробе на фоне применения пропранолола, бисопролола и метилдофы

Показатель

Изменение гемодинамических показателей на 20 с антиортостатического 
воздействия относительно значений при горизонтальном положении

До применения 
препаратов

На фоне внутривенного введения:
пропранолола

I серия
n = 6

бисопролола
II серия

n = 6

метилдофы
III серия

n = 5
Кровоток в краниальной вене 16 ± 5* 5 ± 3 51 ± 11* 42 ± 16*
Кровоток в каудальной вене 2 ± 4 13 ± 4* 11 ± 3* –3 ± 4
Венозный возврат 2 ± 5 11 ± 3* 18 ± 5* 6 ± 3
Сердечный выброс 3 ± 4 1 ± 3 13 ± 4* 32 ± 12*

Среднее артериальное давление 22 ± 7* 17 ± 4* 21 ± 3** 28 ± 3**

Частота сердечных сокращений, 
уд/мин 1 ± 2 0 ± 2 0 ± 2 0 ± 2

Общее периферическое 
сопротивление сосудов 13 ± 4* 17 ± 4* 7 ± 3 –9 ± 5

Обозначения те же, что в табл. 4. 
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ческое сопротивление сосудов, частота сердечных 
сокращений, сократимость миокарда, а также име-
ет место мобилизация центрального объема крови 
из легких, что компенсирует снижение венозного 
притока [27, 28]. О сдвигах емкостной функции со-
судов малого круга кровообращения в указанных 
условиях свидетельствовало отмеченное в прове-
денных нами экспериментах превалирование ве-
личины сердечного выброса над венозным возвра-
том (соответственно –13 ± 4%, p < 0.05 и –22 ± 3%, 
p < 0.05), т.е. их дисбаланс. Таким образом, исполь-
зуемая нами модель ортостаза на кроликах была 
приемлемой для анализа механизмов изменений 
системной гемодинамики несмотря на то, что ус-
ловия вскрытия грудной клетки и искусственной 
вентиляции легких не являются полностью физи-
ологическими.

Моделирование антиортостатического воздей-
ствия также применяется на кроликах [29, 30]. На-
пример, в работе [29] показано, что антиортостати-
ческое воздействие при угле наклона стола –45° не 
вызывало у животных достоверных сдвигов мозго-
вого кровотока. В исследовании [30] установлено, 
что в условиях антиортостаза у кроликов среднее 
артериальное давление и кровоток в сонной арте-
рии достоверно не изменялись, частота сердечных 
сокращений уменьшалась, тогда как внутриглазное 
давление возрастало. В работе [31] на испытуемых 
людях-добровольцах также показано, что антиор-
тостатическое воздействие сопровождается повы-
шением внутриглазного давления.

В проведенных нами экспериментах на 4 с анти-
ортостаза изменения артериального давления, сер-
дечного выброса и общего периферического сопро-
тивления сосудов были не достоверными. Однако 
при этом кровоток в каудальной вене возрастал на 
26 ± 5% (p < 0.05), тогда как кровоток в краниаль-
ной вене уменьшался на –20  ±  7% (p < 0.05), что 
можно объяснить взаимовлиянием встречных по-
токов. Суммарный венозный возврат крови к серд-
цу возрастал на 20 ± 3% (p < 0.05). Таким образом, 
в указанное время было отмечено превалирование 
величины венозного возврата над сердечным вы-
бросом, т. е. дисбаланс указанных показателей, что 
могло свидетельствовать о депонировании крови 
в легких. Вместе с тем, к 20 с антиортостаза вели-
чины указанных показателей были близки к ис-
ходным при горизонтальном положении живот-
ных, тогда как артериальное давление возрастало 
на 22 ± 7% (p < 0.05), а кровоток по краниальной 
вене — на 16 ± 5% (p < 0.05). Кровоток же по кау-
дальной вене возвращался к исходным значениям 
(табл. 5). Следовательно, в отличие от ортостатиче-
ского воздействия, когда кровотоки в краниальной 
и каудальных венах одновременно уменьшались, 
при антиортостазе имело место изменения характе-
ра сдвигов кровотоков в краниальной и каудальной 

полых венах: первоначальное возрастание крово-
тока в каудальной вене сменилось его возвращени-
ем к исходным значениям, а снижение кровотока в 
краниальной вене — возрастанием.

Из литературы известно, что антиортостаз спо-
собствует повышению артериального давления в 
верхней половине туловища в результате гидроста-
тического эффекта и перемещения крови к голове 
при увеличении венозного притока. В результате 
активируются барорецепторы, что сопровождает-
ся снижением активности симпатической нервной 
системы [32]. Однако в исследовании [33] на чело-
веке методами магнитно-резонансной томографии 
показано, что при антиортостазе (угол наклона –6°, 
–12° и –18°) в течение 4.5 ч кровоток во внутрен-
ней сонной артерии и отток крови по внутренним 
яремным и вертебральным венам уменьшались. 
Аналогичные результаты были получены и в работе 
[34]. Вместе с тем, в работе [35] методами траскра-
ниальной допплеровской сонографии установле-
но, что в ответ на антиортостатическое воздействие 
в течение 10 мин (угол наклона стола –10º и –30°) 
мозговой кровоток не изменялся, что, по мнению 
авторов, свидетельствует о механизмах его ауторе-
гуляции. Таким образом, неинвазивные инерци-
онные методы исследований изменений мозгового 
кровотока у человека в ответ на антиортостатиче-
ское воздействие не позволяют ответить на вопрос 
о механизмах его регуляции при более быстрых из-
менениях положения тела.

