
ISSN 0044-4529

Том 60, Номер 5	 Сентябрь – Октябрь 2024

ЖУРНАЛ 
ЭВОЛЮЦИОННОЙ 
БИОХИМИИ И 
ФИЗИОЛОГИИ

Журнал публикует экспериментальные, теоретические
и обзорные статьи по различным проблемам
эволюционной, сравнительной и экологической
физиологии, биохимии и морфологии



СОДЕРЖАНИЕ

Том 60, номер 5, 2024

 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ
UDP-гликозилтрансферазы и их роль в метаболизме ксенобиотиков 

А. Г. Кинарейкина, Е. А. Силиванова	 439

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
Сравнительный анализ осмотической резистентности эритроцитов  
различных таксонов позвоночных

Б. А. Герда,  Е. А. Скверчинская,  А. Ю. Андреева,   
А. А. Волкова,  С. П. Гамбарян,  И. В. Миндукшев	 460

Использование микропрепаративного фракционирования клеточного лизата  
в исследовании влияния естественных киллеров на фенотип, миграцию  
и апоптоз клеток трофобласта в системе in vitro

А. В. Кореневский,  Ю. П. Милютина,  С. К. Бочковский,  
А. А. Ошколова,  О. Н. Беспалова,  С. А. Сельков,  Д. И. Соколов	 483

Сравнительное исследование температурного коэффициента  
Q10 гибернирующих сусликов Urocitellus undulatus  
и охлажденных крыс разного возраста

Н. М. Захарова,  Ю. С. Тараховский,  М. О. Хренов	 499

Эффекты стимуляции большого ядра шва на ноцицептивные нейроны  
каудальной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого  
мозга крысы в норме и после перенесенного кишечного воспаления

Б. М. Сушкевич,  И. Б. Сиваченко,  О. А. Любашина	 509

Механизмы вовлечения моноаминоксидазы  
в развитие гипербарических кислородных судорог

С. Ю. Жиляев,  И. Н. Басова,  Т. Ф. Платонова,   
О. С. Алексеева, Н. А. Гавришева,  И. Т. Демченко	 526

Неонатальная гипоксия вызывает поведенческий дефицит,  
ассоциированный с нарушениями глюкокортикоидной  
и серотонинергической системы взрослых крыс

Е. И. Тюлькова,  В. А. Стратилов,  О. В. Ветровой	 535

Глутаматергическая регуляция аудиогенных судорог и постиктальной каталепсии  
у крыс линии крушинского-молодкиной: влияние дизоцилпина и D-серина

Н. М. Сурина,  И. Б. Федотова,  И. И. Полетаева	 544

Роль кальций-зависимой десенситизации в потенциации GNE-9278 токов  
NMDA рецепторов нейронов коры крыс in vitro

А. И. Федорина,  С. М. Антонов,  Д. А. Сибаров	 553

Экспрессия генов пролактина и пролактиновых рецепторов  
у трёхиглой колюшки G. Aculeatus L.: зависимость от пола и пресноводной адаптации

Н. С. Павлова,  Т. В. Неретина,  О. В. Смирнова	 562



Contents
Vol. 60, No. 5, 2024

REVIEWS

The Role of UDP-Glycosyltransferases in Xenobiotic Metabolism 

A. G. Kinareikina and E. A. Silivanova	 439

EXPERIMENTAL ARTICLES

Comparative Analysis of the Osmotic Fragility  
of Erythrocytes Across Various Taxa of Vertebrates

B. A. Gerda,  E. A. Skverchinskaya,  A. Y. Andreeva,   
A. A. Volkova, S. Gambaryan and I. V. Mindukshev 	 460

Use of Micropreparative Cell Lysate Fractionation in Studying the Effect of Natural Killer Cells  
on The Phenotype, Migration and Apoptosis of Trophoblast Cells in vitro

A. V. Korenevsky,  Yu. P. Milyutina,  S. K. Bochkovsky,  A. A. Oshkolova,  
O. N. Bespalova,  S. A. Selkov and D. I. Sokolov	 483

Comparative Study of the Temperature Coefficient Q10 of Hibernating  
Ground Squirrels Urocitellus undulatus and Cooled Rats of Different Ages

N. M. Zakharova,  Y. S. Tarahovsky and M. O. Khrenov	 499

Effects of the Nucleus Raphe Magnus Stimulation on Nociceptive  
Neurons of the Rat Caudal Ventrolateral Medulla  
in Normal Conditions and after Intestinal Inflammation

B. M. Sushkevich,  I. B. Sivachenko and O. A. Lyubashina	 509

Mechanisms of Monoamine Oxidase Involvement  
in the Development of Hyperbaric Oxygen Seizures

S. Yu. Zhilyaev,  I. N. Basova,  T. F. Platonova,  O. S. Alekseeva,  
N. A. Gavrisheva and I. T. Demchenko	 526

Neonatal Hypoxia Induces Behavioral Deficit Associated  
with Impairment in the Glucocorticoid and Serotonergic Systems in Adult Rats

E. I. Tyulkova, V. A. Stratilov and O. V. Vetrovoy	 535

Glutamatergic Regulation of the Audiogenic Seizures  
and Postictal Catalepsy in Krushinsky–Molodkina Strain Rats:  
Effects of Dizocilpine and D-Serine

N. М. Surina,  I. B. Fedotova  and I. I. Poletaeva	 544

The Role of Calcium-Dependent Desensitization in the Potentiation by GNE-9278  
of NMDA Receptor Currents in Rat Cortal Neurons in vitro 

A. I. Fedorina, S. M. Antonov and D. A. Sibarov	 553

Expression of Prolactin Axis Genes in the Brain, Gills,  
and Kidneys of the Three-Spined Stickleback G. Aculeatus L.:  
Dependency on Freshwater Adaptation and Sex

N. S. Pavlova,  T. V. Neretina  and  O. V. Smirnova	 562



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2024, том 60, № 5, с. 439–459

439

	  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ 	

UDP-ГЛИКОЗИЛТРАНСФЕРАЗЫ И ИХ РОЛЬ  
В МЕТАБОЛИЗМЕ КСЕНОБИОТИКОВ 

© 2024 г.    А. Г. Кинарейкина1, 2, *, Е. А. Силиванова1

1Всероссийский научно-исследовательский институт ветеринарной энтомологии  
и арахнологии – филиал ТюмНЦ СО РАН, Тюмень, Россия 

2Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования  
“Тюменский государственный медицинский университет”  

Министерства здравоохранения Российской Федерации, Тюмень, Россия
*e-mail: kinareickina@yandex.ru

Поступила в редакцию 04.07.2024 г. 
После доработки 25.09.2024 г. 

Принята к публикации 26.09.2024 г.

UDP-гликозилтрансферазы (UGTs) принадлежат к сложному суперсемейству гликозилтрансфераз. 
Они катализируют реакции гликозилирования – ковалентного присоединения сахара из кофактора 
(UDP-гликозида) к соответствующей функциональной группе липофильного субстрата, играя тем са-
мым важную роль в клеточном гомеостазе многих групп организмов (млекопитающих, членистоногих, 
растений и т.д.). UGTs относятся к основным ферментам II фазы детоксикации ксенобиотиков раз-
личной природы (металлов, природных соединений, лекарственных препаратов, промышленных за-
грязнителей, пестицидов и т.д.). Интерес к данной группе ферментов человека обусловлен их ролью в 
метаболизме лекарственных препаратов и участием в развитии лекарственной устойчивости раковых 
клеток. UDP-гликозилтрансферазы беспозвоночных (особенно, насекомых) привлекают внимание в 
связи с их участием в развитии устойчивости к пестицидам. Однако точная роль в биотрансформации 
ксенобиотиков отдельных семейств и подсемейств UGTs по-прежнему не установлена, что подчеркива-
ет важность дальнейшего изучения данных ферментов. Данный обзор подготовлен с целью дать пред-
ставление о межвидовом разнообразии UDP-гликозилтрансфераз и особенностях их взаимодействия 
с ксенобиотиками. Среди общих сведений о суперсемействе UGTs дано краткое описание структуры и 
локализации фермента, ферментативной реакции и механизма катализа на примере UDP-глюкуроно-
зилтрансферазы. Приведены данные о влиянии промышленных загрязнителей, металлов, пестицидов, 
лекарственных средств и природных соединений на ферментативную активность UGTs и уровень экс-
прессии кодирующих генов у позвоночных и беспозвоночных (членистоногих). Отраженное в обзоре 
разнообразие ферментов UGTs и их субстратов демонстрирует широкие возможности организма жи-
вотных с точки зрения защиты от воздействия ксенобиотиков.

Ключевые слова: UDP-гликозилтрансфераза, система детоксикации, ксенобиотики, промышленные за-
грязнители, металлы, пестициды, лекарственные средства, природные загрязнители
DOI: 10.31857/S0044452924050018, EDN: XQAXAY

ВВЕДЕНИЕ
Многие ксенобиотики представляют собой не-

полярные липофильные соединения, что способ-
ствует их диффузии через биологические мембраны 
и последующему доступу к мишени действия, одна-
ко эта же характеристика препятствует их выведе-
нию из организма [1]. Для детоксикации ксенобио-
тиков в организме действует сложная трехфазная 
ферментативная система [2]. Фаза I (окисление, 
эпоксидирование и т.д. [3]) осуществляется мо-
нооксигеназами цитохрома P450, карбоксилэсте-
разами [4] и другими ферментами, снижающими 
биологическую активность ксенобиотиков. К фер-

ментам фазы II (конъюгация [5]), относятся глута-
тион-S-трансферазы [6], UDP-гликозилтрансфе-
разы (UGTs, EC 2.4.) [7–10] и другие ферменты, 
изменяющие физико-химические характеристики 
метаболитов фазы I. Транспортеры фазы III (выве-
дение [3, 5]) экспортируют конъюгированные ток-
сины и их метаболиты из клетки (ABC-кассетные 
транспортеры и др.) [2]. 

Гликозилирование, катализируемое UGTs, от-
носится к одному из центральных путей метаболиз-
ма разнообразных субстратов, как образующихся 
в процессе жизнедеятельности организма (били-
рубин [11], желчные кислоты, некоторые гормоны 
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[12–13], нейротрансмиттеры [13–15], жирораство-
римые витамины [1, 16–17]), так и поступающих 
из окружающей среды (лекарства [1, 18–19], вете-
ринарные препараты, аллелохимикаты, загрязни-
тели окружающей среды [15, 17, 20]). В отличие от 
ферментов первой фазы детоксикации (P450, кар-
боксилэстеразы), непосредственно действующих 
на молекулу токсина, UGTs участвуют во второй 
фазе путём ковалентного присоединение гексоз-
ных фрагментов к липофильным химическим ве-
ществам [21–22]. Образующиеся гликозилирован-
ные соединения с объемными боковыми группами 
[21] лучше растворяются в воде и могут эффек-
тивно выводиться из организма [23]. Глюкуроно-
вые конъюгаты загрязнителей окружающей среды 
(бензопирен, нафталин, фенантрен, полихлориро-
ванные бифенилы) обнаруживаются в моче водных 
организмов [24], поэтому UDP-глюкуронилтранс-
феразы могут быть применены для экотоксико-
логического анализа [12]. Посредством реакции 
конъюгации не всегда происходит дезактивация 
соединения [15, 25–26]. В редких случаях гликози-
лирование метаболизирует субстраты в их биологи-
чески активные и/или токсичные формы. Напри-
мер, при глюкуронидации стероидов по D-кольцу 
образуется медиатор внутрипеченочного холестаза 
беременных [27], а морфин-6-глюкуронид являет-
ся более эффективным опиоидным агонистом, чем 
морфин [26, 28–29]. 

В нескольких предыдущих обзорах были обобще-
ны результаты исследований UGTs, посвященных 
вопросам эволюции/коэволюции [22, 30], заболе-
ваний [27–28, 31], связанных с данными фермен-
тами [32–34], биотрансформации ксенобиотиков 
[1, 12, 14, 16, 29, 35–38], однако большинство из них 
были ограничены изоферментами позвоночных, в 
частности человека. Аббревиатурой UGTs (EC 2.4.) 
в упомянутых работах часто обозначена определен-
ная группа ферментов, а именно UDP-глюкуроно-
зилтрансферазы (UGlcUAT, EC 2.4.1.17), которые 
используют в основном UDP-глюкуроновую кис-
лоту в качестве донора сахара [30]. Однако суще-
ствует множество изоформ UDP-гликозилтранс-
фераз (обозначенные в данной статье как UGTs), 
характерных для различных свободноживущих 
организмов [39], использующих в качестве донора 
гексозных групп другие UDP-производные углево-
дов, а не только UDP-глюкуроновую кислоту. 

Цель данного обзора заключалась в анализе 
межвидового разнообразия UDP-гликозилтранс-
фераз, в том числе особенностей взаимодействия 
UGTs некоторых беспозвоночных (членистоно-
гих) с ксенобиотиками. В статье также приведены 
общие сведения о механизме катализа и структур-
ных характеристиках суперсемейства UGTs. Бы-
ли проанализированы научные публикации за пе-

риод 2000–2024 гг из баз данных PubMed, Scopus, 
Springer Link, Web of Science, Google Академия, 
соответствующие ключевым словам: UDP-глико-
зилтрансфераза, система детоксикации, ксено-
биотики, промышленные загрязнители, металлы, 
пестициды, лекарственные средства, природные 
загрязнители.

UDP-ГЛИКОЗИЛТРАНСФЕРАЗЫ:  
ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ

Ур и д и н д и ф о с ф а т гл и ко з и л т р а н с ф е р а з ы 
(UDP-гликозилтрансферазы, UGTs, EC 2.4.) при-
надлежат к суперсемейству гликозилтрансфераз-1 
(GT-1) [30, 40], относящихся к надсемейству GT-B. 
Надсемейство характеризуется высоко консерва-
тивной третичной структурой [41], состоящей из 
двух доменов β/α/β (укладка Россмана) [38]. Доме-
ны обращены друг к другу и гибко связаны с актив-
ным центром, расположенным на границе их раз-
дела [42].

Реакция конъюгации, катализируемая фер-
ментами семейства UGTs, следует механизму ну-
клеофильного замещения второго типа [1, 17]. 
Конъюгация осуществляется путем переноса угле-
водного остатка от UDP-гликозида (UDP-глюку-
роновой кислоты, UDP-глюкозы, UDP-галактозы, 
UDP-ксилозы, UDP-N-ацетилглюкозамина [22]) к 
соответствующей функциональной группе гидро-
фобного агликона [15, 17, 20, 43–45] – -OH-, -NH2- 
[17, 38], -COOH- [12], -CO- [32], -SH-группы [17]. 
Установлено, что ферменты цитохром P450s и 
UGTs связаны между собой [27], поскольку мета-
болиты, вырабатываемые Р450s, такие как фенолы 
и спирты, являются субстратами UGTs [46], как и 
бесчисленное множество структурно разнородных 
гидрофобных веществ [17], обладающих соответ-
ствующими функциональными группами. Продук-
том реакции являются гликозиды [43]. Присутствие 
гидроксильных групп углеводного остатка и диссо-
циированная при физиологических значениях рН 
карбоксильная группа делают липофильное сое-
динение более полярным [10, 17, 47], что повышает 
его способность проникать в водные внутри- и вне-
клеточные среды организма посредством анионных 
насосов [17, 31, 48], облегчая его транспортировку в 
органы выделения [31] с последующим удалением 
из организма [15, 27, 49–50].

Локализация. UGTs большинства животных (за 
исключением некоторых беспозвоночных) – это 
мембраносвязанные белки типа I [51–52]. Они ло-
кализованы в мембране гладкого эндоплазмати-
ческого ретикулума (ER) [53–56], также некото-
рые изоформы могут быть обнаружены в ядерном 
компартменте [1, 27]. Синтезируются UGTs жи-
вотных в виде предшественников, состоящих из 
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приблизительно 530 аминокислот, которые содер-
жат аминоконцевой сигнальный пептид. Во время 
встраивания белка в мембрану сигнальный пептид 
расщепляется [1]. Однако существуют и раствори-
мые изоферменты UGTs [38], которые лишены сиг-
нального пептида [57] и трансмембранного домена 
[30], – бактериальные, растительные (например, 
Oryza sativa [58]), некоторых членистоногих (на-
пример, Tetranychus urticae [59]).

Белок UGT содержит два основных домена, из-
вестных как агликоновый или субстрат-связыва-
ющий домен, расположенный на N-конце, и са-
хар-связывающий домен на C-конце [21, 43, 61]. В 
принятой модели топологии большая часть моно-
мера UGT локализована на люминальной сторо-
не ER [11, 52], где происходит конъюгация [38], с 
единственной трансмембранной областью вблизи 
С-конца, за которой следует короткий цитоплаз-
матический домен [18, 56] (рис. 1). Липофильные 
соединения обычно могут пассивно проникать 
через мембрану ER к активному центру фермен-
та [1]. UDP‐сахара, синтезирующиеся в цитозоле, 
транспортируются в просвет ER с помощью ну-
клеотидных сахарных транспортеров (NST) [60]. 
Транслокация образовавшихся гликозидов (глю-
куронидов) в цитозольный домен опосредована 
переносчиками органических анионов [38]. Вто-
рым продуктом реакции является UDP [1], кото-

рый гидролизуется нуклеозиддифосфатазой до 
UMP и становится антипортовым партнером для 
соответствующих NST [55].

Механизм катализа на примере UDP-глюкуроно-
зилтрансферазы. Ферменты UGlcUAT используют 
разные каталитические механизмы O-глюкурони-
дации и N-глюкуронидации. О-глюкуронидация 
описывается как “механизм, подобный серинги-
дролазе” [42], в реализации которого участвуют две 
ключевые аминокислоты – гистидин и аспарагино-
вая кислота (рис. 1). В этом механизме каталитиче-
ский гистидин (расположенный в начале N-конца 
[38]) отрывает протон от -OH агликона для нуклео-
фильной атаки на углерод C1 глюкуроновой кисло-
ты в составе соответствующего UDP производного. 
Перенос протона на гистидин стабилизируется со-
седним аспартатом (“реле заряда”) [38, 42]. 

Большинство UGTs способны образовывать 
О-связанные глюкурониды, хотя и с разной эф-
фективностью и скоростью [31]. Однако, напри-
мер, UGT1A4 и 2B10 не имеют эквивалентного 
гистидина (замещенного пролином и лейцином 
соответственно) и имеют тенденцию катализиро-
вать N-глюкуронидацию [31, 38, 42]. N-глюкурони-
дация проходит по другому механизму, который не 
требует отрыва протонов от субстрата. В отсутствие 
депротонирования N-нуклеофилы могут образо-
вывать заряженный вторичный амин в качестве пе-

Рис. 1. Схематическое изображение общей структуры мембраносвязанной UDP-гликозилтрансферазы животных, 
катализирующей O-глюкуронидацию. Схема составлена на основе [56] и [60].
Примечание: ER – эндоплазматический ретикулум.
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реходного состояния, который представляет собой 
стабильную и легко достижимую структуру, в отли-
чие от иона оксония, образующегося в ходе О-глю-
куронидации [42]. Предполагается, что N-нуклео-
филы приобретают формальный положительный 
заряд во время N-глюкуронидации и требуют отри-
цательно заряженного остатка аспарагиновой кис-
лоты для стабилизации переходного состояния [38].

МЕЖВИДОВОЕ РАЗНООБРАЗИЕ UGTs
UGTs повсеместно распространены во всех сво-

бодноживущих организмах [39]: микроорганизмах, 
грибах, растениях, животных [49, 61]. Огромное 
разнообразие UGTs дивергировалось у каждого 
вида в результате дупликации и потери генов [15]. 
К тому же альтернативный сплайсинг приводит к 
огромному молекулярному разнообразию фермен-
тов UGTs [62]. 

Комитет по номенклатуре UGTs присвоил систе-
матические названия семействам UGTs: семейства 
UGT1-50 предназначены для животных (1–8 – для 
позвоночных, 9–27 – нематод (Caenorhabditis elegans 
[59]), 31–50 – насекомых [30] или вирусов на-
секомых [59]); UGT51–70 – дрожжей и грибов; 
UGT71–100 – растений; UGT101–200 – бактерий 
[59] и 201 – прочих членистоногих (не насекомых) 
[30]. Однако существуют и дополнительные груп-
пы, зарезервированные для вновь открывающих-
ся представителей суперсемейства. Обнаруженные 
в работе Ahn S.J. с соавт. [59] UGT T. urticae были 
отнесены к семи новым семействам, UGT201–207, 
что было одобрено Комитетом. На официальном 
сайте по номенклатуре UGT представлена общедо-
ступная база данных [63], содержащая системати-
ческие названия отдельных UGTs и их последова-
тельности, где можно предложить её изменение и/
или дополнение. Последнее обновление базы дан-
ных осуществлялось 15.03.2024. Также в сравнении 
с человеком, характеристика отдельных UGTs и их 
функций у беспозвоночных и растений приведена 
в работе Bock K.W. [30]. Автор уточняет, что список 
ферментов остается неполным, поскольку боль-
шинство UGTs у различных видов не были иденти-
фицированы или плохо охарактеризованы, в част-
ности ферменты представителей нематод, морских 
ежей и грибов.

Чтобы лучше понять видовую специфику супер-
семейства UGTs, кратко охарактеризуем фермен-
ты отдельных групп животных – позвоночных и 
беспозвоночных (на примере членистоногих).

Позвоночные. Идентифицированы нуклеотидные 
последовательности генов четырёх семейств фер-
ментов UGTs (UGT1, UGT2, UGT3 и UGT8) мле-
копитающих [64–65], включая человека [30, 64, 66], 
кодирующих 22 изоформы белка [1, 64]. Семейства 

UGT1 и UGT2 состоят из 9 [19, 67] и 10 изоформ 
[12, 14–15, 19, 55] соответственно и подразделены 
на три подсемейства UGT1A, 2A и 2B [17, 32, 54]. 
Изоферменты семейств UGT1 и UGT2 используют 
UDP-глюкуроновую кислоту в качестве предпоч-
тительного донора сахара [55]. 

У человека UGT1A расположен на хромосоме 
2q37 [11, 27–28, 68], занимает около 200 т.п.н. [38], 
имеет 13 различных экзонов [69], из которых 9 яв-
ляются функциональными “первыми” экзонами 
(обозначаются как A1, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, 
A10) и четыре – “общими экзонами” (обознача-
ются как 2-5) [1, 70]. Посредством альтернативно-
го сплайсинга первых экзонов с четырьмя общи-
ми экзонами образуются девять функциональных 
транскриптов (UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A5, 1A6, 1A7, 
1A8, 1A9, 1A10 [1, 27, 34]), рассматриваемых как 
уникальные гены [38] и имеющих идентичные кар-
боксильные концы [71], но разные аминоконцевые 
домены [72]. Четыре альтернативных первых экзо-
на локуса UGT1 кодируют UGT1A2p, 1А11p, 1А12p, 
1А13p [69] и содержат мутации, предотвращающие 
экспрессию активного белка, поэтому они обозна-
чаются как псевдогены [1, 38, 68]. 

Генные продукты подсемейства UGT2 транс-
крибируются из уникальных генов [72], состоящих 
из шести экзонов [28, 38]. Подобно изофермен-
там семейства UGT1, C-концевые домены UGT2 
консервативны, тогда как сильно вариабельные 
N-концевые домены определяют субстратную 
специфичность ферментов [47]. У человека гены 
UGT2 расположены на хромосомах 4q28 [28] и 4q13 
[27, 73]. Семейство UGT2 далее делят на два подсе-
мейства – UGT2A и UGT2B, которые содержат три 
(2A1, 2A2 и 2A3) и семь (2B4, 2B7, 2B10, 2B11, 2B15, 
2B17, 2B28) членов [1, 34]. У подсемейства UGT2B 
идентифицировано пять псевдогенов – UGT2B24P, 
2B25P, 2B26P, 2B27P, 2B28P [1]. Члены подсемей-
ства UGT2A также называют псевдогенами, по-
скольку они не образуют функциональных белков 
[33]. Однако считается, что белки UGT2A1 и 2А2 
конъюгируют пахучие соединения при устранении 
сигналов запаха в обонятельной системе [47], т. е. 
играют роль в терминации сигнала обоняния [17] 
и предотвращения десенсибилизации рецепторов 
[47]. Функция 2А3 действительно неясна, иссле-
дование Fay M.J. с соавт. [47] показывает, что, по 
крайней мере, у мышей, выращенных в виварии, 
этот ген не является необходимым для нормального 
развития и здоровья. Cемейство UGT3 состоит из 
двух членов – 3A1 и 3A2 [16]. У человека гены UGT3 
расположены на участке хромосомы 5p13. Каждый 
ген этого семейства включает семь уникальных эк-
зонов и кодирует 523 аминокислоты. На уровне 
белка гены UGT3А1 и UGT3А2 сходны на 80% [33]. 
Ферменты семейства UGT3, как правило, неактив-
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ны при использовании UDP-глюкуроновой кисло-
ты в качестве донора сахара [1]. Ферменты UGT3A1 
преимущественно используют UDP-N-ацетил-
глюкозамин, а UGT3A2 – UDP-глюкозу [30] или 
UDP-ксилозу [55]. 

UGT8 состоит из одного гена, который содержит 
пять экзонов и расположен на хромосоме 4q26 [33]. 
UGT8A1 – это галактозоцерамидгалактозилтранс-
фераза, использующая UDP-галактозу в качестве 
донора сахара [1]. Она галактозидирует церамиды, 
входящие в состав миелиновых оболочек [30], игра-

ет важную роль в биосинтезе гликосфинголипидов 
и сульфатидов [55].

Важной особенностью UGTs является то, что 
ферменты проявляют активность в отношении ши-
рокого спектра субстратов [15, 47] и сильно пере-
крывающуюся субстратную селективность [34, 42]. 
UGT1 и UGT2 играют более важную роль в метабо-
лизме ксенобиотиков [74], чем UGT3 и UGT8 [65]. 
Подробнее некоторые субстраты (эндо- и ксено-
биотики) различных изоформ UGTs млекопитаю-
щих представлены в табл. 1. 

Таблица 1. Некоторые субстраты (эндо- и ксенобиотики) различных изоформ UGTs млекопитающих

Субстрат Источник 
литературы

UGT1A1
Билирубин, некоторые эстрогены, простые фенолы, кумарины, антрахиноны, флавоноиды, 
гетероцикличекие амины (PhIP), диоксины, орипавиновые опиоиды (бупренорфин), 
ацетаминофен, лоразепам, деферазирокс, этопозид, SN-38, белиностат, гидроксилированный 
варфарин

26, 35, 42, 66, 
68, 71–72, 75–76

UGT1A3
Некоторые эстрогены, флавоноиды, кумарины, амины, антрахиноны, гетероцикличекие амины 
(PhIP), моноэфиры фталатов, антидепрессанты (амитриптилин, кломипрамин, имипрамин), 
морфин, нестероидные противовоспалительные препараты (ибупрофен, флубипрофен, 
диклофенак), бензодиазепины (мидазолам, лоразепам, оксазепам), ацетаминофен, деферазирокс

42, 53, 66, 
71–72, 77 

UGT1A4
Андрогены, прогестины, амины (N-оксид сенеционина, PhIP), монотерпеноидные спирты, 
сапогенины, антипсихотические и антидепрессивные препараты (циклобензаприн, миртазапин, 
клозапин)

66, 71–72, 78

UGT1A6
Серотонин, небольшие простые фенолы (4-этилфенол, 4-нитрофенол, 1-нафтол, 
4-метилумбеллиферон, парацетамол, 2-нафтиламин, N-гидрокси-2-нафтиламин), 
гетеоцикличекие амины (PhIP), производные BaP, ацетаминофен, лоразепам, деферазирокс, 
менадиол, олтипраз

42, 46, 52, 66, 71, 
79, 80

UGT1A7
Объемные планарные фенолы, производные BaP, моноэфиры фталатов, гетероцикличекие 
амины (PhIP), ацетаминофен, лоразепам, деферазирокс, менадиол, пропофол, олтипраз

46, 52–53, 66, 
69, 71, 80

UGT1A8
Флавоноиды (апигенин, нарингенин), амины (4-аминобифенил, PhIP), моноэфиры фталатов, 
менадиол, пропофол, гидроксилированный варфарин

26, 53, 69, 
71–72, 80

UGT1A9
Эстрогены, гормоны щитовидной железы, антрахиноны, флавоноиды, объёмные фенолы, 
некоторые алифатические спирты, гетероцикличекие амины (PhIP), производные BaP, 
моноэфиры фталатов, нестероидные противовоспалительные препараты, ацетаминофен, SN-38, 
менадиол, гидроксилированный варфарин

26, 52–53, 69, 
71–72, 79–80

UGT1A10
Объемные планарные фенолы, микофеноловая кислота, флавоноиды, полициклические 
ароматические углеводороды (BaP), гетероцикличекие амины (PhIP), моноэфиры фталатов, 
иммунодепрессивные средства, антипсихотические, антидепрессивные препараты 
(циклобензаприн, миртазапин, клозапин), противогрибковые, химиотерапевтические средства 
(флуконазол, мидазолам, иматиниб), ацетаминофен, лоразепам, деферазирокс, менадиол, 
пропофол, гидроксилированный варфарин

26, 42, 52–53, 
66, 69, 71–72, 
74, 80
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Содержание и распределение изоферментов 
UGTs в отдельных органах различаются, что пред-
полагает ткане-специфичную регуляцию экспрес-
сии генов [17]. На функции и экспрессию генов 
большинства изоформ UGTs влияют генетиче-
ские (этническая принадлежность, генетический 
полиморфизм [36]), физиологические факторы 
(возраст, диета, наличие заболеваний, гормональ-
ные факторы [36]) и факторы окружающей среды 
[53–54] (индукция/ингибирование ксенобиотика-
ми [36]). Высокий уровень экспрессии генов UGT 
характерен для тканей и органов, наиболее уязви-
мых для контакта с ксенобиотиками и гормонами 
[17], т. е. печени, кишечника, почек [32, 25, 54], лег-
ких, желудочно-кишечного тракта, яичников [27], 
молочных желез и предстательной железы [17]. Так-
же сообщалось, что отдельные UGTs экспрессиру-
ются в мозге [77]. При этом каждая ткань содержит 
свой собственный набор UGTs [82]. Печень облада-
ет наибольшим содержанием и числом ферментов 
UGTs. Все члены семейств UGT1 и UGT2 экспрес-
сируются в печени человека за исключением 1A5, 
1A7, 1A8, 1A10 и 2A1 [1]. Белки UGT2B присутству-
ют в печени в более высоких концентрациях, чем 
UGT1A [1, 17]. Экспрессия UGT3 в печени практи-
чески не определяется [1]. Внепечёночное распре-
деление активностей некоторых изоформ UGTs у 
человека представлено в табл. 2.

Хотя изоформы UGT различаются у разных ви-
дов, было идентифицировано несколько межвидо-
вых гомологов. У человека и крысы есть несколько 
ортологичных UGTs, включая 1A1, 1A3, 1A6 и 1A10 
[84]. Также известно, что организм крысы облада-
ет большей способностью к глюкуронидации, чем 
организм человека [84]. Saengtienchai A. с соавт. 
[85] обнаружили, что у белобрюхих ежей Atelerix 
albiventris ароматический углеводород пирен ме-
таболизировался в основном до пирен-1-глюку-
ронида и около 80% глюкуронидных конъюгатов 
выводилось с мочой, аналогично тому, как это про-
исходит у человека и копытных. Однако эффектив-
ность реакции UGT-зависимой глюкуронидации 
1-гидроксипирена (оцененная по соотношению 
Vmax/Км) в микросомах печени ежа была значи-
тельно ниже по сравнению аналогичной реакцией 
в присутствии микросом печени крысы. 

Ферменты семейств UGT1 и UGT2 также су-
ществуют у позвоночных, не относящихся к мле-
копитающим [30]. Например, в исследовании 
Saengtienchai A. с соавт. [86] показаны межвидовые 
различия ферментов у птиц и млекопитающих. В 
экспериментах in vivo глюкуроновые конъюгаты 
пирена после его скармливания были обнаружены 
в экскрементах птиц в большем количестве, чем в 
экскрементах крыс, а в экспериментах in vitro соот-
ношение Vmax/Км UGlcUAT-активности для ми-
кросом печени птиц было ниже, чем для микро-

Субстрат Источник 
литературы

UGT2A1
Андрогены, эстрогены, фенолы, лекарственные препараты, полициклические ароматические 
углеводороды

31, 81

UGT2А2
фенолы 31

UGT2B1
Эстрогены, морфин 14, 20

UGT2B4
Желчные кислоты, стероиды, фенолы, моноэфиры фталатов, дезоксиниваленол 13, 25, 31, 53, 64

UGT2B7
4-трет октилфенол, моноэфиры фталатов, дезоксиниваленол 53, 54, 64

UGT2B15
Стероиды, 4-трет октилфенол 25, 54

UGT2B17
Стероиды 25

UGT8A1
Желчные кислоты, церамиды 30, 55

Примечание: 2-амино-1-метил-6-фенилмедазо[4,5-b]пиридин – PhIP; бензо[a]пирен – BaP.

Окончание таблицы 1.
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сом печени крыс. Гены UGT1 и UGT2 у рыб, как и 
у млекопитающих, организованы в вариабельные 
и постоянные участки [30]. В частности, экзонная 
структура гена UGT1 камбалы сходна с генами се-
мейства UGT1A млекопитающих (включает пять 
экзонов с соединениями в идентичных положени-
ях) [40]. Поэтому UGTs рыб могут выполнять сход-
ные функции в детоксикации ксенобиотиков и об-
ладать сходными свойствами, например, введение 
радужной форели фунгицида прохлораза приводи-
ло к ингибированию глюкуронидации 1-нафтола в 
микросомах [12]. Кроме того, рыбки Данио-рерио 
(Danio rerio) и некоторые другие костистые рыбы 
содержат семейство генов UGT5, состоящее из од-
ного экзона [62], и по-видимому, участвующие в 
глюкуронидации стероидов. UGT5 также обнару-
жены у лягушек Xenopus, но не у ящериц, птиц и 
млекопитающих [30]. 

Беспозвоночные членистоногие. В отличие от 
UGTs человека, данные ферменты членистоногих 
изучены слабо [57]. У насекомых гликозилирование 
малых липофильных соединений рассматривалось 
как второстепенный механизм ферментативной 
детоксикации вторичных метаболитов растений 
[61, 39]. UGTs насекомых представляют собой су-
персемейство, подобное их аналогу у млекопитаю-
щих [49]. Известно, что UGTs насекомых, как и у 
позвоночных, связаны с эндоплазматической сетью 
сходным образом [39]. Биохимические исследова-
ния показали, что у насекомых в качестве основно-
го донора сахара в реакции гликозилирования по-

средством UGTs обычно выступает UDP-глюкоза 
[87–88]. 

Ферментативная активность UGTs обнару-
живается в жировом теле, средней кишке и дру-
гих тканях насекомых [39]. У насекомых реакция 
конъюгация глюкозы характерна для различных 
физиологических процессов, включая образова-
ние кутикулы (склеротизацию) [87], обоняние, эн-
добиотическую модуляцию и секвестрацию [39], 
пигментацию, защиту от ультрафиолетового из-
лучения [49] и выведение пахучих веществ и ксе-
нобиотиков [44]. Например, многие эндогенные 
соединения, такие как экдистероидные гормоны 
и предшественники дубления кутикулы, гликози-
лируются ферментами UGTs [39]. Детоксицирую-
щие ферменты насекомых обычно имеют широкий 
спектр субстратов. Они могут метаболизировать не 
только эндометаболиты насекомых и вторичные 
метаболиты растений, но и инсектициды [49]. Экс-
прессия генов, кодирующих UGTs, увеличивается 
у насекомых с сформированной инсектицидной 
устойчивостью или под воздействием инсектици-
дов [89], способствуя усилению метаболической 
детоксикации. В этом может заключаться один из 
механизмов формирования резистентности к раз-
личным группам инсектицидов, включая карба-
маты, фосфорорганические соединения (темефос) 
[90], неоникотиноиды (имидаклоприд [91], тиаме-
токсам [92]), авермектины (абамектин [23]), риано-
иды (хлорантранилипрол [10, 44]), кето-енольные 
инсектициды (спиротетрамат [92]), сульфоксими-
ны (сульфоксафлор [43, 91, 93]) у ряда видов насе-

Таблица 2. Распределение некоторых изоформ UGTs во внепечёночных тканях человека

Изоформа Орган Источник 
литературы

UGT1A1 Желудок 1
UGT1A5 Почки, толстый кишечник 1, 71

UGT1A6 Желудок, кишечник, почки, яички, головной мозг, лёгкие 1, 14, 52

UGT1A7 Почки, ротовая полость, пищевод, желудок, поджелудочная железа,  
тонкая, ободочная кишки 1, 52–53, 67

UGT1A8 Тонкая, толстая, тощая, подвздошная, ободочная кишки 53, 72
UGT1A9 Почки, тонкий, толстый кишечник 1, 17, 53, 71

UGT1A10 Все внепеченочные ткани желудочно-кишечного тракта,  
воздухопроводящие тракты, легкие 1, 17, 70, 83

UGT2A1 Обонятельный эпителий, легкие, трахея, миндалины, гортань,  
головной мозг, толстая кишка 14, 47, 81

UGT2A2 Обонятельный эпителий, головной мозг 14, 47
UGT2B7 Почки, кишечник 17, 32
UGT2B15 Желудок 17
UGT2B17 Желудок, почки, кишечник 16, 17, 32

UGT3 Тимус, яички, почки, желудочно-кишечный тракт (на очень низком уровне) 1

UGT8 Головной мозг 33
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комых, таких как Plutella xylostella, Diaphorina citri, 
Aphis gossypii [43], Bemisia tabaci, Bactrocera dorsalis, 
Leptinotarsa decemlineata, Tetranychus cinnabarinus 
[61], Tuta absoluta, Musca domestica [87], Heliothis 
virescens [44]. 

Более 300 предполагаемых генов UGTs были 
идентифицированы у хлопкового червя Helicoverpa 
armigera, шелкопряда Bombyx mori и некоторых дру-
гих насекомых [44, 61]. У разных видов насекомых 
количество генов, кодирующих UGTs, значительно 
варьируется. Например, идентифицировано 5 ге-
нов UGTs у постельного клопа Cimex lectularius, 106 
генов UGTs у стеклокрылого снайпера Homalodisca 
vitripennis. Примечательно, что даже разные виды 
насекомых в пределах одного рода могут демон-
стрировать заметное разнообразие по количеству 
генов UGT: в роде Drosophila от 29 UGT-генов у 
Drosophila elegans, D. pseudoobscura и D. mojavensis 
и до 50 у D. takahashii. Некоторые гены семейства 
UGT насекомых демонстрируют признаки экспан-
сии генов вследствие последовательной тандемной 
дупликации [88]. 

У паутинного клеща Tetranychus urticae были 
идентифицированы в геноме 80 UGT [59], клас-
сифицированных в семь отдельных семейств 
(UGT201–207). Ahn S.J. с соавт. [59] описали геном-
ное распределение, интрон-экзонную структуру 
и структурные мотивы UGTs у T. urticae. Экспан-
сия генов была зарегистрирована для подсемейств 
UGT201A, UGT201B и UGT202A [57]. В своей работе 
Arriaza R.H. с соавт. [41] дали структурную и функ-
циональную характеристику UGT202A2 у T. urticae. 

Интересно, что UGT-гены T. urticae, весьма вероят-
но, были приобретены от бактерий посредством го-
ризонтального переноса генов [59]. Как следствие, 
подобно бактериальным UGTs, ферменты T. urticae 
не содержат сигнального пептида и трансмембран-
ного домена, что указывает на то, что они являются 
цитозольными белками [57]. 

Расширенный поиск UGT-генов у других ви-
дов паукообразных (подсемейство хелицеровых), 
включая паука (Parasteatoda tepidariorum), скорпи-
она (Mesobuthus martensii), четырёх видов клещей 
(Ixodes scapularis, Rhipicephalus microplus, Metaseiulus 
occidentalis, Varroa destructor), не выявил генов UGTs 
[59]. Однако клещ Panonychus citri, многоножки под-
семейства Myriapoda, водяные блохи и раки (подсе-
мейство Crustacea) содержали в своих геномах гены 
UGT, сходные с генами насекомых. Это позволи-
ло предположить, что семейство генов UGTs могло 
быть утрачено на ранней стадии развития хелице-
ровых и впоследствии вновь приобретено у тетра-
нихидных клещей [59]. 