Поэтому нами были проведены дополнитель-
ные опыты, в которых измеряли кровоток в правой 
сонной артерии. Их результаты показали, что при 
антиортостазе у кроликов указанный показатель 
возрастал практически на такую же величину, что и 
кровоток в краниальной полой вене. Следователь-
но, возрастание кровотока в последней в условиях 
антиортостатического воздействия явилось след-
ствием увеличения кровотока в сонной артерии, 
т. е. притока крови к головному мозгу. В работе [36] 
показано, что после 8-дневного антиортостатиче-
ского воздействия (угол наклона стола –45°) кон-
стрикторные ответы базилярных артерий в ответ на 
применение норадреналина уменьшались. Можно, 
однако, полагать, что в проведенных нами экспе-
риментах увеличение кровотока в правой сонной 
артерии и соответствующее этому возрастание кро-
вотока в краниальной вене у кроликов на 20 с ан-
тиортостаза было обусловлено снижением актив-
ности симпатической нервной системы в ответ на 
активацию барорецепторов на фоне увеличения 
кровотока в каудальной полой вене и повышения 
артериального давления. 

Внутривенное введение пропранолола и бисо-
пролола, вызывая снижение частоты сердечных со-
кращений, приводило к уменьшению сердечного 
выброса и артериального давления, тогда как об-
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щее периферическое сопротивление сосудов не из-
менялось. В случае же применения метилдофы, как 
отмечено выше, снижение артериального давления 
было обусловлены уменьшением общего перифе-
рического сопротивления сосудов, а также сердеч-
ного выброса, в результате уменьшения венозного 
возврата и некоторого снижения (на –6 ± 2 %, p > 
0.05) частоты сердечных сокращений (табл. 2). По-
лученные результаты согласуются с данными лите-
ратуры [37–39].

Результаты проведенных опытов показали, что 
на фоне применения метилдофы при ортостазе ар-
териальное давление уменьшалось на такую же ве-
личину, как и в исходном состоянии животных. При 
этом кровотоки в краниальной и каудальной венах, 
а также суммарный венозный возврат снижались в 
меньшей степени, чем исходно (табл. 4). В физио-
логической литературе имеются сведения, что ор-
тостатическое воздействие у крыс (угол наклона 
90º) в условиях действия метилдофы не вызывало 
изменений реакций сердца и сосудов по сравнению 
с исходными, т.е. до применения указанного препа-
рата [40]. Однако, в обзорной клинической работе 
[41] представлены данные, что применение метил-
дофы у человека может вызывать ортостатическую 
гипотензию. Вместе с тем, нельзя исключить, что 
отмеченные в наших опытах эффекты метилдофы 
(меньшее снижение венозного кровотока и веноз-
ного возврата) могут быть обусловлены не только 
ее центральным действием на тормозные преси-
наптические α2-рецепторы симпатических нейро-
нов, но также и на постсинаптические α2-рецеп-
торы гладкомышечных клеток сосудов, активация 
которых вызывает вазоконстрикцию [42]. Однако 
для проверки этого предположения необходимо 
проведение дополнительных исследований.

В ответ на ортостатическое воздействие у кро-
ликов имело место различие характера дисбаланса 
величин сердечного выброса и венозного возврата 
(табл. 4). При ортостазе исходно, а также на фоне 
применения пропранолола сердечный выброс сни-
жался в меньшей степени, чем венозный возврат, 
что могло свидетельствовать о мобилизации цен-
трального резерва крови из легких в ответ на акти-
вацию симпатической нервной системы [27, 28]. В 
случае же ортостатического воздействия в условиях 
действия метилдофы, напротив, сердечный выброс 
уменьшался более выраженно, чем венозный воз-
врат, что могло быть результатом депонирования 
крови в легких на фоне снижения активности сим-
патической нервной системы.

На 20 с антиортостатического воздействия в 
условиях внутривенного введения пропранолола 
и бисопролола у животных отмечено увеличение 
кровотока в каудальной вене, чего не было при ан-
тиортостазе исходно, т.  е. до применения указан-
ных препаратов (табл. 5). Это могло быть обуслов-

лено ослаблением констрикторных симпатических 
влияний на артериальные сосуды региона указан-
ной вены. В физиологической литературе имеют-
ся сведения, что блокада β1-рецепторов уменьшает 
высвобождение норадреналина из симпатических 
нервных окончаний [43]. Вместе с тем в ответ на 
антиортостаз в условиях действия бисопролола и 
метилдофы более выраженно возрастал кровоток в 
краниальной полой вене по сравнению с его при-
ростом у кроликов исходно, т.  е. до применения 
этих препаратов (табл. 5). Как отмечено выше, ис-
ходно при антиортостазе увеличение кровотока в 
краниальной полой вене было следствием возрас-
тания кровотока в правой сонной артерии в резуль-
тате снижения активности симпатической нервной 
системы в ответ на активацию барорецепторов на 
фоне увеличения кровотока в каудальной полой 
вене и повышения артериального давления. Мож-
но поэтому полагать, что выраженное увеличения 
кровотока в краниальной полой вене при антиор-
тостазе на фоне применения бисопролола и метил-
дофы явилось результатом значительного ослабле-
ния симпатических констрикторных влияний на 
артериальные сосуды головного мозга. 

В опытах было также отмечено, что при анти-
ортостазе в условиях применения пропраноло-
ла величина сердечного выброса была меньше, 
чем венозного возврата (табл. 5), что могло сви-
детельствовать о депонировании крови в легких 
на фоне снижения констрикторных влияний сим-
патических нервов. При антиортостатическом воз-
действии на фоне действия метилдофы сердечный 
выброс, напротив, возрастал в большей степени, 
чем венозный возврат (табл. 5), что, по-видимому, 
явилось результатом мобилизации центрального 
резерва крови из легких. Как отмечено выше, ме-
тилдофа могла активировать постсинаптические 
α2-рецепторы гладкомышечных клеток легочных 
сосудов, вызывая вазоконстрикцию. Следователь-
но, дисбаланс величин указанных показателей был 
противоположен таковому в ответ на ортостатиче-
ское воздействие (табл. 4). Можно поэтому пола-
гать, что при постуральных нагрузках в условиях 
применения указанных препаратов имели место 
различия в сдвигах емкостной функции сосудов ма-
лого круга кровообращения. 

Вместе с тем, рассматривая механизмы изме-
нений легочного кровотока в указанных услови-
ях нельзя также исключить сдвигов фильтраци-
онно-абсорбционного равновесия, капиллярного 
гидростатического давления и коэффициента ка-
пиллярной фильтрации. Однако сведения об их 
изменениях при постуральных нагрузках в литера-
туре практически отсутствуют. Лишь в работе [44] 
при измерении легочного кровотока в условиях ан-
тиортостаза у человека (наклон стола –30º) авторы 
предположили, что гетерогенность указанного по-
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казателя может быть результатом увеличения ка-
пиллярного гидростатического давления.

Таким образом, проведенное исследование 
позволило установить, что у кроликов на 20 с 
ортостатического воздействия артериальное давле-
ние, сердечный выброс и венозный возврат снижа-
лись, тогда как при антиортостазе на 20 с артериаль-
ное давление повышалось, а величины сердечного 
выброса и венозного возврата были близки к исход-
ным. Вместе с тем, при орто- и антиортостатических 
воздействиях отмечены разнонаправленные сдвиги 
кровотоков в краниальной и каудальных полых ве-
нах. При ортостазе эти показатели уменьшались, а 
при антиортостазе первоначальное (на 4 с) возраста-
ние кровотока в каудальной вене сменилось его воз-
вращением к исходной величине, а снижение крово-
тока в краниальной вене — возрастанием. 

Снижение артериального давления в ответ на 
применение пропранолола и бисопролола, бы-
ло обусловлено уменьшением сердечного выброса 
на фоне отрицательных хронотропных эффектов 
сердца. В случае внутривенного введения метилдо-
фы депрессорные сдвиги артериального давления 
явились следствием уменьшения общего перифе-
рического сопротивления сосудов, а также сердеч-
ного выброса, в результате снижения венозного 
возврата. Однако на фоне применения блокато-
ра β1,2-адренорецепторов пропранолола кровоток 
в каудальной полой вене снижался больше, чем в 
краниальной. В ответ на внутривенное применение 
β1-блокатора бисопролола и метилдофы кровоток в 
каудальной полой вене снижался в меньшей степе-
ни, чем в краниальной.

Уменьшение артериального давления при орто-
стазе исходно, а также после внутривенного введе-
ния пропранолола, бисопролола и метилдофы было 
примерно одинаковым. Вместе с тем, при ортостазе 
исходно и на фоне применения метилдофы крово-
ток в краниальной полой вене снижался более вы-
раженно, чем в каудальной, тогда как в условиях 
ортостатического воздействия на фоне примене-
ния пропранолола и бисопролола кровотоки в кра-
ниальной и каудальной полых венах уменьшались 
примерно в равной степени. При антиортостазе ис-
ходно и на фоне внутривенного введения указанных 
выше препаратов прессорные сдвиги артериально-
го давления были примерно одинаковыми. Однако 
после применения пропранолола и бисопролола на 
20 с антиортостаза у кроликов кровоток в каудаль-
ной полой вене увеличивался, тогда как исходно при 
антиортостазе сдвиги этого показателя были недо-
стоверными. Кровоток в краниальной полой вене в 
ответ на антиортостатическое воздействие на фоне 
применения бисопролола и метилдофы возрастал 
более выраженно по сравнению с его приростом у 
кроликов исходно. Следовательно, при постураль-
ных нагрузках в условиях применения пропрано-

лола, бисопролола и метилдофы имеют место раз-
личия механизмов перераспределения кровотоков в 
бассейнах краниальной и каудальной полых вен.
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BLOOD FLOW CHANGES IN THE RABBIT CRANIAL AND CAUDAL VENAE 
CAVAE DURING POSTURAL LOADS AFTER PROPRANOLOL, 

BISOPROLOL AND METHYLDOPA PRETREATMENT
V. I. Evlakhova, b, #,  T. P. Berezinaa,  T. V. Sergeeva,  M. V. Kuropatenkoa  and  I. Z. Poyassova 

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia,
b1-st St-Petersburg IP Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russia

#e-mail: viespbru@mail.ru

To treat the hyperadrenergic form of postural orthostatic tachycardia syndrome, the β1,2-adrenergic receptor block-
er propranolol, the β1-blocker bisoprolol and the central agonist of inhibitory presynaptic α2-adrenergic receptors, 
methyldopa, are used in clinical practice. There is no data in the literature concerning the eùects of these drugs on 
venae cavae flows during postural tests. In acute experiments on anesthetized rabbits, we studied changes of cranial 
and caudal venae cavae flows during orthostatic (head up tilt by 25°) and antiorthostatic (head down tilt by −25°) tests 
for 20 s after preliminary pretreatment with propranolol, bisoprolol and methyldopa. Before administration of these 
drugs, in response to orthostasis at 4 and 20 s, a decrease of the cranial and caudal venae cavae flows was noted. During 
antiorthostasis, caudal venae cavae flow increased for 4 s, and by 20 s it decreased to the initial value; cranial venae 
cavae flow decreased by 4 s, and by 20 s it was greater than the initial one. After propranolol pretreatment, caudal venae 
cavae flow decreased to a greater extent compared with intravenous administration of bisoprolol and methyldopa. After 
methyldopa administration during orthostasis, by 20 s, the cranial venae cavae flow decreased more pronouncedly than 
in the caudal venae, while after propranolol and bisoprolol pretreatment under conditions of orthostasis, both cranial 
and caudal venae cavae flows decreased approximately to the same extent. During antiorthostasis by 20 s after pretreat-
ment with propranolol caudal venae cavae flow increased more than cranial venae cavae flow. In case of pretreatment 
with bisoprolol and methyldopa, in response to antiorthostasis, cranial venae cavae flow increased not only to a greater 
extent than caudal venae cavae flow, but also more pronouncedly compared with its increase in rabbits initially. Thus, 
we concluded, that in case of postural loads after pretreatment with indicated above drugs, there are diùerences in the 
mechanisms of blood flows redistribution in the basins of the cranial and caudal venae cavae. 