Таким образом, UDP-гликозилтрансферазы 
представляют собой сложное и до конца не изучен-
ное суперемейство ферментов биотрансформации. 
Наиболее полно изучены UGTs млекопитающих, 
в частности человека и крысы, в силу критиче-
ской роли данных ферментов в обеспечении го-
меостаза и метаболизме лекарственных средств. В 
меньшей степени охарактеризованы ферменты се-
мейства UGTs у беспозвоночных. Сведения о неко-
торых характеристиках UGTs, приведенные в дан-
ном разделе, сведены в таблицу 3. У позвоночных 

Таблица 3. Сравнение некоторых характеристик UGTs позвоночных и беспозвоночных (на примере членистоногих) 
животных

Группа животных Позвоночные
Беспозвоночные

Насекомые Прочие членистоногие  
(не насекомые)

Номенклатура UGT1-UGT8 UGT31–UGT50, UGT301-
UGT500 UGT201–UGT300

Предпочтительный 
донор гексозных групп

Преимущественно UDP-
глюкуроновая кислота UDP-глюкоза

Субстратная 
специфичность

Гидрофобные вещества с соответствующей функциональной группой (-OH-, -NH2-, 
-COOH-, -CO-, -SH-)

Ткани

Головной мозг, 
обонятельный эпителий, 
лёгкие, тимус, яички, 
печень, почки, желудочно-
кишечный тракт

Жировое тело, средняя кишка, кутикула, дыхательные пути и 
др. ткани

Локализация в клетке Мембраносвязанные Цитозольные
Основные функции Биотрансформация эндогенных и ксенобиотических веществ
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и некоторых групп членистоногих (например, у 
насекомых) UGTs являются мембранносвязанны-
ми белками, вместе с тем у отдельных групп беспо-
звоночных (например, клещей T. urticae) описаны 
цитозольные формы данных ферментов. Отличи-
тельная черта UGTs млекопитающих заключает-
ся в использовании отдельными подсемействами 
UDP-глюкуроновой кислоты в качестве донора 
сахара для образования конъюгатов с ксенобиоти-
ками, тогда как ферменты других подсемейств осу-
ществляют реакции конъюгации эндогенных мета-
болитов с использованием иных UDP-сахаров. У 
членистоногих UGTs в процессе биотрансформа-
ции ксенобиотиков взаимодействуют, как правило, 
с UDP-глюкозой. Роль UGTs у большинства орга-
низмов заключается в конъюгации липофильных 
соединений (гормонов, гормоноподобных веществ, 
разного рода ксенобиотиков и др.), что способству-
ет прекращению их биологического действия, по-
этому UGT-активность обнаруживается в тканях, 
наиболее подверженных контактам с данными сое-
динениями (органы пищеварения, выделения, воз-
духоносные пути, покровы и т.д.).

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ UGTS  
С РАЗЛИЧНЫМИ КСЕНОБИОТИКАМИ

Промышленные загрязнители. Исследования 
in vivo на крысах показали негативное воздействие 
4-трет октилфенола (4-tOP) на репродуктивную 
систему самок. Он в основном метаболизируется 
до глюкуронида печеночными UGT2B7, 2B15 как у 
людей, так и у крыс [54]. N‐гидроксипроизводные 
известных канцерогенов ариламинов (2‐нафти-
ламин, 4-аминобифенил) являются лучшими суб-
стратами для UGT1A6, чем свободные амины, что, 
возможно, защищает от них печень [52].

Существует некоторое количество работ о вли-
янии полициклических ароматических углеводо-
родов (ПАУ), таких как бензо[а]пирен (BaP) на 
UGlcUAT животных. Например, было продемон-
стрировано, что UGT1A10 является наиболее ак-
тивной изоформой UGlcUAT в процессе глюкуро-
нидации различных ПАУ [70]. Также известно, что 
изоформы 1A7 и 1A9 крысы и человека обезврежи-
вают BaP-7,8-дигидродиол [52], а изоформа 1A6 
эффективна в детоксикации фенолов, хинонов и 
хинолов BaP [74]. В частности, в микросомах пече-
ни крысы BaP‐3,6‐дифенол легко превращается в 
моно‐ и диглюкурониды с помощью 1A6. Изофер-
мент UGT1A6 человека образует только моноглю-
курониды, которые, однако, могут быть преобразо-
ваны в диглюкурониды с помощью 1A9 [52]. 

Диоксины – это стойкие органические загряз-
нители, образующиеся в основном в результате 
промышленных процессов, таких как сжигание 

отходов, производство хлорфенолов и др. Показа-
но, что in vivo воздействие 2,3,7,8-тетрахлордибен-
зодиоксина (компонент “оранжевого реагента”, 
Agent Orange) на людей (в исследовании участво-
вало 100 жителей Вьетнама) увеличивало экспрес-
сию UGT1A1, приводя к повышению содержания 
фермента в плазме крови по сравнению с контро-
лем [68].

Воздействие печеночным токсином четыреххло-
ристым углеродом (CCl4), вызывающим как острую, 
так и хроническую печеночную недостаточность, 
показало, что острое повреждение печени, вы-
званное однократным введением CCl4, приводило 
к снижению экспрессии мРНК UGT1A1, 1A6, 2B1, 
2B2, 2B3, 2B6, 2B12 у крыс. Также у крыс с хрониче-
ским CCl4-индуцированным фиброзом печени бы-
ли отмечены повышение уровней мРНК UGT1A1, 
1A6, 2B1, 2B2 и снижение UGT2B3, 2B6 и 2B12. В то 
время как у крыс с циррозом печени, вызванным 
CCl4, выявлялось снижение мРНК UGT2B3, 2B6 и 
2B12 и увеличение мРНК 2B2 [65].

Метаболизм эфиров фталевой кислоты, широ-
ко используемых в пластмассах [53, 94], состоит 
из двух стадий [13]. У млекопитающих в ходе I фа-
зы [94] ди-(2-этилгексил)-фталат (DEHP) в ос-
новном гидролизуется до моно-(2-этилгексил)-ф-
талата (MEHP) эстеразами и липазами в печени и 
в тонком кишечнике [53]. Интересно, что MEHP 
обладает большей биологической активностью и 
токсичностью [94], чем DEHP, в отношении ре-
продуктивной системы и развития организма [53]. 
У человека и грызунов далее MEHP способен ме-
таболизироваться при помощи UGlcUAT [13, 94]. 
Например, у человека MEHP метаболизируется в 
печени посредством UGT1A3, 1A9, 2B4 и/или 2B7, 
а в кишечнике – 1A7, 1A8, 1A9, 1A10 и/или 2B7. В 
опытах in vivo установлено, что в форме глюкуро-
нида экскреция MEHP с мочой составляет > 85% от 
применяемой дозы DEHP [53]. 

Некоторые соединения могут взаимодейство-
вать с UGTs как ингибиторы или активаторы. На-
пример, обнаружено, что эфиры фталевой кислоты 
не оказывают существенного ингибирующего дей-
ствия на активности UGT1A1, 1A3, 1A8, 1A10, 2B15 
и 2B17, оказывают ограниченное ингибирование на 
1A6, 1A7, 2B4 и в значительной степени ингибиру-
ют UGT1A9 [13]. В другом исследовании in vivo об-
наружено, что MEHP является специфическим ин-
гибитором UGT1A7 человека [94]. Также имеются 
сведения, что in vivo бисфенол А (BPA, 4,4'-изопро-
пилидендифенол) ингибирует активность глюку-
ронирования генистеина как в микросомах печени 
человека (HLM), так и в микросомах печени крысы 
(RLM). Причём тип ингибирования различен для 
HLM и RLM. В частности, BPA индуцирует некон-
курентное ингибирование в HLM и конкурентное 
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ингибирование в RLM. Авторы предполагают, что 
одним из возможных объяснений является разли-
чие изоформ UGlcUATs, ответственных за мета-
болизм генистеина у разных видов. Первичными 
UGlcUATs человека, участвующими в глюкурони-
дации генистеина, являются печеночные UGT1A1, 
1A6 и 1A9, а также внепеченочные 1A10 и 2B17. 
Что касается BPA, то у крыс преобладающей изо-
формой UGlcUAT является 2B1 [47] (гомолог 2B7 
и 2B17 человека [84]), однако у человека основным 
является 2B15 [47, 84]. В свою очередь Fay M.J. с со-
авт. [47] на линии мышей, гомозиготной по целевой 
делеции семейства UGT2 продемонстрировали, что 
ферменты UGT1 генерируют большую долю конъ-
югатов BPA in vivo. Предположение авторов состо-
яло в том, что UGT1A9 крысы (ортолог человече-
скому 1A9) функционален у мышей (в отличие от 
крыс), поэтому он вносит больший вклад в глюку-
ронидацию BPA у мышей, чем у крыс.

Металлы. Существует некоторое количество ра-
бот о влиянии металлов на USTs различных организ-
мов. Например, при воздействии наноразмерного 
коллоидного серебра отмечалось специфическое 
повышение активности UGT в печени крыс-сам-
цов линии Wistar по сравнению с контролем, при-
чем данный эффект являлся значимым при дозе 
10 мг на 1 кг массы тела [95]. Al-Hamadani M.Y.I. 
с соавт. [4] в своем исследовании не обнаружили 
значительного изменения активности UGT1A1 у 
взрослых самцов крыс-альбиносов линии Wistar 
при воздействии наночастиц золота in vivo. 

Ртуть является высокотоксичным металлом. 
Результаты определения уровня экспрессии генов 
Ugt1AB в тканях кишечника рыб Danio rerio после 
воздействия 30 мкг/л неорганической ртути пока-
зали значительное повышение уровня экспрессии 
по сравнению с контролем во все временные отрез-
ки исследования (6, 12, 24, 48 и 72 ч после воздей-
ствия). Интересно, что ген, кодирующий UGT5G1, 
также продемонстрировал значительное повыше-
ние экспрессии во все временные точки, за исклю-
чением 12 ч после воздействия [96]. Другим высоко-
токсичным металлом является хром (Cr), который 
обладает нейротоксичностью, канцерогенностью, 
генотоксичностью, репродуктивной токсично-
стью в отношении живых организмов. В ответ на 
воздействие хромом у тихоокеанской белой кре-
ветки Litopenaeus vannamei методом секвенирова-
ния транскриптома было выявлено активирование 
ферментов II фазы, включая UGTs [51].

На клетках HepG2 человека in vitro было пока-
зано, что воздействие ацетата свинца (Pb) в высо-
ких концентрациях (от 1 до 10 мг/л) вызывало зна-
чительное снижение экспрессии мРНК ферментов 
фазы II, включая UGT1A6 [97]. В эксперименте 
Xu X. с соавт. [98] на Carassius auratus воздействие 

свинца в малых концентрациях (0,5 мг/л) в тече-
ние 28 дней практически не оказывало влияния на 
активность UGT в печени золотой рыбки. При по-
вышении же содержания Pb в среде (до 10,0 мг/л) 
отмечалось снижение активности UGlcUAT. Ав-
торы также исследовали синергетический эффект 
различных комбинаций Pb и гербицида-параквата 
(PQ) на активность UGT у C. auratus. Результаты 
показали значительное снижение UGT-активности 
при увеличении концентрации в смесях (10,0 мг/л 
Pb и PQ) и длительности воздействия (в течение 28 
день). Интересно, что на 14 день эксперимента на-
блюдалось индуцирование активности UGT ком-
бинацией 0,5 мг/л Pb+1,0 мг/л PQ по сравнению 
с контролем. К тому же авторы отмечали, что со-
вместное подавление активности UGT было силь-
нее, чем при индивидуальном воздействии высоки-
ми концентрациями Pb или PQ в течение 14 дней. 
Таким образом можно предположить, что фермен-
ты UGTs потенциально помогают нивелировать 
неблагоприятные последствия воздействия метал-
лов у разных видов животных.

Пестициды. Известно, что ряд пестицидных хи-
микатов при попадании в организм животных ме-
таболизируются с участием UGTs [23, 43, 45, 49, 
90–93, 98–101]. Например, Mahboob M., Siddiqui 
M.K. [100] продемонстрировали, что на 90-й день 
воздействия фосфоротионата наблюдается дозо-
зависимое повышение UGT-активности в почках 
самцов белых крыс линии Wistar. Однако, в тка-
нях головного мозга и легких подобных изменений 
обнаружено не было при всех дозах воздействия 
(0.014, 0.028, 0.042 мг кг-1 день-1). Интересно, что 
через 28 дней после отмены препарата наблюдалось 
восстановление активности UGT до контрольного 
уровня. 

При воздействии параквата уровень активно-
сти фермента UGT снижался в печени C. auratus 
[98]. Воздействие гербицидов тербутилазина и тер-
бутрина также снижало активность UGT в печени 
радужной форели Oncorhynchus mykiss по сравне-
нию с контролем. Однако наблюдался существен-
ный синергетический эффект под влиянием тем-
пературного воздействия. У рыб, подвергшихся 
воздействию тербутилазина, эффект снижения 
ферментативной активности наблюдался при всех 
температурных режимах (4, 10, 17°C), хотя наибо-
лее выражен был при 4°C. У рыб, подвергшихся 
воздействию тербутрина, значительный эффект на-
блюдался только при температуре воды 17°C [101].

Роль UGTs позвоночных животных во II фазе 
детоксикации широко изучена, их вклад в устой-
чивость членистоногих к пестицидам менее изве-
стен. У наездников Meteorus pulchricornis (Wesmael) 
гены UGT индуцируются обработкой сублеталь-
ными дозами фокса, циперметрина, хлорфенапи-
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ра [45]. После воздействия сублетальных концен-
траций карбарила, дельтаметрина, фоксима (LC5, 
LC10 и LC20) активность UGT у комаров-звонцов 
Chironomus kiiensis значительно увеличивалась в 
течение 24 часов. В частности, при обработке на-
секомых низкими концентрациями (LC5) карба-
рила, дельтаметрина и фоксима активность была 
наибольшей и превышала контроль в 1,29, 1,19 и 
1,21 раза соответственно. Также при исследова-
нии CkUGT302M1, 302N1, 308N1 и 36J1 у личинок 
C. kiiensis 4-го возраста было показано изменение 
уровней транскрипции данных генов после воздей-
ствия сублетальных доз пестицидов в течение 24 ча-
сов [99]. 

В популяциях комаров Aedes, устойчивых к 
пиретроидам и темефосу, неоднократно отмеча-
ли увеличение экспрессии генов UGT [90]. Связь 
сверхэкспрессии UGT с резистентностью к имида-
клоприду и абамектину описана у L. decemlineata 
и T. cinnabarinus соответственно [23]. Например, 
устойчивость к абамектину резистентной культу-
ры T. cinnabarinus была связана со сверхэкспресси-
ей UGT201D3 [21]. Уровни экспрессии UGT352A4 и 
UGT352A5 были значительно повышены у особей 
резистентной к тиаметоксаму популяции B. tabaci 
(THQR) по сравнению с чувствительными особя-
ми (THQS). Более того, эксперимент по индукции 
показал, что экспрессия UGT352A4 и UGT352A5 у 
представителей популяции THQR была значитель-
но повышена после воздействия тиаметоксама [92]. 

Транскриптомный анализ умеренно и чрезвы-
чайно устойчивой к хлорантранилипролу популя-
ций T. absoluta показал, что резистентность связана 
с заметной сверхэкспрессией UGT34A23 (от 20 до 
> 100 раз) [102]. В исследовании Li X. с соавт. [49] 
воздействие на особей P. xylostella спиносадом, те-
буфенозидом, хлорантранилипролом и хлорфе-
напиром (LC50) вызывало индукцию экспрессии 
UGT33AA4, изоформа UGT45B1 индуцировалась 
абамектином, Cry1Ac, фоксимом, бета-ципер-
метрином, метафлумизоном и индоксакарбом, а 
UGT40V1 – индоксакарбом, хлорфенапиром, аба-
мектином, метафлумизоном, Cry1Ac, фоксимом 
и бета-циперметрином. В результате синергетиче-
ского анализа при помощи специфических инги-
биторов UGTs (сульфинпиразон, 5-нитроурацил) 
отмечалось повышение токсичности хлорантрани-
липрола в отношении личинок P. xylostella третье-
го возраста. При исследовании транскриптов UGT 
обнаружено, что только для UGT2B17 была харак-
терна сверхэкспрессия (30,7–77,3 раз) в четырёх 
популяциях P. xylostella, устойчивых к хлорантра-
нилипролу (CHR), по сравнению с восприимчи-
вой линией (CHS). Нокдаун UGT2B17 с помощью 
РНК-интерференции (RNAi) резко повышал ток-
сичность хлорантранилипрола на 27,4% и 29,8% 

у особей популяций CHS и CHR соответственно 
[44]. Также известно, что устойчивость к данному 
инсектициду у P. xylostella связана с сверхэкспрес-
сией UGT33AA4 [10]. 

Посредством синергетического анализа с ис-
пользованием специфических ингибиторов уста-
новлено, что UGT344M играет важную роль в инак-
тивации и выведении спиротетрамата у A. gossypii 
[10]. Также на примере A. gossypii показано, что 
сверхэкспрессия UGT344C5 и UGT344A11 способ-
ствует устойчивости к сульфоксафлору. Однако 
авторы указывают, что данный факт не может слу-
жить однозначным доказательством участия UGTs 
в метаболизме сульфоксафлора [93]. Исследова-
ние Pym A. с соавт. [91] выявило, что активность 
UGT344P2 была выше у особей всех устойчивых к 
сульфаклору популяций Myzus persicae (Sulzer) по 
сравнению с чувствительными популяциями. Wang 
L. с соавт. [43] также посредством синергетического 
анализа с применением специфических ингибито-
ров UGTs выявили значительное повышение ток-
сичности сульфоксафлора в отношении устойчи-
вых к сульфоксафлору A. gossypii (Sul-R), тогда как 
подобный эффект не наблюдался у восприимчи-
вых к данному инсектициду особей A. gossypii (Sus). 
Также авторы наблюдали достоверное повышение 
активности UGTs в 1,35 раза у особей Sul-R отно-
сительно активности у насекомых популяции Sus. 
Кроме того, был выявлен о повышенный уровень 
экспрессии генов UGT350A2, 351A4, 350B2, 342C2 и 
343C2 (в 1,40–5,46 раза) у особей популяции Sul-R. 
Нокдаун указанных генов с помощью РНК-интер-
ференции значительно повышал чувствительность 
(в 1,57–1,76 раза) к сульфоксафлору особей данной 
устойчивой популяции (Sul-R) [43].

Лекарственные средства. Менадион (2-ме-
тил-1,4-нафтохин) представляет собой синтетиче-
скую токсичную форму витамина К. Обнаружено, 
что ферменты UGT1A6, 1A7, 1A8, 1A9 и 1A10 ката-
лизируют глюкуронидацию менадиола (восстанов-
ленная форма менадиона), причём UGT1A6 и 1A10 
катализируют глюкуронидацию с гораздо более 
высокой скоростью. Также в исследовании отмеча-
лось, что микросомы печени человека продуциро-
вали 1- и 4-менадиолглюкурониды в соотношении 
3,1:1, в то время как микросомы тощей кишки пре-
имущественно продуцировали 4-менадиолглюку-
ронид (1:2) [80]. 

Как упоминалось выше, глюкуронидация в не-
которых случаях может активировать метаболиты, 
как в случае с морфином [27]. Одновременная экс-
прессия UGT2B21 и 2B22 у морской свинки уси-
ливает катализируемую 2B21 морфин-6-глюку-
ронидацию [103]. Однако Miyauchi Y. с соавт. [18] 
определили, что фермент UGT2B1 у мышей не об-
ладает каталитической активностью по отношению 
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к морфину, несмотря на то что он является ортоло-
гом фермента 2B1 крысы, который вносит основ-
ной вклад в глюкуронидацию морфина в печени 
крыс. Также интересно, что мышиный 2B1 может 
катализировать глюкуронидацию морфина путем 
гетероолигомеризации с 1A1.

Ферменты UGTs играют важную роль в возник-
новении лекарственной устойчивости при неко-
торых видах рака [19]. Отмечается различная экс-
прессия генов, кодирующих данные ферменты, в 
здоровой и опухолевой тканях [17]. В частности, 
повышение уровня транскрипционного факто-
ра Gli1, связанного с глиомой, может приводить к 
повышению уровня экспрессии семейства UGT1A 
в раковых клетках, глюкуронизации рибавирина, 
цитарабина и устойчивости раковых клеток к дан-
ным препаратам [19]. Эруцин и фенэтилизотиоци-
анат являются мощными индукторами активности 
UGTs при инкубации с кусочками печени крысы. 
Аналогичная повышающая регуляция отмечалась, 
когда срезы печени крыс инкубировали со смесью 
мирозиназы и глюкорафазатина [46]. Олтипраз 
также способен индуцировать UGT1A6 и 1A7 [104]. 

Известно, что изоформы UGTs высоко поли-
морфны [25]. Ген UGT1A1 содержит полиморфизм 
промотора [16] – TA-повтор (тимин-адениновый 
повтор) [70], ответственный за снижение фермен-
тативной активности. В настоящее время заре-
гистрировано около 135 генетических вариантов 
UGT1A1, наиболее распространенным из кото-
рых является UGT1A1*28 с семью TA-повторами 
в промоторной области TATA-бокса. Иринотекан 
(Camptosar, CPT11) [27] и его активный метаболит 
SN-38 [32, 42] являются противораковыми препа-
ратами [27, 42] для лечения колоректального ра-
ка и рака легких [105]. В печени UGT1A1 образует 
SN-38-глюкуронид (SN-38G), который может без-
вредно проходить через кишечник [35]. Наличие 
UGT1A1*28 приводит к снижению экскреции мета-
болитов иринотекана, из-за их накопления в крови 
происходит развитие тяжелой диареи и нейтропе-
нии 4 степени [16, 27]. В работе Bandyopadhyay A. 
с соавт. [105] продемонстрировано, что полимор-
физм UGT1A1*6, возможно, влияет на повышение 
желудочно-кишечной токсичности и улучшение 
общей выживаемости среди пациентов Северной 
Индии с мелкоклеточным раком легких, получаю-
щих химиотерапию на основе иринотекана.

Изофромы UGT1A7, 1A8 и 1A10 конъюгиру-
ют пропофол во внепеченочных органах (почки, 
кишечник) человека, в печени он катализируется 
только UGT1A9 [106]. В исследовании Takahashi 
H. с соавт. [69] были проанализированы полимор-
физмы D256N и Y483D гена UGT1A9 у 100 здоро-
вых взрослых японских добровольцев in vitro. Эф-
фективность фермента составляла 19,1% и 57,1% от 

дикого типа в случае D256N и Y483D полиморфиз-
ма соответственно. Авторы пришли к заключению, 
что замены D256N и Y483D снижают активность 
UGT1A9 в отношении пропофола, при этом сни-
жение активности фермента при D256N было боль-
ше, чем при Y483D.

Имеется довольно много работ по исследованию 
модулирующего действия лекарственных препара-
тов в отношении активности UGTs [26, 76, 107–108].  
Sun H. с соавт. [26] продемонстрировали, что вар-
фарин является модификатором глюкуронидации 
in vitro. Множество ферментов UGTs (UGT1A1, 1A3, 
1A7, 1A9, 2B7 и 2B17) имеют два сайта связывания 
с субстратом – каталитический и аллостерический. 
Связывание варфарина с аллостерическим участ-
ком может ингибировать реакцию 1A1, 2B7 и 2B17, 
активировать 1A3 или и то, и другое в отношении 
1A7 и 1A9. В работе Wang X. с соавт. [76] белиностат 
проявлял широкий спектр ингибирующих действий 
в отношении UGTs, в частности, неконкурентное 
ингибирование в отношении UGT1A3 и слабое 
ингибирование в отношении 1A1, 1A7, 1A8, 2B4 и 
2B7. Показано, что опикапон является ингибито-
ром UGTs широкого спектра действия – препарат 
проявляет мощное ингибирование в отношении 
UGT1A1, 1A7, 1A8, 1A9 и 1A10, при этом диапазон 
значений константы ингибирования Ki составлял 
1,31–10,58 мкМ [108]. Ибрутиниб также оказывал 
широкое ингибирующее действие на большинство 
UGTs, включая мощное конкурентное ингибиро-
вание UGT1A1 (Ki 0.90±0.03 мкМ), неконкурент-
ное ингибирование 1A3 и 1A7 (Ki 0.88±0.03 мкМ и 
2.52±0.23 мкМ, соответственно) [107]. 

Природные соединения. Дезоксиниваленол 
(DON), трихотецен типа B и сесквитерпендиол кул-
морин (CUL) являются микотоксинами Fusarium. 
DON выводится с мочой в виде двух разных глюку-
ронидных конъюгатов: DON-3-глюкуронид (DON-
3-GlcA) и DON-15-глюкуронид (DON-15-GlcA), 
последний идентифицирован как доминирующий 
изомер у человека. UGT2B4 преимущественно 
образует DON-15-GlcA, тогда как UGT2B7 преи-
мущественно катализирует образование DON-3-
GlcA. Woelflingseder L. с соавт. [64] обнаружили, что 
в бесклеточных условиях CUL в эквимолярном (67 
мкМ) или в пятикратном избытке подавлял реак-
цию глюкуронирования DON микросомами пече-
ни человека, уменьшая образование DON-15-GlcA 
на 15% и 50%, а DON-3-GlcA на 30% и 50% соответ-
ственно. Кроме того, авторы наблюдали образова-
ние CUL-11-GlcA, впервые идентифицированного 
in vitro и in vivo в образцах мочи поросят и человека. 

Флавоноиды содержатся во фруктах, овощах, 
напитках растительного происхождения (чай, 
красное вино), а также во многих пищевых добав-
ках или растительных лекарствах [109]. Отмечено 
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участие ферментов UGT1A1, UGT1A3, UGT1A10 
в гликозилировании некоторых флавоноидов [42]. 
Обнаружено, что прополис, артишок и силима-
рин являются активаторами транскрипции UGT1A 
и ферментативной активности в клетках KYSE70 
[110]. Hiura Y. с соавт. [109] отметили, что байка-
леин и 3-гидроксифлавон индуцируют экспрес-
сию мРНК и продукцию белка, а также повышают 
ферментативную и транскрипционную активность 
UGT1A1. Необаваизофлавон (NBIF), выделенный 
из семян Psoralea corylifolia L., также может активи-
ровать UGT1A1 человека как в кишечных, так и в 
печеночных клеточных линиях, причем индуктив-
ный эффект NBIF в клетках HepG2 (клетки гепа-
тоцеллюлярной карциномы) был более выражен, 
чем в клетках Caco-2 (клетки карциномы кишечни-
ка), как на уровне транскрипции, так и на уровне 
активности фермента [111]. UGT1A8 катализирует 
конъюгацию апигенина и нарингенина [72]. 

Известно, что полиметоксифлавоны (5-деме-
тилнобилетин (5-DMNB), группа фитохимических 
веществ) предотвращают канцерогенез, связанный 
с воспалением. В исследовании Chou Y.C. с соавт. 
[112] показано, что 5-DMNB значительно увеличи-
вал экспрессию мРНК ферментов фазы II, вклю-
чая UGTs, у мышей ICR, получавших комбинацию 
BaP и декстрансульфата натрия, которая индуциру-
ет канцерогенез толстой кишки. Авторы пришли к 
выводу, что 5-DMNB может эффективно усиливать 
способность к детоксикации BaP. 

Эвгенол – фенол, обладающий антиоксидант-
ным, противовоспалительным действием, и как 
показали недавние исследования, способный по-
давлять пролиферацию раковых клеток меланомы. 
Iwano H. с соавт. [20] наблюдали индукцию экс-
прессии UGT1A6, 1A7 и 2B1 в печени крыс (Sprague-
Dawley) после введения эвгенола. 

Многие растения-хозяева накапливают фито-
токсины, такие как никотин, от которых насекомые 
вынуждены защищаться. Например, у персиковой 
тли Myzus persicae nicotianae (выращенной на таба-
ке) отмечали высокие уровни экспрессии несколь-
ких UGT – 330A3, 344D5, 348A3 и 349A3, что свиде-
тельствует о возможном участии данных изоформ 
в детоксикации никотина или его первичных мета-
болитов у M. persicae [23]. В работе Sakamoto M. с 
соавт. [77] было продемонстрировано, что никотин 
(3.0 мг/кг) регулировал уровни экспрессии мРНК 
человеческого UGT1A3 и мышиного UGT2B в мозге 
гуманизированных мышей (hUGT1). С помощью 
“парацетамолового теста” обнаружено, что глюку-
ронирование умеренно усиливалось у пациентов, 
получавших индукторы типа фенобарбитала (фе-
нитоин, рифампицин) и у заядлых курильщиков 
[52, 79]. 

Гетероциклический амин, 2-амино-1-ме-
тил-6-фенилимидазо[4,5-b]пиридин (PhIP), наи-
более распространенный и содержащийся в хорошо 
прожаренном мясе [71], вызывает опухоли молоч-
ной железы, толстой кишки и предстательной же-
лезы у крыс и лимфомы у мышей. Результаты ис-
следований Malfatti M.A. с соавт. [71, 113] указывают 
на то, что фермент UGT1A1 играет важную роль в 
биотрансформации PhIP и проявляет наивысшую 
специфичность к N-гидрокси-PhIP. Все остальные 
белки UGT1A, за исключением UGT1A6, также 
способны глюкуронировать N-гидрокси-PhIP, но 
со значительно меньшими скоростями. На основе 
образования N-гидрокси-PhIP-глюкуронида ав-
торы предположили относительное ранжирование 
способности UGT1A конъюгировать N-гидрок-
си-PhIP: UGT1A1 > UGT1A4 > UGT1A8, UGT1A3 
> UGT1A9 > UGT1A10 > UGT1A7 >> UGT1A6.

Фермент UGT1A4 катализирует N-глюкуро-
нирование пирролизидиновых алкалоидов и их 
третичных аминов у человека, однако у мышей 
UGT1A4 является псевдогеном. Например, пока-
зано, что токсичность, вызванная воздействием 
N-оксида сенеционина, снижалась у гуманизиро-
ванных мышей линии hUGT1A4 по отношению к 
мышам дикого типа (конъюгат N-глюкурониро-
вания был обнаружен только у мышей hUGT1A4). 
Также у мышей hUGT1A4 отмечался заметно по-
вышенный клиренс N-оксида сенеционина и сене-
ционина и, соответственно, меньшее образование 
пиррол-белковых аддуктов по сравнению с контро-
лем [78].

Природные лекарственные средства могут ока-
зывать ингибирующий эффект на UGTs. Например, 
атазанавир, гекогенин и нифлуминовая кислота 
являются мощными специфическими ингибито-
рами UGT1A1, 1A4 и 1A9 соответственно [37]. При 
исследовании на микросомах печени человека 
было обнаружено, что госсипол неконкурентно 
умеренно ингибировал эстрадиол-3-O-глюкуро-
нирование, опосредованное UGT1A1 [16]. Насе-
комые, по-видимому, способны метаболизировать 
госсипол при помощи UGTs. Krempl C. с соавт. [56] 
обнаружили три моногликозилированных и пять 
дигликозилированных изомера госсипола в кале 
личинок H. armigera и H. virescens, которых кормили 
с добавлением госсипола. В ходе ферментативных 
анализов было показано, что UGT41B3 и UGT40D1 
способны гликозилировать госсипол, главным об-
разом, до дигликозилированного изомера госсипо-
ла 5, который характерен для H. armigera и отсут-
ствует в фекалиях H. virescens.

Примеры, приведенные в данном разделе и в  
таблице 4, демонстрируют, что эффект одного и того 
же соединения-ксенобиотика на ферментативную 
активность UGTs или уровень экспрессии кодиру-
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Таблица 4. Примеры влияния ксенобиотиков на активность и уровень экспрессии генов UGTs позвоночных и беспо-
звоночных животных

Животные Ксено
биотики

Экспрессия гена Активность фермента
Повышение Снижение Активация Ингибирование

П
оз

во
но

чн
ы

е

П
ро

м
ы

ш
ле

нн
ы

е 
за

гр
яз

ни
те

ли

диоксины (2,3,7,8-тетра
хлордибензодиоксин) / 
UGT1A1 (человек)

– –

эфиры фталевой 
кислоты (моно-(2-
этилгексил)-фталата) /  
UGT1A9, UGT1A6, 
UGT1A7, UGT2B4 
(человек)

четыреххлористый углерод 
(in vivo хронически) / 
UGT1A1, 1A6, 2B1, 2B2 
(крысы)

четыреххлористый 
углерод (in vivo 
однократно) / 
UGT1A1, 1A6, 2B1 
(крысы)

–

бисфенол А (4,4'-изо-
пропилидендифенол) /  
отдельные изоформы 
UGT1 и UGT2 в зави-
симости от вида

М
ет

ал
лы

ртуть / UGT1AB, UGT5G1 
(кишечник рыб)

свинец (in vitro) / 
UGT1A6 (в клетках 
HepG2 человека)

серебро 
(наночастицы) /
общая UGT-
активность  
(в печени крыс)

свинец (in vivo) / 
UGlcUAT  
(в печени рыб)

хром / UGTs (креветки) – – –

П
ес

ти
ци

ды

– –
ФОС / общая  
UGT-активность  
(в почках крыс)

гербициды (паракват, 
тербутилазин, 
тербутрин) / общая 
UGT-активность (в 
печени рыб)

Л
ек

ар
ст

ве
нн

ы
е 

ср
ед

ст
ва

олтипраз / UGT1A6, 
UGT1A7 – варфарин / UGT1A3, 

UGT1A7, UGT1A9 

варфарин / UGT1A1, 
UGT2B7, UGT2B17, 
UGT1A7, UGT1A9

– – –

белиностат / UGT1A3, 
UGT1A1, UGT1A7, 
UGT1A8, UGT2B4, 
UGT2B7

– – –
опикапон / UGT1A1, 
UGT1A7, UGT1A8, 
UGT1A9, UGT1A10

П
ри

ро
дн

ы
е 

со
ед

ин
ен

ия

флавоноиды (байкалеин, 
3-гидроксифлавон, 
необаваизофлавон,  
5-деметилнобилетин, эвге-
нол) / UGT1A1, UGT1A6, 
UGT1A7, UGT2B1

–

флавоноиды 
(необаваизофлавон) /  
UGT1A1 (клетки 
карциномы)

микотоксины 
(кулморин, in vitro) /  
UGT2B4, UGT2B7 
(микросомы печени 
человека)

– – –
госсипол (in vitro) / 
UGT1A1  
(печень человека)
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ющих генов у позвоночных может быть специфич-
ным по отношению к разным изоферментам и мо-
жет отличаться в зависимости от типа воздействия 
(острое/хроническое) и вида животного. Примеры, 
касающиеся беспозвоночных животных (а имен-
но, насекомых), свидетельствуют об однонаправ-
ленном изменении ферментативной активности и 
уровня экспрессии генов UGTs как при остром, так 
и при хроническом воздействии инсектицидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
UDP-гликозилтрансферазы (UGTs) образуют 

сложное и многочисленное суперсемейство деток-
сицирующих ферментов. Наличие общего амино-
кислотного мотива в структуре белка, отвечающе-
го за связывание UDP, отличает суперсемейство 
UGTs от прочих гликозилирующих ферментов. Ре-
акция конъюгации, катализируемая UGTs, явля-
ется довольно важной не только для метаболизма 
эндогенных соединений, но и дезактивации ксено-
биотических загрязнителей окружающей среды, ле-
карственных средств и природных токсинов. Нару-
шение процесса гликозилирования может привести 
к увеличению деструктивного потенциала многих 
ксенобиотиков, а также изменению фармакокине-
тических свойств лекарственных средств.

Существует множество исследований по вы-
явлению роли UGTs в метаболизме соединений 
различного генезиса у многих групп организмов 
(животных, растений, бактерий), из которых мле-
копитающие в целом и человек в частности являют-
ся наиболее изученной группой. Интерес к данной 
группе ферментов человека обусловлен их ролью в 

метаболизме лекарственных препаратов и участием 
в развитии лекарственной устойчивости раковых 
клеток. Исследования UGTs насекомых сосредото-
чены в основном на взаимосвязи генетического по-
лиморфизма и особенностей регуляции экспрессии 
генов с устойчивостью насекомых к пестицидам. В 
данном обзоре продемонстрировано разнообразие 
изоформ ферментов позвоночных и беспозвоноч-
ных и их широкая субстратная специфичность, что 
обусловлено большим числом кодирующих генов и 
вариативностью белковых продуктов в результате 
альтернативного сплайсинга. Наличие подсемейств 
ферментов UGTs, специализирующихся на раз-
ных группах субстратов и способных использовать 
UDP-производные широкого спектра углеводов, 
увеличивает возможности организма животных с 
точки зрения защиты от воздействия ксенобио-
тиков. Однако точная роль в метаболизме ксено-
биотиков отдельных семейств и подсемейств UGTs 
по-прежнему не установлена, что подчёркивает 
важность дальнейшего изучение данного вопроса.
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К. А. Г. – подбор литературы, написание, оформле-
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Животные Ксено
биотики

Экспрессия гена Активность фермента
Повышение Снижение Активация Ингибирование

Б
ес

по
зв

он
оч

ны
е

П
ес

ти
ци

ды
инсектициды 
(циперметрин, 
хлорфенапир, 
имидаклоприд, абамектин, 
тиаметоксам и другие) / 
UGT302M1, 302N1, 308N1, 
UGT201D3, UGT352A4, 
UGT352A5, UGT34A23, 
UGT33AA4, UGT45B1, 
UGT40V1 и другие  
(насекомые)

–

инсектициды 
(карбарил, 
дельтаметрин, 
фоксим) / общая 
UGT-активность 
(насекомые)

–

П
ри

ро
дн

ы
е 

со
ед

ин
ен

ия

никотин / UGT330A3, 
UGT344D5, UGT348A3, 
UGT349A3 (насекомые)

– – –

Окончание таблицы 4.
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UDP-glycosyltransferases (UGTs) are enzymes from a complex superfamily of glycosyltransferases. UGTs cat-
alyze glycosylation reactions, i.e. the covalent addition of sugar from a cofactor (UDP-glycoside) to the corre-
sponding functional group of a lipophilic substrate. These enzymes play a crucial role in cellular homeostasis of 
many groups of organisms (mammals, arthropods, plants, etc.). UGTs are the main enzymes of phase II detoxifi-
cation of xenobiotics of various origins (metals, natural compounds, drugs, industrial pollutants, pesticides, etc.). 
The human UGTs arouse interest due to their role in drug metabolism and involvement in the development of 
drug resistance in cancer cells. UDP-glycosyltransferases of invertebrates (especially insects) attract the attention 
of researchers because of their involvement in the development of pesticide resistance. However, the exact role 
of individual UGT families and subfamilies in xenobiotic biotransformation remains unclear, highlighting the 
importance of further study of these enzymes. This review aims to provide an understanding of the diversity of 
UDP-glycosyltransferases in vertebrates and invertebrates (arthropods) and some details of the interaction of these 
enzymes with xenobiotics. The section on general information briefly describes the structure and localization of 
the enzymes of the superfamily UGTs, the enzymatic reaction and the mechanism of catalysis using UDP-glucu-
ronosyltransferase as an example. In addition, this review presents the data on the impact of different xenobiotics 
(industrial pollutants, metals, pesticides, drugs and natural compounds) on the enzymatic activity of UGTs and 
the level of UGT gene expressions in vertebrates and invertebrates (arthropods). The diversity of UGT enzymes 
and their substrates reflects the wide possibilities of the animal organism to protect themself from xenobiotics.