Keywords: cranial venae cavae flow, caudal venae cavae flow, orthostatic tilt, antiorthostatic tilt, propranolol, 
bisoprolol, methyldopa
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Известно, что регуляция митохондриальных функций влияет на дифференцировку и созревание ней-
ронов. Изучение этих процессов имеет как фундаментальное, так и практическое значение для реге-
неративной нейробиологии. Цель исследования: охарактеризовать изменения деления митохондрий и 
их связь с активацией окислительного фосфорилирования (метаболического переключения) при со-
зревании иПСК-продуцированных нейрональных предшественников при введении в стриатум крыс. 
Крысам Вистар (n = 15) в хвостатое ядро односторонне вводили нейрональные предшественники, по-
лученные из иПСК человека. С помощью иммуноокрашивания оценивали изменения локализации и 
экспрессии маркеров дифференцировки нейронов: нестина, NeuN, нейрональной енолазы, а также 
белка наружной мембраны митохондрий, АТФ-синтазы и белка деления митохондрий Drp1. Измере-
ния проводились на клетках трансплантата через 2 недели, 3 и 6 месяцев после операции. Созревание 
трансплантата было связано с колебаниями морфометрических параметров митохондриальной фрак-
ции и уровня Drp1. Усиление деления митохондрий выявляли через 3 месяца после трансплантации, 
что предшествовало увеличению содержания АТФ-синтазы к 6 месяцу и переключению трансплан-
тированных клеток на окислительное фосфорилирование. Проведенный эксперимент показал связь 
митохондриальной динамики с изменениями метаболического профиля и созреванием транспланти-
рованных нейронов. Регуляция митохондриальной динамики может иметь значение для разработки 
методов улучшения интеграции трансплантированных нейронов в структуры мозга. 

Ключевые слова: нейрогенез, трансплантация, индуцированные плюрипотентные клетки человека, ми-
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие методов репрограммирования сома-

тических клеток и их направленной дифференци-
ровки в клетки с заданными свойствами, помимо 
очевидного расширения перспектив в восстанов-
лении поврежденного мозга, позволило сформи-
ровать методическую основу для изучения разных 
аспектов развития, регенерации и межклеточных 
взаимодействий в центральной нервной системе 
[1, 2]. Химерные биологические системы, получен-
ные в результате гетеротрансплантации нейрональ-
ных предшественников, могут рассматриваться как 
своеобразная модель нейрогенной ниши и при-
меняться, в том числе для изучения дифференци-

ровки нейронов [3], используя возможности отсле-
живания развития трансплантированных клеток, 
например, благодаря применению видоспецифич-
ных антител.

Нейрональные прогениторные клетки могут за-
мещать поврежденные нейроны и стимулировать 
компенсаторные процессы в мозге реципиента за 
счет их способности к дифференцировке, мигра-
ции, интеграции и экспрессии специфических ро-
стовых и трофических факторов [4]. Расшифровка 
этих механизмов открывает пути для управления 
репаративными процессами в центральной нерв-
ной системе. Вместе с тем дифференцировка клеток 
трансплантата и его интеграция в структуры мозга 
зависит от многих факторов. Например, в недав-
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них исследованиях показано, что решающее зна-
чение для пролиферации и дифференцировки ней-
рональных предшественников имеет активность 
митохондрий [5]. Известно, что нейральные ство-
ловые клетки (NSC) получают энергию путем гли-
колиза [6], что сочетается с их низкими энергети-
ческими потребностями и ограничивает зависимое 
от окислительного фосфорилирования (OXPHOS) 
образование активных форм кислорода, индуциру-
ющее повреждение клеток. Наряду с гликолитиче-
ским профилем, NSC характеризуются незрелыми, 
удлинёнными («тубулярными») митохондриями со 
слабо развитыми кристами и низким числом копий 
митохондриальной ДНК [7]. Гликолиз для NSC 
не только имеет адаптационное значение ввиду 
особенностей их микроокружения, но и является 
ключевым фактором, поддерживающим мультипо-
тентность [8]. В процессе дифференцировки NSC 
в связи с возрастающими энергетическими потреб-
ностями возрастает значение OXPHOS [9], что со-
провождается перестройкой морфологии митохон-
дрий. Этот метаболический переход рассматривают 
как ключевое событие, определяющее судьбу диф-
ференцирующихся нейрональных предшествен-
ников. Исследования in vivo [10, 11], показали, что 
состояние нейрогенной ниши в зрелом гиппокам-
пе зависит от функционирования митохондриаль-
ных комплексов на уровне прогениторных клеток. 
Дифференцировка нейронов сопровождается уве-
личением уровня Drp1 (ГТФ-аза DNM1L — дина-
мин-подобный белок), осуществляющего деление 
митохондрий, причем незрелые нейроны высоко 
чувствительны как к ингибированию, так и к уси-
лению экспрессии Drp1 [12]. Кроме ведущей функ-
ции Drp1 в ремоделировании митохондриальной 
сети, предполагается его участие в синаптической 
передаче [13]. 

Вместе с тем большинство работ, демонстрирую-
щих роль митохондриальной динамики в дифферен-
цировке нейронов, выполнены на культурах клеток, 
а особенности изменений митохондрий в транс-
плантированных нейронах изучены недостаточно. 