Keywords: UDP-glycosyltransferase, detoxification system, xenobiotics, industrial pollutants, metals, pesticides, 
drugs, natural pollutants.
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Осмотическая хрупкость или резистентность эритроцитов (osmotic fragility) — параметр, отражающий 
способность клеток противостоять изменению осмотического градиента. Нарушения этой характери-
стики связаны с различными патологиями, включая гемолитические анемии, злокачественные ново-
образования, сердечно-сосудистые заболевания. Осмотическая резистентность может варьироваться 
у различных видов животных и тесно связана с экосистемой. Разработан метод определения осмоти-
ческой резистентности с применением лазерного анализатора дисперсных частиц, который позволяет 
регистрировать изменения концентрации клеток в кинетическом режиме при постоянной температуре. 
Исследуемые с его помощью виды включают Homo sapiens, Rattus norvegicus domestica, Coturnix japonica 
domestica, Rana ridibunda, Carassius carassius и Lampetra fluviatilis. Метод предложен в двух вариантах: (1) 
добавки воды осуществляются вручную (мануальный), (2) среда разбавляется автоматически (автома-
тический). В качестве характеристики осмотической резистентности использованы параметры: H50 
(осмоляльность, при которой лизирует половина подверженных лизису клеток), H90 (90-процентный 
лизис) и W (гетерогенность популяции по степени устойчивости к лизису). Результаты, полученные с 
использованием разработанного метода, статистически значимо не отличаются от результатов спектро-
фотометрии и проточной цитометрии по параметрам H50 и W. Между результатами автоматического и 
мануального методов значимых различий так же не обнаружено. Эритроциты водных и околоводных 
животных существенно более устойчивы к гипоосмотическому лизису. Среди всех исследованных ви-
дов наиболее устойчивы к лизису оказались эритроциты амфибий (Rana ridibunda) и миног (Lampetra 
fluviatilis). Наибольшая гетерогенность по степени устойчивости обнаружена у амфибий (разница в 2 
раза в сравнении со всеми прочими рассмотренными таксонами). Эритроциты млекопитающих (челове-
ка и крысы) схожи по уровню резистентности, менее однородны по степени устойчивости. Половинный 
лизис эритроцитов птиц наблюдается при большей осмоляльности, чем у эритроцитов млекопитающих. 
Эритроциты птиц (Coturnix japonica domestica), однако, лизируют в значительно большем осмотическом 
диапазоне и содержат популяцию невосприимчивых к гипоосмотическому лизису клеток. Полученные 
данные показали, что эритроциты пресноводных низших позвоночных более осмотически устойчивы, 
чем эритроциты высших, что, вероятно, объясняется особенностями эмбриогенеза, экто-/эндотермно-
стью и средой обитания. 

Ключевые слова: осмотическая резистентность, эритроциты, лазерная дифракция, сравнительный ана-
лиз
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ВВЕДЕНИЕ
Осмотическая резистентность эритроцитов 

(erythrocyte osmotic fragility) характеризует способ-
ность клеток противостоять изменению осмотиче-
ского градиента [1]. Осмотическая резистентность 
является комплексным параметром, отражающим 
биофизические и морфологические свойства эри-
троцитов, такие как степень гидратации, жесткость 

цитоскелета, склонность клеток к лизису в кровоо-
бращении, форму и деформируемость эритроцитов 
[1–3]. Деформируемость, в свою очередь, — важ-
нейшая характеристика, напрямую влияющая на 
гемореологические и гемодинамические свойства 
кровотока [4, 5]. Высокая деформируемость эритро-
цитов обусловлена, во-первых, горизонтальными 
взаимодействиями компонентов цитоскелета, таких 
как спектрин, и, во-вторых, вертикальными взаимо-
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действиями между цитоскелетом и трансмембран-
ными комплексами через анкирин, band 4.1 и 4.2, 
цитозольный домен белка band 3 и другие белки [6]. 
На деформируемость эритроцитов влияют также со-
стояние цитоплазмы, формы гемоглобина и метабо-
лические процессы, контролирующие уровень АТФ 
и окислительно-восстановительный баланс [1]. На-
рушения целостности структурных белков мембра-
ны и цитоскелета, нарушения регуляции транспор-
та ионов через мембрану, нарушения синтеза АТФ 
и некоторые другие факторы приводят к снижению 
деформируемости клеток [1]. Плохо деформируе-
мые эритроциты теряют способность проходить по 
капиллярному руслу, где происходит основная часть 
газообмена, задерживаются в синусах селезенки 
(фитнес тест), а также элиминируются макрофагами 
в селезенке и печени [7, 8], что может привести к раз-
витию анемии. Патологии, связанные с нарушением 
деформируемости эритроцитов, включают наслед-
ственные гемолитические анемии (наследственные 
сфероцитоз [9], эллиптоцитоз [10] и ксероцитоз [11], 
талассемия [12], серповидноклеточная анемия [13]), 
развитие злокачественных новообразований [14], 
метаболические и сердечно-сосудистые нарушения 
и воспалительные процессы (сепсис [15], ишемия- 
реперфузия [16]). 

Известно, что деформируемость эритроци-
тов отличается между позвоночными и зависит не 
только от таксономической близости, но и от эко-
системы [17]. Осмоляльность плазмы крови [18, 19] 
и осмотическая резистентность так же видоспец-
ифичны [20]. Эритроциты водных и околоводных 
видов амфибий более осмотически резистентны, 
чем эритроциты наземных [20]. Эритроциты эк-
тотермных животных более резистентны, чем эри-
троциты эндотермных [20, 21]. Эритроциты птиц 
не подвержены полному гемолизу при погружении 
в чистую воду, однако стопроцентный лизис дости-
гается путем последовательного разбавления сре-
ды [22]. Средний корпускулярный объем клеток 
(MCV) положительно коррелирует с осмотической 
резистентностью [20]. Тем не менее, проведено ма-
ло сравнительных исследований на данную тему, 
а механизмы, лежащие в основе межвидовых раз-
личий, все еще остаются во многом неопределен-
ными. Получение новых сравнительных данных и 
совершенствование методов определения осмоти-
ческой резистентности (и деформируемости, как 
следствие) позволят лучше понять природу межви-
довых особенностей крови. 

Существует ряд методов, направленных на опре-
деление деформируемости эритроцитов. Распро-
странены методы, основанные на оценке дефор-
мируемости, как функции напряжения сдвига, 
которые включают модуль измерения деформиру-

емости на LORRCA (Laser Optical Rotational Red 
Cell Analyser) [23], RheoScan-D [24] и автоматиче-
ский реоскоп ARCA (Automated Rheoscope and Cell 
Analyzer) [25]. В нескольких из методов оценки 
деформируемости также применяется проточная 
цитометрия: аннексиновый тест [26], EMA-тест 
[27]. Другие подходы включают атомно-силовую 
микроскопию [28], микропипетирование [29], оп-
тический пинцет [30], микрогидродинамику [31], 
фильтрацию эритроцитов через целлюлозные ко-
лонки [32]. Ряд методов оценки деформируемости 
полностью или частично опирается на оценку ос-
мотической устойчивости эритроцитов. Среди них 
наиболее распространены спектральный тест [33] и 
эктацитометрия на анализаторе LORRCA [23]. Так-
же предложены проточная цитометрия [34] и оцен-
ка осмотического лизиса при гидродинамическом 
фокусировании в микропотоке [35]. Существую-
щие методы оценки осмотической устойчивости 
имеют ряд недостатков, которые ограничивают их 
применение. Результаты теста крайне зависят от 
температуры [33], что обычно не контролируется 
при измерении степени гемолиза при помощи всех 
упомянутых методов. Необходимость приготовле-
ния ряда гипотонических растворов при исполь-
зовании спектрального метода приводит к росту 
сложности отдельного эксперимента. Цитометри-
ческие методы менее трудоемки, но их протоколы 
позволяют рассчитать только отношение количе-
ства клеток до и после разбавления среды. Осмоти-
ческая градиентная эктацитометрия предоставляет 
только один параметр, соответствующий результа-
там спектрального метода, что усложняет сравни-
тельный анализ данных, полученных в различных 
лабораториях. В данной работе предлагается новый 
метод определения осмотической резистентности 
эритроцитов. Как и при эктацитометрии, регистра-
ция деформационных характеристик осуществля-
ется на основе дифракционной картины образца. 
Эксперименты проводятся на лазерном анализато-
ре частиц LaSca (Laser Scattering), адаптированном 
к биомедицинским исследованиям. LaSca позво-
ляет регистрировать изменение объема и формы 
клеток, агрегацию, агглютинацию, образование 
микрочастиц и лизис в кинетическом режиме при 
постоянстве температурных условий [36]. Ранее 
методом лазерной дифракции были успешно оха-
рактеризованы объемные изменения эритроцитов 
при аммонийном, окислительном и осмотическом 
стрессе [37]. При действии на эритроциты фарма-
кологических препаратов метод лазерной дифрак-
ции дает результаты, которые значимо соотносятся 
с результатами, полученными методами проточной 
цитометрии и микрофлюидного анализа. Показа-
но, анализатор частиц возможно использовать для 
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оценки мембран эритроцитов для характеристики 
скрытой анемии при действии противоопухолевых 
препаратов [2]. 

Цель данного исследования — сравнительный 
анализ параметров осмотической резистентности 
эритроцитов различных таксонов позвоночных с 
применением разработанного нами метода, ос-
нованного на лазерной дифракции света. Среди 
анализируемых животных 2 вида млекопитающих 
(Homo sapiens, Rattus norvegicus domestica), один вид 
птиц (Coturnix japonica domestica), амфибий (Rana ri-
dibunda), рыб (Carassius carassius) и миног (Lampetra 
fluviatilis). 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. В работе использовались: крысы 

линии Wistar, полученные из питомника лабора-
торных животных ИЭФБ РАН (Санкт-Петербург) 
(n  =  7). До эксперимента крысы содержались в 
стандартных условиях вивария. Японские перепе-
ла Coturnix japonica domestica (n = 6) были получены 
от местного хозяйства (Санкт-Петербург, Россия) в 
возрасте 45–50 дней в сентябре 2023 г. Содержались 
в двух клетках по 5 особей. Корм/комбикорм и во-
да предоставлялись ad libitum. Птицы содержались 
при искусственном освещении с длительностью 
светового дня 14 ч. Температура воздуха в помеще-
нии поддерживалась постоянной 25–28°С, также 
был установлен рециркулятор воздуха с ультрафи-
олетом для дезинфекции воздуха. Взрослые особи 
обыкновенного карася Carassius carassius Linnaeus 
(вес 150–230 г, n = 12) были получены в местном хо-
зяйстве (Санкт-Петербург, Россия) в октябре 2019 г. 
и содержались в течение до 2 недель до эксперимен-
та в аэрируемых аквариумах объемом 70 л, обору-
дованных водной проточной системой (температу-
ра воды 10–14 °С, концентрация кислорода 7–8 мг  
О2 л-1). В период акклиматизации рыб кормили 
один раз в день специализированным кормом для 
рыб (Tetra Pond, Tetra, Melle, Германия) из расчета 
5% от массы тела/особь. Особей озерной лягушки 
(Rana ridibunda) (вес 135 ± 10.4 г, n = 15) и речной 
миноги (Lampetra fluviatilis) (вес 25 ± 5.2 г), n = 30) 
отлавливали в осенний период 2020–2021 гг. в во-
доемах Ленинградской области. В период аккли-
матизации к лабораторным условиям (2 недели) и 
экспериментов лягушек содержали в затемненных 
пластиковых боксах с невысоким уровнем воды при 
температуре +4–+8℃. Миног размещали в охлаж-
даемых затемненных бассейнах с аэрируемой прес-
ной водой (+4–+8℃). На период акклиматизации 
и экспериментов лягушек и миног не кормили.

Участники. Эксперименты с участием людей 
проведены на крови 27 здоровых доноров (возраст 
от 20 до 74 лет). 

Реактивы. HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пи-
перазинэтансульфоновая кислота); хлорид на-
трия (NaCl); хлорид калия (KCl); хлорид магния  
(MgCl2); D-глюкоза; этиленгликольдиаминтетраук-
сусная кислота (Ethylene glycol-bis(2-aminoethyleth-
er)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid, EGTA). Приобретены 
в Sigma-Aldrich (Германия). В экспериментах с че-
ловеческой кровью использовался изотонический 
HEPES buffer, приготовленный в соответствии с 
протоколам для анализатора LORRCA, одобрен-
ного для клинических исследований [23]. Состав 
буфера в мМ: 10 HEPES, 140 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 
5 D-глюкоза, 2 ЭГТА, pH = 7.4 (рН-метр Metler 
Toledo, Колумбус, Огайо, США), 300 мОсмоль/кг 
H2O (мОсм), контроль осмоляльности осущест-
влялся криоскопическим осмометром Osmomat 
3000 (Gotec, Германия). Тот же буфер использо-
вался в экспериментах с эритроцитами крыс. Для 
работы с эритроцитами других видов использовали 
следующие растворы: птицы: 10 HEPES, 140 NaCl, 
2 KCl, 1 MgCl2, 14 D-глюкоза, pH=7.6, 320 мОсм; 
амфибии: 10 HEPES, 102 NaCl, 3 KCl, 1 MgCl2, 10 
D-глюкоза, 2 ЭГТА, pH = 7.6, 220 мОсм; рыбы: 15 
HEPES, 128 NaCl, 3 KCl, 1.5 MgCl2, 2.2 D-глюкоза, 
pH = 7.8, 260 мОсм; миноги: 10 HEPES, 140 NaCl, 4 
KCl, 1 MgCl2, 5.5 D-глюкоза, 2 ЭГТА, pH = 7.4, 260 
мОсм.

Выделение эритроцитов из цельной крови. Че-
ловеческую венозную кровь брали при помо-
щи закрытой системы взятия венозной крови 
S-Monovette®, с натрия цитратом 3.2% (Sarstedt, 
Германия). Кровь крыс собирали в гепаринизи-
рованные пробирки (гепарин в физрастворе до 
конечной концентрации гепарина 50 МЕ/мл),  
для анестезии был использован ингаляционный 
наркоз 3% изофлурана [38]. Кровь перепелов соби-
рали в гепаринизированные пробирки при пункции 
плечевой вены, 0.6–0.8 мл, без применения ане-
стезии, поскольку болевое воздействие от тонкой 
иглы незначительно и продолжается не долго [39]. 
Кровь амфибий (1.5–2  мл) отбирали путем пунк-
ции сердца стерильным гепаринизированным пла-
стиковым шприцем на 2 мл после анестезирования 
животного. Кровь рыб (1–1.5 мл) собирали в гепа-
ринизированные шприцы путем пункции хвосто-
вой вены. У миног кровь (1.5–2 мл) отбирали путем 
декапитации анестезированного животного и по-
следующего сбора крови в стерильную гепарини-
зированную пластиковую пробирку объемом 5 мл.  
Использованная анестезия для амфибий, рыб и 
миног — SYNCAINE (MS 222; fish anesthetic; Syn-
del, США), расчет дозы проводили по калькулятору 
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Syndel. Во всех случаях эритроциты дважды промы-
вали буфером физиологической осмоляльности, 
соответствующей виду животного.

Метод лазерной дифракции (мануальный). Экспе-
рименты проводили на лазерном анализаторе час
тиц LaSca-TM (БиоМедСистем, Санкт-Петербург, 
Россия). Эритроциты вносили в кювету, содер-
жащую 1000 мкл буфера исходной осмоляльности 
для исследуемого вида (конечная концентрация 
клеток 1–2*10^8 клеток/мл), регистрировали све-
торассеяние. Снижали осмоляльность добавками 
250–500 мкл дистиллированной воды (dH2O), и на 
каждом шаге изменения осмоляльности вносили 
кратное уровню разбавления количество суспен-
зии эритроцитов для поддержания постоянства 
концентрации клеток. Гемолиз характеризовали по 
данным кинетики прямого светорассеяния. Сни-
жение осмоляльности среды относительно осмо-
ляльности цитоплазмы приводит к росту объема 
эритроцитов и их последующему лизису [40]. Ин-
тенсивность светорассеяния зависит как от объе-
ма частиц, так и от их концентрации [41]. Так как 
вклад данных факторов зависит от угла регистра-
ции рассеяния света, рассчитали оптимальный угол 
регистрации сигнала при помощи программного 
обеспечения MiePlot v4.6.14, предназначенного для 
теоретических расчетов кривых светорассеяния. 
Численные расчеты рассеяния показали, что опти-
мальный угол составляет 5.5 градусов. 

Спектрофотометрический метод. В 8 проби-
рок вносили по 2 мл HEPES-buffer с осмоляльно-
стями (мОсм): 300, 200, 150, 133, 120, 109, 100, 92. 
Разведения соответствуют использованным на ла-
зерном анализаторе частиц при экспериментах с 
эритроцитами человека. В пробирки с разведени-
ями вносили эритроциты (конечная концентрация 
1.25 * 10^7 клеток/мл). Клетки осаждали центри-
фугированием (20 сек, 3000  g) (Eppendorf 5415D, 
Eppendorf, Германия). Анализ супернатанта про-
водили на спектрофометре СПЕКС ССП-715-М 
(ООО «Спектроскопические системы») при 25 °C и 
длине волны 540 нм. 

Проточная цитометрия. Использовали модифи-
цированный протокол, предложенный Won и Suh 
[34]. Осмоляльности разведений те же, что исполь-
зовались при спектрофотометрии (конечная кон-
центрация эритроцитов 4*10^8 клеток/мл). Экс-
перименты проводили на проточном цитометре 
CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, США) при 25°C. 
Запись осуществляли в режиме прямого (FSC-A) 
/ бокового (SSC-A) рассеяния и кинетическом ре-
жиме прямого рассеяния (FSC-A) / время (Time). 
Длительность записи одной пробы — 20 секунд, по 
истечении которых меняли пробу на следующую с 
меньшей осмоляльностью и продолжали запись.

Методика оценки результатов экспериментов. 
Зависимости вида доза-ответ (dose-response), ос-
нованные на уравнении Хилла, широко применя-
ются в биологических науках [42]. В приложении 
к описанию гипоосмотического лизиса уравнение 
дозозависимости принимает следующий вид (Урав-
нение 1):
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где Lys  — процент лизировавших клеток, %; 
Lysmax — максимально возможный лизис, %; H

50
 —  

половинный ответ (осмоляльность, при кото-
рой лизирует половина клеток в диапазоне между 
Lysmax  и Lysmin), мОсм; h  — коэффициент Хилла; 
Osm  — текущая осмоляльность суспензии клеток, 
мОсм.
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 рассчитываются по 
линеаризованной форме уравнения Хилла (Урав-
нение 2):
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lnOsm. Наклон построенной прямой — есть коэф-
фициент Хилла, а точка пересечения с осью  
lnOsm — натуральный логарифм H

50
. 

Для построение данной зависимости на первом 
этапе так же необходимо рассчитать эксперимен-
тальный процент лизиса при исследуемых осмо-
ляльностях (Уравнение 3):
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где Lys�  — экспериментальный процент лизиса при 
текущей осмоляльности, %; Rmax  — последняя экс-
периментальная точка перед началом лизиса кле-
ток, у.е; R  — ответ при текущей осмоляльности, у.е. 
Описываемый алгоритм применим и для обработки 
данных спектрофотометрии и проточной цитоме-
трии. При спектрофотометрии расчет ведется по оп-
тической плотности высвобожденного гемоглобина 
в 540  нм (рис. 1a). При проточной цитометрии —  
по числу зарегистрированных событий в области 
(гейте) с клетками (рис. 1b). По точкам строится 
график линеаризованного уравнения Хилла (Урав-
нение 2) и определяются параметры h и H

50
. 

В большинстве случаев значение Lysmax  можно 
приравнять к 100%, однако эритроциты некоторых 
животных могут содержать субпопуляции клеток, 

http://www.philiplaven.com/mieplot.htm
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не подверженных гипоосмотическому лизису [22]. 
Некоторые воздействия на эритроциты, такие как 
сильный окислительный стресс [37] или действие 
лекарственных препаратов [2], так же приводят к 
росту жесткости клеток и их частичной невоспри-
имчивости к лизису [37]. Для оптимизации значе-
ния Lysmax  использовали метод SLSQP (Sequential 
Least Squares Programming) из библиотеки SciPy 
1.13.0 [43], который позволяет решать последова-
тельность подзадач оптимизации, каждая из ко-
торых оптимизирует квадратичную модель цели 
с учетом линеаризации ограничений. Выбранная 
функция потерь — сумма квадратов остатков, раз-
деленная на количество исследованных осмоляль-
ностей (Уравнение 4):
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где Osm0  — исходная осмоляльность, мОсм;  
Osmn — последняя (наименьшая) исследуемая ос-
моляльность, мОсм; Lys�  — экспериментальный 
процент лизиса, %; Lys  — рассчитанный при той 
же осмоляльности процент лизиса, %; n  — количе-
ство исследованных осмоляльностей (число шагов 
разбавления).

Осмоляльности, соответствующие определен-
ному проценту лизиса (включая H

10
 и H

90
), рас-

считываются по выведенной из уравнения 1 фор-
муле (Уравнение 5):
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где x — процент лизировавших клеток, %. 
Параметр W  характеризует гетерогенность по-

пуляции клеток по их восприимчивости к лизису в 
осмотическом градиенте и определяется, как раз-
ность между H

90
 и H

10
 (Уравнение 6):

	 W H H= −10 90 � 	 (6)

При использовании мануального метода лазер-
ной дифракции расчеты параметров велись по ин-
тенсивности светорассеяния, регистрируемой на 
5.5 градусах (Рис. 2a). Ключевые параметры — H

50
,  

H
10

, H
90

, �W  и, при неполном лизисе, Lysmax  (рис. 
2b). 

Осмотическая резистентность, таким образом, 
характеризуется 5 параметрами, которые наиболее 
полно описывают гипоосмотический лизис кле-
ток: H

50
, H

10
, H

90
, W  и Lysmax  [44]. Параметр H

50
 

широко используется для описания осмотической 
устойчивости эритроцитов, соответствует (при ра-
венстве Lysmax  100%) точке лизиса половины кле-
ток, характеризует среднюю осмотическую устой-
чивость эритроцитов [1]. Параметры H

10
 и H

90
 

характеризуют начало и окончание лизиса. Пара-
метр W описывает осмотический диапазон, в кото-
ром протекает лизис клеток (неоднородность попу-
ляции по степени устойчивости). Параметр Lysmax  
характеризует максимальный процент лизиса. 
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Рис. 1. Примеры первичных данных, полученных методами спектрофотометрии и проточной цитометрии. (a) — спектро-
фотометрия. Разными цветами показаны графики зависимости оптической плотности (OD) от длины волны (λ), отмечена 
использованная длина волны (540 нм). OD возрастает по мере снижения осмоляльности. Точка перед началом лизиса 
(Rmax) — 150 мОсм. (b) — проточная цитометрия. Снижение осмоляльности ведет к снижению числа регистрируемых со-
бытий в области с клетками (RBC) и росту количества микрочастиц (MP). Точка перед началом лизиса (Rmax) — 200 мОсм. 
Приведенные данные получены на эритроцитах человека. Выделение красным — область с эритроцитами, выделение си-
ним — область с микрочастицами.

https://docs.scipy.org/doc/scipy/reference/optimize.minimize-slsqp.html
https://docs.scipy.org/doc/scipy/reference/optimize.minimize-slsqp.html
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Метод лазерной дифракции (автоматический). 
Эксперименты проведены на лазерном анализато-
ре частиц LaSca-TM (БиоМедСистем, Санкт-Пе-
тербург, Россия). Снижение осмоляльности су-
спензии проводили автоматически с заданной 
скоростью разбавления dH2O (8.33 мкл/с). Запись 
интенсивности светорассеяния (реакции клеток) 
осуществлялась с шагом 0.096 с. Осмоляльность 
суспензии в каждой точке рассчитали по формуле 
(уравнение 7): 

	 Osm
Osm V
V tV

=
+

0 0

0

*
,

υ
� 	 (7)

где Osm  — осмоляльность в отдельной точке, 
мОсм; Osm0  — исходная осмоляльность среды, 
мОсм; V0  — исходный объем среды, мкл; υV  — ско-
рость подачи воды, мкл/с; t  — время, прошедшее с 
начала эксперимента, с. Соответствие фактических 
осмоляльностей теоретическим периодически кон-
тролировали на осмометре. 

Так как поддержание постоянства концентрации 
клеток требовало бы подключения второго насоса, 
подающего суспензию эритроцитов, был разрабо-
тал математический алгоритм коррекции исходной 
экспериментальной зависимости, компенсирую-
щий отсутствие добавок суспензии. Получили тео-
ретическую зависимость, характеризующую паде-
ние светорассеяния при снижении концентрации 
дисперсных частиц (латексы известного размера) 
(Уравнение 8):

	 I
I V

V k td
d

=
+

0 0

0

*
,� 	 (8)

где Id  — интенсивность в отдельной точке, у.е.; 
I0  — исходная интенсивность до начала разбавле-
ния, у.е.; kd  — экспериментально определяемый 
временной коэффициент, необходимый ввиду на-
блюдаемых отличий теоретических результатов при 
использовании υV  от наблюдаемых эксперимен-
тально. 

Для нахождения kd  провели серию эксперимен-
тов по разбавлению частиц латекса диаметрами 6, 
10 и 16 мкм в течение 5 минут. Коэффициент kd  
подобран таким образом, чтобы теоретическая за-
висимость соответствовала экспериментальной. 
Наибольшее соответствие между теоретическими 
и экспериментальными зависимостями наблю-
дали при значении kd  = 6.3 и значении υV  = 8.33 
(рис.  3a). Провели корректирование интенсивно-
стей светорассеяния (Уравнение 9):

	 I I
I
Ie

e

d

= * ,0 � 	 (9)

где I  — искомая теоретическая интенсивность, 
рассчитываемая для каждой точки; Ie  — экспери-
ментально полученная интенсивность для той же 
точки; Ie0  — начальная экспериментальная интен-
сивность. 

Вычисление параметров осмотической резис
тентности проводили по скорректированной зави-
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Рис. 2. Пример первичных данных, полученных мануальным методом лазерной дифракции, и визуализация ключевых па-
раметров на лизисной кривой. (a) — метод лазерной дифракции (мануальный). Интенсивность светорассеяния возрастает 
ввиду роста объема клеток при осмоляльностях 200 и 150 мОсм. Затем падает по мере дальнейшего снижения осмоляльности 
в результате гемолизиса. Точка перед началом лизиса (Rmax ) — 150 мОсм. (b) — лизисная кривая, построенная по описанному 
алгоритму. Данные получены на эритроцитах птиц для демонстрации неполного лизиса клеток и параметра Lysmax. Отобра-
жены ключевые параметры, характеризующие устойчивость эритроцитов (H50, H90, H10, W и, Lysmax).
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симости (рис. 3b) по алгоритму, использованному 
для мануального метода лазерной дифракции. 

Время автоматизированного анализа составляет 
5–7 минут. Для общего анализа эритроцитов доста-
точно 5 мкл цельной крови. В предыдущих работах 
продемонстрировано, что использование много-
элементной системы детектирования рассеянно-
го света так же позволяет дифференцировать про-
цессы изменения объема и лизиса клеток, оценить 
функцию распределения частиц по размерам (эри-
троцитарную гистограмму) [36]. Таким образом, в 
результате исследования указанного объема крови 
можно получить 4–6 количественно нормируемых 
параметров, характеризующих объем, форму и ос-
мотическую устойчивость эритроцитов.

Анализ данных. Проверку на нормальность рас-
пределения осуществляли при помощи Shapiro–
Wilk test и Kolmogorov–Smirnov test. При множе-
ственных сравнениях статистическую обработку 
проводили с использованием One-way ANOVA и 
Tukey’s multiple comparisons test (сравнение мето-
да лазерной дифракции с спектрофотометрией и 
проточной цитометрией, сравнение осмотической 
резистентности различных видов животных). При 
сравнении двух непарных переменных использова-
ли Welch's t test (оценка влияния температуры). При 
сравнении двух парных переменных — paired t-test 
(сравнение мануального и автоматического мето-
дов лазерной дифракции). Корреляцию оценивали 
по Pearson correlation coefficient. Формат представ-
ления данных — mean ± sd. Статистически значи-
мые различия — p < 0.05. Статистическая обработка 
проведена в Graphpad Prism 10.1.2 (GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, CA, США). Работа с данными 
проточной цитометрии осуществлялась в CytExpert 
(Beckman-Coulter, Brea, CA, США). Данными, по-

лученными по методу лазерной дифракции, — LaS-
ca_32v.1498 (BioMedSystems Ltd., Санкт-Петербург, 
Россия). Параметры осмотической резистентно-
сти рассчитывались при помощи Python 3.12.0 и 
следующих библиотек: Pandas 2.2.2, SciPy 1.13.0, 
Matplotlib 3.8.4 и Numpy 1.26.4. Python скрипт для 
обработки первичных данных тестов на осмоти-
ческую резистентность представлен на GitHub 
странице нашего проекта: https://github.com/ldelt/
OFTCalculator.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние температуры на осмотическую рези-

стентность эритроцитов. Известно, что осмоти-
ческая резистентность зависит от температуры 
[33], которая не учитывается при использовании 
других методов. Для оценки влияния температу-
ры, провели серию экспериментов по определению 
осмотической резистентности по методу лазерной 
дифракции при 25°C (комнатная температура, ис-
пользуемая при применении других методов) и 37°C 
(физиологическая температура для эритроцитов 
человека). При 25°C существенно возрастают H50 и 
H90 (рис. 4a, b), однако гетерогенность популяции 
клеток по степени устойчивости к гипоосмотиче-
скому лизису (W) значимо не изменяется (рис. 4с). 
Лизисная кривая при 25°C смещена в область более 
высоких осмоляльностей (рис. 4d).

Так как снижение температуры относительно 
физиологической привело к статистически зна-
чимому снижению осмотической резистентности 
эритроцитов человека, эксперименты по определе-
нию осмотической устойчивости эритроцитов че-
ловека и животных далее проводили при соответ-
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Рис. 3. Коррекция интенсивности светорассеяния. (a) — теоретические и экспериментальные зависимости интенсивности от 
концентрации дисперсных частиц для латексов диаметрами 6, 10 и 16 мкм. Теоретические и экспериментальные зависимости 
совпадают при kd = 6.3, υV = 8.33. (b) — интенсивности светорассеяния до и после коррекции. Данные получены на эритроци-
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ствующих физиологических температурах только 
методом лазерной дифракции.

Сравнение метода лазерной дифракции с методами 
спектрофотометрии и проточной цитометрии. Для 
валидации метода лазерной дифракции и представ-
ленного алгоритма оценки осмотической устойчи-
вости, разработанный метод сравнили с спектро-
фотометрией и проточной цитометрией на примере 
человеческих эритроцитов. Температура — 25 °C. 
Однофакторный дисперсионный анализ не выя-
вил влияние использованного метода на параме-
тры H50 (F(2,14) = 3.439, p > 0.05) и W (F(2,14) = 0.7706, 
p > 0.05), но выявил на параметр H90 (F(2,14) = 4.173, 
p = 0.038). Статистически значимые различия обна-

ружены только между методами лазерной дифрак-
ции и спектрофотометрии и только параметру H90 
(рис. 5a, b, c). 

Исходя из близости лизисных кривых, построен-
ных по экспериментальным точкам (особенно для 
методов лазерной дифракции и спектрофотометрии) 
(рис. 5g), а также из близости рассчитываемых пара-
метров осмотической резистентности (рис. 5d, e, f), 
допустимо использование любого из трех описанных 
методов и сравнение получаемых с их помощью па-
раметров между собой.

Сравнение мануального и автоматического мето-
дов лазерной дифракции. Для упрощения протокола 
эксперимента и снижения вероятности допущения 
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Рис. 4. Осмотическая резистентность эритроцитов человека при 25 и 37 °C. (a) — сравнение по H90. (b) — сравнение по 
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осмоляльности среды (Osm). Полупрозрачное облако — стандартное отклонение (sd). 
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ошибок, разработали автоматический метод лазер-
ной дифракции, который затем сравнили с ранее 
апробированным мануальным методом. Автома-
тический метод апробировали на эритроцитах че-
ловека. При оценке осмотической резистентности 
эритроцитов человека различий по параметрам H90, 

H50 и W выявлено не было (рис. 6a, b, c). Распреде-
ления случайных величин подчиняются нормаль-
ному закону (Shapiro-Wilk test, Kolmogorov-Smirnov 
test, p > 0.05) при близости распределения индиви-
дуальных значений (рис. 6d, e, f). Параметры H90, 
H50 и W, полученные с помощью автоматического 
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Рис. 6. Сравнение результатов автоматического и мануального методов лазерной дифракции при анализе осмотической рези-
стентности эритроцитов человека. (a) — сравнение результатов по H90. (b) — сравнение по H50. (c) — сравнение по W. Усы —  
минимум и максимум, + — среднее значение, n = 15, ns — p > 0.05, Paired t test. (d) — QQ-plot для H90. (e) — QQ-plot для H50. 
(f) — QQ-plot для W. Predicted — квантили стандартного нормального распределения. (g) — корреляции между мануальным и 
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метода, коррелируют с соответствующими параме-
трами для мануального метода (рис. 6g, h, i). 

Для эритроцитов крыс статистически достовер-
ных различий между методами по параметрам H90, 
H50 и W не выявлено (рис. 7a, b, c). Распределения 
подчиняются нормальному закону (Shapiro-Wilk 
test, Kolmogorov-Smirnov test, p > 0.05), распределе-
ния для обоих методов близки друг к другу на пря-
мой нормального распределения (рис. 6d, e, f). 

Оценка осмотической резистентности эритро-
цитов человека и крысы при помощи мануального 
и автоматического методов лазерной дифракции 
привела к статистически близким результатам по 
всех оцениваемым параметрам. Основные преи-
мущества автоматического варианта метода: сокра-
щение времени проведения эксперимента, сниже-
ние вероятности человеческой ошибки, отсутствие 
влияния на результат ошибок пипетирования и су-
спендирования, снижение трудозатратности экс-
перимента. 

Сравнение осмотической резистентности эритро-
цитов различных таксонов позвоночных. Провели 
сравнительный анализ осмотической устойчиво-
сти эритроцитов различных таксонов позвоночных 
для выявления видовых и групповых особенно-
стей. Использовали мануальный метод лазерной 
дифракции, так как он позволяет провести оцен-
ку устойчивости при физиологических темпера-
турах и также ранее уже был успешно применен 
для оценки осмотической резистентности эри-
троцитов человека и животных [37, 44]. Одно-
факторный дисперсионный анализ выявил зна-
чимые различия между группами по параметрам 
H90  (F(5,54)  =  369.5, p  <  0.001), H50 (F(5,54) = 350.0, 
p < 0.001) и W (F(5,54) = 19.50, p < 0.001). Осмотиче-
ская устойчивость эритроцитов человека и крысы 
не отличается по параметрам H90 и H50, однако эри-
троциты крыс превосходят эритроциты человека 
по параметру W (рис. 8a, b, c). У птиц параметры 
H50 и W превосходят таковые для млекопитающих, 
однако, несмотря на существенный рост W, ста-
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тистически значимые различия выявлены только 
для H50 по причине высокой дисперсии параме-
тра W и поправки на множественные сравнения 
(рис. 8b, c). Для птиц также выявлена устойчивая к 
гипоосмотическому лизису популяция эритроцитов  

(Lysmax), которая составляет для исследованного ви-
да 13.2 ± 3.2%. Для эритроцитов амфибий, миног и 
рыб получены существенно более низкие значения 
H50 и H90, чем для эритроцитов птиц и млекопита-
ющих. 

H90 H50 W

ns
ns

ns

ns100

150

50

0

 O
sm

ol
al

ity
, m

O
sm

100

150

50

0

 O
sm

ol
al

ity
, m

O
sm

40

100

20

80

60

0

 O
sm

ol
al

ity
, m

O
sm

Human Rat
Bird Fish

Lam
prey Frog

Human Rat
Bird Fish

Lam
prey Frog

Human Rat
Bird Fish

Lam
prey Frog

Human
Rat
Bird
Fish
Lamprey
Frog

40

60

80

20

100

0

H
em

ol
ys

is
, %

 Osmolality, mOsm

50 100 150 200 250

(а) (c)(b)

(d)
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* — p < 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001, Tukey’s multiple comparisons test. (d) — зависимости процента лизиса (Lys) от 
осмоляльности среды (Osm). Полупрозрачное облако — стандартное отклонение (sd). Использован мануальный метод 
лазерной дифракции.
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Осмоляльность плазмы крови отличается меж-
ду различными таксонами позвоночных животных, 
ввиду чего снижение концентрации солей на од-
ну и ту же величину для различных видов ведет к 

различному падению осмоляльности относительно 
физиологической. Как следствие, сравнение осмо-
тической резистентности в абсолютных величинах 
может не отражать действительную устойчивость 
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Рис. 9. Сравнение осмотической резистентности эритроцитов различных видов позвоночных в %-х от исходной осмоляль-
ности. (a) — сравнение результатов по H90. (b) — сравнение по H50. (c) — сравнение по W. Температуры и физиологические 
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(n = 15), 37°C и 294 мОсм для Rattus norvegicus (n = 7). Полупрозрачное облако — стандартное отклонение (sd). ns —  
p > 0.05, * — p < 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001, Tukey’s multiple comparisons test. (d) — зависимости процента лизиса (Lys) 
от осмоляльности среды (Osm). Полупрозрачное облако — стандартное отклонение (sd). Использован мануальный метод 
лазерной дифракции.
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клеток к перепадам в концентрациях солей отно-
сительно их нормальной концентрации. Более ос-
мотически резистентные в абсолютных величинах 
(mOsm) эритроциты могут быть менее резистентны 
в величинах относительных (доля или процент от 
исходной осмоляльности плазмы) и наоборот. Что-
бы проверить данную гипотезу, оценили осмотиче-
скую резистентность исследуемых таксонов в отно-
сительных величинах (рис. 9). При данном подходе 
различия между эритроцитами птиц и млекопита-
ющих снижаются по H50 и W, однако статистически 
значимо возрастают по H90. Так же возрастают раз-
личия по H50 между эритроцитами миног и земно-
водных. Еще более возрастает гетерогенность (W) 
популяции эритроцитов земноводных относитель-
но гетерогенности эритроцитов других таксонов. 

Параметр W у эритроцитов земноводных обла-
дает значительно большим значением стандартно-
го отклонения (sd) (рис. 8c, рис. 9c). Как следствие, 
невозможно выявить значимость различий по дан-
ному параметру между эритроцитами других иссле-
дованных таксонов. Дополнительное сравнение ос-
мотической резистентности эритроцитов высших 
позвоночных (млекопитающих и птиц) по параме-
тру W выявило значимые различия между эритро-
цитами крысы и человека, а также между эритро-
цитами человека и птиц (как в абсолютных, так и в 
относительных величинах) (рис. 10a, b). Гетероген-
ность популяции эритроцитов крыс и птиц не от-
личается статистически значимо. 