Цель исследования: охарактеризовать связь ми-
тохондриальной динамики и метаболического пе-
реключения в дифференцирующихся нейронах в 
долгосрочном эксперименте при трансплантации 
нейрональных предшественников, полученных 
из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток человека (иПСК). 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Использовали 15 крыс Вистар (сам-

цы, 3.5 месяца, 300–350 г), полученных из питом-
ника ФГБУН НЦБМТ ФМБА “Столбовая”. Жи-
вотных содержали в виварии при неограниченном 
доступе к пище и воде и 12-часовом световом ре-
жиме. Работа была выполнена в рамках экспери-

ментов [14] по трансплантации полученных из 
иПСК человека нейрональных предшественников, 
коммитированных в мезенцефальные дофаминер-
гические нейроны.

Получение клеточных культур. Клетки для транс-
плантации были дифференцированы из иПСК, 
полученных из фибробластов кожи здорового до-
нора. Использованная линия иПСК IPSRG4S ра-
нее была подробно охарактеризована [15]. Среда 
для нейрональной дифференцировки иПСК (14 
дней, смена среды через день): DMEM/F12 (Gibco, 
США), 2% заменителя сыворотки (Gibco, США), 
1% добавки N2 (Gibco, США), 2-мМ глутамин, 
50  ед/мл пенициллин-стрептомицина (PanEco, 
Россия), 10-мкМ SB431542 (Stemgent, США), 
2-мкМ дорсоморфин (Stemgent, США), 0.5-мкМ 
LDN-193189 (Miltenyi biotec, США). Среда для 
культивирования нейрональных предшественни-
ков (10 дней, смена среды через день): DMEM/F12 
1:1 Neurobasal (Gibco, США), 2% B27-добавка 
(Gibco, США), 2-мМ глутамин, 50  ед/мл пени-
циллин-стрептомицина, 100 нг/мл Shh (PeproTech, 
США), 100  нг/мл FGF8 (PeproTech, США) и 2 мкМ 
пурморфамина (Stemgent, США). Протоколы кле-
точной дифференцировки были подробно описаны 
нами ранее [16, 17].

Хирургические процедуры. Операции проводили 
при помощи стереотаксического аппарата (Stoelting 
Co., США). Для анестезии применяли золетил-100 
в дозе 0.3 мг/кг и ксиланит в дозе 3  мг/кг, в/м, 
для премедикации — атропин в дозе 0.04 мг/кг, п/к 
за 10–15 мин до введения ксиланита. В черную суб-
станцию справа (координаты по атласу Paxinos: 
АР = –4.8; L = 1.9; V = 8.0) вводили 12 мкг нейро-
токсина 6-гидроксидофамина в 3 мкл 0.05% рас-
твора аскорбиновой кислоты. Слева вводили тот 
же объем растворителя. Через 25 дней животным 
на стороне разрушения черной субстанции в хво-
статое ядро (AP = 1.5; L = 2.2; V = 4.5) вводили су-
спензию нейрональных предшественников, содер-
жащую 3х  ×  105 клеток в 10 мкл 0.9% NaCl, слева 
вводили растворитель в том же объеме. За день до 
трансплантации и на протяжении эксперимента 
животные ежедневно получали циклоспорин в дозе 
12 мг/кг. 

Иммуногистохимия. Животных выводили из экс-
перимента через 2 недели (n = 5), 3 месяца (n = 5) 
и 6 месяцев (n  =  5) после введения клеток. Крыс 
декапитировали гильотиной, мозг фиксирова-
ли в 10% формалине. Серийные криостатные сре-
зы (10  мкм), нагревали в цитратном буфере при 
pH = 6.0 (в пароварке, 15 мин), промывали и инку-
бировали с первичными антителами 18 ч при ком-
натной температуре. В настоящем исследовании 
использовали антитела к ядерному белку нейро-
нов (NeuN, Abcam, № ab104224) или нейронально-
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му маркеру PGP9.5 (Abcam, № ab108986), тирози-
нидроксилазе (TH, Sigma, T8700) и Drp1 (Abcam, 
клон OTI4F6, № ab156951), дополнительно выяв-
ляли сукцинатдегидрогеназу (SDHB, Abcam, клон 
EPR10880, № ab175225), в качестве митохондриаль-
ного маркера. 

Видоспецифичные антитела к белкам человека 
(не показавшие перекрестной иммунореактивно-
сти с белками крысы) использовали для выявления 
следующих белков: нестина, маркера нейрональных 
(Nes, Abcam, клон 2C1.3A11, № ab18102), АТФ-син-
тазы (ATP5A, Invitrogen, клон 5G11, № MA5-38294), 
белка наружной мембраны митохондрий (MTC02, 
Invitrogen, № MA5-12014), нейронспецифической 
енолазы NSE (Leica, клон 22C9). Помимо этого, ис-
пользовали антитела к ядерному антигену человека 
(HNA, Novus antibodies, №  NBP2-34342). Тел ней-
ронов реципиента при контрольном окрашивании 
на NeuN и HNA в зоне транпслантации не выявили. 

В качестве системы детекции использовали вто-
ричные антитела козы или осла против IgG кроли-
ка или мыши, конъюгированные с флуорохромами 
Atto 488 (Invitrogen, A11008) или Atto 555 (Invitrogen, 
A31570), для выявления NSE — пероксидазную си-
стему детекции BioSite (KDB-10007). Срезы заклю-
чали в среду Fluoroshield (Abcam, ab104139), содер-
жащую DAPI.