Эритроциты амфибий наиболее осмотически 
резистентны по совокупности всех исследованных 
параметров (как в среднем, то есть по H50, так и по 
границам осмоляльностей, в которых протекает ги-
поосмотический лизис — W). Лизис эритроцитов 
Rana ridibunda наблюдается почти сразу после нача-
ла снижения осмоляльности от физиологической. 
Тем не менее, часть популяции клеток лизирует 
только при очень низких осмоляльностях. Эритро-
циты миног продемонстрировали более высокую 
осмотическую резистентность в сравнении с эри-
троцитами рыб. Высшие позвоночные (млекопи-
тающие и птицы) значительно менее резистентны 
в сравнении с низшими (миноги, рыбы, амфибии). 
Различия по осмотической резистентности между 
эритроцитами птиц и млекопитающих неоднознач-
ны: эритроциты птиц менее устойчивы по значе-
нию половинного лизиса в абсолютных величинах, 
но статистически значимо не отличаются в величи-
нах относительных. Эритроциты Rattus norvegicus и 
Coturnix japonica схожи по гетерогенности популя-
ции и существенно превосходят по данному пара-
метру эритроциты человека. Форма лизисной кри-
вой схожа для всех исследованных таксонов, кроме 
птиц (по причине наличия устойчивой к лизису 
популяции клеток) и земноводных (более близкая 
к линейной зависимость, вызванная высокой гете-
рогенностью). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Осморегуляция — сложный физиологический 

процесс, заключающийся в поддержании отно-
сительного баланса воды и электролитов между 
внутри- и внеклеточными жидкостями. Осмоти-
ческая резистентность эритроцитов, то есть их 
способность претерпевать изменения осмоляль-
ности плазмы в специфическом для конкретного 
вида диапазоне, связана с деформируемостью их 
мембраны [1]. Широко известно, что деформируе-
мость определяется множеством факторов, однако 
наиболее значимым из них является поддержание 
структуры спектриновой решетки и стабильности 
ее связей с мембраной [6]. Различия эритроцитов 
различных таксонов животных по деформируемо-
сти и осмотической резистентности, как следствие, 
могут быть обусловлены разницей в структуре и со-
ставе цитоскелета, степенью фосфорилирования 
входящих в его состав белков [45]. Механизмы ос-
морегуляции схожи у миног и кистеперых рыб [46], 
однако эритроциты Carassius Carassius оказались 
существенно менее резистентны, чем эритроциты 
Lampetra fluviatilis. Данная особенность может быть 
следствием дефицита band 3 в мембране эритроци-
тов миног, приводящего к слабой связи между цито-
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Рис. 10. Сравнение гетерогенности популяции эритроци-
тов высших позвоночных по устойчивости к гипоосмоти-
ческому лизису. (a) — сравнение в абсолютных величинах 
(mOsm). (b) — Сравнение в относительных величинах (про-
цент от физиологической осмоляльности плазмы). Темпера-
туры и физиологические осмоляльности: 41°C и 320 мОсм  
для Coturnix japonica (n = 6), 37°C и 283 мОсм для Homo sapiens 
(n = 15), 37°C и 294 мОсм для Rattus norvegicus (n = 7). Ис-
пользован мануальный метод лазерной дифракции. ns —  
p > 0.05, ** — p < 0.01, *** — p < 0.001, Tukey’s multiple com-
parisons test.
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скелетом и мембраной. Кроме того, цитоскелет ми-
ног обеднен анкирином, который так же участвует в 
закреплении цитоскелета на мембрану через анки-
риновый комплекс [47]. Другой возможной причи-
ной межвидового разнообразия может быть белок 
4.1R, который у позвоночных имеет спектрин-ак-
тин-связывающий домен (SAB) [48]. Данный белок 
усиливает связь между актином и спектрином, а его 
собственная активность зависит от степени фосфо-
рилирования [49]. Кроме того, он связывает фос-
фатидилсерин, который при дефиците белка 4.1R 
переходит на внешнюю мембрану эритроцита, де-
стабилизируя ее [37, 50]. Так же деформируемость 
зависит от наличия ядра: ядерные клетки обладают 
дополнительными цитоскелетными связями, про-
ходящими через ядро и микротрубочки, что тео-
ретически может привести к снижению деформи-
руемости [22, 47]. Эритроциты Carassius Carassius и 
эритроциты Lampetra fluviatilis являются ядерными, 
но слабые связи цитоскелета с ядром по причине 
дефицита band 3 и анкирина, вероятно, могут при-
водить к меньшему снижению осмотической рези-
стентности у эритроцитов миног [47].

Осмотическая резистентность эритоцитов Car-
assius Carassius и Lampetra fluviatilis значительно 
превосходит резистентность эритроцитов птиц и 
млекопитающих. Существование в водной среде 
приводит к развитию особых механизмов осмо-
регуляции. Рыбы живут в постоянном контакте с 
средой, осмоляльность которой существенно от-
личается от осмоляльности их плазмы [51]. У прес-
новодных рыб, включая Carassius Carassius, содер-
жание соли в плазме обычно минимум в 100 раз 
выше, чем в окружающей среде, что компенсиру-
ется выработкой большого объема гипотонической 
мочи [52]. Одно- и двухвалентные ионы реабсор-
бируются эпителием почек и активно поглощаются 
через жабры и кишечник из окружающей среды и 
пищи [52]. Морские виды рыб, напротив, вынуж-
дены компенсировать потерю воды и накопление 
неорганических ионов [51]. Так, например, извест-
но, что эритроциты морских рыб менее устойчивы, 

чем эритроциты наземных млекопитающих, а эри-
троциты пресноводных рыб демонстрируют суще-
ственно большую устойчивость в сравнении с прес-
новодными рыбами [53]. Подобная разница между 
осмотической резистентностью пресноводных и 
морских животных наблюдается повсеместно: эри-
троциты большинства морских беспозвоночных 
обладают низкой осмотической резистентностью 
[54], для большинства пресноводных видов рыб и 
амфибий H50 ниже 150 мОсм [55, 56], для морских 
рыб — значительно выше 160 мОсм [53, 56]. Осо-
бенно низкая осмотическая резистентность харак-
терна для хрящевых рыб (акулы и скаты) [56], что 
объясняется очень высокой осмоляльностью их 
плазмы крови, достигаемой благодаря использо-
ванию мочевины в качестве осмолита [57]. Осмо-
ляльность плазмы хрящевых рыб может превышать 
осмоляльность морской воды — так, например, 
известно, что осмоляльность плазмы Triakidae со-
ставляет 1000 мОсм при осмоляльности морской 
воды 988 мОсм [58]. Следовательно, эритроциты 
хрящевых рыб не подвержены дегидратации даже в 
очень соленых водах [57]. 

Объем эритроцитов коррелирует с их осмотиче-
ской устойчивостью. Так, например, эритроциты 
овец обладают одновременно одними из самых низ-
ких значений как MCV, так и осмотической рези-
стентности [59]. Возможная причина: для прохож-
дения по микроциркуляции эритроциты меньшего 
диаметра не нуждаются в высокой деформируемо-
сти в той же степени, в которой она необходима бо-
лее крупным эритроцитам [60]. Значения MCV для 
исследованных видов приведены в Таблице 1. 

В нашем исследовании различия между эритро-
цитами Homo sapiens и Rattus norvegicus по осмо-
ляльности, при которой регистрируется лизис по-
ловины клеток, статистически незначимы. В более 
ранних работах, однако, отмечается, что осмоти-
ческая устойчивость эритроцитов крысы значимо 
ниже, чем у эритроцитов человека, что может быть 
следствием несоблюдения физиологической тем-
пературы проведения эксперимента или большим 
размером выборки [66]. Тем не менее, построен-
ная лизисная кривая смещена в область более вы-
соких осмоляльностей. Меньшая осмотическая 
резистентность эритроцитов крыс может быть об-
условлена их меньшим объемом в сравнении с 
эритроцитами человека [64, 66]. Популяция эри-
троцитов крыс, однако, лизирует в более широких 
границах осмоляльностей. Известно, что эритро-
циты крыс обладают меньшей деформируемостью, 
что обусловлено не только размером их клеток, но 
и повышенной кальций-индуцированной микро-
везикуляцией мембраны (в сравнении с эритро-
цитами человека) [66]. Концентрация внутрикле-

Таблица 1. MCV исследованных видов позвоночных*

Название вида MCV, fL Источник

Rana ridibunda — [61]
Lampetra fluviatilis 189 [62]
Carassius carassius 242.54 ± 53.28 [63]
Homo sapiens 91.0 ± 5.2 [64]
Rattus norvegicus 61.7 ± 3.6 [64]
Coturnix japonica 136.7 ± 0.7 [65]
* Виды приведены в порядке роста параметра H50.
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точного кальция в эритроцитах крыс существенно 
превосходит концентрацию в эритроцитах челове-
ка [67]. Кроме того, эритроциты крыс более подвер-
жены влиянию экзогенного кальция [68]. Все наши 
эксперименты, однако, были выполнены в безкаль-
циевой среде для сохранения постоянства условий 
для всех исследуемых таксонов, ввиду чего влияние 
экзогенного кальция на результат исключено. 

Наибольшая осмотическая резистентность за-
регистрирована у эритроцитов Rana ridibunda  — 
вида, относящегося к водным амфибиям. Как уже 
было отмечено, размер клеток является значимым 
фактором, существенно влияющим на осмотиче-
скую резистентность [59]. Эритроциты амфибий 
в среднем являются крупнейшими среди эритро-
цитов позвоночных [69]. Так, например, объем 
эритроцитов Pelophylax nigromaculatus составля-
ет 1737.5 ± 299.3 fL, существенно превышая объем 
эритроцитов человека (90.5 ± 11.4 fL) [70]. Известно 
так же, что эритроциты некоторых видов Amphiuma 
могут достигать объема более 10000 fL [69]. Хотя нет 
точных данных о объеме эритроцитов Rana ridibun-
da, известны значения MCV для множества дру-
гих видов лягушек, включая близкородственный 
вид Rana dalmatina (486.19 ± 74.30 fL) [61]. Форма 
лизисной кривой у эритроцитов Rana ridibunda от-
личается от сигмоидной (начало лизиса почти в 
самом начале разбавления, окончание лизиса при 
очень низких концентрациях осмолитов). Высокая 
гетерогенность по степени устойчивости, возмож-
но, обусловлена митозом и амитозом эритроци-
тов в циркуляции крови и, как следствие, высокой 
дисперсией клеток по размеру [71]. Кроме того, хо-
тя большая часть эритроцитов амфибий обладает 
ядром, встречаются так же и безъядерные (у неко-
торых видов Bolitoglossini более 80% эритроцитов) 
[72]. Известно так же, что эритроциты наземных 
амфибий обладают существенно меньшей осмоти-
ческой резистентностью, чем эритроциты водных, 
однако в среднем они более устойчивы, чем эри-
троциты птиц, рептилий и млекопитающих [20]. 

Температура также оказывает влияние на ос-
мотическую резистентность и деформируемость 
эритроцитов всех видов позвоночных [21, 73], что 
может быть обусловлено реорганизацией цитоске-
лета и нарушениями функций его белков [74]. Для 
большинства позвоночных снижение температуры 
ведет к быстрому снижению устойчивости клеток, 
однако встречаются и обратные варианты, при ко-
торых резистентность растет при падании темпе-
ратуры. Так, например, известно, что эритроциты 
крыс, кроликов, морских свинок [75], овец и коз 
[76], домашних куриц и цесарок [73] становятся 
менее осмотически устойчивы при более низких 
температурах. Схоже ведут себя и эритроциты ам-

фибий [21]. Однако, встречается и обратная зави-
симость: эритроциты верблюдов и уток [77] менее 
устойчивы при повышении температуры, что мо-
жет быть адаптацией к резким температурным пе-
репадам (резкое похолодание ночью в пустыне, 
погружение в холодную воду). Эктотермные жи-
вотные нуждаются в особых механизмах защиты 
эритроцитов от осмотического лизиса вследствие 
снижения или повышения температуры плазмы, 
что может быть еще одним фактором, приводя-
щим к развитию повышенной осмотической рези-
стентности их эритроцитов [21]. Исследованные в 
данной работе эктотермные животные (миноги, 
рыбы, амфибии) обладают значительно более вы-
сокой осмотической резистентностью эритроцитов 
в сравнении эндотермными (млекопитающие, пти-
цы). Особенно выделяются эритроциты амфибий, 
что может быть вызвано существенным снижением 
температуры в ходе анабиоза [78, 79]. 

Известно, что эритроциты различных таксонов 
могут так же отличаться по доминирующему вну-
триклеточному катиону. Так, например, в эритро-
цитах человека, кролика, свиньи, морской свинки 
и крысы наблюдается повышенная концентрация 
внутриклеточного калия (клетки HK типа), а в эри-
троцитах собак, кошек, овец и коров — внутрикле-
точного натрия (LK тип) [59, 80]. Влияние данного 
фактора на осмотическую резистентность или объ-
ем клеток, однако, не прослеживается. Эритроциты 
собак относительно крупные (60-75 fL) [81] и одни 
из наиболее осмотически устойчивых среди эри-
троцитов млекопитающих [59]. Эритроциты овец —  
напротив, обладают низким объемом (29.0 ± 0.41) [60] 
и низкой осмотической резистентностью [59, 76].  
Кроме того, наблюдается стабильное увеличение 
оттока калия из HK клеток при повышении тем-
пературы. В случае LK эритроцитов кошек и собак 
отток натрия обладает максимумом при 37°C [80]. 
Тем не менее, влияния данного фактора на осмо-
тическую резистентность также, вероятно, несуще-
ственно (эритроциты верблюдов относятся к HK 
типу) [82].

Эритроциты птиц существенно отличаются от 
эритроцитов млекопитающих. 13.2 ± 3.2% эритро-
цитов Coturnix japonica domestica не подвержены ги-
поосмотическому лизису. Тем не менее, степень 
гемолиза эритроцитов птиц может варьировать-
ся в зависимости от резкости перехода с высокой 
на более низкую осмоляльность [22]. Показано, 
что эритроциты домашней курицы не лизируют 
до 100% при разведении в чистой воде, однако ли-
зируют в мягких гипотонических условиях [22]. В 
данной работе осмоляльность снижалась в одной 
кювете (пробирке) с лагом приблизительно 2 ми-
нуты, процент лизиса фиксировался после каждого 
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шага разбавления. Половинный лизис для эритро-
цитов птиц оценивался, как лизис половины той 
части популяции клеток, которая подвержена ги-
поосмотическому лизису. При данном подходе эри-
троциты Coturnix japonica domestica демонстрируют 
меньшую осмотическую устойчивость в сравнении 
эритроцитами млекопитающих по осмоляльности, 
соответствующей половинному лизису. Эритро-
циты Coturnix japonica domestica обладают овальной 
формой, содержат ядро и митохондрии [83], что 
может быть причиной их сниженной устойчиво-
сти. Так, например, известно, что эритроциты тех 
птиц, клетки которых имеют более шарообразную 
и близкую к эритроцитам млекопитающих форму, 
менее подвержены гипоосмотическому лизису [83]. 
Тем не менее, эритроциты Coturnix japonica domes-
tica нельзя однозначно назвать менее осмотически 
резистентными в сравнении с эритроцитами чело-
века и крысы ввиду существенно более широких 
границ осмоляльностей, при которых наблюдается 
лизис, а также наличия устойчивой к лизису части 
популяции клеток. Возможно, что причина рези-
стентности эритроцитов птиц к гемолизу в чистой 
воде, а так же причина вариативности степени ли-
зиса от разбавления среды, заключаются в наличии 
обнаруженных в мембране эритроцитов курицы 
неактивных/нефункциональных аквапоринов, ко-
торые необходимы для адаптации к длительным пе-
релетам, в ходе которых птицы потребляют только 
бессолевую влагу [22, 84]. 

Состав жирных кислот фосфолипидного бислоя 
эритроцитов является одним из факторов, влияю-
щих на текучесть мембраны, однако в исследовани-
ях последних лет было показано, что деформируе-
мость/гибкость мембраны эритроцитов в первую 
очередь определяется структурой цитоскелета кле-
ток и, в меньшей степени, составом самого фосфо-
липидного бислоя. Именно цитоскелет определяет 
морфологию, размер и биомеханические свойства 
мембран эритроцитов [85, 86]. У животных данных 
по осмотической устойчивости эритроцитов зна-
чительно меньше, но для них также предполагается 
преимущественное влияние цитоскелета на биофи-
зические свойства мембраны эритроцитов. Напри-
мер, эритроциты курицы были отмечены как более 
устойчивые к гидродинамическому разрушению по 
сравнению с эритроцитами рыбы, что было связано 
с повышенным содержанием спектрина [87]. При 
исследовании влияния жирнокислотного состава 
мембран эритроцитов у разных животных, был сде-
лан вывод, что что бислой жирных кислот является 
второстепенным фактором, влияющим на гибкость 
эритроцитов, в части их влияния на текучесть мем-
браны [88].

Результаты проведенного исследования показа-
ли, что эритроциты пресноводных низших позво-
ночных (рыбы, миноги, амфибии) в среднем об-
ладают большей осмотической резистентностью в 
сравнении с эритроцитами высших (птицы, мле-
копитающие). Работы, в которых рассматривались 
пресмыкающиеся, так же подтверждают наши ре-
зультаты, хотя пресмыкающиеся и занимают про-
межуточное положение по степени устойчивости 
эритроцитов [20]. Подобная градация может быть 
обусловлена следующими основными факторами. 
1) Осмотическая резистентность зависит от тем-
пературы как для эндотермных животных, так и 
для эктотермных [21]. Повышенная осмотическая 
устойчивость эндотермных животных позволяет 
компенсировать ту разницу в резистентности, кото-
рая возникает из-за значительных перепадов темпе-
ратур. 2) Так как кожа пресмыкающихся (в отличие 
от кожи амфибий) водонепроницаема, не только 
наземные, но и околоводные рептилии менее за-
висимы от количества солей, растворенных в воде. 
Как следствие, у них нет необходимости в механиз-
мах, обеспечивающих сопоставимо высокую осмо-
тическую резистентность клеток. 3) Так как раннее 
развитие анамний всегда протекает в водной сре-
де, они особенно остро нуждаются в возможности 
обеспечить высокую устойчивость эритроцитов к 
колебаниям осмоляльности, в то время как амнио-
ты, включая пресмыкающихся, защищены от пря-
мого воздействия водной среды на ранних стадиях 
жизненного цикла. Тем не менее, предложенной 
закономерности не подчиняются морские низшие 
позвоночные, для которых характерна сниженная 
осмотическая резистентность по причине высокой 
концентрации растворенных в воде солей. 

Представленный и апробированный в данной 
работе метод лазерной дифракции позволил ко-
личественно оценить осмотическую устойчивость 
эритроцитов человека и животных при соблюдении 
физиологических температур для каждого исследо-
ванного таксона, что было затруднено или невоз-
можно при использовании проточной цитометрии 
[34], спектрофотометрии [33], эктацитометрии [23] 
или оценке гипоосмотического лизиса в микрока-
налах [35]. Разработанный метод, возможно, обла-
дает большим клиническим и исследовательским 
потенциалом, чем спектральный тест на осмоти-
ческую резистентность и цитометрический метод 
Won и Suh. Спектральный тест опирается на гра-
фическое нахождение зависимости процента лизи-
ровавших клеток от осмоляльности. Цитометриче-
ский метод, предложенный Won и Suh, позволяет 
определить лишь отношения количества клеток до 
и после разбавления раствора. Мы предлагаем ма-
тематическое описание процесса гипоосмотиче-
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ского лизиса эритроцитов, при котором возможен 
численный расчет процента лизиса при любой за-
данной осмоляльности. Описанный математиче-
ский алгоритм характеристики осмотической ре-
зистентности применим не только для обработки 
данных, полученных с помощью лазерного ана-
лизатора, но и для исследований, проводимых на 
спектрофотометре или проточном цитометре, что 
способствует унификации получаемых результатов 
и, как следствие, к возможности сравнения дан-
ных, получаемых в различных лабораториях. Кон-
трольные эксперименты по модифицированным 
методам проточной цитометрии и спектрофотоме-
трии дали результаты, близкие к результатам ману-
ального метода лазерной дифракции, а полученные 
при помощи последнего данные о осмотической 
резистентности эритроцитов животных совпадают 
с данными ранее проведенных исследований близ-
ких таксонов. Результаты автоматического метода 
лазерной дифракции коррелируют с результатами 
мануального метода. Кроме того, в дальнейшем так 
же планируется модификация протокола автомати-
ческого метода, которая позволит по результатам 
одного эксперимента получить не только инфор-
мацию о осмотической резистентности эритроци-
тов, но зависимости изменения их формы и объема 
от осмоляльности среды [36]. На текущий момент 
опубликовано достаточно мало сравнительных 
исследований, посвященных осмотической рези-
стентности эритроцитов различных животных, а 
имеющиеся данные часто получены при использо-
вании различных сред, температур, pH, различных 
методов анализа и обработки данных. Разработан-
ный протокол позволит унифицировать подход к 
оценке осмотической резистентности эритроци-
тов, а также существенно сократить время проведе-
ния исследования. Важной областью приложения 
фундаментальных исследований состояния клеток 
крови различных классов животных также являет-
ся мониторинг состояния окружающей среды. Воз-
действие загрязнителей из сточных вод [89], попа-
дание в среду фармакологических препаратов [90], 
аноксия, осмотический стресс и другие факторы 
могут приводить к изменению функции клеток [91]. 
С этой точки зрения данные о нормальном физио-
логическом ответе эритроцитов различных видов 
животных и человека на осмотический стресс мо-
гут в дальнейшем служить референсным уровнем 
при экологических исследованиях. 

По результатам проделанной работы можно сде-
лать следующие выводы:

Пресноводные низшие позвоночные (рыбы, ми-
ноги, амфибии) обладают более осмотически рези-
стентными эритроцитами, чем высшие позвоноч-
ные (птицы, млекопитающие). 

Показаны преимущества метода лазерной диф-
ракции для оценки биофизических параметров 
эритроцитов (скорость гемолиза, завершенность 
гемолиза, степень гетерогенности популяции кле-
ток по степени устойчивости к гипоосмотической 
среде) по сравнению с методами спектрофотоме-
трии и проточной цитометрии.

Разработаны температурные протоколы для 
проведения гипоосмотического теста у различных 
видов животных.

ВКЛАДЫ АВТОРОВ
Идея работы и дизайн эксперимента (Б.А.Г., И.В.М.), 

постановка экспериментов (Б.А.Г., А.Ю.А., А.А.В.), 
сбор данных (Б.А.Г., А.Ю.А., Е.А.С., А.А.В.), обработка 
данных (Б.А.Г., А.Ю.А.), написание и редактирование 
текста (Б.А.Г., Е.А.С., И.В.М., С.П.Г.).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все применимые международные, национальные и/

или институциональные принципы ухода и использо-
вания животных были соблюдены. Все процедуры, вы-
полненные в исследованиях с участием животных, со-
ответствовали этическим стандартам, утвержденным 
правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
рации и рекомендациям комиссии по биоэтике ИЭФБ 
РАН (протокол №1-2/ 2024 заседания №1 Комиссии по 
Биоэтике от 31.01.2024 г., утвержденный Приказом Ди-
ректора ИЭФБ РАН №8 от 30.01.2024 г.). 

Все процедуры, выполненные в исследованиях с уча-
стием людей, соответствуют этическим стандартам на-
ционального комитета по исследовательской этике и 
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последующим 
изменениям или сопоставимым нормам этики. От каж-
дого из включенных в исследование участников было 
получено информированное добровольное согласие. 
Все процедуры так же одобрены комиссией по биоэтике 
ИЭФБ РАН (протокол N 1–04 от 7 апреля 2022).
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE OSMOTIC FRAGILITY  
OF ERYTHROCYTES ACROSS VARIOUS TAXA OF VERTEBRATES
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The osmotic fragility of erythrocytes serves as a crucial parameter indicating the cells' ability to endure varia-
tions in the osmotic environment. Disorders in this attribute are often correlated with a spectrum of pathologies, 
encompassing hemolytic anemias, malignant tumors, and cardiovascular dysfunctions. Notably, osmotic fragil-
ity exhibits variability across different animal species and closely intertwines with their respective ecosystems. 
A methodology for assessing osmotic fragility has been devised utilizing a laser particle analyzer, facilitating the 
real-time monitoring of cell concentration changes under controlled temperature conditions. The species exam-
ined include Homo sapiens, Rattus norvegicus domestica, Coturnix japonica domestica, Rana ridibunda, Carassius 
carassius, and Lampetra fluviatilis. The methodology is presented in two variants: (1) manual water additions 
and (2) automated medium dilution. Key parameters characterizing osmotic fragility include H50 (the osmolality 
causing lysis in half of the susceptible cells), H90 (lysis in 90% of the cells), and W (heterogeneity in lysis fragility 
within the cell population). The findings obtained through the developed method did not show statistically sig-
nificant deviations from the results obtained using spectrophotometry and flow cytometry concerning parameters 
such as H50 and W. Moreover, no noteworthy disparities were observed between the outcomes of the automatic and 
manual methodologies. Erythrocytes of aquatic and semi-aquatic animals exhibit significantly higher resistance 
to hypotonic lysis. Among all species examined, amphibian (Rana ridibunda) and lamprey (Lampetra fluviatilis) 
erythrocytes demonstrated the lowest osmotic fragility. The most pronounced variability in resistance levels was 
detected among amphibians, with differences nearly doubling in comparison to other taxa examined. While mam-
malian erythrocytes (including those of humans and rats) exhibited similar fragility levels, they displayed less 
uniformity in their resistance profiles. Bird erythrocytes, on the other hand, demonstrated a half-lysis occurrence 
at higher osmolality levels compared to mammalian erythrocytes. Nonetheless, bird erythrocytes (Coturnix japon-
ica domestica) lysed over a considerably wider osmotic range and contained a subset of cells resilient to hypotonic 
lysis. These findings indicate that erythrocytes of lower vertebrates possess lower osmotic fragility compared to 
those of higher vertebrates, a phenomenon likely attributable to embryonic characteristics, ecto-/endothermy, and 
habitat considerations.

Keywords: Osmotic fragility, erythrocytes, laser scattering, comparative analysis



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2024, том 60, № 5, с. 483–498

483

	  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 	

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МИКРОПРЕПАРАТИВНОГО  
ФРАКЦИОНИРОВАНИЯ КЛЕТОЧНОГО ЛИЗАТА  

В ИССЛЕДОВАНИИ ВЛИЯНИЯ ЕСТЕСТВЕННЫХ КИЛЛЕРОВ  
НА ФЕНОТИП, МИГРАЦИЮ И АПОПТОЗ КЛЕТОК ТРОФОБЛАСТА  

В СИСТЕМЕ IN VITRO
© 2024 г.    А. В. Кореневский*,  Ю. П. Милютина,  С. К. Бочковский,  

А. А. Ошколова,  О. Н. Беспалова,  С. А. Сельков,  Д. И. Соколов
Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии  

им. Д.О. Отта, Санкт-Петербург, Россия
* e-mail: a.korenevsky@yandex.ru

Поступила в редакцию 23.04.2024 г. 
После доработки 28.06.2024 г. 

Принята к публикации 02.07.2024 г.

Естественные киллеры (NK-клетки) — популяция клеток врожденного иммунитета, обладающая цито-
токсическими функциями и участвующая в защите организма от вирусов и трансформированных кле-
ток. Развитие плаценты во многом определяется взаимодействием децидуальных NK-клеток и клеток 
трофобласта. При наступлении беременности NK-клетки аккумулируются вокруг клеток трофобласта, 
принимая участие в регуляции пролиферации, миграции и инвазии трофобласта за счет секреции цито-
кинов и ростовых факторов. Трофобласт в свою очередь секретирует хемокины и экспрессирует лиганды 
к адгезионным рецепторам NK-клеток. Таким образом, регуляция функции трофобласта и NK-клеток 
носит взаимный характер. Несмотря на интенсивные исследования, роль NK-клеток и методы коррек-
ции их функциональной активности в репродукции остаются спорными. Целью настоящего исследо-
вания явилось изучение с использованием нового методического подхода влияния белковых фракций 
лизата NK-клеток на фенотип, миграцию и апоптоз клеток трофобласта в модельном эксперименте in 
vitro. В результате хроматографического разделения было получено шесть фракций с различным набо-
ром входящих в их состав белков. Установлено, что интенсивность экспрессии поверхностного маркера 
CD105 (эндоглин) клетками трофобласта линии JEG-3 после их культивирования в присутствии высо-
ко- (< 250 кДа) и низкомолекулярных (< 45 кДа) фракций лизата клеток линии NK-92 была снижена 
по сравнению со спонтанной экспрессией, при этом относительное количество клеток трофобласта с 
фенотипом CD105+ также оказалось ниже. Кроме того, низкомолекулярная фракция уменьшала ин-
тенсивность экспрессии рецептора TRAIL-R2 клетками трофобласта. Показано, что высокомолеку-
лярные фракции не позволили клеткам трофобласта полностью мигрировать через полупроницаемую 
мембрану, при этом площадь, занимаемая мигрировавшими клетками, не превышала значение пло-
щади базового контроля. Установлено, что высокомолекулярная фракция, содержащая димер TGFβ, 
вызывает повышение уровня p-SMAD2/3 в клетках трофобласта через час после сокультивирования 
с последующим снижением содержания данной фосфорилированной формы через два и более часов, 
а также повышает уровень прокаспазы-3 через сутки после сокультивирования. Полученные данные 
гипотетически отражают возможное поведение клеток хориона под влиянием разрушающихся NK-
клеток в случае их гибели как при физиологических, так и при патологических состояниях, вызванных 
вирусными и бактериальными инфекциями, а также другими стрессорными факторами, приводящими 
к репродуктивной патологии.

Ключевые слова: естественные киллеры, трофобласт, фенотип, миграция, каспаза-3
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ВВЕДЕНИЕ
Естественные киллеры (NK-клетки) — популя-

ция клеток врожденного иммунитета, обладающая 
цитотоксическими функциями и играющая регу-

ляторную роль в отношении взаимодействующих с 
ними клеток благодаря рецепторному аппарату и за 
счет продукции цитокинов [1]. Во время беремен-
ности стромальные клетки децидуальной оболоч-
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ки и клетки трофобласта объединяются в матке как 
часть микроокружения децидуальных NK-клеток 
и регулируют гетерогенность их пула [2]. Взаимо-
действие NK-клеток и клеток трофобласта лежит 
в основе формирования иммунологической толе-
рантности в системе “мать-плод” и поддержания 
физиологического течения беременности.

Известно, что NK-клетки подготавливают деци-
дуальную ткань матки, продуцируя ингибирующие 
инвазию цитокины IFNγ и TNFα, а также цитоки-
ны IL-1β, IL-6, IL-8, IP-10 (C-X-C motif chemokine 
ligand 10, interferon gamma-induced protein 10, small-
inducible cytokine B10) и LIF (leukemia inhibitory 
factor), которые стимулируют инвазию трофобласта 
[3, 4]. Кроме того, NK-клетки экспрессируют ши-
рокий спектр активирующих и ингибирующих ре-
цепторов [5]. Вследствие взаимодействия этих ре-
цепторов с лигандами на поверхности трофобласта 
(например, HLA-G, HLA-C, MICA/B) NK-клетки 
реализуют цитотоксический эффект, подавляя тем 
самым чрезмерную инвазию трофобластов [6]. В 
то же время влияние цитокинов NK-клеток на воз-
можное фосфорилирование SMAD, опосредующего 
сигнал TGFβ и, как следствие, регулирующего апоп-
тоз в клетках трофобласта, остается малоизученным.

Трофобласт также влияет на NK-клетки, напри-
мер, экспрессируя CD95L (FasL), который может 
инициировать апоптоз NK-клеток [7], и продуци-
руя индоламин-2,3-диоксигеназу, которая может 
играть иммуносупрессивную роль [8]. Недавно бы-
ла показана экспрессия рецептора адгезии CD54, 
а также рецепторов цитокинов клетками трофоб-
ласта [9, 10].

Ранее нами были получены данные о влиянии 
микровезикул NK-клеток на функциональное со-
стояние клеток трофобласта в системе in vitro [11]. 
Было установлено, что микровезикулы не влияют 
на экспрессию рецепторов CD54, CD105, CD126, 
CD130, CD181, CD119 и CD120a клетками трофоб-
ласта линии JEG-3 и не приводят к появлению ре-
цепторов CD45 и CD56 на мембранах этих клеток. 
Также было установлено, что микровезикулы кле-
ток линии NK-92 вызывают активацию каспазы-8 в 
клетках трофобласта с образованием промежуточ-
ного фрагмента и без окончательного расщепления 
до активной каспазы-8, при этом в клетках-мише-
нях наблюдалось увеличение активности каспазы-3 
и каспазы-9 [12]. Полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что микровезикулы NK-клеток 
влияют на функциональные характеристики кле-
ток трофобласта и подтверждают предположение о 
том, что микровезикулы способны переносить свое 
содержимое в клетки-мишени, включая цитоток-
сический белок гранзим B, вызывающий апоптоз.

Имеются свидетельства в пользу активации дру-
гих клеток-мишеней белковыми фракциями ли-
зата клеток линии NK-92 [13]. Так, было установ-
лено, что интенсивность экспрессии рецептора 
CD54 (ICAM-1) эндотелиальными клетками линии 
EA.hy926 после культивирования в присутствии 
среднемолекулярных (<80 кДа) фракций была вы-
ше по сравнению с интенсивностью экспрессии 
того же рецептора неактивированными клетками. 
При этом низкомолекулярные (<20 кДа) фракции 
не оказывали влияния на экспрессию рецепторов 
CD54 (ICAM-1), CD34, CD119 (IFNγR1) и CD31 
(PECAM-1) эндотелиальными клетками. Показа-
но, что, в отличие от белковых фракций лизата са-
мих NK-клеток, фракции лизата их микровезикул 
не оказывали влияния на экспрессию рецептора 
CD54 (ICAM-1) [14]. Миграция клеток-мишеней 
после их совместного культивирования в присут-
ствии белковых фракций лизата NK-клеток или их 
микровезикул изменялась разнонаправленно или 
оставалась неизменной в зависимости от фракции 
и степени ее обогащенности белком. Полученные 
данные об изменении фенотипа и функции эндо-
телиальных клеток линии EA.hy926 под влиянием 
белковых фракций лизата клеток линии NK-92 или 
их микровезикул подтверждают вовлеченность эф-
фекторных белков в обеспечение коммуникации 
NK-клеток с клетками эндотелия и указывают на 
специфичное участие белков, переносимых микро-
везикулами, в механизмах ангиогенеза.

Таким образом, в зависимости от выбранной 
модели взаимодействия NK-клеток с различны-
ми клетками-мишенями, исследователи приходят 
к неоднозначным выводам относительно влияния 
клеток врожденного иммунитета на клетки микро-
окружения, в том числе на эндотелий и трофобласт. 
Такая неопределенность требует дальнейшего рас-
крытия биологических механизмов, лежащих в ос-
нове нарушений иммунологической толерантности 
при беременности, плацентарной недостаточно-
сти, иных патологических состояний, вызываемых 
вирусными и бактериальными инфекциями, и, как 
следствие, репродуктивных потерь. Указанный ме-
тодологический подход может дополнить получен-
ные ранее данные о взаимодействии NK-клеток и 
клеток трофобласта как при контактном, так и при 
дистантном взаимодействии (секреция биологиче-
ски активных продуктов и продукция микровези-
кул), моделируя процессы, происходящие in vivo.

Учитывая многосложность взаимодействия NK-
клеток и их микроокружения, в том числе клеток 
трофобласта, целью данного исследования с ис-
пользованием нового методического подхода яви-
лось изучение влияния белковых фракций лизата 
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NK-клеток, полученных в результате микропре-
паративного хроматографического разделения, на 
фенотип, миграцию и апоптоз клеток трофобласта 
в модельном эксперименте in vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культуры клеток
В качестве NK-клеток использовали клетки ли-

нии NK-92, полученной в ATTC (США), которые 
культивировали в соответствии с указаниями про-
изводителя. Клетки линии NK-92 воспроизводят 
основные фенотипические и функциональные ха-
рактеристики активированных NK-клеток [15]. В 
качестве объекта воздействия клеток линии NK-92 
использовали клетки трофобласта линии JEG-3, 
полученной в ATTC (США), которые культивиро-
вали в соответствии с указаниями производителя. 
Эти клетки воспроизводят основные морфологи-
ческие, фенотипические и функциональные харак-
теристики клеток инвазивного трофобласта перво-
го триместра беременности [16]. Все эксперименты 
проводили при 37°С во влажной атмосфере, 5% 
СО2. Жизнеспособность клеток оценивали при по-
мощи раствора трипанового синего (Sigma-Aldrich 
Chem. Co., США), при этом она составляла не ме-
нее 96%.

Индукторы
В качестве индукторов клеток трофобласта ли-

нии JEG-3 использовали белковые фракции, по-
лученные в результате разделения лизата клеток 
линии NK-92 с помощью метода микропрепара-
тивной эксклюзионной жидкостной хроматогра-
фии высокого давления (см. ниже).

Приготовление клеточного лизата
Культуральную среду, содержащую клетки линии 

NK-92, центрифугировали при 500g (комн. темп., 
10 мин), осадок собирали и трижды промывали ох-
лажденным фосфатным буфером PBS (0.01 М; рН 7.4)  
(Sigma-Aldrich Chem. Co., США). Очищенный оса-
док ресуспендировали в деионизированной воде 
стандарта MilliQ с добавлением коктейля инги-
биторов протеаз и фосфатаз (Sigma-Aldrich Chem. 
Co., США) в концентрациях, указанных изготови-
телями, и хранили при –80°С до анализа. В день 
эксперимента клетки размораживали и подвергали 
пятикратному повторному замораживанию-оттаи-
ванию, после чего интенсивно гомогенизировали 
в стеклянном гомогенизаторе в течение 5 мин. По-
лученный материал центрифугировали при 19800g 

(4°С, 20 мин), а полученный супернатант отбирали 
для дальнейшего исследования.

Препаративная хроматография
Для разделения тотального лизата 5.4×107 кле-

ток на белковые фракции (субфракции цитоплаз-
матической фракции) использовали хроматограф 
жидкостной 1260 Agilent Technologies Infinity II с 
программным обеспечением OpenLAB CDS Chem-
Station (Agilent Technologies, Inc., США). Хрома-
тографическое разделение проводили в неденату-
рирующих условиях на колонке Agilent Bio SEC-3 
Size Exclusion Сolumn, 3μm, 300Å, 4.6×300 мм, (Ag-
ilent Technologies, Inc., США). В качестве подвиж-
ной фазы использовали бидистиллированную воду. 
Анализ проводили в изократическом режиме при 
температуре +4°С со скоростью потока подвижной 
фазы 0.35 мл/мин. В качестве детектора использова-
ли диодную матрицу, регистрирующую поглощение 
при 210 и 230 нм. Время анализа составило 45 мин. 
Деление на фракции осуществлялось по временным 
отрезкам длительностью 3 мин, начиная с 6-ой мин. 
В результате эксперимента было проведено 15 ите-
раций деления. Полученные фракции концентри-
ровали на вакуумном испарителе CentriVap Vacuum  
Concentrator (Labconco Corp., США) до объема, в 
котором концентрация общего белка превышала 
значение 5 мг/мл. Полученные концентраты сте-
рилизовали пропусканием через шприцевые филь-
тры с диаметром пор 0.45 мкм (Corning Inc., США), 
замораживали при –80°С и хранили до проведения 
анализа не более двух недель.

Спектрофотометрия
Содержание общего белка в клеточных лизатах 

и белковых фракциях определяли по методу Бред-
форда, используя спектрофотометр NanoDrop One 
(Thermo Scientific, США).

Электрофорез
Образцы белковых фракций лизата клеток ли-

нии NK-92 с равным количеством общего белка 
разделяли по молекулярным массам в 10% полиа-
криламидном геле (Bio-Rad, США) в денатурирую-
щих условиях по методу Лэммли. Все образцы бы-
ли проанализированы трижды независимо друг от 
друга.

Оценка цитотоксичности
Для определения минимальной токсической до-

зы подвижной фазы для хроматографии и получен-
ных белковых фракций лизата клеток линии NK-92 
в отношении клеток трофобласта линии JEG-3 в 
лунки 96-луночного плоскодонного планшета для 
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адгезионных культур (BD, США) вносили клет-
ки линии JEG-3 в концентрации 3.5×103 клеток 
на лунку в 100 мкл полной культуральной среды с 
добавлением 10% инактивированной эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (ЭТС). Во избежание кра-
евого эффекта в этом и всех последующих экспе-
риментах с использованием планшетов, крайние 
лунки по всему периметру заливали средой и не 
использовали в дальнейшем. Затем клетки культи-
вировали в течение 24 ч в инкубаторе при 37°С во 
влажной атмосфере, 5% СО2. После этого клеткам 
заменяли культуральную среду на подвижную фа-
зу для хроматографии или белковые фракции лиза-
та клеток линии NK-92 в нескольких разведениях. 
Для этого путем последовательного титрования на 
полной культуральной среде с добавлением 10% 
ЭТС готовили серию разведений подвижной фазы 
или белковых фракций в соотношениях: 50%, 25%, 
12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%, 0.78%, 0.39%, 0.20% и 
0.10% (v/v). Для получения статистически досто-
верных результатов каждое разведение препарата 
готовили в шести повторах. В качестве контроля 
использовали культуральную среду с добавлением 
10% ЭТС. После этого клетки вновь культивирова-
ли в течение 24 ч в инкубаторе при 37°С во влаж-
ной атмосфере, 5% СО2. Спустя сутки из всех лу-
нок планшета удаляли среду и окрашивали клетки 
0.2% раствором кристаллического фиолетового 
(Sigma-Aldrich Chem. Co., США), содержащим 5% 
метанола, для чего в каждую лунку вносили 100 мкл 
раствора красителя и инкубировали 10 мин. Затем, 
после четырехкратной отмывки лунок дистиллиро-
ванной водой, планшет высушивали, а краситель 
экстрагировали добавлением в лунки 100 мкл 50% 
раствора уксусной кислоты. Учет оптической плот-
ности проводили на фотометре для микропланшет 
ELx808 (BioTek Instruments Inc., США) при длине 
волны 540 нм (отсекающая длина волны 630 нм). 
О снижении жизнеспособности клеток судили по 
изменению оптической плотности анализируемой 
пробы по сравнению с контролем.