Морфометрия. Документирование и анализ пре-
паратов проводили, используя микроскопы Nikon 
Eclipse Ni-u и Nikon SMZ-18 (Япония), с программ-
ным обеспечением NIS Elements BR и ImageJ. Клет-
ки и их ядра на изображении выделяли при помощи 
графического планшета, выбирая клетки с сохран-
ными ядрами в центральной зоне трансплантата, 
без взаимного наложения. При выборе клеток для 
анализа и определении границ сомы нейронов ори-
ентировались на локализацию нейрональных мар-
керов. Оценивали интенсивность флуоресценции 
в цитоплазме клеток, при увеличении объектива 
× 20, не менее чем на 5 срезах (от одного животно-
го), взятых в области трансплантата с шагом не ме-
нее 50 мкм; для измерений было взято не менее 250 
клеток с животного. Интенсивность окрашивания 
для иммунопероксидазных препаратов (NSE) опре-
деляли как разность максимального значения ярко-
сти 8-битного изображения (255) и средней яркости 
пикселей в выделенной области, чтобы меньшее 
значение соответствовало более светлым объектам.

Для оценки изменений морфологии митохон-
дриальной сети руководствовались ранее предло-
женным протоколом [18]. Получали серию снимков 
из 12 фокальных планов, используя иммерсионный 
объектив × 100, контраст изображений повышали 
вычитанием медианного фильтра. На изображе-
ниях, полученных методом проекции максималь-
ной интенсивности, выделяли методом адаптивной 
сегментации MTC02-позитивные объекты – ми-

тохондриальные кластеры, цепочки митохондрий, 
митохондриальные филаменты и оценивали длину 
срединной оси объектов (обозначено на графике 
как “длина митохондрий”). 

Данные полученные от каждого животного 
усредняли, для сравнения групп применяли дис-
персионный анализ ANOVA с апостериорным те-
стом Тьюки, различия считали статистически зна-
чимыми при p < 0.05. Статистическую обработку 
проводили в программе GraphPad Prism 7.0, данные 
представлены в виде M±SD (M — среднее, SD  — 
среднеквадратичное отклонение).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Трансплантированные клетки располагались по 

ходу иглы, область трансплантации имела отчет-
ливые границы, а миграции нейронов за пределы 
трансплантата не выявили. Со временем плотность 
клеток в трансплантате снижалась, а их размеры 
увеличивались. На 3-й и 6-й месяц после операции 
в трансплантате выявляли нейроны человека, со-
держащие тирозингидроксилазу — маркерный бе-
лок дофаминовых нейронов (рис. 1а). Двойное вы-
явление митохондриальных белков MTC02 (маркер 
наружной мембраны митохондрий) и SDHB (мар-
кер внутренней мембраны митохондрий) позволи-
ло выявить в клетках трансплантата скопления ми-
тохондрий. Двойное окрашивание на Drp1 и SDHB 
продемонстрировало ассоциацию Drp1 и митохон-
дриальной сети (рис. 1).

По мере созревания трансплантата, начиная 
со второй недели, увеличивалась интенсивность 
флуоресценции при выявлении NeuN (рис. 2, 4), 
что согласуется со сроками увеличения экспрес-
сии NSE (рис. 2, 4), и ранее показанном нами в 
сходном эксперименте [14] снижением экспрес-
сии даблкортина (маркера нейрональных предше-
ственников), развитием отростков и экспрессией 
синаптофизина в трансплантированных нейро-
нах. При этом, выявление нестина (Nes) — маркера 
нейрональных предшественников, демонстриро-
вало обратную динамику. Если ко второй неделе в 
области введения обнаруживали многочисленные 
Nes-позитивные клетки, то к шестому месяцу ин-
тенсивность флуоресценции при выявлении нести-
на в трансплантате было резко снижено (ANOVA, 
F(2,12) = 28.78; p < 0.001). 

Результаты выявления Nes и NeuN свидетель-
ствуют не только о росте количества дифференци-
рованных нейронов со временем, но и о заверше-
нии созревания трансплантата, когда популяция 
незрелых Nes-позитивных клеток практически от-
сутствовала.

К шести месяцам интенсивность флуоресцен-
ции при выявлении ATP5A в трансплантирован-
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ных нейронах была значимо (ANOVA, F(2,12) = 13.18; 
p < 0.001) выше по сравнению с более ранними сро-
ками (рис. 2, 3), что может свидетельствовать как о 
наработке митохондриальной массы, так и о завер-
шении переключения клеток с гликолиза на окис-
лительное фосфорилирование. 

Показатели митохондриальной динамики в 
клетках трансплантата различались на всех иссле-
дованных сроках. Так, наибольшее существенные 
изменения экспрессии Drp1 выявили на третьем 
месяце, когда созревание клеток еще не заверши-
лось. Увеличение содержания Drp1 предшествова-
ло увеличению экспрессии АТФ-синтазы.

К трем месяцам интенсивность иммунофлуо-
ресценции при выявлении Drp1 значимо возрас-

тала по сравнению с ранним сроком после транс-
плантации, а к шести месяцам она вновь снижалась 
(ANOVA F(2,12) = 19.70;  p < 0.001) по сравнению с пи-
ком, наблюдавшимся к трем месяцам (рис. 3, 4). 

При выявлении белка наружной митохондри-
альной мембраны MTC02 в трансплантате, начи-
ная со второй недели обнаруживали клетки, имею-
щие как удлиненные, так и короткие митохондрии, 
находящиеся на разных этапах дифференцировки. 

При этом, увеличение содержания Drp1 сопро-
вождалось снижением размеров MTC02-пози-
тивных объектов (митохондриальных кластеров и 
филаментов). Их средняя длина в клетках транс-
плантата на второй неделе в среднем была значи-
мо выше, по сравнению с последующими сроками, 

( b )�а� ( c)
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Рис. 1. Выявление тирозингидроксилазы и митохондриальных маркеров в трансплантате:
(a) — выявление тирозингидроксилазы (TH, зеленым) и ядерного антигена человека (HNA, красным), 6 месяц после 
трансплантации; (b) — ассоциация митохондриальной сети и Drp1 (SDHB — зеленым, Drp1 — красным), 6 месяц после 
трансплантации, изображение получено методом деконволюции из 24 фокальных планов; (c) — выявление наружной 
мембраны митохондрий (MTC02, зеленым) и результат работы алгоритма выделения срединной оси объектов (белым), 
2 неделя после трансплантации, изображение получено с помощью медианного фильтра из 12 фокальных планов. 