Оценка минимальной токсической дозы под-
вижной фазы для хроматографии и белковых фрак-
ций лизата клеток линии NK-92 показала, что в 
неразведенном состоянии и разведении культу-
ральной средой в соотношении 50% и 25% они 
были токсичны в отношении клеток трофобласта 
линии JEG-3 (отличие от жизнеспособности ин-
тактных клеток: p < 0.001). В разведении культу-
ральной средой в соотношениях 12.5%, 6.25% и во 
всех последующих разведениях подвижная фаза и 
белковые фракции не оказывали токсического воз-
действия на клетки трофобласта (отличие от жиз-
неспособности интактных клеток: p > 0.05).

Проточная цитофлуориметрия
Для оценки влияния белковых фракций лизата 

клеток линии NK-92 на фенотип клеток трофоб-
ласта линии JEG-3 в лунки 24-луночного плоско-
донного планшета помещали клетки в концентра-
ции 1.8×105 клеток в 1 мл полной культуральной 
среды DMEM (ООО “БиолоТ”, Россия) и культи-
вировали в течении 24 ч до образования монослоя. 
Затем культуральную среду удаляли так, чтобы при 
добавлении фракций общий объем в лунке состав-
лял 500 мкл. После этого в часть лунок добавляли 
белковые фракции в объеме 50 мкл. Часть клеток 
трофобласта инкубировали в лунках планшета в 
полной культуральной среде без добавления индук-
торов. В качестве положительного контроля клетки 
трофобласта культивировали в полной культураль-
ной среде в присутствии TNFα (50 Ед/мл). Спустя 
сутки монослой клеток трофобласта дезинтегри-
ровали теплым раствором версена (ООО “Био-
лоТ”, Россия) и трижды отмывали в растворе Cell 
Wash (BD, США). После этого клетки обрабатыва-
ли антителами к CD54 (BD, США), CD105 (R&D, 
США), CD253 (BD, США), TRAIL-R1 (BD, США), 
TRAIL-R2 (BD, США), TNF-R1 (R&D, США), 
TNF-R2 (R&D, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Для контроля неспецифиче-
ского связывания антител использовали изотипи-
ческие антитела в соответствии с рекомендациями 
производителя (BD, США; R&D, США). Относи-
тельное количество и интенсивность экспрессии 
рецепторов клетками трофобласта оценивали с по-
мощью проточного цитофлуориметра FACS Canto 
II (BD, США). Все эксперименты повторяли триж-
ды независимо друг от друга. Влияние каждой бел-
ковой фракции было проанализировано в двух по-
вторах для каждого разведения.

Оценка миграции
Во вставки с поликарбонатной мембраной с раз-

мером пор 8 мкм для 24-луночного культурального 
планшета с плоским дном (BD, США) добавляли 
клетки трофобласта в концентрации 1.0×105 кле-
ток в 200 мкл полной культуральной среды с добав-
лением 2% ЭТС на лунку. Через три часа в лунки 
добавляли 10 мкл растворов индукторов, приготов-
ленных на культуральной среде c добавлением 10% 
ЭТС (конечные содержания каждой фракции со-
ставляли 0.05% (v/v)). В контрольные вставки вно-
сили среду c добавлением 10% ЭТС без индукторов. 
В лунки планшета под вставки добавляли 700 мкл 
питательной среды, содержащей 10% ЭТС от обще-
го объема, и культивировали 120 ч. После инкуба-
ции вставки промывали теплым раствором Хенк-
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са (ООО “БиолоТ”, Россия), стараясь не задевать 
внешнюю сторону донышка мембраны вставки. 
Фиксация клеток производилась с помощью 10% 
водного раствора формалина. Затем клетки окраши-
вали гематоксилином (15 мин) и свежеприготовлен-
ным 0.1% водным раствором азур-эозина (40 мин).  
После окрашивания вставки высушивали в течение 
24 ч при 37°C для полного удаления влаги. Затем 
ватным диском удаляли клетки с внутренней сто-
роны вставки и фотографировали клетки на внеш-
ней стороне вставки с помощью микроскопа Zeiss 
AXIO Observer.Z1 и камеры AxioCam MRc 5 (Carl 
Zeiss Industrielle Messtechnik GmbH, ФРГ) для по-
лучения трех полей обзора из каждой лунки.

В каждом поле зрения учитывали площадь и коли-
чество ядер мигрировавших через мембрану клеток 
при помощи программного обеспечения Image-Pro  
Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc., Сингапур). Мигра-
цию клеток оценивали по изменению указанных 
параметров по сравнению с базовым контролем 
(полная культуральная среда с добавлением 10% 
ЭТС). Влияние каждого из индукторов анализиро-
вали в 18 повторах.

Оценка влияния белковых фракций лизата 
клеток NK-92 на активацию каспазы-3 

и сигнального SMAD-пути в клетках 
трофобласта линии JEG-3

Для получения субконфлюэнтного монослоя 
клеток трофобласта линии JEG-3 производили 
пересев и культивацию 3.4×106 клеток при 37°С 
во влажной атмосфере, 5% СО2 в течение 24 ч. По 
истечении суток в культуральных флаконах осу-
ществляли замену питательной среды и вносили 
такой объем индукторов в каждый флакон, чтобы 
концентрация вносимого белка в нем составила 0.1 
мкг/мл либо 1.0 мкг/мл питательной среды. Клетки 
культивировали в присутствии белковых фракций 
при 37°С во влажной атмосфере, 5% СО2 в течение 
1, 2, 6 либо 24 ч. В контрольные флаконы вноси-
ли дополнительный объем питательной среды, рав-
ный объему вносимого индуктора. С контрольных 
флаконов клетки снимали по истечении шести ли-
бо 24 ч с момента добавления индукторов.

Иммунноблоттинг
Прокультивированные клетки трофобласта ли-

нии JEG-3 лизировали в буфере RIPA (50 мМ Трис-
HCl pH 8.1; 1% Тритон Х-100; 0.1% додецилсульфата 
натрия; 0.5% дезоксихолата натрия; 150 мM хлорида 
натрия), содержащем коктейль ингибиторов проте-
аз и фосфатаз (Sigma-Aldrich Chem. Co., США). Для 
осаждения клеточного дебриса пробы центрифу-

гировали при 20000g (+4°C, 20 мин). Лизат клеток 
линии JEG-3 либо белковые фракции лизата кле-
ток линии NK-92, содержащие по 50 мкг общего 
белка, разделяли в 10% полиакриламидном геле 
(Bio-Rad, США) в денатурирующих условиях по 
методу Лэммли и переносили на PVDF-мембрану 
(Bio-Rad, США). Мембраны блокировали 3% 
водным раствором бычьего сывороточного 
альбумина (Sigma-Aldrich Chem. Co., США) в 
буфере TBST (50 мM Tris-HCl; 150 мM хлорида 
натрия; 0.1% (v/v) Tween 20; pH 7.5). Содержание 
белков интереса в исследуемых образцах выявляли 
с помощью специфичных первичных антител к 
гранзиму B (Granzyme B Mouse mAb, BioLegend, 
США), TGFβ (TGF-beta Rabbit mAb, Cell Signaling 
Technology, США), SMAD2/3 (SMAD2/3 (D7G7) 
XP® Rabbit mAb, Cell Signaling Technology, США), 
фосфорилированной форме SMAD2/3 (Phos-
pho-SMAD2 (Ser465/467) / SMAD3 (Ser423/425) 
(D27F4) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology, 
США), каспазе-3 (Caspase-3 Rabbit mAb, Cell Sig-
naling Technology, США). Инкубацию проводили 
при +4°С в течение ночи. Далее, после инкубации с 
соответствующими вторичными антителами козы, 
конъюгированными с пероксидазой хрена (HRP) 
(1/1000; Bio-Rad, США), сигналы визуализировали, 
используя усиленную хемилюминесценцию Clarity 
Western ECL Substrate (Bio-Rad, США). Мембраны 
сканировали в гель-документирующей системе 
ChemiDocTM Touch Imaging System (Bio-Rad, 
США), интенсивность полос определяли при 
помощи программного обеспечения ImageLab Soft-
ware (Bio-Rad, США). Полученные данные были 
нормализованы по содержанию общего белка в геле 
[17], определяемому с применением технологии 
stain-free (Bio-Rad, США) согласно инструкции 
производителя.

Статистический анализ 
Статистическую обработку полученных дан-

ных проводили с помощью программ Statistica и 
GraphPad Prism 8. Для проверки достоверности раз-
личий применяли непараметрический U-критерий 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони. Различия 
считались достоверными при p < 0.05. Результаты 
в таблице представлены в виде абсолютных значе-
ний, на рисунках — в виде графических данных, ме-
дианы, первого и третьего квартиля (Me {Q1, Q3}), 
а также как среднее арифметическое и стандартная 
ошибка среднего (M ± SEM), иллюстрирующие из-
менения исследуемых показателей относительно 
контроля.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Препаративное фракционирование лизата кле-

ток линии NK-92
В результате микропрепаративного хроматогра-

фического разделения был получен профиль лиза-
та клеток линии NK-92, состоящий из шести фрак-
ций (рис. 1).

Содержание общего белка в лизате составило 
60.2 ± 6.1 мкг/106 клеток. Электрофоретическое раз-
деление белков в полученных фракциях показало 
следующее распределение доминирующих молеку-
лярных масс: 35–250 кДа (фракция №1), 25–70 кДа  
(фракция №2), 45–65 кДа (фракция №3), 45–50 кДа  
(фракция №4), “не определено” (фракции  
№№ 5–6) (рис. 2).

Оценка данных белкового профиля фракций 
№№ 1–4, полученных с использованием 10% од-
номерных коммерческих гелей в камере для верти-
кального электрофореза, представлена в табл. 1.
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Рис. 1. Хроматографический профиль лизата естественных киллеров линии NK-92 при длинах волн 210 и 230 нм (время 
удерживания фракций составляет три минуты).
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Стандартная методика электрофоретического 
разделения не позволила визуально определить сле-
довые количества белка, содержащегося во фрак-
циях №№ 5–6.

Оценка влияния белковых фракций лизата кле-
ток линии NK-92 на фенотип клеток трофобласта 
линии JEG-3

В предварительном эксперименте, проведенном 
с целью подбора оптимальных условий последую-
щих испытаний, было показано, что индукторы не 
оказывали влияния на аутофлуоресценцию клеток 
трофобласта.

Установлено, что интенсивность экспрессии 
поверхностного маркера CD105 клетками трофоб-
ласта после их культивирования в присутствии 
фракций №№ 1–2, 5–6 была снижена на 7.4–17.7% 
по сравнению со спонтанной экспрессией (рис. 3а). 
Относительное количество клеток трофобласта с 
фенотипом CD105+ в присутствии всех индукторов 
также оказалось ниже, на 2.9–8.9%, при сравнении 
с таковым при спонтанной экспрессии (рис. 3b). 
Помимо этого, фракция №5 уменьшала интенсив-
ность экспрессии рецептора TRAIL-R2 клетками 
трофобласта на 24.5% по сравнению со спонтанной 
экспрессией (рис. 3с), не изменяя, однако, отно-
сительного количества клеток, экспрессирующих 
этот рецептор (рис. 3d).

Показано, что по сравнению со спонтанной экс-
прессией все использованные в настоящем иссле-
довании индукторы не влияли на интенсивность 
экспрессии клетками-мишенями поверхностных 
маркеров CD54, CD253, TRAIL-R1, TNF-R1 и 

TNF-R2, а также на относительное количество кле-
ток трофобласта, экспрессирующих эти рецепторы.

Оценка влияния белковых фракций лизата клеток 
линии NK-92 на миграцию клеток трофобласта ли-
нии JEG-3

В качестве базового контроля использовали 
культуральную среду, содержащую 10% ЭТС: при 
этом медиана количества мигрировавших клеток 
составила 1090.3 {1047.8; 1213.7}, а таковая площа-
ди, занимаемой мигрировавшими клетками, — 0.96 
{0.93; 1.02} мм2.

Установлено, что фракции №№1-2 не позволили 
клеткам трофобласта мигрировать через мембрану 
полностью. В случае добавления в культуральную 
среду фракций №№3-6 достоверных различий об-
наружено не было (рис. 4а). Было показано также, 
что площадь, занимаемая мигрировавшими клетка-
ми при совместном культивирования с фракциями 
№№1-2, не превышала значение площади базового 
контроля, в иных случаях (фракции №№3-6) досто-
верных различий обнаружено не было (рис. 4b).

Оценка влияния белковых фракций лизата кле-
ток линии NK-92 на содержание белков канониче-
ского сигнального пути TGFβ и активацию каспа-
зы-3 в клетках трофобласта линии JEG-3

Принимая во внимание данные об эффекте вли-
яния фракций №№1-2 на активность миграции 
клеток трофобласта и отсутствие такового других 
фракций, далее было изучено распределение содер-
жания белков интереса в эффективных фракциях 
лизата клеток линии NK-92, обнаруженных с по-
мощью метода иммуноблоттинга (рис. 5).

Таблица 1. Белковый профиль цитоплазматических фракций лизата естественных киллеров линии NK-92
Фракция №1 Фракция №2 Фракция №3 Фракция №4

Молекулярная 
масса, кДа

Доля, % 
от общего 

количества 
белка

Молекулярная 
масса, кДа

Доля, % 
от общего 

количества 
белка

Молекулярная 
масса, кДа

Доля, % 
от общего 

количества 
белка

Молекулярная 
масса, кДа

Доля, % 
от общего 

количества 
белка

250.0 73.9 250.0 3.3 – – – –

– – 73.9 4.6 – – – –

– – 66.1 7.5 62.4 7.5 – –

– – 57.9 7.9 57.8 29.7 – –

51.7 14.0
49.0 15.0

47.2 62.8 49.7 100.0
45.1 17.8

36.7 12.1 36.4 14.6 – – – –

– – 28.8 29.3 – – – –
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Установлено, что высокомолекулярная фрак-
ция № 1, содержащая TGFβ, вызывает повышение 
на 16% уровня p-SMAD2/3 в клетках трофобласта 
через час после сокультивирования с последующим 
снижением на 15–16% содержания данной фосфо-
рилированной формы через два и более часов (рис. 

6). Показано повышение на 6% уровня прокаспа-
зы-3 в клетках трофобласта после часового сокуль-
тивирования с той же фракцией (рис. 6). Несмотря 
на то, что гранзим B также содержится преимуще-
ственно во фракции № 1, сокультивирование с ней 
клеток трофобласта в течение исследованных про-
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Рис. 3. Фенотипические характеристики клеток трофобласта линии JEG-3, экспрессирующих поверхностные маркеры в 
присутствии фракций лизата естественных киллеров линии NK-92: (а) — интенсивность экспрессии CD105; (b) — отно-
сительное количество клеток, экспрессирующих CD105; (c) — интенсивность экспрессии TRAIL-R2; (d) — относительное 
количество клеток, экспрессирующих TRAIL-R2. Достоверность различий: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 относительно 
контроля (спонтанная экспрессия); #p < 0.001 относительно изотипического контроля.
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межутков времени не приводило к активации в них 
каспазы-3, что подтверждается отсутствием выявле-
ния расщепленного фрагмента активной каспазы-3.

На основании полученных данных о том, что 
изменения содержания исследуемых белков после 
сокультивирования с фракцией № 2 (предположи-
тельно, обогащенной цитокинами) обнаружены 
не были, было принято решение увеличить в даль-

нейшем концентрацию общего белка во фракциях 
при сокультивировании в десять раз. Этот мето-
дический подход, однако, не привел к каким-либо 
значимым результатам. Так несмотря на то, что ис-
следуемые нами белки преимущественно распреде-
лены во фракции № 1 (рис. 5), после сокультивиро-
вания с ней (1.0  мкг/мл среды) клеток трофобласта 
в последних не было получено достоверных разли-
чий в уровнях SMAD2/3, p-SMAD2/3, прокаспа-
зы-3 и активной каспазы-3 относительно контроля. 
Не были обнаружены достоверные изменения со-
держания тех же белков и при сокультивировании 
клеток трофобласта с фракцией № 2.

Для оценки возможных вторичных эффектов, 
вызываемых совместным культивированием клеток 
трофобласта с белковыми фракциями лизата NK-
клеток, было решено увеличить время экспозиции 
до 24 часов при сохранении высокой концентра-
ции общего белка во фракциях (1.0 мкг/мл среды). 
В новых условиях проведения эксперимента в клет-
ках трофобласта было показано небольшое сниже-
ние содержания SMAD2/3 относительно контроля 
при сокультивировании с фракцией № 2 (рис. 7)  
и более резкое повышение содержания прокаспазы-3 
относительно контроля после сокультивирования с 
фракцией №1 (на 29%) и фракцией № 2 (на 63%)  
(рис. 7). При этом фрагмент активной каспазы-3 в 
клетках трофобласта также не был обнаружен, что 
указывает на отсутствие активации каспазы-3 по-
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Рис. 4. Миграционная активность клеток трофобласта линии JEG-3, мигрировавших через мембрану в присутствии фракций 
лизата естественных киллеров линии NK-92: (а) — количество мигрировавших клеток; (b) — площадь, занимаемая мигриро-
вавшими клетками. Достоверность различий относительно базового контроля: **p < 0.01; ***p < 0.001.
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во фракциях №№1-2 лизата естественных киллеров 
линии NK-92.
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сле их сокультивирования с отдельными белковы-
ми фракциями лизата NK-клеток.

Таким образом, были получены данные об эф-
фектах белковых фракций лизата клеток линии 
NK-92 на фенотип, миграцию и апоптоз клеток 

трофобласта линии JEG-3 при использовании 
метода микропрепаративного хроматографиче-
ского фракционирования и последующего куль-
тивирования клеток-мишеней в присутствии ин-
дукторов.
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Рис. 7. (а) — Оценка содержания SMAD2/3, p-SMAD2/3 и прокаспазы-3 в клетках трофобласта линии JEG-3 после со-
культивирования с фракциями №№1-2 (1.0 мкг/мл среды) лизата клеток естественных киллеров линии NK-92 в течение 
24 часов (достоверность различий относительно контроля: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001); (b) — репрезентативные 
изображения иммуноблотов белков интереса SMAD2/3, p-SMAD2/3 и прокаспазы-3 в клетках трофобласта линии JEG-3 
в тех же условиях.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Использованные в настоящем исследовании 

клетки линии NK-92 позволяют воспроизвести in 
vitro основные биохимические процессы, происхо-
дящие в клетках in vivo, а клетки трофобласта линии 
JEG-3 воспроизводят основные морфологические, 
фенотипические и функциональные характеристи-
ки клеток инвазивного трофобласта первого три-
местра беременности [15, 16].

В настоящей работе мы проанализировали влия-
ние белковых фракций лизата клеток линии NK-92 
на экспрессию клетками трофобласта линии JEG-3 
поверхностных маркеров CD54 (ICAM-1), CD105, 
CD253 (TRAIL), TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1, 
TNF-R2. Выбор указанных рецепторов для оцен-
ки их экспрессии клетками-мишенями отчасти 
обусловлен тем, что ранее в нашей лаборатории 
было установлено отсутствие влияния микровези-
кул клеток линии NK-92 на экспрессию клетками 
трофобласта линии JEG-3 маркеров CD54, CD105, 
TNF-R1 и ряда других молекул в условиях их со-
вместного культивирования [11].

Установлено, что белки высоко- и низкомоле-
кулярных фракций №№ 1–2, 5–6 снижали экс-
прессию поверхностного маркера CD105 клетками 
трофобласта. Помимо этого, фракция №5 снижа-
ла интенсивность экспрессии клетками-мишенями 
рецептора TRAIL-R2. Уменьшение интенсивности 
экспрессии отдельных поверхностных маркеров 
клетками трофобласта свидетельствует об инги-
бировании активации клеток-мишеней белками, 
содержащимися в высоко- и низкомолекулярных 
фракциях лизата NK-клеток. В то же время от-
сутствие изменения экспрессии CD54, CD253, 
TRAIL-R1, TNF-R1 и TNF-R2 клетками трофоб-
ласта в условиях их совместного культивирования 
в присутствии всех использованных в настоящем 
исследовании индукторов свидетельствует о том, 
что во фракциях отсутствуют белки, способные из-
менить экспрессию этих молекул. Такое различие в 
индукции поверхностных молекул на плазматиче-
ской мембране клеток трофобласта линии JEG-3 
микровезикулами клеток линии NK-92 и фракци-
ями лизата тех же самых клеток может являться до-
полнительным аргументом в пользу специфично-
сти сигналов, передаваемых клетками при помощи 
микровезикул [11, 18].

Поверхностный маркер CD105 (эндоглин) явля-
ется корецептором TGFβ и экспрессируется на по-
верхности клеток трофобласта [19], где выступает 
“переключателем” клеточной поверхности, модули-
руя перенос сигналов от рецепторов TGFβ, которые 
опосредуют клеточные миграцию, пролиферацию, 
образование клеточных кластеров [20]. Таким обра-

зом, подавление экспрессии CD105 приводит к уси-
лению секреции TGFβ [21]. Сам же TGFβ снижает 
цитотоксичность NK-клеток и регулирует инвазив-
ную способность клеток трофобласта [22]. Поэтому 
следующим этапом нашего исследования явилась 
оценка влияния фракций лизата клеток линии NK-
92 на миграцию клеток трофобласта линии JEG-3.

Известно, что TGFβ представляет собой плей-
отропный цитокин, обладающий как ингибирую-
щим [23], так и стимулирующим [24, 25] действием 
на миграцию клеток. Показано TGFβ-зависимое 
ингибирование инвазии вневорсинчатого трофоб-
ласта [26] и клеток линии HTR-8/SVneo [27], при 
этом при исследовании хориокарцином, таких как 
JAR или JEG, данный эффект либо не наблюдал-
ся, либо исследователи отмечали активацию мигра-
ции в присутствии TGFβ [28]. В частности, TGFβ1 
способствовал инвазии клеток трофобласта линии 
JEG-3 через сигнальный путь SMAD, однако дан-
ный эффект отсутствовал при концентрациях TG-
Fβ1 ниже 5 нг/мл [29]. Несмотря на то что в нашей 
работе фракция №1 в концентрации 0.1 мкг/мл, 
по-видимому, содержит количество TGFβ1, доста-
точное для активации SMAD-зависимого пути, ми-
грация клеток трофобласта не усиливается, более 
того, наблюдается выраженное ее снижение, кото-
рое, однако, согласуется с полученными нами дан-
ными по снижению количества CD105 на плазма-
тической мембране клеток трофобласта. Показано, 
что подавление CD105 снижает миграцию клеток 
[30], а его сверхэкспрессия, напротив, способствует 
инвазии и миграции клеток хориокарциномы [31].

Нами показано преимущественное подавле-
ние миграции клеток трофобласта под влиянием 
высокомолекулярных фракций №№ 1–2 (что не 
наблюдалось в отношении средне- и низкомоле-
кулярных фракций №№ 3–6) за счет сниженного 
количества клеток, мигрировавших через мембра-
ну. Полученный результат можно объяснить нали-
чием в данных фракциях большого разнообразия 
белков, способных оказывать широкий спектр раз-
личных воздействий на клетку-мишень, а также по-
вышенной каспаза-3-независимой гибелью клеток 
трофобласта. Более того, ранее с помощью метода 
масс-спектрометрии в клетках линии NK-92 были 
обнаружены каспазы, гранзим А, IL-12, INFβ [13], 
что также свидетельствует в пользу активного влия-
ния NK-клеток на функциональное состояние кле-
ток трофобласта.

Параллельно с этим установлено, что низкомо-
лекулярная фракция №5 снижала интенсивность 
экспрессии рецептора TRAIL-R2 клетками тро-
фобласта.
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TRAIL-R — рецепторы клеточной гибели. Они 
экспрессируются клетками различных тканей при 
физиологических условиях и при патологиях, вклю-
чая опухоли. Установлено, что некоторые клетки 
избирательно экспрессируют один из этих рецеп-
торов. Например, эндотелий сосудов головного 
мозга не экспрессирует TRAIL-R1, но экспресси-
рует TRAIL-R2 [32]. При связывании TRAIL-R1 
и TRAIL-R2 с лигандами TRAIL (CD253) запуска-
ется процесс апоптоза клетки, несущей TRAIL-R. 
Уменьшение экспрессии TRAIL-R2 клетками тро-
фобласта при культивировании с низкомолеку-
лярной фракцией может свидетельствовать либо 
о его шеддинге, либо о наличии в этой фракции 
цитокинов, снижающих экспрессию данного 
рецептора. К таким цитокинам, потенциально вхо-
дящим в состав лизата клеток линии NK-92, можно 
отнести IFNγ [33]. Нам не удалось найти в литера-
туре данные о возможности избирательного пода-
вления только одного из TRAIL-R каким-либо из 
цитокинов или их комбинацией, поэтому обнару-
женный феномен требует дальнейшего изучения.

Показано также, что высокомолекулярная фрак-
ция № 1, содержащая TGFβ, вызывает повышение 
уровня p-SMAD2/3 в клетках трофобласта через 
час после сокультивирования с последующим сни-
жением данной фосфорилированной формы через 
два и более часов. Последнее наблюдение, вероят-
но, может быть связано с тем, что эффект актива-
ции SMAD-пути достигает максимума ранее. На-
пример, максимум активации SMAD2/3 в модели 
сокультивирования первичных трофобластов че-
ловека и клеточной линии HTR8/SVneo с миоста-
тином приходится на интервал 30-60 мин от начала 
эксперимента [34], а в модели сокультивирования 
клеток HTR8/SVneo с костным морфогенетиче-
ским белком 2 максимум активации SMAD2/3 до-
стигается в течение 30 мин после начала экспери-
мента [35].

Повышение уровня прокаспазы-3 при отсут-
ствии обнаружения фрагментов активной каспа-
зы-3 не является достаточным для предположения 
об активации ее апоптотических функций. Воз-
можно, низкий уровень стресса и отсутствие актив-
ной каспазы-3 обусловлено ее ролью в активации 
PKB [36], mTOR [37] или NF-κB [38], связанных с 
реализацией ее неапоптотических функций.

Обнаруженное нами отсутствие значимых 
различий в содержании SMAD2/3, p-SMAD2/3, 
прокаспазы-3 и активной каспазы-3 в клетках 
трофобласта при сокультивировании с высокомо-
лекулярной фракцией № 1 (1.0 мкг/мл среды; 1–6 ч)  
может быть следствием того, что данная фракция 
представлена высоким разнообразием белков, 

способных оказывать различные воздействия на 
клетку-мишень, порой противоположные по свое-
му эффекту. Необходимо отметить, что процедура 
пробоподготовки лизата клеток линии NK-92 для 
хроматографического разделения предполагает 
отсутствие в нем белков плазматических мембран, 
к которым, в частности, относятся лиганды рецеп-
торов смерти, способных активировать внешний 
путь апоптоза в клетках-мишенях [39]. Известно 
также, что для активации ряда сигнальных путей в 
клетках-мишенях при моделях их взаимодействия 
с NK-клетками необходимо образование с ними 
иммунологического синапса, в частности для пе-
редачи цитотоксических белков [40]. Ранее нами 
было показано, что активация каспазы-3 происхо-
дит только при наличии непосредственного кон-
такта между клетками линий JEG-3 и NK-92 [41]. 
Поэтому, несмотря на то что нами показано нали-
чие гранзима B преимущественно во фракции №1, 
предполагающее ее участие в реализации про-
апоптотических процессов в клетках-мишенях, 
важной особенностью используемой нами экспе-
риментальной модели является отсутствие образо-
вания иммунологического синапса, без которого 
активация ряда сигнальных путей в клетках тро-
фобласта не происходит. Предположение о том, 
что добавление в культуральную среду отдельных 
белковых фракций не приводит к усилению пере-
дачи апоптотических сигналов в клетках трофоб-
ласта, соотносится с полученными нами данными 
по отсутствию увеличения (а скорее даже сниже-
ния) экспрессии TRAIL-рецепторов на поверхно-
сти клеток трофобласта под воздействием белко-
вых фракций лизата NK-клеток.

Несмотря на то, что во фракции № 2 соотноше-
ние белков со средней массой к белкам с большой 
массой смещено в сторону первых, а именно ими 
являются большинство цитокинов, хемокинов 
и факторов роста, отсутствие эффектов на клет-
ки-мишени может являться следствием того, что 
при приготовлении лизата самих клеток линии 
NK-92 мы получили данные белки в виде их пред-
шественников и неактивных форм, требующих 
дополнительной активации, в том числе проте-
олитической. Отсутствие эффекта можно объяс-
нить меньшим содержанием белков, способных 
активировать сигнальные пути SMAD и другие 
пути, участвующие в активации клеточной мигра-
ции [42, 43]. Это подтверждает важность способа 
передачи сигнала (цитокины) для реализации его 
специфического действия как при контактном, 
так и при различных вариантах дистантного вза-
имодействия.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 5       2024

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МИКРОПРЕПАРАТИВНОГО ФРАКЦИОНИРОВАНИЯ... 495

Повышение содержания прокаспазы-3 относи-
тельно контроля после сокультивирования с фрак-
циями №№ 1–2 можно связать с воздействием про-
воспалительных цитокинов IL-18 (18.2 кДа), IL-27 
(23.4 кДа) и IL-35 (49.0 кДа), экспрессируемых NK-
клетками [44]. Предположительно, эти белки могут 
преимущественно содержаться во фракции №2.

Таким образом, представленные в исследовании 
данные об изменении фенотипа, миграции и апоп-
тоза клеток трофобласта линии JEG-3 под влияни-
ем белковых фракций лизата клеток линии NK-92 
подтверждают тот факт, что некоторые белковые 
компоненты, обеспечивающие коммуникацию 
NK-клеток с клетками трофобласта, вызывают из-
менения в фенотипических и функциональных ха-
рактеристиках последних. Данные изменения гипо-
тетически отражают возможное поведение клеток 
хориона под влиянием разрушающихся NK-клеток 
в случае их гибели как при физиологических, так 
и при патологических состояниях, вызванных ви-
русными и бактериальными инфекциями, а также 
другими стрессорными факторами, приводящими 
к репродуктивной патологии.

Для уточнения иммунологических и биохими-
ческих механизмов, лежащих в основе этих про-
цессов, необходимы дальнейшие исследования, 
направленные на идентификацию эффекторных 
белков NK-клеток и прямые доказательства их свя-
зи с эффектами, наблюдаемыми при их взаимодей-
ствии с клетками трофобласта.

Проведенное исследование позволяет также 
оценить различия в данных по оценке влияния тех 
или иных биологически активных клеточных про-
дуктов при межклеточных взаимодействиях, зави-
сящих от способа передачи сигнала и от конкрет-
ной модели их изучения.
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USE OF MICROPREPARATIVE CELL LYSATE FRACTIONATION  
IN STUDYING THE EFFECT OF NATURAL KILLER CELLS  

ON THE PHENOTYPE, MIGRATION AND APOPTOSIS  
OF TROPHOBLAST CELLS IN VITRO

A. V. Korenevsky#,  Yu. P. Milyutina,  S. K. Bochkovsky,  A. A. Oshkolova,  
O. N. Bespalova,  S. A. Selkov and D. I. Sokolov

D. O. Ott Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductive Medicine, St. Petersburg, Russia
# e-mail: a.korenevsky@yandex.ru

Natural killer (NK) cells are a population of innate immune cells that have cytotoxic functions and are involved 
in protecting the body from viruses and transformed cells. Placental development is determined largely by the 
interaction of decidual NK cells and trophoblast cells. During pregnancy, NK cells accumulate around trophoblast 
cells, while regulating trophoblast proliferation, migration and invasion through the secretion of cytokines 
and growth factors. The trophoblast, in turn, secretes chemokines and expresses ligands for NK cell adhesion 
receptors. Thus, the regulation of trophoblast and NK cell function is reciprocal. Despite intensive research, 
the role of NK cells and methods for correcting their functional activity in reproduction remain controversial. 
The aim of this study was to assess the effect of protein fractions of NK cell lysate on the phenotype, migration 
and apoptosis of trophoblast cells in an in vitro model experiment, using a new methodological approach. With 
chromatographic separation, we obtained six fractions with different protein cargoes therein. It was found that 
CD105 (endoglin) expression by trophoblast cells of the JEG-3 cell line after their cultivation in the presence of 
high- (<250 kDa) or low molecular weight (<45 kDa) fractions of NK-92 natural killer cell lysate was reduced 
compared to spontaneous expression, while the relative count of trophoblast cells with the CD105+ phenotype 
was also lowered. Besides, one of the low molecular weight fractions decreased TRAIL-R2 receptor expression 
by trophoblast cells. The high molecular weight fractions did not enable trophoblast cells to migrate completely 
through the semi-permeable membrane, with the area occupied by the migrated cells not exceeding the base 
control area. In addition, the high molecular weight fraction containing the TGFβ dimer increased p-SMAD2/3 
level in trophoblast cells one hour after co-culture, followed by a decrease in this phosphorylated form content after 
two or more hours, and also elevated procaspase-3 level one day after co-culture. The data obtained hypothetically 
reflect the possible behavior of chorion cells under the influence of collapsing NK cells in the event of their death 
in both normal and pathological conditions caused by viral and bacterial infections, as well as other stress factors 
leading to reproductive pathology.

Keywords: natural killer cells, trophoblast, phenotype, migration, caspase-3
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Проведен анализ температурного коэффициента Q10 частоты сердечных сокращений (Q10HR) и по-
требления кислорода (Q10Ox) при пробуждении длиннохвостых сусликов Urocitellus undulatus, а также 
при отогревании предварительно охлажденных взрослых крыс и крысят. Величину Q10Ox вычисляли по 
стандартной формуле, тогда как для вычисления Q10HR формула была эмпирически модифицирована 
для отслеживания изменений этого параметра в широком диапазоне температур тела (Tb). Установлено, 
что у сусликов в начальный период выхода из спячки, при Tb ≤ 10 ℃, наблюдались высокие значения 
температурных коэффициентов Q10HR = 40 – 50 и Q10Ox = 6 – 7. Еще более высокие значения Q10HR > 
100 были обнаружены в начале отогревания крысят, хотя у них был низкий уровень Q10Ox = 1.2. Взрос-
лые крысы не выдерживали охлаждения ниже 16 ℃ и демонстрировали умеренную вариабельность как 
Q10HR = 2.0 – 4.0, так и Q10Ox = 2.0 – 2.2. В процессе восстановления нормальной Tb значения Q10HR у 
всех животных приближались к величине ~2.0, предсказанной правилом Вант Гоффа-Аррениуса для 
химических реакций в живой и неживой природе. Мы предполагаем, что высокие значения Q10HR и 
Q10Ox, обнаруженные в ранний период выхода сусликов из гибернации, могут свидетельствовать о функ-
ционировании адаптационных механизмов, направленных на ускорение согревания тела. Устойчивость 
к охлаждению и высокий коэффициент Q10HR у крысят, как представителей отряда Rodentia, к которому 
относятся также естественные гибернаторы — суслики, могут свидетельствовать о функционировании в 
ювенальный период крыс рудиментарных механизмов адаптации к охлаждению и гетеротермии.

Ключевые слова: крысы; крысята; суслики; гибернация; частота сердцебиения; потребление кислорода
DOI: 10.31857/S0044452924050045, EDN: XPMDWF

ВВЕДЕНИЕ
При снижении температуры тела (Tb), млеко-

питающие могут приобрести устойчивость к дей-
ствию экстремальных факторов внешней среды, 
острым патологическим процессам или тяжелым 
травмам. Охлаждение тела на несколько градусов 
широко используется в медицине, но естественные 

гибернаторы являются рекордсменами по способ-
ности переносить снижение Tb до 0℃ и ниже.

Охлаждение активирует терморегуляторные 
реакции, необходимые для минимизации потерь 
тепла, такие как периферическая вазоконстрик-
ция и пилоэрекция, а также реакции продуциро-
вания тепла в скелетных мышцах (дрожательный 
термогенез) и бурой жировой ткани (недрожатель-
ный или метаболический термогенез), тем самым 
предотвращая снижение Tb. [1, 2]. Если система 
терморегуляции не справляется со своей задачей, 
Tb у гомойотермных животных значительно пада-
ет, что приводит к их гибели вследствие остановки 
сердца [3].

Однако некоторые виды млекопитающих 
адаптировались к охлаждению тела благодаря спо-

Сокращения: HR — частота сердечных сокращений; BPM –уда-
ры сердца в минуту; ECG  – электрокардиограмма; i — мо-
мент, для которого производятся расчеты; VOx удельные ско-
рости потребления кислорода; Ta — температура окружения; 
Tb — температура тела; Th — температура сердца; Q10 — тем-
пературный коэффициент; Q10HR — температурный коэффи-
циент Q10, рассчитанный из зависимости HR от величины Th; 
Q10Ox — температурный коэффициент Q10, рассчитанный из 
зависимости VOx от величины Tb.
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собности впадать в состояние пониженной актив-
ности и обмена веществ, называемом торпором. Их 
Tb падает до значений, которые лишь на несколь-
ко градусов превышают температуру окружающей 
среды (Ta) [4, 5]. Понимание естественных меха-
низмов адаптивной гипотермии и торпора у мле-
копитающих имеет большое значение для исполь-
зования этих состояний не только в классической 
медицине [6–9], но также в космической медицине 
[10–12] и в медицине катастроф [13–15].

В последнее время достигнут значительный про-
гресс в разработке фармакологических и нефарма-
кологических подходов, способных инициировать 
глубокую гипотермию или формирование торпо-
роподобных состояний у животных, не способных 
к гибернации в естественных условиях [16–19]. 
Внедрение в медицину искусственно вызываемых 
состояний гипотермии и торпора способствует по-
явлению новой концепции лечения тяжелых травм, 
острой гипоксии, восстановления после остановки 
сердца, инсультов или в целях реанимации [20–22]. 
Кроме того, подавление клеточного метаболизма 
при охлаждении обеспечивает безопасные подхо-
ды для долгосрочного хранения органов и тканей, 
используемых в клинической трансплантологии 
[23–26].

Для оценки реакции организма на изменение Tb 
используют удобный и наглядный критерий: тем-
пературный коэффициент Q10, определяемый как 
скорость физиологического процесса при опреде-
ленной температуре по сравнению со скоростью 
при температуре на 10℃ ниже или выше [27–29]. 
Согласно правилу Вант Гоффа — Аррениуса счита-
ется, что величина Q10 ~ 2 отражает естественное 
влияние температуры на химические реакции. В 
исследованиях температурной зависимости физи-
ологических процессов, включая HR и VOx, прово-
димых на различных животных и людях, среднее 
значение Q10 обычно находится в пределах от 2 до 
3 [30–33]. 

Однако было обнаружено, что в некоторых слу-
чаях, эта величина может существенно отклонять-
ся от указанного значения, что свидетельствует об 
участии физиологических механизмов регуляции 
скорости метаболизма. Например, у животных воз-
можны индивидуальные различия Q10 от 1 до 8, что 
может быть связано с большой вариабельностью 
HR и VOx [34, 35]. Кроме того, было показано, что 
Q10 может сильно варьировать в зависимости от Tb 
в момент тестирования. Так, при исследовании ме-
таболизма, определяемого по скорости потребле-
ния кислорода мозгом собак при охлаждении, было 
обнаружено, что в интервале температур от 37°C до 
27°C показатель Q10 составлял 2.23, а в интервале от 
27°C до 14°C средний показатель Q10 увеличивался 

вдвое и достигал 4.53 [36]. Значительное увеличе-
ние Q10 до 9.5, определяемого по скорости потре-
бления кислорода, наблюдалось также у сумчатых 
животных в конце отогрева после гибернации, осо-
бенно в пределах термонейтральной зоны, тогда 
как низкие значения Q10 (Q10 = 1.9) наблюдались 
ниже Ta = 20°C [37]. Большая вариабельность Q10 
также наблюдалась при исследовании отдельных 
белков, например, при оценке тепловой активации 
проводимости одиночных ионных каналов рецеп-
тора капсаицина VR1, ответственных за болевые 
ощущения при повреждающем нагревании тканей. 
Так, при нагревании в диапазоне физиологически 
нейтральных Та, были зарегистрированы величины 
Q10 < 2, а при повреждающем нагревании наблю-
далось увеличение до Q10 = 32 [38]. Значительное 
влияние температуры на Q10 наблюдалось также 
при анализе проводимости потенциал-зависимых 
ионных каналов Na+ и K+ нервов и мышц млеко-
питающих. Было обнаружено, что для альфа-субъ-
единицы этого белка зависимость проводимости от 
величины приложенного потенциала характеризо-
валась Q10  =  2.2. Для бета-субъединицы была ха-
рактерна Q10 = 14, что отражает неаррениусовское 
отклонение указанной величины, наблюдаемое 
при пониженных температурах [39]. 

Для анализа изменчивости Q10 при различных 
температурах был предложен метод сканирования 
значения Q10, который присваивает Q10 каждой 
фиксированной точке Tb. Использование этого 
подхода позволило получить необычайные изме-
нения значения Q10. Так, в исследовании белка 
TRPA1, который является молекулярной основой 
способности ямочных органов змей воспринимать 
инфракрасное излучение, значение Q10, получае-
мое при измерении зависимости проводимости от 
температуры, могло достигать ~100 000, что может 
объяснить исключительно высокую термическую 
чувствительность ямочных органов гремучей змеи 
[27]. 

В представленной работе мы предлагаем про-
стую модификацию стандартной формулы вы-
числения Q10, позволяющую проводить сравни-
тельный анализ этой величины во всем диапазоне 
изменений Tb. Этот подход мы используем для вы-
числений Q10 для зависимости HR от температуры 
при выходе из спячки сусликов (Urocitellus undulatus) 
или при отогревании лабораторных крыс после 
контролируемого предварительного охлаждения. 
В исследование также были включены крысята, у 
которых механизмы терморегуляции не полностью 
сформированы, но которые способны выдержи-
вать большую степень охлаждения тела, чем взрос-
лые крысы.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты на животных
Суслики. Работа выполнена на длиннохвостых 

сусликах Urocitellus undulatus, Pallas (прежнее назва-
ние Spermophilus undulatus) обоего пола (n = 9, вес 
590 ± 50 г). Животные были отловлены в конце ав-
густа в естественной среде обитания (долина реки 
Лены, Якутия) и доставлены в лабораторию. В ак-
тивный период сусликов содержали в индивидуаль-
ных клетках, находящихся в специальном помеще-
нии с достаточным количеством зерна и овощей и с 
соблюдением естественного фотопериода. В начале 
ноября клетки с животными переносили в темное 
помещение, где они содержались при температу-
ре Та от 0 ℃ до +2°С до окончания гибернацион-
ного периода. В это время питание не предостав-
лялось. Для мониторинга баутов в период спячки 
часть сусликов индивидуально размещали в нахо-
дящиеся в холодильной камере деревянные ящи-
ки (20 × 20 × 25 см), в дно которых был установ-
лен термистор (чувствительность, 0.2°C). Во время 
спячки температура гнезда находилась в пределах 
1–2°С. Для провокации пробуждения животных 
извлекали из ящика в середине баута (5–6 сутки 
гипотермии) и переносили в помещение с темпе-
ратурой воздуха 20 ± 1°С. Пробуждение сусликов в 
среднем занимало 170–180 мин.

Крысы. Самцов крыс Wistar, (n = 5, вес 240 ± 20 г) 
охлаждали с использованием метода закрытого со-
суда [40, 41]. Животных помещали в герметичную 
камеру, объемом 5 л и Та =7°С, где они находились 
в течение 3–4 ч. Камеры были оснащены газовыми 
датчиками O2 и СО2 (Vernier, США). В процессе по-
требления кислорода животными в камере создава-
лись условия гипоксии/гиперкапнии. Измерения 
показали, что в результате дыхания, через 3 ч содер-
жание кислорода в камере снижалось с 21% до 5%, 
а содержание углекислого газа повышалось с 0.03% 
до 2.5%. Эти изменения приводили к подавлению 
метаболизма и вызывали у животных состояние ги-
потермии до значений Тb =14℃ — 18°С. Для вос-
становления физиологически нормального Tb жи-
вотных извлекали из камеры, помещали в клетку и 
доставляли в помещение с Та =20  ±  1°С, где в те-
чение 3–4 ч (в среднем, в течение 210 мин) восста-
навливалась нормотермия. Данная процедура ока-
зывала мягкое воздействие на организм, и после 
окончания эксперимента у животных не наблюда-
лось видимых отклонений в поведении [42, 43].

Крысята. Крысят Wistar раннего постнатального 
периода (n = 6, возраст 7—8 дней, вес 20 ± 2 грамм) 
охлаждали методом закрытого сосуда. Крысят со-
держали в герметичной камере объемом 0.8 л при 
Та = 7°С в течение 2 ч в условиях нарастающей ги-
поксии/гиперкапнии [40, 41], регистрируемых га-

зовыми датчиками O2 и СО2 (Vernier, США), что 
инициировало снижение Тb до 7℃ — 10°С. После 
извлечения из камеры и доставки в помещение с  
Та = 20 ± 1℃, у крысят приблизительно через 3 ч (в 
среднем, за 170 мин) восстанавливалась нормотер-
мия. 

Измерения
На сусликах, измерения физиологических па-

раметров проводили в процессе отогрева после 5-6 
дней гибернации. На взрослых или крысах соответ-
ствующие измерения проводили при отогреве по-
сле нескольких часов охлаждения. Датчики темпе-
ратуры вводили в прямую кишку на глубину 4 см у 
крыс и сусликов или на глубину 2 см у крысят. Дис-
тальную часть датчика надежно закрепляли у осно-
вания хвоста мягким зажимом. У крыс и сусликов, 
Тb регистрировали каждую минуту с помощью дат-
чика RET-2, у крысят — RET-3. (Physitemp, США, 
точность ±0.1℃).

Удельную скорость потребления кислорода 
(VOx, мл/кг/ч) регистрировали с помощью систе-
мы метаболического мониторинга ММ-100 (CWE 
incorporated, США). Прибор позволял проводить 
несколько, обычно от 3 до 10 измерений, за время 
эксперимента.

Для измерения частоты сердечных сокращений, 
иглы из нержавеющей стали вводили подкожно в 
плечевые области правой и левой лап для записи 
ECG по стандартной схеме. Проблем для закре-
пления датчиков не было, так как суслики нахо-
дились в состоянии торпора, а крысы и крысята в 
состоянии так называемого «холодового наркоза». 
При повышении температуры до контрольных зна-
чений, животные еще оставались в состоянии по-
ниженной двигательной активности. И хотя ЭКГ 
становилась более зашумленной, считывание и по-
следующий анализ частотs сердечных сокращений 
(HR) не составляло труда. Данные ECG передава-
лись на компьютер, где каждую минуту автомати-
чески оценивалась HR.

Вычисления
Температуру сердца вычисляли из данных изме-

нений ректальной температуры. Известно, что при 
выходе сусликов из гибернации передняя часть те-
ла, включая сердце, разогревается быстрее, чем за-
дняя часть тела. Разница температур Th и Tb у сусли-
ков связана с характерной особенностью кровотока 
этих животных при выходе из гибернации, что не 
наблюдается у крыс при согревании после охлажде-
ния. Поэтому стандартные измерения ректальной 
температуры (Тb) у сусликов не отражают темпера-
туру сердца (Тh) [44]. Однако, как нами было пока-
зано ранее [45], связь между ректальной и сердеч-
ной температурами, измеренными у сусликов при 
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спровоцированном пробуждении, представляет со-
бой сигмоидальную кривую:
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Где: Тh — температура сердца (°С); Тb — ректальная 
температура (°С). Коэффициенты: 36.88 — макси-
мальная температура, достигнутая при отогреве 
после гибернации; 10.08 — середина сигмовидной 
кривой; 3.5 — крутизна сигмоидальной кривой. 
Установлено, что применение этой формулы дает 
хорошее соответствие экспериментальным точкам: 
n = 96, R2 = 0.977 [45]. 

В представленной работе, все данные Th у сусли-
ков были получены путем вычислений по форму-
ле (1). В экспериментах на крысах мы считали, что  
Tb ≈Th. Поэтому в коррекции не было необходимо-
сти [44].

Для расчета коэффициента Q10 на основе удель-
ных скоростей потребления кислорода (Q10Ox) мы 
использовали стандартную формулу [46, 27, 32]:
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Где VOx1 и VOx2 — удельные скорости потребления 
кислорода при температурах Th1 и Th2 соответствен-
но.

Представленная формула (2) удобна для опре-
деления температурного коэффициента Q10Ox, 
поскольку имеющееся оборудование позволяло 
провести всего 3—10 измерений кислорода, по-
требляемого за все время эксперимента. Однако, 
поскольку для расчета Q10HR измерения HR и Th 
проводились каждую минуту в течение нескольких 
часов, мы получили обширный массив данных. Это 
позволило нам провести множественные расчеты 
значения Q10HR в течение всего периода отогрева-
ния животных. Поэтому, для определения значения 
Q10HR при температуре, зарегистрированной в мо-
мент времени i, мы предлагаем следующую эмпи-
рическую модификацию стандартной (2): 
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Где HR — частота сердечных сокращений через 15 
измерений после (i+15) или до (i-15) контрольного 
момента (i) при температурах Th(i+15) и Th(i-15) со-
ответственно. Расчеты по формуле (3) дают набор 
значений Q10HR для всего периода измерений. При 
этом, сдвиг между соседними значениями i (и соот-
ветствующими величинами Q10HR) составляет одну 
минуту, а интервал через ± 15 измерений соответ-

ствует получасовому периоду, при условии прове-
дения ежеминутных измерений. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Вычисления Q10HR

Эксперименты на сусликах. При расчете Q10HR по 
формуле (3) мы протестировали разные интервалы 
для i и пришли к выводу, что получасовой интер-
вал (i ± 15 измерений) является оптимальным. При 
меньших значениях полученные кривые выглядели 
очень зашумленными, а значительное увеличение 
интервала приводило к огрублению результатов. 
Поэтому мы отдали предпочтение получасовому 
интервалу для всех расчетов Q10HR, представленных 
в данной работе. Измерение частоты сердечных со-
кращений и ректальной температуры (Тb) у сусли-
ков начинались с 0℃ — 3°С (рис. 1a). Прогревание 
животных продолжалось около двух часов, что по-
зволяло сделать многочисленные измерения и про-
вести тщательный анализ динамики изменения ко-
эффициента Q10HR. 

При спровоцированном выходе сусликов из 
гибернации, в первые 40 мин после начала про-
буждения, при Тh ≤ 10℃, характерные значения 
Q10HR были высокими и достигали ~ 35–50 еди-
ниц (рис.  1а  и  2а). При дальнейшем повышении 
температуры, наблюдалось постепенное снижение 
Q10HR. В середине измерений, на 40–90 мин, что 
соответствовало интервалу температур Тh = 10℃ – 
35℃ (рис. 1а), значения Q10HR постепенно снижа-
лись до величин 1.1–1.2 (рис. 1а и 2а). 

Эксперименты на крысах. В наших эксперимен-
тах, охлаждение взрослых крыс до Tb ниже 16℃ 
приводило к их гибели. В начале согревания, у крыс 
Q10HR резко увеличивалось примерно с 2.0 до 11.0 
единиц (рис. 2b). Максимальное значение Q10HR 
наблюдалось при 18.5℃. Однако при дальнейшем 
повышении Th до 35℃, наблюдалось постепенное 
снижение Q10HR примерно до 1.7. 

Крысята переносили охлаждение тела лучше, 
чем взрослые. Известно, что в естественных усло-
виях в гнезде Tb крысят может опускаться до 25 ℃ 
при Ta = 13℃ [47]. В наших экспериментах, крысята 
показали хорошую выживаемость при охлаждении 
тела до 10℃. Установлено, что в начале согревания, 
при Th ~ 10℃, величина Q10HR достигала 50 единиц 
(рис. 2c), но постепенно снижалась при повыше-
нии температуры до Th = 27℃. Дальнейший рост Th 
у крысят был очень медленным, а полное восста-
новление Th длилось примерно 3 ч и выходило за 
временные рамки наших экспериментов. Следует 
также отметить, что в норме, средний показатель 
Tb у крысят был значительно ниже, чем у взрослых 
крыс, и не превышал 33℃ [48]. 
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Вычисления Q10Ox

У сусликов, при выходе из гибернации, кривая 
роста Th имела S-образную форму (рис. 1b). Анало-
гичным образом, увеличивалась также VOx в первые 
90 мин, в течение которых температура сердца до-
стигала комнатной температуры (Th = Ta = 20℃). В 
этот период происходило постепенное уменьшение 
Q10Ox от 5 — 7 до 1 (рис. 1b и 2a’). При дальнейшем 
росте температуры (Th > Ta) величина VOx парадок-
сальным образом уменьшалась (рис. 1b), что мож-
но охарактеризовать как инверсию температурной 
зависимости: уменьшение потребления кислорода 
с увеличением Tb. Вследствие инверсии, при темпе-
ратуре Tb выше 20℃ уровень Q10Ox опускался ниже 
1.0 (рис. 2 a’). 

В отличие от сусликов, при согревании взрослых 
крыс и крысят, коэффициент Q10Ox не зависел от 
температуры и был постоянным во всем изученном 
диапазоне Tb. Так, у взрослых крыс Q10Ox находил-
ся в пределах 2.0–2.1 (рис. 2b’) в том же диапазоне 
температур (20℃ — 32℃), в котором у сусликов на-
блюдалось снижение Q10Ox до значений 1.0 — 0.0. У 
крысят Q10Ox был близок к 1.2 во всем наблюдаемом 
диапазоне 8℃ — 35℃ (рис. 2c’).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В представленной работе мы провели сравни-

тельное исследование изменения температурно-
го коэффициента Q10 для двух физиологических 
параметров при выходе из гибернации у сусликов, 
являющихся природными гибернаторами, а так-
же при отогревании предварительно охлажденных 
взрослых крыс и крысят, которые не способны к 
гибернации в естественных условиях. Для вычис-
ления величины Q10Ox по формуле (2) мы измеряли 
объем потребляемого животными кислорода (Vox), 
а для вычисления величины Q10HR по формуле (3)
мы измеряли частоту сердечных сокращений (HR).

Необходимо отметить, что суслики, находящи-
еся в состоянии торпора, могут снижать темпера-
туру тела до околонулевых значений и находиться 
в этом состоянии в течение многих дней, тогда как 
лабораторные крысы погибают при охлаждении  
Tb < 16℃. Поскольку диапазон изменения Tb при 
согревании у сусликов был значительно больше, 
чем у крыс, стало возможным более детальное ис-
следование влияния температуры на исследуемые 
параметры. В наших экспериментах были исполь-
зованы также крысята раннего постнатального 
периода, что позволило расширить возможности 
исследования этих животных, поскольку крысята 
способны выдерживать более интенсивное охлаж-
дение, чем взрослые крысы, вплоть до 10℃ [49].

В наших экспериментах на сусликах было ис-
пользовано спровоцированное пробуждение за счет 
повышения внешней температуры. Таким образом, 
способ отогревания был единым для всех живот-
ных, поскольку в экспериментах на предварительно 
охлажденных взрослых крысах и крысятах, переме-
щение животных в теплое помещение для отогрева 
было строго необходимо. 

В представленном исследовании мы использо-
вали стандартная формула (2) для расчета Q10Ox и 
эмпирически модифицированная формула (3) для 
общего анализа Q10HR во всем диапазоне измене-
ний Tb. Использование модифицированной фор-
мулы было связано с тем, что стандартная формула 
позволяет вычислять величину Q10 только для од-
ной, произвольно выбранной точки, что следует из 
формулы. При этом, температурный диапазон для 
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Рис. 1. Избранные примеры экспериментов, показыва-
ющие связь коэффициентов Q10 с изменением темпе-
ратурных и физиологических показателей, полученных 
при пробуждении сусликов. (а) — Изменение во времени 
полученных в эксперименте параметров Th и HR, а также 
величин Q10HR, вычисленных с использованием (3). Приме-
чание: кривая Q10HR короче кривых Тh и HR, поскольку, в 
соответствии с (3), кривая Q10HR не включает первые и по-
следние 15 минут измерений. (b) — Изменение во времени 
полученных в эксперименте параметров Tb и VOx, а также 
величин Q10Ox вычисленных с использованием (2).
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вычислений также берется произвольно. При таком 
подходе невозможно получить объективную карти-
ну изменений этого параметра во всем диапазоне 
исследуемых температур. Применение модифици-

рованной формулы для расчета Q10HR было оправ-
данным, поскольку мы ежеминутно регистрировали 
частоту сердечных сокращений во время отогрева 
животных, продолжавшегося несколько часов, что 
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данные Q10Ox сусликов (a’) зависели от температуры: **** P < 0.0001. Зависимость от температуры наблюдалась также при 
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У взрослых крыс и крысят (b’ и c’) величины Q10Ox статистически не завесили от температуры: p < 0.05.
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позволяло получить большой массив данных. На-
против, в измерениях потребления кислорода, име-
ющееся у нас оборудование позволяло провести в 
ходе эксперимента лишь несколько измерений, что 
делало целесообразным использование стандартной 
формулы для расчета Q10Ox. Эксперименты на сус-
ликах показали, что в начальный период повыше-
ния температуры после гибернации наблюдались 
неожиданно высокие значения Q10Ox (рис. 1а, 2а’) и 
Q10HR (рис. 1b и 2а). У крысят аналогичное увеличе-
ние в ранние моменты согревания выявлено также в 
расчетах Q10HR (рис. 2с), но не Q10Ox (рис. 2c’).

Известно, что выход из гибернации происходит 
под контролем симпатоадреналовой системы, что 
способствует увеличению частоты сердечных со-
кращений, кровотока и артериального давления. 
Эти изменения наиболее выражены на начальных 
этапах согревания тела [50]. Как недавно было по-
казано, активация симпатической и депрессия па-
расимпатической нервной системы участвуют в по-
вышении частоты сердечных сокращений во время 
пробуждения [51, 52, 52]. В начальный период вы-
хода из гибернации животным необходимо удов-
летворить возросшие энергетические потребности. 
Поэтому, активируется сердечно-сосудистая систе-
ма и HR увеличивается [53, 33]. Повышение мета-
болической активности необходимо для энергети-
ческого обеспечения организма при согревании за 
счет различных физиологических процессов, таких 
как дрожательный и недрожательный термогенез 
[54, 55].

Повышенный уровень Q10Ox и Q10HR (рис. 2 a-c, c’)  
может быть связан с ускорением метаболизма и 
HR на фоне малых изменений Tb, наблюдающих-
ся в начале отогрева, и может указывать на физио-
логическую регуляцию метаболических процессов, 
направленную на скорейшее повышение темпера-
туры тела за счет активации теплопродукции. Упо-
мянутые высокие значения Q10, наблюдающиеся в 
начале отогрева, могут служить адаптивным меха-
низмом, облегчающим выход из гипотермии у ги-
бернирующих сусликов и у охлажденных крысят. 
Этот процесс существенно менее выражен у неа-
даптированных к гипотермии и неспособных гете-
ротермии взрослых крыс. 

Можно предположить, что у крысят раннего 
постнатального периода проявляется способность 
к гетеротермии, учитывая отмеченную выше луч-
шую выживаемость крысят при охлаждении по 
сравнению со взрослыми крысами, а также повы-
шенный уровень Q10HR в ранний период отогрева 
крысят и гибернирующих сусликов. Это согласу-
ется с высказанным ранее предположением, что у 
крысят нормальная температура Тb = 33°С (что на 
4°С ниже нормальной Тb у взрослых животных) не-
обходима для защиты их ЦНС от аноксии [48]

Известно, что виды, способные к гетеротермии, 
широко распространены в большинстве групп мле-
копитающих [31]. Следует упомянуть, что суслики 
и крысы близко родственны, поскольку относятся 
к отряду Rodentia. Однако, способность к гетеро-
термии или её отсутствие может наблюдаться даже 
у систематически близких видов. Например, бы-
ло известно, что мыши при определенных услови-
ях способны к гетеротермии, тогда как у взрослых 
крыс ее не наблюдалось [56]. Однако, недавно было 
обнаружено, что дикая австралийская кустарнико-
вая крыса Rattus fuscipes также обладает рудимен-
тарными способностями к гетеротермии [57]. 

ВЫВОДЫ
В большинстве публикаций приводятся приме-

ры усредненных данных о значении температур-
ного коэффициента Q10 при исследовании темпе-
ратурной зависимости биологических процессов, 
как у гибернирующих, так и у негибернирующих 
гомойотермных организмов. При использовании 
этого подхода моменты, когда изменения Tb были 
небольшими или нестабильными, например, на на-
чальном или конечном этапах охлаждения или со-
гревания, часто игнорировались как нерепрезента-
тивные. 

Основываясь на экспериментальных данных, 
полученных на животных разных видов и возрастов, 
мы предлагаем подход к полному определению Q10 
во всем диапазоне изменений Tb, который позво-
ляет нам анализировать эти “неудобные” области, 
где мы обнаружили необычно высокие или низкие 
коэффициенты Q10 по сравнению с теми, которые 
предсказываются теорией Вант Гоффа — Аррениу-
са. Такие значения не характерны для большинства 
химических процессов в неживой материи и могут 
рассматриваться как результат регуляции физиоло-
гических процессов у живых организмов. 

ВКЛАД АВТОРОВ
Идея работы и планирование эксперимента (Н.М.З.), 

сбор данных (Н.М.З., М.О.Х.), обработка данных 
(Ю.С.Т.), написание и редактирование манускрипта 
(Ю.С.Т., Н.М.З.).

БЛАГОДАРНОСТИ
Благодарим д.ф.-м.н. Людмилу Владимировну Яку-

шевич (ИБК РАН) за критический анализ статьи и по-
лезные рекомендации по ее совершенствованию.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Представленная работа выполнена в соответствии с 

Этическим кодексом Всемирной медицинской ассоциа-
ции (Хельсинкская декларация) Директива ЕС 2010/63/
EU для экспериментов на животных. Протоколы экс-



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 5       2024

ЗАХАРОВА и др.506

периментов одобрены Комиссией по биоэтике ИБК 
РАН (Идентификаторы: № 4/092021 от 08.09.2021 г. и 
05/092021 от 08.09.2021 г.). 

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ
Работа выполнена при поддержке Министерства на-

уки и высшего образования Российской Федерации в 
рамках Государственного задания Институту биофизики 
клетки РАН, 075-00609-24-01 и Институту теоретической 
и экспериментальной биофизики РАН, 075-00224-24-01.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-

ных конфликтов интересов, связанных с публикацией 
данной статьи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1.	 Tansey EA, Johnson CD (2015) Recent advances in ther-

moregulation. Adv Physiol Ed 39:139–148. 
https://doi.org/10.1152/advan.00126.2014

2.	 Horii Y, Shiina T, Shimizu Y (2018) The Mechanism 
Enabling Hibernation in Mammals. Adv Exp Med Biol 
1081:45–60. 
https://doi.org/10.1007/978-981-13-1244-1_3

3.	 Ivanov KP (2000) Physiological blocking of the mecha-
nisms of cold death: theoretical and experimental consid-
erations. J Thermal Biol 25:467–479. 
https://doi.org/10.1016/s0306-4565(00)00012-7

4.	 Carey HV, Andrews MT, Martin SL (2003) Mammalian 
Hibernation: Cellular and Molecular Responses to De-
pressed Metabolism and Low Temperature. Physiol Rev 
83:1153–1181. 
https://doi.org/10.1152/physrev.00008.2003

5.	 Ruf T, Geiser F (2014) Daily torpor and hibernation in 
birds and mammals. Biol Rev 90:891–926. 
https://doi.org/10.1111/brv.12137

6.	 Davidson JO, Wassink G, van den Heuij LG, Bennet L, 
Gunn AJ (2015) Therapeutic Hypothermia for Neona-
tal Hypoxic-Ischemic Encephalopathy — Where to from 
Here? Front Neurol 6:198. 
https://doi.org/10.3389/fneur.2015.00198

7.	 Han Z, Liu X, Luo Y, Ji Х (2015) Therapeutic hypother-
mia for stroke: Where to go? Experimental Neurology 
272:67–77. 
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2015.06.006

8.	 Huang F-Y, Huang B-T, Wang P-J, Zuo Z-L, Heng Y,  
Xia T-L, Gui Y-Y, Lv W-Y, Zhang C, Liao Y-B, Liu W,  
Chen M, Zhu Y (2015) The efficacy and safety of prehospi-
tal therapeutic hypothermia in patients with out-of-hos-
pital cardiac arrest: A systematic review and meta-analy-
sis. Resuscitation 96:170–179. 
https://doi.org/10.1016/j.resuscitation.2015.08.005

9.	 Otto KA (2015) Therapeutic hypothermia applicable to 
cardiac surgery. Vet Anaesth Analg 42:559–569. 
https://doi.org/10.1111/vaa.12299

10.	 Cerri M, Hitrec T, Luppi M, Amici R (2021) Be cool to be 
far: Exploiting hibernation for space exploration. Neuros-
ci Biobehav Rev 128:218–232. 
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2021.03.037

11.	 Choukèr (2018) Hibernating astronauts-science or fiction? 
Pflueg. Arch. Eur. J. Physiol.

12.	 Zakharova NM, Tarahovsky YS, Komelina NP, Fadeeva IS,  
Kovtun AL (2021) Long-term pharmacological torpor of 
rats with feedback-controlled drug administration. Life 
Sci Space Res 28:18–21. 
https://doi.org/10.1016/j.lssr.2020.11.002

13.	 Kornhall DK, Martens-Nielsen J (2016) The prehospital 
management of avalanche victims. J R Army Med Corps 
162:406–412. 
https://doi.org/10.1136/jramc-2015-000441

14.	 Sward DG, Bennett BL (2014) Wilderness medicine. World 
J Emerg Med 5:5–15. 
https://doi.org/10.5847/wjem.j.is
sn.1920-8642.2014.01.001

15.	 Alam HB (2012) Translational barriers and opportunities 
for emergency preservation and resuscitation in severe in-
juries. Br J Surg 99 Suppl 1:29–39. 
https://doi.org/10.1002/bjs.7756

16.	 Tarahovsky YS, Khrenov MO, Kovtun AL, Zakharova NM 
(2020) Comparison of natural and pharmacological hy-
pothermia in animals: Determination of activation energy 
of metabolism. Journal of Thermal Biology 92:102658. 
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2020.102658

17.	 Zakharova NM, Tarahovsky YS, Fadeeva IS, Zakharova 
NM (2019) A pharmacological composition for induction 
of a reversible torpor-like state and hypothermia in rats. 
Life Sci 219:190–198. 
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2019.01.023

18.	 Shimaoka H, Shiina T, Suzuki H, Horii Y, Horii K, Shimizu 
Y (2021) Successful induction of deep hypothermia by 
isoflurane anesthesia and cooling in a non-hibernator, the 
rat. J Physiol Sci 71:10. 
https://doi.org/10.1186/s12576-021-00794-1

19.	 Yang Y, Yuan J, Field RL, Ye D, Hu Z, Xu K, Xu L, Gong Y,  
Yue Y, Kravitz AV, Bruchas MR, Cui J, Brestoff JR,  
Chen H (2023) Induction of a torpor-like hypothermic 
and hypometabolic state in rodents by ultrasound. Nat 
Metab 5:789–803. 
https://doi.org/10.1038/s42255-023-00804-z

20.	 Bridwell RE, Willis GC, Gottlieb M, Koyfman A, Long B 
(2021) Decompensated hypothyroidism: A review for the 
emergency clinician. Am J Emerg Med 39:207–212. 
https://doi.org/10.1016/j.ajem.2020.09.062

21.	 Naito H, Nojima T, Fujisaki N, Tsukahara K, Yamamoto H,  
Yamada T, Aokage T, Yumoto T, Osako T, Nakao A (2020) 
Therapeutic strategies for ischemia reperfusion injury in 
emergency medicine. Acute Med Surg 7:e501. 
https://doi.org/10.1002/ams2.501

22.	 Zakharova NM, Tarahovsky YS, Komelina NP, Khrenov MO,  
Kovtun AL (2021) Pharmacological torpor prolongs rat 
survival in lethal normobaric hypoxia. J Thermal Biol 
98:102906. 
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2021.102906



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 5       2024

Сравнительное исследование температурного коэффициента... 507

23.	 Bejaoui M, Pantazi E, Folch-Puy E, Baptista PM, García-
Gil A, Adam R, Roselló-Catafau J (2015) Emerging con-
cepts in liver graft preservation. World J Gastroenterol 
21:396–407. 
https://doi.org/10.3748/wjg.v21.i2.396

24.	 Minor T, Paul A (2013) Hypothermic reconditioning 
in organ transplantation. Curr Opin Organ Transplant 
18:161–167. 
https://doi.org/10.1097/MOT.0b013e32835e29de

25.	 Søreide K (2014) Clinical and translational aspects of hy-
pothermia in major trauma patients: from pathophysiol-
ogy to prevention, prognosis and potential preservation. 
Injury 45:647–654. 
https://doi.org/10.1016/j.injury.2012.12.027

26.	 Soo E, Welch A, Marsh C, McKay D (2020) Molecular 
strategies used by hibernators: Potential therapeutic di-
rections for ischemia reperfusion injury and preservation 
of human donor organs. Transplantat Rev 34:100512. 
https://doi.org/10.1016/j.trre.2019.100512

27.	 Kang K (2016) Exceptionally high thermal sensitivity of 
rattlesnake TRPA1 correlates with peak current ampli-
tude. Biochim Biophys Acta 1858:318–325. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.12.011

28.	 Hiebert SM, Noveral J (2007) Are chicken embryos en-
dotherms or ectotherms? A laboratory exercise integrat-
ing concepts in thermoregulation and metabolism. Adv 
Physiol Educ 31:97–109. 
https://doi.org/10.1152/advan.00035.2006

29.	 Schmidt-Nielsen K (1990) Animal physiology: Adaptation 
and environment, 4th ed. Cambridge University Press, 
Cambridge, New York

30.	 Geiser F (2016) Conserving energy during hibernation. J 
Exp Biol 219:2086–2087. 
https://doi.org/10.1242/jeb.129171

31.	 Geiser F (2004) Metabolic Rate and Body Temperature 
Reduction During Hibernation and Daily Torpor. Ann 
Rev Physiol 66:239–274. 
https://doi.org/10.1146/annurev.physiol.66.032102.115105

32.	 Kampmann B, Bröde P (2019) Heat Acclimation Does 
Not Modify Q10 and Thermal Cardiac Reactivity. Front 
Physiol 10:1524. 
https://doi.org/10.3389/fphys.2019.01524

33.	 Currie SE, Noy K, Geiser F (2015) Passive rewarming from 
torpor in hibernating bats: minimizing metabolic costs 
and cardiac demands. Am J Physiol Regul Integr Comp 
Physiol 308:R34–41. 
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00341.2014

34.	 Bröde P, Kampmann B (2018) Accuracy of metabolic rate 
estimates from heart rate under heat stress—an empir-
ical validation study concerning ISO 8996. Ind Health 
57:615–620. 
https://doi.org/10.2486/indhealth.2018-0204

35.	 Kampmann B, Bröde P (2015) Metabolic costs of 
physiological heat stress responses — Q10 coefficients 
relating oxygen consumption to body temperature. 
Extrem Physiol Med 4:A103. 
https://doi.org/10.1186/2046-7648-4-S1-A103

36.	 Michenfelder JD, Milde JH (1991) The relationship among 
canine brain temperature, metabolism, and function during 
hypothermia. Anesthesiology 75:130–136. 
https://doi.org/10.1097/00000542-199107000-00021

37.	 Song X, Körtner G, Geiser F (1997) Thermal relations of 
metabolic rate reduction in a hibernating marsupial. Am J 
Physiol 273:R2097-104. 
https://doi.org/10.1152/ajpregu.1997.273.6.R2097

38.	 Liu B, Hui K, Qin F (2003) Thermodynamics of Heat 
Activation of Single Capsaicin Ion Channels VR1. 
Biophysical Journal 85:2988–3006.

39.	 Fohlmeister JF (2015) Voltage gating by molecular subunits 
of Na+ and K+ ion channels: higher-dimensional cubic 
kinetics, rate constants, and temperature. J Neurophysiol 
113:3759–3777. 
https://doi.org/10.1152/jn.00551.2014

40.	 Andjus RK, Smith AU (1954) Revival of hypothermic 
rats after arrest of circulation and respiration. J Physiol 
123:66P-67P.

41.	 Andjus RK, Smith AU (1955) Reanimation of adult rats 
from body temperatures between 0 and + 2 degrees C. J 
Physiol 128:446–472. 
https://doi.org/10.1113/jphysiol.1955.sp005318

42.	 Andjus RK, Dzakula Z, Markley JL, Macura S (2005) Brain 
energetics and tolerance to anoxia in deep hypothermia. 
Ann N Y Acad Sci 1048:10–35. 
https://doi.org/10.1196/annals.1342.003

43.	 Lomako VV, Shilo AV (2009) Effect of General Cooling 
on Rat Behaviour in "Open Field" Test. Probl Cryobiol 
19:421–430.

44.	 Bullard RW, Funkhouser GE (1962) Estimated regional 
blood flow by rubidium 86 distribution during arousal 
from hibernation. Am J Physiology-Legacy Content 
203:266–270. 
https://doi.org/10.1152/ajplegacy.1962.203.2.266

45.	 Zakharova NM (2014) Some features of body warming 
at provoked awakening of hibernating ground squirrels 
Spermophilus undulatus. Fundamental Res 6:1401–1405. 
(In Russ).

46.	 Mundim KC, Baraldi S, Machado HG, Vieira FMC (2020) 
Temperature coefficient (Q10) and its applications in 
biological systems: Beyond the Arrhenius theory. Ecol 
Model 431:109127. 
https://doi.org/10.1016/j.ecolmodel.2020.109127

47.	 Rogalska J, Caputa M (2005) Spontaneously reduced 
body temperature and gasping ability as a mechanism of 
extreme tolerance to asphyxia in neonatal rats. J Thermal 
Biol 30:360–369. 
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2005.02.003

48.	 Kletkiewicz H, Rogalska J, Nowakowska A (2016) Effects of 
body temperature on post-anoxic oxidative stress from the 
perspective of postnatal physiological adaptive processes 
in rats. J Physiol Pharmacol 67:287–299.

49.	 Geiser F, Currie SE, O'Shea KA, Hiebert SM (2014) Torpor 
and hypothermia: reversed hysteresis of metabolic rate 
and body temperature. Am J Physiol-Regul, Integrat 
Comparat Physiol 307:R1324-R1329. 
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00214.2014



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 5       2024

ЗАХАРОВА и др.508

50.	 Lyman CP, Williams JS, Malan A, Wang LCH (1984) 
Hibernation and torpor in mammals and birds. Academic 
Press, New York.

51.	 Zanetti F, Chen C-Y, Baker HA, Sugiura MH, Drew KL,  
Barati Z (2023) Cardiac Rhythms and Variation in 
Hibernating Arctic Ground Squirrels. Physiol Biochem 
Zool 96:167–176. 
https://doi.org/10.1086/724688

52.	 MacCannell ADV, Jackson EC, Mathers KE, Staples JF  
(2018) An improved method for detecting torpor entrance 
and arousal in a mammalian hibernator using heart rate 
data. J Exp Biol 221. 
https://doi.org/10.1242/jeb.174508

53.	 Milsom WK, Zimmer MB, Harris MB (1999) Regulation of 
cardiac rhythm in hibernating mammals. Com Biochem 
Physiol Part A: Mol & Integrat Physiol 124:383–391. 
https://doi.org/10.1016/s1095-6433(99)00130-0

54.	 Shinde AB, Song A, Wang QA (2021) Brown Adipose 
Tissue Heterogeneity, Energy Metabolism, and Beyond. 
Front Endocrinol 12:651763. 
https://doi.org/10.3389/fendo.2021.651763

55.	 Nedergaard J, Cannon B (2018) Brown adipose tissue as a 
heat-producing thermoeffector. 
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-444-63912-7.00009-6

56.	 Shimaoka H, Kawaguchi T, Morikawa K, Y Sano, K Nai-
tou, H Nakamori, T Shiina, Y Shimizu (2017) Induction 
of hibernation-like hypothermia by central activation of 
the A1 adenosine receptor in a non-hibernator, the rat. J 
Physiol Sci 68:425–430. 
https://doi.org/10.1007/s12576-017-0543-y

57.	 Nowack J, Turbill C (2022) Survivable hypothermia or 
torpor in a wild-living rat: rare insights broaden our un-
derstanding of endothermic physiology. J Comp Physiol 
B 192:183–192. 
https://doi.org/10.1007/s00360-021-01416-3

COMPARATIVE STUDY OF THE TEMPERATURE COEFFICIENT Q10  
OF HIBERNATING GROUND SQUIRRELS UROCITELLUS UNDULATUS  

AND COOLED RATS OF DIFFERENT AGES
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The temperature coefficients Q10 of heart rate (Q10HR) or oxygen consumption (Q10Ox) were analyzed during 
the arises from torpor of long-tailed ground squirrels Urocitellus undulatus, as well as during the rewarming 
of precooled adult rats and rat pups. The Q10Ox value was calculated using a standard equation, whereas for 
calculating Q10HR, the equation was empirically modified to track changes in this parameter over a wide range 
of body temperatures (Tb). It was found that during the initial period of rewarming from torpor, at Th ≤ 10 ℃, 
ground squirrels experienced a sharp increase in the temperature coefficients up to Q10HR = 40 – 50 and Q10Ox 
= 6 – 7. Even higher values of Q10HR > 100 were found at the beginning of rewarming of rat pups, although they 
had a low level of Q10Ox = 1.2. Adult rats could not withstand cooling below 16 ℃ and demonstrated moderate 
variability of both Q10HR = 2.0 – 4.0 and Q10Ox = 2.0 – 2.2. During the restoration of normal Tb, the Q10HR in all 
animals approached the level ~2.0 predicted by the Van't Hoff-Arrhenius rule for chemical reactions in both living 
and inanimate nature. We assume that high values of Q10HR and Q10Ox, detected in the early period of ground 
squirrel’s arousal from hibernation, may reveal the functioning of adaptive processes aimed at accelerating body 
warming. Resistance to cooling and high Q10HR coefficient in the rat pups may indicate rudimentary adaptability 
to hibernation in the juvenile period of rats, as representatives of the order Rodentia, which also includes natural 
hibernators such as ground squirrels.
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Большое ядро шва (БЯШ) является ключевой структурой эндогенной антиноцицептивной системы, в 
регуляции активности которой важную роль играют серотониновые 5-HT1A рецепторы. К реципиентам 
нисходящих проекций БЯШ относится каудальная вентролатеральная ретикулярная область продол-
говатого мозга (кВЛРО) — первый супраспинальный центр обработки висцеральных и соматических 
болевых сигналов. Известно, что кишечная патология вызывает в БЯШ устойчивые функциональные 
перестройки, ассоциированные с развитием висцеральной и соматической гипералгезий. Предполо-
жительно, следствием таких перестроек могут являться изменения в модулирующих влияниях БЯШ на 
ноцицептивную активность кВЛРО. Однако конкретные нейрональные и молекулярные механизмы, 
лежащие в основе таких влияний в норме, а также их изменения при патологии остаются неисследо-
ванными. Целью наших нейрофизиологических экспериментов на анестезированных взрослых самцах 
крыс Вистар являлось сравнительное изучение эффектов электростимуляции БЯШ на активность ней-
ронов кВЛРО, вызываемую висцеральным (колоректальное растяжение, КРР) и соматическим (сдавли-
вание хвоста) болевыми стимулами, в норме и после перенесенного кишечного воспаления (колита) с 
оценкой вклада в эти процессы супраспинальных 5-НТ1А рецепторов при их активации интрацеребро-
вентрикулярным введением буспирона. Показано, что БЯШ способно оказывать тормозное влияние 
как на неселективные, так и дифференцированные реакции нейронов кВЛРО на разные болевые сти-
мулы, вызывая ослабление возбуждающих и усиление тормозных нейрональных ответов на КРР при по-
давлении обоих типов реакций на сдавливание хвоста. Действие БЯШ на ноцицептивное возбуждение 
бульбарных нейронов усиливается после активации супраспинальных 5-НТ1А рецепторов буспироном. 
Установлено, что в постколитный период тормозные влияния БЯШ на разные популяции бульбарных 
нейронов существенно ослабевают, свидетельствуя о нарушении антиноцицептивной функции ядра. 
При этом нивелируется 5-НТ1А рецептор-зависимая компонента его нисходящих влияний. Выявлен-
ные изменения могут вносить вклад в супраспинальные механизмы патогенеза поствоспалительной 
абдоминальной боли и коморбидных ей соматических гипералгезий.