�а� �E� �F�

Рис. 2. Динамика выявления маркерных белков дифференцировки нейронов в трансплантате: 
(а) — интенсивность флуоресценции (8 бит, градации яркости) при выявлении ядерного белка нейронов (NeuN); 
(b) — интенсивность флуоресценции (8 бит, градации яркости) при выявлении нестина (Nes); (c) — интенсивность им-
мунопероксидазного окрашивания (8 бит, градации яркости) при выявлении нейрональной енолазы (NSE). 
wks — недели, mth — месяцы * — p < 0.05 по сравнению с 2 неделями после трансплантации, ** — p < 0.05 по сравнению 
с 3 месяцами после трансплантации. ANOVA, апостериорный тест Тьюки.
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к третьему месяцу она значимо снижалась, одна-
ко к шестому месяцу вновь возрастала (ANOVA, 
F(2,12) = 23.97; p < 0.001), хотя и оставалась ниже, чем 
у незрелых нейронов (рис. 3, 4). 

Выраженные изменения выявили и при оцен-
ке среднего объема митохондрий в клетке — доля, 
занимаемая MTC02-позитивными структурами 
(area fraction) в перинуклеарной области, возраста-
ла с 2.99 ± 0.17% на второй неделе, до 4.39 ± 0.71% 
к шестому месяцу после введения (F(2,12)  =  13.64; 
p < 0.001), что, по-видимому, связано с увеличени-
ем количества и размеров митохондрий и митохон-
дриальных кластеров. 

Таким образом, в нашем эксперименте в транс-
плантированных клетках наблюдались колебания 
уровня белка деления митохондрий Drp1, ассоции-
рованные с изменениями морфометрических пара-
метров митохондриальной фракции, при этом, по 
мере созревания трансплантата отмечали увеличе-
ние объема митохондрий в клетке.

Причем, изменения митохондриальной дина-
мики предшествовали увеличению содержания 
АТФ-синтазы, которое, по-видимому, отражает 
окончательное переключение трансплантирован-
ных клеток на окислительное фосфорилирование к 
шестому месяцу и согласуется со сроками их созре-
вания и интеграции в структуры мозга реципиента. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Показанные в настоящей работе особенности 

динамики содержания Drp1 и размеров митохон-
дрий в созревающих нейронах трансплантата согла-
суются с описанными в литературе изменениями 
при дифференцировке нервных клеток в эмбриоге-
незе, в нейрогенных нишах зрелого мозга грызунов 

in vivo и in vitro, а также при развитии полученных 
из иПСК человека нейральных стволовых клеток 
[19, 20]. Так, известно, что пролиферирующие NSC 
в интерфазе имеют удлиненные митохондрии, в 
то время как в нейрональных предшественниках 
(NPC) митохондрии более фрагментированы, а по 
мере продвижения по этапам нейрональной диф-
ференцировки длина и объем митохондрий уве-
личиваются [5, 10, 20]. Баланс слияния и деления 
митохондрий, обеспечиваемый антагонистически 
действующими белками митофузином и Drp1 кри-
тически важен для регуляции пролиферации, диф-
ференцировки и миграции нервных клеток. Так, 
нокаут Drp1 подавляет нейрогенез в постнатальном 
гиппокампе [21], а для клеток субвентрикулярной 
зоны было показано снижение миграции под дей-
ствием Mdivi-1 — ингибитора Drp1 [22]. Делеция 
митофузинов 1 и 2, регулирующих слияние мито-
хондрий, приводила к фрагментации митохондрий, 
и снижению пролиферации NSC [10, 11]. На более 
поздних сроках нейрональной дифференциров-
ки, в исследованиях NPC, полученных из иПСК 
человека было выявлено, что экспрессия мито-
фузина возрастает по мере созревания нейронов, 
а его нокаут приводит к задержке формирования 
фенотипически зрелых нейронов [9, 19]. В целом, 
высказывается мнение [20], что нарушение слия-
ния митохондрий ведет к задержке пролиферации 
и обновления популяции NSC, а нарушение деле-
ния митохондрий — к нарушению созревания ней-
ронов. Выявленное к третьему месяцу увеличение 
содержания Drp1 и уменьшение длины митохон-
дриальных цепочек и филаментов в клетках транс-
плантата согласуется со снижением экспрессии не-
стина — маркера NPC, и отражает активацию Drp1 
на ранних этапах дифференцировки нейронов. По-
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Рис. 3. Изменения митохондриальных показателей в клетках трансплантата. (a) — интенсивность флуоресценции (8 
бит, градации яркости) при использовании антител к Drp1; (b) — интенсивность флуоресценции (8 бит, градации ярко-
сти) при использовании антител к ATP5A; (c) — изменения длины MTC02-позитивных объектов (“mitochondria length”) 
(мкм); Обозначения как на рис. 1.
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Рис. 4. Локализация нейрональных и митохондриальных маркеров в центральной области трансплантата на 
разных сроках после операции. 
(a, b, c) – Выявление нейрональной енолазы (NSE); (d, e, f) – Выявление белка наружной мембраны ми-
тохондрий (MTC02, зеленым), на (e) и (f) дополнительно показан нейрональный маркер PGP 9.5 (крас-
ным); (g, h, i) – Выявление АТФ-синтазы (ATP5A, красным) и нестина (Nes, зеленым); (j, k, l) – Выявление 
Drp1(красным) и нейронального маркера NeuN (зеленым). 
Первый столбец (a, d, g, j) – 2 недели, второй столбец (b, e, h, k) – 3 месяца, третий столбец (c, f, i, l) – 
6 месяцев после трансплантации.
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мимо непосредственного участия в нейрональной 
дифференцировке деление, митохондрий связано 
и с регуляцией дендрито- и аксоногенеза [23, 24]. 
Например, при направленном нокауте Drp1 в до-
фаминовых нейронах отмечали нарушение дофа-
минергической иннервации хвостатого ядра [25]. 
Кроме того Drp1, кроме участия в митохондриаль-
ной динамике, связан с процессами высвобожде-
ния и утилизации синаптических везикул [13, 26].