Ключевые слова: большое ядро шва, каудальная вентролатеральная ретикулярная область, нейрональная 
активность, 5-НТ1А рецепторы, абдоминальная ноцицепция, соматическая ноцицепция, постколит-
ный период.
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ВВЕДЕНИЕ
Большое ядро шва (БЯШ), расположенное в 

ростральной вентромедиальной области продол-
говатого мозга, является одной из ключевых серо-
тонинергических структур эндогенной антиноци-
цептивной системы и основной релейной станцией 
для модулирующих влияний на ноцицепцию вы-
шележащих стволовых и переднемозговых струк-
тур [1–4]. Это ядро получает болевую информацию 
от разных областей тела по спиноталамическому и 

спиноретикулярному трактам, либо через парабра-
хиальный комплекс моста [5–7] и, в свою очередь, 
формирует прямые и опосредованные нижележа-
щими структурами проекции на дорсальный рог 
спинного мозга [3, 8]. В экспериментальных иссле-
дованиях продемонстрированы антиноцицептив-
ные эффекты электрической, фармакологической 
и оптогенетической стимуляции БЯШ, проявля-
ющиеся в моделях как соматической [9–11], так и 
висцеральной боли [12, 13]. Их реализацию пре-
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имущественно связывают с непосредственным 
влиянием ядра на спинальную ноцицептивную 
трансмиссию [2, 4], подтверждением чему служит 
наблюдающееся при стимуляции БЯШ подавление 
реакций ноцицептивных нейронов спинного мозга 
на соматические и висцеральные болевые стимулы 
[14–16]. 

В то же время, одним из важных реципиентов 
нисходящих проекций БЯШ является каудальная 
вентролатеральная ретикулярная область продолго-
ватого мозга (кВЛРО) [17, 18], которая представляет 
собой первый церебральный центр обработки раз-
ного рода болевых сигналов, поступающих по не-
скольким параллельным спинальным путям, а также 
центр формирования адекватных им кардиоваску-
лярных и моторных реакций [2, 19, 20]. Установле-
но, что кВЛРО содержит специфические популяции 
ноцицептивных нейронов, которые дифференци-
рованным образом реагируют на висцеральные 
и соматические болевые воздействия [21, 22]. Эту 
структуру рассматривают в качестве важного звена 
супраспинального контроля болевой чувствитель-
ности, модуляция активности которого ростральной 
вентромедиальной областью продолговатого мозга 
и, в частности, БЯШ может вносить существенный 
вклад в адекватное функционирование эндогенной 
антиноцицептивной системы и нарушаться при раз-
витии хронических болевых синдромов [2, 23]. Од-
нако эффекты активации БЯШ на ноцицептивную 
активность нейронов кВЛРО, а также изменения в 
них, которые могут быть вызваны той или иной па-
тологией, остаются неисследованными.

В экспериментах на разных видах животных бы-
ло показано, что патология органов пищеваритель-
ного тракта сопровождается функциональными пе-
рестройками в БЯШ. В частности, у коз и грызунов 
с воспалительным или инфекционным поврежде-
нием толстой кишки в этой структуре были отме-
чены повышенные уровни продукции c-fos белков 
и провоспалительных цитокинов [24, 25], а также 
изменения возбуждающих и тормозных реакций 
её нейронов на висцеральное и соматическое боле-
вые раздражения [26]. Эти изменения в БЯШ были 
ассоциированы с повышенной висцеральной бо-
левой чувствительностью (гипералгезией) на пове-
денческом уровне [25, 26]. Согласно данным наших 
предыдущих исследований на крысах, вызванные 
кишечным воспалением перестройки в активности 
нейронов БЯШ с разными ноцицептивными вхо-
дами наблюдаются, как минимум, на протяжении 
месяца после разрешения органической патологии, 
свидетельствуя о развитии устойчивых изменений 
в возбудимости его различных клеточных популя-
ций [27]. Представляется разумным предположить, 
что одним из следствий таких перестроек, способ-
ствующим продемонстрированной ранее поствос-

палительный гипералгезии [28], могут являться 
изменения в модулирующих влияниях БЯШ на ни-
жележащие ноцицептивные структуры, в частно-
сти, на кВЛРО, которая в условиях текущей кишеч-
ной патологии и после нее проявляет повышенную 
реактивность к висцеральным и соматическим бо-
левым стимулам [21, 28, 29]. Между тем, конкрет-
ные экспериментальные факты, подтверждающие 
или опровергающие это предположение, на дан-
ный момент времени отсутствуют.

Хорошо известно, что важную роль в регуляции 
функциональной активности БЯШ и его антиноци-
цептивных влияний играют серотониновые 5-HT1A 
рецепторы. Эти метаботропные рецепторы, связан-
ные с ингибиторным Gi/Go белком, в значительном 
количестве экспрессируются в БЯШ [30, 31], обеспе-
чивая тормозное действие своего лиганда на локаль-
ные серотонин-синтезирующие нейроны и взаимо-
действующие с ними несеротониновые, в частности, 
глутамат- и ГАМКергические клетки [31–33]. Уста-
новлено, что 5-HT1А-зависимые механизмы вов-
лечены в реализацию нисходящих влияний БЯШ 
на соматическую болевую чувствительность [34, 35] 
и, в частности, в эффекты его стимуляции на спи-
нальные ноцицептивные нейроны [36, 37]. При этом 
обнаружено, что экспрессия 5-HT1A рецепторов в 
БЯШ и на спинальном уровне [31, 38], а также их 
вклад в указанные выше процессы [34–36] могут из-
меняться при соматической патологии. В свою оче-
редь, как показали наши недавние исследования, 
висцеральная ноцицептивная нейротрансмиссия в 
кВЛРО также находится под 5-НТ1А рецептор-за-
висимым контролем, который претерпевает изме-
нения после перенесенного кишечного воспаления 
[28, 39]. Предположительно, определенную роль в 
контроле ноцицептивной активности кВЛРО мо-
гут играть нисходящие проекции со стороны БЯШ, 
регулируемые 5-НТ1А рецепторами этого ядра и/
или таковыми, экспрессируемыми в кВЛРО [40, 41]. 
Однако участие 5-НТ1А-зависимых механизмов в 
модулирующих влияниях БЯШ на висцеральную 
и соматическую болевую трансмиссию на уровне 
кВЛРО и их возможные изменения после перене-
сенной висцеральной патологии еще никем не было 
исследовано. 

На основании изложенного выше, целью прове-
денных нами нейрофизиологических эксперимен-
тов на анестезированных крысах являлось сравни-
тельное изучение эффектов стимуляции БЯШ на 
активность нейронов кВЛРО, вызываемую вис-
церальными и соматическими болевыми стимула-
ми, в отсутствие патологии и после перенесенного 
кишечного воспаления (колита) с оценкой вклада 
в эти процессы супраспинальных 5-НТ1А рецепто-
ров при их активации интрацеребровентрикуляр-
ным введением 5-НТ1А агониста буспирона.
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крыс Вистар с исходной массой тела 270–350 г (воз-
раст 2–3 месяца). Животные получены из Коллек-
ции лабораторных млекопитающих разной таксоно-
мической принадлежности Института физиологии 
им. И.П. Павлова РАН, были выращены и содержа-
лись в стандартных условиях вивария (12 ч день/12 ч 
ночь, свободный доступ к пище и воде). После до-
ставки в лабораторию крыс содержали в сходных ус-
ловиях, позволив им адаптироваться в течение как 
минимум 3 дней до начала исследования. 

Животные были случайным образом разделе-
ны на две группы: здоровый контроль (47 крыс) и 
подвергнутые кишечному воспалению (45 особей). 
Крысам второй группы после 16-часовой пищевой 
депривации с неограниченным доступом к воде 
инициировали колит по методу Дж. Морриса с со-
авторами [42]. Для этого с помощью приемов, под-
робно описанных ранее [21, 28, 43], через инсули-
новый шприц с 7-сантиметровым полиэтиленовым 
катетером в ободочную кишку трансректально вво-
дили 20 мг пикрилсульфониевой кислоты (TNBS, 
Sigma-Aldrich, США), растворенных в 0.25 мл 50% 
раствора этанола. После процедуры крыс содержа-
ли по 3–5 особей в клетке в стандартных условиях 
со свободным доступом к пище и воде. Животных 
забирали в эксперимент через 30–49 дней после 
инъекции, когда они переставали демонстриро-
вать внешние признаки колита (размягченный или 
жидкий стул, плохой аппетит, потеря веса).

В день проведения нейрофизиологического экс-
перимента животное из контрольной или экспери-
ментальной группы после 16-часового голодания 
внутрибрюшинно анестезировали смесью уретана 
(800 мг/кг; Sigma-Aldrich, США) и альфа-хлора-
лозы (60 мг/кг; Sigma-Aldrich, США). Дальнейшие 
хирургические процедуры были аналогичны опи-
санным ранее [27, 43, 44]. Вкратце, после дости-
жения хирургического уровня анестезии устанав-
ливали катетеры в бедренные артерию и вену (для 
мониторинга артериального давления и внутри-
венных инъекций), затем производили трахеосто-
мию (для облегчения дыхания). Голову животного, 
закрепленную в стереотаксическом приборе RWD 
68026 (RWD Life Science Co., Китай), наклоняли 
под углом 30° к горизонтальной плоскости. Рассе-
кали мягкие ткани дорсальной поверхности шеи и 
удаляли нижнюю часть затылочной кости с подле-
жащей твердой мозговой оболочкой, чем обеспе-
чивали доступ к каудальной части продолговатого 
мозга, содержащей кВЛРО. Ткань мозга смачивали 
теплым физиологическим раствором. Для электро-
стимуляции БЯШ просверливали отверстие в зоне 
его проекции на межтеменную кость черепа соглас-
но стандартному атласу мозга крысы [45]. Через от-

верстие в пределах стереотаксических координат 
левой части ядра (9.7–11.5 мм каудальнее брегмы, 
0.0–0.5 мм латеральнее средней линии, 9.9–10.4 мм 
от поверхности мозга) погружали монополярный 
вольфрамовый стимулирующий электрод в лаковой 
изоляции (диметр кончика 2 мкм, сопротивление 
80 кОм). Стальной индифферентный электрод за-
крепляли в правой височной мышце. Для экспери-
ментов с интрацеребровентрикулярным введением 
буспирона или физраствора в черепе дополнитель-
но в соотвествии с данными атласа мозга крысы [45] 
просверливали небольшое отверстие над левым бо-
ковым желудочком мозга, через которое стереотак-
сически погружали иглу шприца Гамильтона (1.2 мм  
каудальнее брегмы, 2.0 мм латеральнее средней ли-
нии, глубина 4.0 мм от поверхности коры).

Внеклеточную регистрацию активности нейро-
нов кВЛРО осуществляли с использованием воль-
фрамовых микроэлектродов в лаковой изоляции (ди-
аметр кончика 1 мкм, сопротивление 0.98–1.1 МОм;  
World Precision Instruments, США). Электроды по-
гружали в левую кВЛРО с помощью электронного 
микроманипулятора (MD842, Siskiyou Corporation, 
США) в пределах области, локализованной 
0.8–1.5 мм ростральнее задвижки и 1.8–2.1 мм  
латеральнее средней линии на глубине 2.6–3.6 мм 
от дорсальной поверхности продолговатого моз-
га. Стальной игольчатый индифферентный элек-
трод помещали в контралатеральную затылочную 
мышцу. Отводимые регистрирующим микроэлек-
тродом сигналы усиливали и фильтровали в ди-
апазоне частот 400–5000 Гц с помощью DAM 80 
(World Precision Instruments, США). После преоб-
разования аналого-цифровым интерфейсом CED 
Power1401-3 (Cambridge Electronic Design, Велико-
британия) на частоте 20 кГц, сигналы передавали в 
персональный компьютер с программным обеспе-
чением Spike 2 (Cambridge Electronic Design, Вели-
кобритания) для отображения, предварительной 
обработки в режиме реального времени и последу-
ющего сохранения. 

Помимо нейрональной активности, в програм-
ме Spike 2 в режиме реального времени отображал-
ся уровень системного артериального давления 
(АД), которое регистрировалось через канюлю в 
бедренной артерии с помощью датчика давления 
(MLT844, ADInstruments Inc., США) и мостового 
усилителя (FE221, ADInstruments, США), переда-
ющего сигналы аналого-цифровому интерфейсу 
CED Power1401-3. Стабильный уровень АД при от-
сутствии экспериментальных воздействий служил 
показателем адекватности анестезии. При суще-
ственных колебаниях или повышении этого пока-
зателя внутривенно вводили дополнительное ко-
личество анестезирующей смеси. Температуру тела 
животного во время эксперимента контролировали 
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ректально и поддерживали на уровне 37.4–38.0°С с 
использованием использованием подогревающей 
пластины и водяного термостата (U-10, Германия). 

Электростимуляцию БЯШ осуществляли пря-
моугольными импульсами тока отрицательной по-
лярности амплитудой 0.5–2.0 В и длительностью 
0.2 мс, которые предъявляли с частотой 50 Гц в те-
чение 3 с при помощи стимулятора Isostim A320 
(World Precision Instruments, США), управляемо-
го компьютером посредством программы Spike 2. 
Параметры стимуляции были выбраны исходя из 
данных исследований, свидетельствующих о спо-
собности электрораздражения БЯШ со сходными 
характеристиками оказывать антиноцицептивный 
эффект на анестезированных и бодрствующих жи-
вотных [12, 13–15, 37, 46, 47].

Висцеральная болевая стимуляция представляла 
собой колоректальное растяжение, которое произ-
водили посредством раздувания воздухом (до дав-
ления 80 мм рт. ст.) резинового баллона длиной 7 см.  
Последний вводили трансректально и присоединя-
ли через Y-образный разъем к электрическому воз-
душному насосу (ДС-09, Висма-Планар, Беларусь) 
и к сфингоманометру. В качестве соматического 
болевого раздражения применяли контролируемое 
алгезиметром BIO-RP-R (Bioseb SAS, Франция) 
сдавливание основания хвоста животного сенсор-
ным пинцетом с нагрузкой 650–900 г. Отчетливо 
видимые изменения уровня системного артериаль-
ного давления, вызываемые применяемыми сти-
мулами, служили индикатором их ноцицептивного 
действия.

В первой серии экспериментов на 26 здоровых 
крысах и 24 животных, перенесших колит, были из-
учены ноцицептивные реакции нейронов кВЛРО 
до и после электростимуляции БЯШ. Для каждого 
регистрируемого нейрона оценивали его исходные 
ответы на висцеральное и затем (с интервалом не 
менее 3 мин) — на соматическое болевые раздраже-
ния. В каждом случае запись осуществляли на 3-ми-
нутном интервале: 60 с до стимуляции (фоновый 
показатель), 60 с во время болевого воздействия и 
60 с после него. Далее эти же реакции нейрона по-
очередно (с интервалом не менее 3 мин) оценивали 
в условиях электростимуляции БЯШ. При этом в 
каждом случае текущую фоновую активность реги-
стрировали в течение 57 с, затем применяли 3-се-
кундную стимуляцию БЯШ и сразу после её окон-
чания проводили 60-секундное висцеральное или 
соматическое воздействие с последующим 60-се-
кундным постстимульным периодом. У одного жи-
вотного нейрональную активность кВЛРО подоб-
ным образом регистрировали в 3–5 разных точках 
локализации регистрирующего электрода, отстоя-
щих друг от друга не менее, чем на 150 мкм. 

Во второй серии экспериментов, выполненных 
на 21 здоровой крысе и 21 животном, перенесшем 
колит, были изучены эффекты электростимуляции 
БЯШ на реакции нейронов кВЛРО, вызываемые 
висцеральными и соматическими болевыми стиму-
лами после введения 5-НТ1А агониста буспирона 
или физиологического раствора (в качестве контро-
ля) в левый латеральный желудочек мозга. Как здо-
ровые, так и перенесшие воспаление крысы были 
случайным образом разделены на три равные под-
группы (по 7 особей в каждой), которые в интраце-
ребровентрикулярной инъекции объемом 0.3 мкл  
получили 0.3 мкг буспирона, 1 мкг последнего или 
только его растворитель физраствор, соответствен-
но. Количества буспирона были выбраны на осно-
вании анальгетического действия его эквивалент-
ных количеств при интрацеребровентрикулярном 
введении у бодрствующих грызунов в моделях со-
матической боли [48]. У всех животных нейрональ-
ные эффекты электростимуляции БЯШ оценивали 
до инъекции, а также через 5, 15, 30, 45 и 60 мин 
после введения буспирона или физиологического 
раствора. В каждый момент времени поочередно (с 
интервалом не менее 3 мин) производили 3-минут-
ные записи с реакциями нейронов кВЛРО на вис-
церальное или соматическое болевое воздействия 
после 3-секундной активации БЯШ, которые осу-
ществлялись аналогично описанным в первой се-
рии экспериментов. 

В обеих экспериментальных сериях после за-
вершения процедуры регистрации животное под-
вергали эвтаназии внутривенным введением трех-
кратной дозы анестезирующей смеси, после чего 
выполняли электролитическое разрушение ткани 
мозга пропусканием через регистрирующий и сти-
мулирующий электрод постоянного тока отрица-
тельной полярности (0.5–1.2 мА; 40 секунд). Мозг 
извлекали и фиксировали в 10% растворе парафор-
мальдегида. Локализацию мест регистрации произ-
водили на срезах мозга толщиной 40 мкм, обрабо-
танных по методу Ниссля, с помощью атласа мозга 
крысы [45]. По завершении каждого опыта у здоро-
вых крыс и животных, перенесших колит, был осу-
ществлен забор фрагмента толстой кишки длиной 
8 см от ануса для визуального анализа и последую-
щего гистологического окрашивания эозином и ге-
матоксилином с целью исключения активного ки-
шечного воспаления. 

В процессе последующего оффлайн анализа в 
программе Spike 2 (Cambridge Electronic Design, 
Великобритания) из полученных в разных экспе-
риментах записей выделяли импульсные последо-
вательности для отдельных нейронов кВЛРО. Как 
правило, удавалось выделить активность 3–5 ней-
ронов. Исходно для каждой изолированной по ам-
плитуде и форме последовательности спайков рас-
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считывали среднюю частоту разрядов в периоды 
до (фоновый уровень), во время болевого воздей-
ствия и после стимуляции. Нейрон считали реаги-
рующим на применяемые болевые стимулы, если 
частота его разрядов во время раздражения изме-
нялась от фонового значения не менее чем на 15%. 
Для оценки модулирующего влияния БЯШ, реак-
цию нейрона на то или иное болевое раздражение, 
зарегистрированную после электростимуляции 
БЯШ, выражали в процентах от исходного ответа. 
Для оценки влияния на нейрональные эффекты 
БЯШ интрацеребровентрикулярного введения раз-
ных количеств буспирона или физиологического 
раствора, амплитуду ноцицептивного ответа, про-
демонстрированного нейроном после стимуляции 
БЯШ, оценивали до и в разные моменты времени 
после конкретной инъекции. 

Статистическую обработку, сравнение и графи-
ческое представление результатов, полученных в 
разных условиях и на разных группах животных, 
производили в программах Origin 2017 (OriginLab, 
США) и IBM SPSS Statistics v. 21.0 (IBM Corp., США). 
В связи с выявленным тестом Шапиро–Вилка от-
клонением анализируемых выборок от нормаль-
ного распределения, их статистические сравнения 
выполняли с использованием непараметрических 
методов. Для внутригрупповых сравнений приме-
няли тест Фридмана и парный тест Вилкоксона, 
для сравнений между группами использовали те-
сты Крускала-Уоллиса и Манна–Уитни–Вилкок-
сона. Эффекты влияния и взаимодействия разных 
экспериментальных факторов оценивали с помо-
щью смешанной модели дисперсионного анализа 
(ANOVA) на рангах с апостериорным анализом, 
применяющим поправку Бонферрони для множе-
ственных сравнений. Данные выражены в виде ме-
дианы с межквартильным размахом (Me [Q1; Q3]). 
Для оценки различий между группами по частотам 
проявления тех или иных нейрональных реакций 
применяли тест хи-квадрат. Различия считали ста-
тистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Во всех экспериментах на здоровых крысах и 

животных, перенесших колит, зарегистрированные 
ноцицептивные нейроны кВЛРО были локализова-
ны между двойным и латеральным ретикулярными 
ядрами в области, расположенной на 0.8–1.3 мм ро-
стральнее задвижки (рис. 1a). Кончик стимулирую-
щего электрода во всех экспериментах был локали-
зован в левой части БЯШ на уровне 10.5–11.2 мм  
каудальнее брегмы (рис. 1b).

При висцеральном и соматическом болевых 
раздражениях изученные нейроны продолговато-
го мозга могли демонстрировать избирательноe 

возбуждение в ответ на один из стимулов и тор-
можение или отсутствие реакции на другой, либо 
реагировать усилением активности на оба боле-
вых воздействия (рис. 2). По особенностям ноци-
цептивных ответов они были разделены на нейро-
ны висцерального, соматического и общего типа. 

Эффекты стимуляции большого ядра шва  
на бульбарные ноцицептивные нейроны  

в отсутствие патологии и после перенесенного 
кишечного воспаления

В группе здорового контроля было изучено 139 
ноцицептивных нейронов кВЛРО, из которых 44 
клетки (31.7%) были отнесены к висцеральному, 39 
(28.0%) нейронов — к соматическому и 56 (40.3%) 
клеток — к общему типам. Тест Краскела‒Уоллиса 
выявил различия между частотами фоновой актив-
ности этих нейронов (p = 0.03, KW = 7.3). Нейроны 
висцерального типа обладали наибольшей частотой 
фоновых разрядов, которая существенно превыша-
ла таковую у соматических ноцицептивных клеток 
(p = 0.03, U = 248, тест Манна–Уитни–Вилкоксо-
на), но была сопоставима с фоновой активностью 
нейронов общего типа (p = 0.27, U = 185; табл. 1). 
При этом реакция возбуждения висцеральных но-
цицептивных клеток в ответ на болевое растяжение 
кишки была менее выражена, чем сходная реакция 
нейронов соматической группы на сдавливание 
хвоста (p < 0.001, U = 388, тест Манна–Уитни–Вил-
коксона). Нейроны общего типа также характери-
зовались более сильной реакцией на соматические 
болевые стимулы, чем на висцеральные (p < 0.001, 
парный тест Вилкоксона; табл. 1). 

Предварительная электростимуляция БЯШ мог-
ла вызывать ослабление возбуждающих реакций 
нейронов кВЛРО на болевые стимулы, усиление их 
тормозных ноцицептивных ответов, либо подавле-
ние последних (рис. 3). Эти эффекты зависели от 
принадлежности нейронов к тому или иному типу 
(эффект типа нейронов, p < 0.001, F2,690 = 8.16, сме-
шанная модель ANOVA), а также от вида болевого 
раздражения (эффект стимула, p < 0.001, F1,690 = 18.24).  
У висцеральных ноцицептивных нейронов стиму-
ляция БЯШ приводила к уменьшению их возбужда-
ющих реакций на кишечное растяжение (p < 0.001, 
парный тест Вилкоксона), но вызывала инверсию 
их тормозного ответа на соматический стимул в воз-
буждающий (p < 0.001; рис. 4a, b). У нейронов сома-
тического типа влияния БЯШ проявлялись в уси-
лении тормозных нейрональных ответов на КРР  
(p < 0.001) и подавлении возбуждающих реакций на 
сдавливание хвоста (p < 0.001; рис. 4c, d). В свою оче-
редь, общие ноцицептивные нейроны после акти-
вации БЯШ демонстрировали сниженный уровень 
возбуждения при обоих видах болевых раздражений 
(в обоих случаях, p < 0.001; рис. 4e, f).
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У крыс, перенесших колит, в кВЛРО был зареги-
стрирован 171 ноцицептивный нейрон. Соотноше-
ние нейронов, отнесенных к разным типам, было со-
поставимо с таковым у здоровых животных (p = 0.15,  
Chi-square = 3.8, тест хи-квадрат), составляя 60 
(35.1%) висцеральных, 32 (18.7%) соматических и 79 
(46.2%) общих ноцицептивных клеток. Частота фо-
новой активности нейронов разного типа по срав-
нению с таковой в группе здорового контроля так-
же существенно не отличалась (для всех сравнений, 
p = 0.45‒0.92, U = 157.0‒499.5, тест Манна–Уитни–
Вилкоксона; табл. 1). Однако были отмечены изме-
нения в их ноцицептивной активности и эффектах 
на последнюю БЯШ. Анализ ноцицептивной ак-
тивности нейронов кВЛРО с помощью смешанной 
модели ANOVA выявил эффекты на неё группы жи-
вотных (p = 0.04, F1,345 = 4.12) и взаимодействия фак-
торов группа × тип нейронов (p = 0.02, F5,211 = 5.82). 
При анализе влияний БЯШ были выявлены эф-
фекты взаимодействия факторов группа живот-

ных × тип нейронов (p < 0.01, F5,690  =  6.17), груп-
па × стимул (p = 0.012, F3,690 = 6.35) и группа × тип 
нейронов × стимул (p < 0.001, F11,690  = 7.47).

В постколитный период возбуждающие реак-
ции нейронов висцерального типа на КРР были со-
поставимы с такими же реакциями при отсутствии 
патологии (p = 0.10, U = 1067, тест Манна–Уитни–
Вилкоксона), но уменьшились тормозные ответы на 
сдавливание хвоста (p < 0.01, U = 920; табл. 1). В этих 
условиях было отмечено ослабление тормозного 
эффекта электростимуляции БЯШ на нейрональ-
ное возбуждение при растяжении кишки (p < 0.001,  
U = 769.5, тест Манна–Уитни–Вилкоксона; рис. 4a) 
и менее выраженный, чем в нормальных условиях, 
инверсивный эффект активации ядра на вызывае-
мое соматической стимуляцией нейрональное тор-
можение (p < 0.01, U = 847; рис. 4b).

У соматических ноцицептивных нейронов по-
сле колита усугублялись тормозные ответы на КРР 
(по сравнению с таковыми в группе здорового кон-
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Рис. 1. Локализация мест регистрации нейронов в каудальной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого 
мозга у здоровых (темные символы) и перенесших колит (светлые символы) крыс (a) и зона электрической стимуляции 
большого ядра шва у всех животных (b). На (a), каждый символ соответствует локализации нескольких изученных нейро-
нов. Схемы срезов адаптированы из стандартного атласа мозга крысы [45].
Обозначения на (a): Amb — двойное ядро, Cu — клиновидное ядро, ECu — внешнее клиновидное ядро, Gi — гигантокле-
точное ретикулярное ядро, IRt — промежуточное ретикулярное ядро, LRt — латеральное ретикулярное ядро, ml — меди-
альный лемниск, mlf — медиальный продольный пучок, PCRt — мелкоклеточное ретикулярное ядро, PMn — парамедиан-
ное ретикулярное ядро, py — пирамидный тракт, sol — одиночный тракт, Sol — ядро одиночного тракта, sp5 — спинальный 
тройничный тракт, Sp5I — интерполярная часть спинального ядра тройничного нерва, XII — ядро подъязычного нерва. 
Обозначения на (b): 4V — IV желудочек мозга, DPGi — дорсальное парагигантоклеточное ядро, g7 — колено лицевого 
нерва, Gi — гигантоклеточное ретикулярное ядро, GiA — часть альфа гигантоклеточного ретикулярного ядра, IRt — про-
межуточное ретикулярное ядро, LPGi — латеральное парагигантоклеточное ядро, ml — медиальный лемниск, mlf — меди-
альный продольный пучок, MVe — медиальное вестибулярное ядро, PPy — парапирамидное ядро, Pr — препозитное ядро, 
py — пирамидный тракт, RMg — большое ядро шва, RPa — бледное ядро шва, ts — покрышечно-спинномозговой путь.
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троля, p = 0.02, U = 417.5, тест Манна–Уитни–Вил-
коксона), но оставались неизмененными возбуж-
дающие ответы на сдавливание хвоста (p = 0.47, 
U = 561.5; табл. 1). Это сопровождалось ослаблени-
ем потенциирующего эффекта БЯШ на вызывае-

мый висцеральной стимуляцией тормозный ответ 
(p < 0.01, U = 395; рис. 4c) и уменьшением подавля-
ющего влияния ядра на нейрональное возбуждение 
при соматическом болевом раздражении (p = 0.046, 
U = 450.5; рис. 4d). 
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Рис. 2. Примеры реакций нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого мозга, отно-
сящихся к висцеральному (a, b), соматическому (c, d) и общему (e, f) ноцицептивным типам, на болевые колоректальное 
растяжение (colorectal distension) и сдавливание хвоста (squeezing of the tail). На (a — f), в верхней части — нативные записи 
импульсной активности, в нижней части — соответствующие частотные гистограммы с бином в 1 с. По оси абсцисс — 
время в секундах, по оси ординат — частота разрядов (spikes/s). Горизонтальные отрезки — время действия раздражений.

Таблица 1. Фоновая активность и реакции на болевые колоректальное растяжение (КРР) и сдавливание хвоста 
(Хвост), демонстрируемые нейронами каудальной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого мозга 
у крыс из группы здорового контроля и у животных, перенесших колит

Тип нейронов Кол-во
Фоновая 

активность
(имп/с)

Ноцицептивный ответ (% от уровня фоновой активности)

КРР Хвост

Здоровый контроль
Висцеральн. 44 2.4 [1.4; 5.9] 28.7 [18.8; 56.4] – 4.9 [– 15.8; 3.1] 
Соматич. 39 1.5 [0.7; 3.2] ∆ 6.5 [– 2.9; 9.9] 74.9 [35.6; 110.2] 
Общий 56 1.9 [0.6; 3.7] 32.7 [22.2; 56.5] 55.9 [37.0; 119.1] ▲▲▲

После колита
Висцеральн. 60 2.7 [1.4; 6.1] 33.5 [24.3; 60.9] 4.3 [– 10.6; 9.5] **
Соматич. 32 1.4 [0.8; 3.8] ∆ 0.7 [– 6.0; 5.6] * 65.3 [29.6; 109.9] 
Общий 79 2.6 [0.9; 5.6] 59.5 [27.6; 103.1] ** 71.7 [32.1; 150.2] ▲▲▲

Примечание: Данные представлены как медиана с межквартильными интервалами (Me [Q1; Q3]). Значимые различия:  
∆ — p < 0.05, по сравнению с соответствующим показателем у нейронов висцерального типа (тест Манна–Уитни–Вил-
коксона); ▲▲▲ — p < 0.001, по сравнению с ответом на КРР у нейронов общего типа (парный тест Вилкоксона); * — p < 0.05, 
** — p < 0.01, по сравнению с соответствующим показателем в группе контроля (тест Манна–Уитни–Вилкоксона).
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Общие ноцицептивные нейроны кВЛРО в пост-
колитный период демонстрировали усиленные по 
сравнению с таковыми в группе здорового кон-
троля возбуждающие реакции на КРР (p  <  0.01, 
U = 1574.5, тест Манна–Уитни–Вилкоксона)  
при статистически сопоставимых ответах на сдавли-
вание хвоста (p = 0.29, U = 2120.5; табл. 1). При этом 
наблюдалось существенное ослабление тормозных 
эффектов стимуляции БЯШ как на висцеральную 
(p < 0.01, U = 1543; рис. 4e), так и соматическую но-
цицептивную активность этих нейронов (p = 0.03, 
U = 1765; рис. 4f).

Эффекты фармакологической активации 
супраспинальных 5-НТ1А серотониновых 

рецепторов на модулирующие влияния большого 
ядра шва при отсутствии патологии и в 

постколитный период
В этих экспериментах внимание было сосре-

доточено на эффектах стимуляции БЯШ, адресо-
ванным нейронам кВЛРО, относящимся к общей 
ноцицептивной группе, т.е. демонстрирующим 

возбуждение как в ответ на раздражение кишки, 
так и на сдавливание хвоста. У здоровых крыс в 
общей сложности было зарегистрировано 69 та-
ких нейронов, у перенесших колит животных — 67 
клеток. В каждом случае распределение нейронов 
по группам, подвергнутым интрацеребровентрику-
лярному введению физиологического раствора (в 
качестве контроля) или разных количеств агониста 
5-НТ1А буспирона, отражено на рисунке 5.

В группе здорового контроля инъекции буспи-
рона не оказывали существенного влияния на фо-
новую активность изученных нейронов кВЛРО ни 
в дозе 0.3 мкг (p = 0.14, Fr = 8.30, тест Фридмана), 
ни в количестве 1 мкг (p = 0.43, Fr = 4.89). Меньшая 
доза 5-НТ1А агониста также не вызывала значимых 
изменений в реакциях нейронов на КРР (p = 0.94, 
Fr = 1.26) и сдавливание хвоста (p = 0.87, Fr = 1.87). 
После введения 1 мкг буспирона наблюдалось вы-
явленное тестом Фридмана уменьшение реакций 
бульбарных нейронов на висцеральное (p < 0.01, 
Fr = 18.59) и соматическое (p = 0.03, Fr = 12.46) бо-
левые воздействия, которое, однако, не подтвер-
дилось парным тестом Вилкоксона, а также крите-
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Рис. 3. Примеры возбуждающей (a, b) и тормозных (c — f) реакций ноцицептивных нейронов каудальной вентролатераль-
ной ретикулярной области продолговатого мозга на болевые колоректальное растяжение (CRD) и сдавливание хвоста (ST) 
исходно (a, c, e) и после электростимуляции большого ядра шва (b, d, f). На (a — f), в верхней части — нативные записи, 
ниже — соответствующие частотные гистограммы с бином в 1 с. По оси абсцисс — время в секундах, по оси ординат — 
частота разрядов (spikes/s). Горизонтальные отрезки — время действия болевых раздражений. Стрелка — электрическая 
стимуляция большого ядра шва (RMg).
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Рис. 4. Амплитуда реакций нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной области продолговатого мозга, отно-
сящихся к висцеральному (a, b), соматическому (c, d) и общему (e, f) ноцицептивным типам, на болевые колоректальное 
растяжение (CRD) и сдавливание хвоста (Tail) исходно (CRD или Tail) и после предварительной электрической стимуляции 
большого ядра шва (RMg+CRD или RMg+Tail) у здоровых (Control) и перенесших колит (Postcolitis) крыс. По оси ординат —  
реакция в % от уровня фоновой активности. На (a — f), верхняя и нижняя границы каждого прямоугольника — первый и 
третий квартили (25-й и 75-й процентили соответственно), горизонтальная линия внутри — медиана (50-й процентиль), кон-
цы отрезков — 10-й и 90-й процентили, ромбы — индивидуальные значения в выборке. Значимые различия по сравнению 
с соответствующим значением до электростимуляции: # — р < 0.05, ## — р < 0.01, ### — p < 0.001, парный тест Вилкоксона. 
Значимые различия по сравнению с соответствующим значением в группе контроля: * — р < 0.05, ** — р < 0.01, *** — р < 0.001, 
тест Манна-Уитни-Вилкоксона.
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рием Манна–Уитни–Вилкоксона при сравнении с 
группой контроля.

Между тем, анализ с помощью смешанной моде-
ли ANOVA выявил существенный эффект внутри-
мозговых инъекций на модуляцию ноцицептивных 
нейронов продолговатого мозга, вызываемую сти-
муляцией БЯШ (p < 0.001, F2,211 = 8.32). Действитель-
но, введение разного количества буспирона усили-
вало тормозные влияния БЯШ на ноцицептивные 
реакции нейронов кВЛРО. В отношении влияния 
БЯШ на нейрональные ответы, вызываемые вис-
церальной стимуляцией, этот эффект проявлялся 
при действии как 0.3 мкг (p = 0.03, Fr = 11.77), так 
и 1 мкг 5-НТ1А агониста (p < 0.001, Fr = 24.07). Од-
нако только эффект второй дозы был значимым по 
отношению к контрольной инъекции физраствора 
с 15-ой минуты и до конца эксперимента (для всех 
сравнений: p = 0.014–0.035, U = 84–96, тест Ман-
на–Уитни–Вилкоксона; рис. 5a). Также только в 
количестве 1 мкг буспирон существенно усиливал 
тормозный эффект БЯШ на возбуждение нейро-
нов кВЛРО в ответ на сдавливание хвоста (p < 0.01, 
Fr = 19.94, тест Фридмана). Это проявлялось с 5-ой 
по 30-ю минуты эксперимента и в этот период было 
значимым по отношению к действию физраствора 
(для всех сравнений: p = 0.01–0.04, U = 19–44, тест 
Манна–Уитни–Вилкоксона; рис. 5c). 

В постколитный период интрацеребровентрику-
лярно введенный буспирон по данным теста Фрид-
мана не оказывал влияния на фоновую активность 
ноцицептивных нейронов кВЛРО в количестве 1 мкг  
(p = 0.94, Fr = 1.24), но вызывал её усиление в до-
зе 0.3 мкг (p < 0.01, Fr = 15.7). Однако этот эффект 
был значим по отношению к таковому физраство-
ра лишь на 5-й (p = 0.02, U = 20, тест Манна–Уит-
ни–Вилкоксона) и 15-ой (p = 0.03, U = 23) минутах 
после введения. При этом не было выявлено суще-
ственных влияний препарата в обеих дозах на отве-
ты нейронов на висцеральную (для 0.3 мкг: p = 0.09, 
Fr = 9.37; для 1 мкг: p = 0.73, Fr = 2.82) и соматиче-
скую (p = 0.08, Fr = 9.90 и p = 0.40, Fr = 5.09) боле-
вые стимуляции. 

Между тем, анализ с помощью смешанной модели 
ANOVA выявил существенный эффект группы жи-
вотных (p < 0.001, F1,211 = 11.83), а также эффект взаи-
модействия факторов группа × инъекция (p < 0.001, 
F5,211 = 6.73) на бульбарные влияния БЯШ. В отличии 
от действия в группе здорового контроля, после ко-
лита обе дозы внутримозгового буспирона не были 
способны существенно изменить влияние БЯШ на 
ноцицептивную активность нейронов кВЛРО как во 
время КРР (для 0.3 мкг: p = 0.13, Fr = 8.62; для 1 мкг: 
p = 0.23, Fr = 6.85, тест Фридамана; рис.  5b), так и 
при сдавливании хвоста (p = 0.14, Fr = 8.33 и p = 0.48, 
Fr = 4.48; рис. 5d), свидетельствуя об ослаблении 
вклада 5-НТ1А рецептор-зависимых механизмов в 
исследуемые процессы. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные в работе данные свидетельствуют, 

что БЯШ оказывает модулирующие влияния на раз-
ные популяции ноцицептивных нейронов кВЛРО, 
демонстрирующих неселективные или дифферен-
цированные реакции на висцеральное (колорек-
тальное растяжение) и соматическое (сдавливание 
хвоста) болевые воздействия. При этом в разных 
типах ноцицептивных нейронов эффектами ак-
тивации БЯШ являются ослабление возбуждения 
и усиление торможения в ответ на висцеральное 
болевое воздействие при параллельном подавле-
нии обоих типов нейрональных реакций на сома-
тический болевой стимул, что в целом может ле-
жать в основе нисходящих антиноцицептивных 
влияний данного ядра шва. Как установлено, тор-
мозные влияния БЯШ на вызываемое висцераль-
ными и соматическими болевыми воздействиями 
возбуждение нейронов кВЛРО усиливается по-
сле интрацеребровентрикулярного введения бу-
спирона, указывая на вовлечение 5-НТ1А рецеп-
тор-зависимых механизмов. Впервые показано, 
что после перенесенного кишечного воспаления 
(колита) наблюдается уменьшение эффектов БЯШ 
как на возбуждающую, так и тормозную висце-
ральную и соматическую болевые нейротрансмис-
сии в каудальном продолговатом мозге, что может 
свидетельствовать об общем ослаблении антино-
цицептивной функции этой структуры в поствос-
палительный период. В этих условиях попытка мо-
дулировать нисходящие тормозные влияния БЯШ 
на ноцицептивные нейроны кВЛРО посредством 
фармакологической активации супраспинальных 
5-НТ1А рецепторов является неэффективной, 
предполагая уменьшение вклада последних в ис-
следуемые процессы. 