Обнаруженное нами к шести месяцам после 
трансплантации увеличение содержания ATФ-син-
тазы в нейронах и изменение морфометрических 
параметров митохондрий, по-видимому, отражает 
завершение метаболической перестройки нейро-
нов и демонстрирует связь изменений морфологии 
митохондрий с усилением OXPHOS. Действитель-
но, ранее было показано, что нейрональная диф-
ференцировка происходит параллельно с актива-
цией компонентов митохондриальных комплексов, 
особенно комплекса V (АТФ-синтазы), ключевого 
для выработки АТФ путем OXPHOS [27]. Интерес-
но, что наряду с энергообеспечением, АТФ-син-
таза участвует в образовании крист внутренней 
митохондриальной мембраны [28], обеспечивая 
формирование функционально зрелых митохон-
дрий. Показанная в настоящей работе согласо-
ванность изменений митохондриальной динами-
ки и экспрессии АТФ-синтазы обнаруживается 
и другими авторами, например, в развивающем-
ся переднем мозге мышей увеличение экспрессии 
АТФ-синтазы сочетается с ростом экспрессии ми-
тофузина и снижением гликолитической активно-
сти [29]. 

По нашим данным, по мере созревания нейро-
нов трансплантата, наряду с увеличением экспрес-
сии синаптофизина [14] и маркерных белков зрелых 
нейронов, увеличивается и содержание участвую-
щей в гликолизе NSE, что согласуется известным 
переключением при дифференцировке нейронов с 
альфа-енолазы на NSE [30] и может отражать про-
текающую параллельно активации OXPHOS пере-
стройку и гликолитических ферментов. 

По данным литературы, изменения митохондри-
ального метаболизма и переключение на OXPHOS, 
влияют на пост-трансляционные модификации 
белков (в том числе — гистонов), метилирование и 
ацетилирование ДНК, что также является частью 
регуляторных механизмов клеточной дифферен-
цировки [31, 32]. Таким образом, необходимость 
метаболической перестройки и переключения 
дифференцирующихся нейронов на OXPHOS 
определяется не только их возрастающими потреб-
ностями в АТФ, но и регуляцией отдельных этапов 
созревания клеток через многочисленные сигналь-
ные пути [8, 11], что подчеркивает и наше исследо-
вание. 

Отметим, что в настоящей и более ранних на-
ших работах [14, 16] в сходных условиях созрева-
ние и интеграция трансплантированных нейронов 
человека продолжались до полугода, что превы-
шает сроки развития нейронов грызунов. Эти раз-
личия отмечены и другими авторами, например, 
по данным Iwata [33] кортикальные нейроны че-
ловека, по сравнению с нейронами мыши, имеют 
особенности пострансляционной модификации 
белков, участвующих в митохондриальной динами-
ке, экспрессии генов цикла Кребса и сборки элек-
трон-транспортной цепи, что, предположительно, 
определяет их замедленное созревание.

В целом, литературные данные подтверждают 
общность изменений митохондриальной динамики 
выявленных в настоящей работе (при гетеротранс-
плантации нейрональных предшественников, по-
лученных из иПСК человека в мозг крысы) и в диф-
ференцирующихся нейронах в различных условиях 
(in vitro, в эмбриогенезе и зрелом мозге). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенный эксперимент де-

монстрирует связь изменений митохондриальной 
динамики и метаболического профиля трансплан-
тированных нейронов, полученных из иПСК чело-
века с их созреванием в трансплантате. Дальнейшее 
изучение изменений митохондриальной динамики 
в дифференцирующихся нейронах, может иметь 
значение для разработки методов управления инте-
грацией трансплантированных нейронов в струк-
туры мозга.
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MITOCHONDRIAL DYNAMICS AND METABOLIC REMODELING 
IN XENOGRAFT OF IPSCDERIVED HUMAN NEURAL PRECURSORS 
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It is well recognized that the regulation of mitochondrial functions aùects the diùerentiation and maturation of neu-
rons. The study of these processes is of both fundamental and practical importance for regenerative neurobiology. 
Aim of the study: to characterize the mitochondrial fission changes and their relation to the activation of oxidative 
phosphorylation (metabolic shift) during maturation of human IPSC-derived neural precursors grafted into rat stri-
atum. Wistar rats (n = 15) were unilaterally injected into the caudate nucleus with neural precursors derived from 
human IPSCs. Changes in localization and expression of neuronal diùerentiation markers: nestin, NeuN, neuronal 
enolase, as well as mitochondrial outer membrane protein, ATP synthase and mitochondrial fission protein Drp1 
were assessed by immunostaining. Measurements were performed on graft cells 2 weeks, 3 and 6 months after sur-
gery. Maturation of grafted neurons was associated with fluctuations morphometric parameters of the mitochondrial 
fraction and Drp1 levels. Increased mitochondrial fission was detected 3 months after transplantation, before an 
increase in ATP synthase staining by 6th month and a switch of transplanted cells to oxidative phosphorylation. The 
conducted experiment demonstrated a link between mitochondrial dynamics and changes in the metabolic profile 
and maturation of transplanted neurons. The regulation of mitochondrial dynamics may have future implications for 
developing methods to improve the integration of transplanted neurons into recepient brain structures.

Keywords: neurogenesis, grafting, human IPSC, mitochondrial dynamics, Drp1, Oxidative phosphorylation 