Представленные сведения о существовании по-
пуляций нейронов кВЛРО с неселективными и диф-
ференцированными реакциями на висцеральное и 
соматическое болевые воздействия согласуются с 
результатами нашего предыдущего исследования 
[21], а также данными других авторов, обнаружив-
ших в этой области сходные по свойствам группы 
ноцицептивных клеток [22, 49]. В отличие от оди-
наково реагирующих на разные виды боли нейро-
нов, клетки кВЛРО с дифференцированными от-
ветами могут обеспечивать селективный контроль 
висцеральных и соматических ноцицептивных по-
токов на первом уровне их супраспинальной обра-
ботки и быть вовлечены в инициацию характерных 
для разных видов боли кардиоваскулярных и ре-
спираторных реакций, специфика которых была 
показана нами ранее [21]. По избирательным ре-
акциям возбуждения мы обозначили эти нейроны 
как висцеральные и соматические ноцицептивные. 
Выявленные в представленном исследовании раз-
личия фоновой импульсации таких нейронов под-
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тверждают их принадлежность к функционально 
различным популяциям.

Нами были выявлены некоторые особенности 
влияний БЯШ на разные типы ноцицептивных 
нейронов кВЛРО, которые могут указывать на воз-
можные различия в обеспечивающих такие вли-
яния механизмах. Так электростимуляция БЯШ 
подавляла возбуждение неселективных (общих) 
нейронов, вызываемое как висцеральным, так и 
соматическим болевыми раздражениями, что мо-
жет свидетельствовать в пользу непосредственно-
го тормозного действия исследуемого ядра шва на 
данную популяцию ноцицептивных клеток и/или 
вход к ним от конвергентных (общих для разных ви-
дов боли) спинальных ноцицептивных нейронов. В 

то же время следствием вызываемой тормозными 
проекциями БЯШ гиперполяризации мембраны 
селективных соматических ноцицептивных ней-
ронов может быть отмеченное нами уменьшение 
их возбуждающих реакций на сдавливание хвоста 
и усиление торможения при КРР. В свою очередь, 
наблюдавшееся после активации БЯШ ослабле-
ние не только возбуждающего висцерального, но и 
тормозного соматического входов к висцеральным 
ноцицептивным нейронам может быть объяснено 
пресинаптическим подавлением обоих видов аф-
ферентов. При этом мы не можем исключить, что 
частично этот эффект БЯШ может быть следстви-
ем его непосредственного тормозного влияния на 
спинальные ноцицептивные нейроны [14–16], сре-
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Рис. 5. Эффекты электрической стимуляции большого ядра шва на возбуждение нейронов каудальной вентролатеральной 
ретикулярной области продолговатого мозга, вызванное болевыми колоректальным растяжением (CRD) и сдавливанием 
хвоста (ST), после интрацеребровентрикулярного введения агониста 5-HT1A рецепторов буспирона в количествах 0.3 и 
1 мкг у здоровых (a, c) и перенесших колит (b, d) крыс. По оси абсцисс — время до (0) и после инъекции в мин. По оси 
ординат — реакция в % от уровня фоновой активности. На (a — d), верхний и нижний углы каждого ромба — первый и 
третий квартили (25-й и 75-й процентили соответственно), горизонтальная линия внутри — медиана (50-й процентиль), 
концы отрезков — 10-й и 90-й процентили. Значимые изменения по сравнению с соответствующим исходным уровнем: # 
р < 0.05, ## р < 0.01 и ### p < 0.001, парный тест Вилкоксона. Значимые различия по сравнению с инъекцией физиологиче-
ского раствора: * р < 0.05, тест Манна–Уитни–Вилкоксона. Значимость изменений дана с учетом поправки Бонферрони.
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ди которых обнаружены клетки, которые противо-
положным образом реагируют на висцеральные и 
соматические болевые стимулы [50, 51]. 

Продемонстрированные эффекты стимуляции 
БЯШ на нейроны кВЛРО могут реализоваться че-
рез его прямые проекции на данную область [17, 
18]. Конкретные нейрохимические характеристики 
этих проекций в настоящее время остаются неяс-
ными. Между тем, показано, что основными ней-
ромедиаторами в нисходящих тормозных (антино-
цицептивных) путях БЯШ являются серотонин и 
ГАМК [52–54]. Предполагается также вовлечение 
энкефалин-, глицин- и норадренергических меха-
низмов [46, 53–55]. При этом установлено, что как 
фоновая, так и ноцицептивная активность нейро-
нов кВЛРО уменьшается при активации 5-НТ1А, 
5-НТ4 серотониновых рецепторов [39, 56] и  
α2-адренорецепторов [2]. Также известно, что ре-
активные к боли нейроны кВЛРО экспрессируют 
ГАМКB и μ-опиоидные рецепторы [57]. Эти дан-
ные позволяют предполагать, что продемонстри-
рованное нами тормозное действие БЯШ на ноци-
цептивные нейроны кВЛРО может реализоваться с 
участием его серотонин-, ГАМК-, норадреналин- 
и/или опиоидергических проекций. Вполне воз-
можно, что могут быть различия в нейрохимиче-
ской организации проекций БЯШ к разным типам 
ноцицептивных нейронов, которые нуждаются в 
специальном исследовании. 

Как показали наши эксперименты, антиноци-
цептивные влияния БЯШ на нейроны каудального 
продолговатого мозга, по крайней мере частично, 
обеспечиваются 5-НТ1А рецептор-зависимыми 
механизмами. Известно, что этот подтип серото-
ниновых рецепторов в значительном количестве 
экспрессируется как самими серотонин-синтези-
рующими, так и несеротониновыми, в частности, 
ГАМКергическими клетками БЯШ [31, 33]. На 
этом основании выделяют 5-НТ1А ауто- и гете-
рорецепторы, первые из которых, как установле-
но, активируются малыми, а вторые — более вы-
сокими количествами их агониста буспирона [58]. 
Поэтому выявленное в наших экспериментах об-
легчающее действие более высокой дозы этого ин-
трацеребровентрикулярно введенного препарата 
на антиноцицептивные влияния БЯШ может быть 
связано с преимущественной активацией тормоз-
ных 5-НТ1А гетерорецепторов на ГАМКергиче-
ских интернейронах этого ядра, и, как следствие, 
ослабления ингибирующего влияния последних 
на соседние серотонин- и ГАМК-синтезирующие 
клетки, в том числе, формирующие нисходящие 
антиноцицептивные пути к кВЛРО [33, 59, 60]. 
В определенной мере продемонстрированный на-
ми эффект буспирона также может быть объяснен 
его стимулирующим действием на 5-НТ1А-рецеп-
торы, которые экспрессируются непосредствен-
но в кВЛРО [40, 41] и, как мы установили ранее,  

способствуют угнетению фоновой и ноцицептив-
ной активности нейронов этой области [28, 39]. Од-
нако тот факт, что в нынешнем исследовании после 
интрацеребровентрикулярной инъекции 5-НТ1А- 
агониста мы не наблюдали значительных измене-
ний в показателях фоновой и вызванной нейро-
нальных активностях в кВЛРО как таковых, по-
зволяет предполагать преимущественное действие 
препарата на уровне БЯШ. 

Мы не можем исключить, что в наших экспе-
риментах интрацеребровентрикулярно введенный 
буспирон, помимо действия на супраспинальные 
5-НТ1А, мог проявлять свои свойства связываться 
с 5-HT2 рецепторами и выступать в качестве анта-
гониста дофаминовых D2 ауторецепторов [61]. При 
этом активация 5-НТ2 рецепторов, действительно, 
могла способствовать наблюдавшемуся после вве-
дения препарата усилению антиноцицептивного 
эффекта стимуляции БЯШ, поскольку ранее был 
установлен существенный вклад рецепторов дан-
ного подтипа в реализацию нисходящих тормозных 
влияний этой структуры [62]. Однако значительно 
более низкая аффинность буспирона к 5-НТ2 ре-
цепторам по сравнению с таковой к рецепторам 
5-НТ1А [61] позволяет полагать, что выявленный 
нами эффект препарата является преимуществен-
но 5-НТ1А рецептор-зависимым. В свою очередь, 
антагонистическое влияние буспирона на D2 ре-
цепторы вряд ли может быть вовлечено в этот про-
цесс, поскольку продемонстрировано, что непо-
средственное действие D2 антагонистов на область 
БЯШ не оказывает влияние на процессы модуляции 
им болевой чувствительности, что в значительной 
мере объясняется отсутствием дофаминергических 
проекций к данной области [63, 64]. Кроме того, 
известно, что снижение функциональной активно-
сти D2 рецепторов в дофаминергических структу-
рах мозга способствует не усилению, а ослаблению 
антиноцицептивных механизмов [65].

Мы впервые продемонстрировали, что след-
ствием перенесенного кишечного воспаления (ко-
лита) является ослабление влияний БЯШ на но-
цицептивные нейроны кВЛРО разного типа, что 
может свидетельствовать об общем нарушении 
его функций в нисходящем антиноцицептивном 
контроле. Одной из причин может являться ранее 
обнаруженное нами в постколитный период на-
растание тормозных ноцицептивных нейрональ-
ных процессов в БЯШ [27]. Усиленное торможение 
нейронов БЯШ при болевых кишечном и кожном 
воздействиях также показаны другими авторами 
при остром воспалительном повреждении толстой 
кишки [26]. Возникшее при развитии органиче-
ской патологии и сохранившееся после её разре-
шения локальное нейрональное торможение могло 
препятствовать активации БЯШ и его нисходящих 
антиноцицептивных проекций на кВЛРО в наших 
экспериментах. 
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В основе постколитного нарастания тормозных 
процессов в БЯШ предположительно может лежать 
усиление в нем серотонинергической нейротранс-
миссии. Последнее было показано при воспале-
нии соматических тканей и периферической ней-
ропатии [66, 67]. Если кишечное воспаление также 
способно вызвать в БЯШ повышение уровня ло-
кального синтеза серотонина, то мы можем ожи-
дать усиления 5-HT1A рецептор-опосредуемого 
тормозного действия этого нейромедиатора как на 
сами серотонинергические, так и несеротонино-
вые клетки этого ядра [33, 59], приводящего к об-
щему снижению его нейрональной возбудимости 
и нисходящих тормозных влияний. Мы также не 
можем исключать вовлечение в этот процесс вну-
триядерных ГАМКергических механизмов [59, 60], 
повышенную активность которых связывают с по-
давлением антиноцицептивной функции БЯШ 
[68]. Помимо перестроек в самом ядре, определен-
ный вклад в ослабление его влияний на кВЛРО мо-
гут вносить показанные нами постколитные изме-
нения в ноцицептивной активности нейронов этой 
области [28], потенциально способные изменить их 
реактивность к нисходящему торможению. 

В свою очередь, показанная нами в постколит-
ный период неэффективность интрацеребровен-
трикулярного введения 5-НТ1А-агониста буспиро-
на, свидетельствует об утрате супраспинальными 
5-НТ1А рецепторами их позитивного вклада в анти-
ноцицептивные эффекты стимуляции БЯШ в этих 
условиях. Возможной причиной могут являться 
вызванные перенесенной органической патологи-
ей изменения в соотношении 5-НТ1А ауто- и гете-
рорецепторов в исследуемом ядре шва. Косвенным 
подтверждением могут служить имеющиеся данные 
об увеличении в БЯШ количества локализованных 
на серотониновых клетках 5-НТ1А ауторецепто-
ров после воспаления соматических тканей [31]. 
В случае аналогичного превалирования 5-НТ1А 
ауторецепторов в постколитный период, стиму-
ляция буспироном меньших по числу 5-НТ1А ге-
терорецепторов на локальных ГАМКергических 
интернейронах будет недостаточной для растор-
маживания клеток БЯШ, формирующих нисходя-
щие тормозные пути к кВЛРО, и не сможет преодо-
леть ауторецептор-опосредованное подавление его 
серотонинергических проекционных нейронов. 
Следствием этого может быть наблюдавшаяся нами 
у постколитных животных потеря 5-НТ1А-агони-
стом исходно присущей ему способности усиливать 
антиноцицептивные влияния БЯШ. Насколько эти 
предположения справедливы, должны показать 
дальнейшие исследования.

Таким образом, проведенные нами эксперимен-
ты продемонстрировали, что большое ядро шва 
способно оказывать тормозное действие на ноци-
цептивную активность как селективных, так и не-
избирательных к разным видам боли нейронов кау-

дальной вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга, что в целом может приводит 
к уменьшению уровня активации этой области при 
поступлении висцеральных и соматических бо-
левых сигналов, т. е. способствовать нисходяще-
му антиноцицептивному контролю. Показан по-
зитивный вклад в эти процессы супраспинальных 
5-НТ1А рецептор-зависимых механизмов. Уста-
новлено, что антиноцицептивные влияния боль-
шого ядра шва на разные популяции бульбарных 
ноцицептивных нейронов существенно ослабева-
ют после перенесенного кишечного воспаления 
(колита), свидетельствуя о нарушении антиноци-
цептивных функции этой структуры. При этом ни-
велируется 5-НТ1А рецептор-опосредуемая ком-
понента таких влияний. Выявленные перестройки 
могут вносить вклад в супраспинальные механиз-
мы патогенеза поствоспалительной абдоминаль-
ной боли и ассоциированных с ней соматических 
гипералгезий. Дальнейшие исследования нейрохи-
мических и молекулярных основ таких перестроек 
будут способствовать разработке более эффектив-
ных методов лечения указанных состояний.
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EFFECTS OF THE NUCLEUS RAPHE MAGNUS STIMULATION  
ON NOCICEPTIVE NEURONS OF THE RAT CAUDAL  

VENTROLATERAL MEDULLA IN NORMAL CONDITIONS AND AFTER 
INTESTINAL INFLAMMATION

B. M. Sushkevicha,  I. B. Sivachenkoa and O. A. Lyubashinaa, #

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

The nucleus raphe magnus (RMg) is a key structure of the endogenous antinociceptive system, the activity of which 
is regulated by serotonin 5-HT1A receptors. A recipient of the RMg descending projections is the caudal ventro-
lateral medulla (cVLM) - the first supraspinal center for processing visceral and somatic pain signals. Intestinal pa-
thology is known to cause persistent functional alterations in the RMg, which are associated with the development 
of visceral and somatic hyperalgesia. Presumably, a consequence of the alterations may be changes in the RMg 
modulating effects on cVLM nociceptive activity. However, the specific neuronal and molecular mechanisms 
underlying such influence in normal conditions, as well as their changes in pathology remain unexplored. The aim 
of our neurophysiological experiments performed in anesthetized adult male Wistar rats was to compare the effects 
of RMg electrical stimulation on the activity of cVLM neurons evoked by visceral (colorectal distension, CRD) 
and somatic (tail squeezing) pain stimulations that occur in normal conditions and after intestinal inflammation 
(colitis), with an assessment of the contribution to these processes of the supraspinal 5-HT1A receptor activation 
with intracerebroventricular buspirone. It has been shown that RMg can exert an inhibitory effect on both non-se-
lective and differential responses of the cVLM neurons to diverse pain stimuli, causing a weakening of excitatory 
neuronal ractions and an increase in inhibitory responses to CRD while inhibiting both types of reactions to tail 
squeezing. The RMg-evoked suppression of nociceptive excitation in the caudal medullary neurons is enhanced 
under activation of supraspinal 5-HT1A receptors by buspirone. It has been established that in postcolitis period 
the RMg inhibitory action on different populations of cVLM neurons are significantly diminished, indicating an 
impairment of the nucleus’ antinociceptive function. In these conditions, the RMg descending influence loses its 
5-HT1A receptor-dependent component. The changes described may contribute to the supraspinal mechanisms 
underlying pathogenesis of post-inflammatory abdominal pain and comorbid somatic hyperalgesia.

Keywords: nucleus raphe magnus, caudal ventrolateral medulla, neuronal activity, 5-HT1A receptors, visceral 
nociception, somatic nociception, postcolitis period
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Дыхание гипербарическим кислородом (ГБО2) вызывает генерализованные тонические и клонические 
судороги, механизмы возникновения которых недостаточно изучены. Целью настоящей работы яв-
лялось исследование механизмов вовлечения моноаминоксидазы (МАО) в развитие гипербарических 
кислородных судорог. У крыс, находящихся в барокамере под давлением кислорода 5 АТА, анализиро-
вали судорожные реакции после введения пиразидола — ингибитора МАО-А и паргилина — ингиби-
тора МАО-Б. Исследования показали снижение активности МАО-изоформ в ГБО2, а также задержку 
развития судорог у животных при ингибировании МАО-А и МАО-Б. Уровень ГАМК в мозге понижался 
при ГБО2, а ингибирование МАО-Б с помощью паргилина предотвращало снижение содержания тор-
мозного медиатора. Полученные результаты свидетельствуют о том, что МАО-изоформы играют важ-
ную роль в регулировании эпилептогенеза при экстремальной гипероксии. Гипербарический кислород, 
ингибируя каталитическую активность МАО путем трансформации ее молекулярной структуры, приво-
дит к нарушению регуляции обмена моноаминовых нейротрансмиттеров и понижению уровня ГАМК в 
мозге, что в совокупности ведет к дисбалансу процессов возбуждения/торможения в ЦНС, лежащему в 
основе патогенеза кислородной эпилепсии. 

Ключевые слова: гипербарический кислород, судороги, адренергическая система мозга, моноаминокси-
даза, пиразидол, паргилин
DOI: 10.31857/S0044452924050069, EDN: XPEPWU

ВВЕДЕНИЕ
Дыхание кислородом под давлением (гиперба-

рический кислород, ГБО2) используется в оксиге-
нобаротерапии для лечения многих заболеваний, а 
также акванавтами и водолазами для выполнения 
различных экономических и военных задач. Не-
смотря на относительную безопасность, использо-
вание сжатого кислорода сопряжено с риском его 
токсического действия на ЦНС, которое проявля-
ется в виде эпилептиформных паттернов на элек-
троэнцефалограмме (ЭЭГ) и тонико-клонических 
моторных судорог, напоминающих генерализован-
ный эпилептический припадок. Многолетние ис-
следования судорожной активности мозга в ГБО2, 
получившей название «кислородная эпилепсия» 
[1], до сих пор не привели к пониманию ее патоге-
неза. Одним из признаков развития гипероксиче-
ских судорог является высокая активность перифе-

рического отдела симпатической нервной системы, 
которая сопровождается острой гипертензией с на-
рушением сердечной и легочной функций [2–4]. 
Гиперактивность симпатической нервной системы 
в ГБО2 предшествует появлению судорог, что допу-
скает их причинно-следственную связь. Адреноре-
цепторы головного мозга, как часть центральной 
адренергической системы, причастны в гиперак-
тивации симпатической нервной системы и влия-
ют на развитие гипербарических кислородных су-
дорог. Доказательством этому служит тот факт, что 
введение в мозговой желудочек крысы неселектив-
ных и селективных антагонистов α- и β-норадрено-
рецепторов (пропранолол, атенолол, фентоламин 
и празозин), модифицирует сердечно-сосудистые 
реакции, а пропранолол, кроме того, эффективно 
предотвращает развитие судорожного синдрома, 
увеличивая более чем в 2 раза латентный период 
появления гипероксических судорог [4–5]. Сово-

mailto:osa72@inbox.ru


ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 5       2024

МЕХАНИЗМЫ ВОВЛЕЧЕНИЯ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ... 527

купность представленных данных позволяет вы-
сказать предположение об участии норадренерги-
ческой системы в развитии судорожной активности 
мозга при дыхании гипербарическим кислородом.

Ключевая роль в функционировании норадре-
нергической передачи в мозге принадлежит моноа-
миноксидазе (МАО), которая осуществляет катабо-
лизм моноаминовых нейромедиаторов посредством 
их окислительного дезаминирования. МАО под-
держивает постоянство концентраций эндогенных 
моноаминов синаптической передачи в головном 
мозге. Локализованная в митохондриях, МАО су-
ществует в двух функциональных формах: МАО-А и 
МАО-Б. По своему строению обе изоформы белка 
сходны между собой, их аминокислотные последо-
вательности совпадают примерно на 70%. Оба типа 
МАО в большом количестве найдены в нейронах 
и глиальных клетках головного мозга. Изоформы 
МАО различаются по своим функциям, каждая из 
них проявляет преимущественное сродство к суб-
стратам и специфичность к ингибиторам [6–7]. По 
отношению к биогенным аминам, МАО-А предпоч-
тительно метаболизирует серотонин, норадреналин 
и адреналин, тогда как МАО-Б преимущественно 
дезаминирует фенилэтиламин. Дофамин рассма-
тривается как смешанный субстрат, который окис-
ляется с помощью МАО-А в мозге крыс, но с участи-
ем МАО-Б в мозге человека [8].

Предположение о причастности МАО к  
ГБО2-опосредованным судорогам высказывалась 
ранее и при этом рассматривались три потенци-
альных механизма вовлечения фермента в развитие 
судорожного процесса. Согласно этим гипотетиче-
ским механизмам, МАО вовлекается в развитие ги-
пероксических судорог за счет: (а) повышения со-
держания в мозге перекиси водорода, являющейся 
конечным продуктом дезаминирования моноами-
новых нейромедиаторов и обладающей просудо-
рожным действием [9]; (б) МАО-опосредованных 
изменений уровня катехоламинов в мозге, приводя-
щих к нарушениями нервной передачи, проявляю-
щейся в активации периферического и центрально-
го отделов адренергической системы в ГБО2 [4, 10];  
(в) влияния МАО на метаболизм ГАМК [11–12]. 
Все названные механизмы вовлечения МАО в раз-
витие ГБО2-опосредованных судорог обосновыва-
лись косвенными данными и их валидность до сих 
пор остается недоказанной. 

Целью настоящей работы являлся эксперимен-
тальный анализ трех вышеизложенных потенци-
альных механизмов вовлечения МАО в развитие 
гипероксических судорог. В рамках поставленной 
цели оценивали каталитическую активность двух 
изоформ МАО при введении пиразидола и парги-
лина, а также динамику мозговой ГАМК у живот-
ных в барокамере под давлением 5 АТА. Пирази-

дол (пирлиндол) является селективным обратимым 
ингибитором МАО-А. Активность этой изоформы 
фермента восстанавливается в течение нескольких 
часов после использования ингибитора. Пиразидол 
ингибирует активность МАО-А и блокирует пути 
метаболического разрушения нейромедиаторов но-
радренергической системы мозга, что препятствует 
нормальной терминации их медиаторного действия 
и ведет к возрастанию функциональной активно-
сти симпатоадреналовой системы [13]. Паргилин 
является необратимым селективным ингибитором 
МАО-Б (IC50 для МАО-А составляет 0.01152 мк-
моль/л, а для МАО-Б — 0.00820 мкмоль/л). МАО-Б 
преимущественно дезаминирует фенилэтиламин, 
но принимает также участие в окислительном де-
заминировании катехоламинов, таких, как нора-
дреналин и дофамин, в пресинаптических нервных 
окончаниях. Ингибируя катаболизм этих биоген-
ных аминов в головном мозге, паргилин увеличи-
вает их синаптическую концентрацию и связыва-
ние с постсинаптическими рецепторами. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В опытах использовали крыс линии Wistar мас-

сой 265–295 г, закупленных в питомнике лабора-
торных животных «Рапполово» (Всеволожский 
район, Ленинградская область). 

Эксперименты выполнены на бодрствующих и 
наркотизированных животных в барокамере, за-
полненной кислородом под давлением 5 АТА (ат-
мосфер абсолютных). В первой серии опытов ис-
пользовали интактных (не оперированных) крыс, 
которым за 30 мин до компрессии кислородом 
вводили внутрибрюшинно физиологический рас-
твор (контрольная группа), пиразидол (Фармстан-
дарт-Лексредства, Москва, Россия) в дозе 10, 25, 
100 мг/кг или паргилин (Pargyline hydrochloride, Sig-
ma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) в дозе 25 мг/кг.  
Препараты растворяли в физиологическом раство-
ре и вводили в объеме 1.0 мл на животное. Через 
30 мин после инъекции крыс помещали в кисло-
родную барокамеру объемом 100 литров по четыре 
животных в каждом опыте. Повышение давления 
кислорода в камере до 5 АТА в опытах осуществля-
ли со скоростью 1 АТА/мин. Температуру в камере 
поддерживали в пределах 23–25°С, влажность око-
ло 60%, содержание СО2 не превышало 0.05%. Экс-
позиция крыс в ГБО2 продолжалась до появления 
выраженных тонических или клонических судорог, 
а при их отсутствии — максимально до 90 мин. 

У интактных животных после 4-минутной де-
компрессии извлекали головной мозг, согласно 
утвержденному протоколу, выделяли теменную 
кору, стриатум и гипоталамус, в которых измеря-
ли активность моноаминоксидазы. Для этого ис-
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пользовали фрагменты митохондриальных мем-
бран каждого из трех отделов головного мозга 
крыс, частично очищенных от балластного белка 
посредством их экстракции в 0.0075 М калий-фос-
фатном буфере, рН = 7.4. Содержание белка в фер-
ментных препаратах определяли по методу Лоури 
[14]. Активность МАО определяли спектрофото-
метрическим методом при длине волны 440 нм по 
количеству аммиака, образующегося в результате 
ферментативной реакции окислительного деза-
минирования субстрата (норадреналина), по мо-
дифицированному методу Конвея с последующей 
несслеризацией [15–16]. Анализируемые пробы 
(конечный объем 2.5 мл) содержали 1 мг/мл мито-
хондриального белка, 0.01 М фосфатного буфера, 
рН  =  7.4 и норадреналина гидротартрата в форме 
моногидрата (концентрации 4.010–4 М). В опытах с 
введением паргилина (25 мг/кг) активность МАО 
определяли в теменной коре крыс аналогичным 
предыдущему методом, используя спектрофото-
метрическое измерение активности фермента по 
количеству аммиака, образующегося в результате 
дезаминирования субстрата (норадреналин) и под-
робно изложенного в работе [17]. 

Во второй серии опытов использовали крыс, ко-
торым под наркозом (в расчете на 100 гр. массы жи-
вотного): золетил 0.3 мг в/м, ксилазин 0.8 мг в/м,  
атропина сульфат 0.1 % раствор — 0.01 мл п/к, в 
стриатум мозга имплантировали платиновые элек-
троды диаметров 150 мкм согласно стереотакси-
ческим координатам (АР = + 1.0 мм, L  =  2.5 мм, 
D = 6.7 мм) по атласу [18]. Платиновые электроды 
использовались для измерений кровотока методом 
водородного клиренса [19]. Через 7 дней после опе-
рации, животным за 30 мин до кислородной экс-
позиции внутрибрюшинно вводили физраствор 
(контрольная группа), пиразидол (25 мг/кг) или 
паргилин (25 мг/кг). Через 30 мин после инъекции 
крыс помещали в кислородную барокамеру объе-
мом 100 литров по одному оперированному живот-
ному в каждом опыте. Параметры ГБО2-экспози-
ции были такими же, как и в первой серии опытов. 
Экспозиция крыс в ГБО2 продолжалась до появле-
ния выраженных тонико-клонических судорог, а 
при их отсутствии — максимально до 90 мин.

В третьей серии опытов измеряли содержание 
внеклеточной ГАМК в стриатуме крыс, находящих-
ся в барокамере под давлением кислорода 5  АТА. 
Для этого наркотизированным животным (уретан 
750 мг/кг + хлоралоза 250 мг/кг, внутрибрюшинно) 
в стриатум (координаты такие же, как для измере-
ния кровотока) вводили микродиализные канюли 
(CMA/11, CMA/Microdialysis AB, Швеция). Во вре-
мя ГБО2-экспозиции канюли перфузировали ис-
кусственным ликвором со скоростью 1.0 мкл/мин, а 
пробы диализата обьемом 15 мкл автоматически от-
бирали каждые 15 мин (CMA 142 Microfraction Col-

lector, AB, Швеция). Биоэлектрическую активность 
коры мозга (ЭКоГ) у наркотизированных живот-
ных в ГБО2 регистрировали с помощью винтов из 
нержавеющей стали диаметром 2.4 мм. Один винт 
вводили через отверстие в теменной кости черепа 
до соприкосновения с твердой мозговой оболочкой, 
а другой, индифферентный, — в лобную пазуху. Для 
регистрации ЭКоГ использовали измерительный 
комплекс с вычислением спектральных характе-
ристик биоэлектрического процесса (LabView 2, 
iWORK, CA, США. Появление судорожной актив-
ности мозга оценивали по наличию повторяющихся 
комплексных спайков. 

Измерения ГАМК в пробах диализата проводи-
ли с помощью высокопроизводительной жидкост-
ной хроматографии (HPLC) с электрохимической 
детекцией ГАМК в диализате (ESA model 5100A). 
Содержание ГАМК в пробах диализата определяли 
в мкмоль/л по калибровочным стандартам. Пара-
метры ГБО2-экспозиции были такими же, как и в 
двух первых сериях опытов. 

Всего в исследованиях было использовано 75 
животных, разделенных на 12 групп. В первой се-
рии опытов использовано 42 крыс, разделенных на 
6 групп. Животных первой группы (n = 7) с интакт-
ной МАО подвергали действию гипербарического 
кислорода 5 АТА после внутрибрюшинного введе-
ния физраствора (контрольная группа). За 30 мин 
до ГБО2-экспозиции крысам второй (n  =  7), тре-
тьей (n = 7) и четвертой групп (n = 7) внутрибрюш-
инно вводили пиразидол в дозах 10, 25 и 100 мг/кг 
соответственно, а животным пятой группы (n = 7) 
вводили паргилин в дозе 25 мг/кг. Крысам шестой 
группы (n = 7) вводили пропранолол (5 мг/кг) с по-
следующей экспозицией под давлением кислорода 
5 АТА. 

Во второй серии опытов с вживленными элек-
тродами использовали 21 животное, разделенные 
на 3 группы. Кровоток в стриатуме под давлением 
кислорода 5 АТА измеряли без введения препаратов 
(группа 7, n = 7), а в группах 8 (n = 7) и 9 (n = 7) по-
сле введения пиразидола в дозе 25 мг/кг и паргили-
на в дозе 25 мг/кг, соответственно, с последующей 
экспозицией в ГБО2. 

В третьей серии опытов использовано 12 живот-
ных, у которых ГАМК в стриатуме измеряли при ды-
хании воздухом в течении 75 мин (группа 10, n = 3), в 
барокамере под давлением кислорода 5 АТА (группа 
11, n = 4) и в группе крыс (группа 12, n = 5), которым 
за 30 мин до ГБО2-экспозиции внутрибрюшинно 
вводили паргилин (25 мг/кг). 

Для статистического анализа с применением 
программы SigmaPlot 13.0 (Systat Software, Inc., San 
Jose, CШA) использовали значения латентного пе-
риода появления гипероксических судорог, а также 
величины каталитической активности МАО и моз-
гового кровотока. Однофакторный дисперсион-
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ный анализ применяли для сравнения латентных 
периодов судорожных реакций у животных первой 
серии опытов. Двухфакторный дисперсионный 
анализ использовали для определения эффектов 
ГБО2 и МАО-ингибиторов на мозговой кровоток. 
Для выявления достоверности отличий использо-
вали парный t–критерий с поправкой Бонферрони 
для множественных сравнений. Все данные пред-
ставлены как М ± SЕМ, статистически значимые 
изменения принимались при уровне р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моторные проявления  
гипероксических судорог

У животных, которым не вводили препараты, в 
период ГБО2 появлялись характерные двигатель-
ные нарушения, разделенные нами на 4 стадии в 
соответствии с известной шкалой интенсивности 
судорожной активности [20]. В первые 10–15 мин 
гипероксической экспозиции животные остава-
лись неподвижными, затем у них появлялся интен-
сивный груминг, единичные встряхивания головы 
и передних лап (стадия 1). Стадия 2 характеризова-
лась усиливающимися сокращениями мышц голо-
вы и передних конечностей продолжительностью 
3–15 сек с последующим повторением. На стадии 
3 у животных появлялись сокращения мышц всего 
тела продолжительностью до 20 сек, при этом жи-
вотные вставали на задние лапы и пятились назад. 
На стадии 4 у крыс развивались генерализованные 
клонические или тонические судороги, которые 
сопровождались острыми нарушениями сердечной 
деятельности и внешнего дыхания. 

Стадийное развитие судорожного синдрома в 
ГБО2 сохранялось у животных, которым предва-
рительно вводили пиразидол или паргилин. При 
введении пиразидола в дозе 10, 25 и 100 мг/кг ла-
тентный период развития 4-й стадии судорожного 
синдрома максимально удлинялся по сравнению 
с таковым для контрольных животных при дозе 
25 мг/кг (рис. 1а). Паргилин в дозе 25 мг/кг также 
статистически значимо увеличивал время появле-
ния судорог по сравнению с контрольной группой 
животных. Противосудорожная активность обо-
их ингибиторов, введенных в равных дозах, была 
одинаковой. Введение пропранолола максимально 
предотвращало развитие гипербарических кисло-
родных судорог (рис. 1b). 

Влияние пиразидола и паргилина  
на активность МАО

У контрольной группы крыс кислород под давле-
нием 5 АТА достоверно понижал активность МАО 
(субстрат норадреналин) в коре и гипоталамусе, но 
повышал в стриатуме. У животных с предваритель-

ным введением пиразидола в дозе 10 или 25 мг/кг и 
последующей экспозицией в ГБО2 было выявлено 
дальнейшее снижение активности МАО во всех трёх 
структурах (р < 0.05). При увеличении дозы препа-
рата до 100 мг/кг отмечали снижение активности 
МАО в коре, тогда как в стриатуме и гипоталамусе 
активность фермента уменьшалась недостоверно по 
отношению к значениям, измеренным при дыхании 
воздухом (рис. 2). Активность МАО в теменной коре 
крыс при введении паргилина и экспозиции живот-
ных в кислороде под давлением 5 АТА понижалась 
примерно на 30% и составляла в среднем 69 ± 4.8% 
по отношению к контролю. 

Мозговой кровоток при ингибировании МАО
Абсолютная величина кровотока в стриатуме го-

ловного мозга крыс при дыхании воздухом составля-
ла 81 ± 6.3 мл/мин/100 г мозга. Введение пиразидола 
этим животным вызывало понижение кровотока в 
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Рис. 1. Латентный период развития 4-й стадии судорог у крыс 
при дыхании кислородом под давлением 5 АТА после вве-
дения ингибиторов МАО: (a) — после введения различных 
доз пиразидола (мг/кг), * p < 0.05 по отношению к контро-
лю (введение физраствора); (b) –при введении пиразидола 
(25 мг/кг), паргилина (25 мг/кг), пропранолола (5  мг/кг).  
* p < 0.05 по отношению к ГБО2, # p < 0.05 по отношению к 
пиразидолу и паргилину.
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стриатуме на 5–13 % в ходе 60-минутных измерений. 
Во время ГБО2-экспозиции наблюдались фазные из-
менения кровотока в стриатуме: понижение в первые 
30 мин с последующим повышением перед появле-
нием генерализованных судорог (рис. 3). В группе жи-
вотных, которым вводили пиразидол в дозе 25 мг/кг  
с последующей экспозицией в барокамере под повы-
шенным давлением кислорода, наблюдалась только 
первая фаза снижения кровотока, а церебральная 
гиперемия не проявлялась. Предварительное введе-
ние паргилина в дозе 25 мг/кг также предотвраща-
ло развитие гиперемии в мозге животных во время 
ГБО2-экспозиции (рис. 3).

У наркотизированных животных моторных су-
дорожных проявлений в ГБО2 не наблюдалось, но 
на ЭКоГ появлялись повторяющиеся эпилепти-
формные спайки через 67  ±  7.7 мин после начала 
кислородной экспозиции при давлении 5 АТА. От-
носительные значения мощностей для дельта- и те-
та-частотных диапазонов ЭКог возрастали на 35 и 
78 % соответственно по отношению к контрольным 
величинам. 

Концентрация ГАМК в стриатуме наркотизиро-
ванных крыс при дыхании атмосферным воздухом 
составляла 0.073  ±  0.068 мкмоль/л. Контрольный 
уровень ГАМК сохранялся на протяжении 75 мин 
измерений. У животных в ГБО2 с интактной МАО 
уровень ГАМК постепенно понижался, достигая 
величины 42 ± 8.3% от контрольного значения при 
дыхании воздухом. После внутрибрюшинного вве-
дения крысам паргилина в дозе 25 мг/кг с последу-
ющей их экспозицией в ГБО2 уровень внеклеточ-
ной ГАМК в стриатуме приближался к значениям, 
полученным при дыхании воздухом (рис. 4). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе получены новые данные, 

указывающие на причастность МАО к развитию 
судорожной активности головного мозга в услови-
ях гипербарической гипероксии. В частности, уста-
новлено, что дыхание кислородом под давлением 
5 АТА приводило к развитию судорог и разнона-
правленным изменениям активности МАО в мозге 
крыс: достоверному снижение в коре и гипоталаму-
се, и повышению в стриатуме. Далее, при ингиби-
ровании МАО-А с помощью пиразидола или МА-
О-В с помощью паргилина активность фермента 
понижалась во всех исследуемых мозговых струк-
турах, а развитие судорог заметно ослаблялось. И 
еще, у животных в ГБО2 мозговая ГАМК понижа-
лась, а при ингибировании МАО с помощью пар-
гилина внеклеточная ГАМК в стриатуме оставалась 
на уровне контрольных значений.

Полученные результаты позволяют провести 
валидацию обсуждаемых в литературе механиз-
мов вовлечения МАО в развитие ГБО2-опосредо-
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Рис. 2. Изменение активности МАО в структурах мозга крыс 
после их экспозиции в гипербарическом кислороде под дав-
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ванной судорожной активности головного мозга. 
Один их таких механизмов связывается с измене-
ниями активности МАО в гипероксической среде. 
Выявленное в настоящей работе понижение актив-
ности фермента в коре и гипоталамусе после пре-
бывания животных в ГБО2 согласуется с результата-
ми другого исследования, показавшего понижение 
активности МАО в митохондриальной фракции 
целого мозга крыс после их экспозиции в гипер-
барическом кислороде [11]. Вместе с тем, в насто-
ящей работе одновременно со снижением актив-
ности МАО выявлено повышение каталитических 
свойств фермента в стриатуме мозга крыс после их 
пребывания в гипероксической среде под давле-
нием 5 АТА. Основываясь на этих данных логично 
допустить, что появление гипероксических судорог 
зависит от направленности изменений активности 
МАО в определенных мозговых структурах. Си-
стемное ингибирование фермента с помощью пи-
разидола или паргилина перед ГБО2-экспозицией 
приводило к понижению активности МАО во всех 
исследуемых структурах мозга и замедляло появле-
ние судорог, Это означает, что умеренное сниже-
ние активности МАО в ГБО2 напрямую не является 
причиной развития гипероксических судорог или, 
по меньшей мере, пониженного уровня активно-
сти фермента недостаточно для их развития. При 
этом следует отметить, что противосудорожные 
эффекты пиразидола и паргилина одинаковы, ког-
да ингибиторы сравнивались в равных дозах, а для 
оценки активности фермента в обоих случаях ис-
пользовали норадреналин. Это указывает на то, что 
в норадренергической системе мозга существуют 
разные мишени для подавления или предупрежде-
ния гипербарических кислородных судорог. Дока-
зательством этому служит тот факт, что противосу-
дорожное действие пропранолола в наших опытах 
оказалось значительно сильнее, чем у двух ингиби-
торов МАО (рис. 1). 

Другим, обсуждаемым в литературе, механизмом 
вовлечения МАО в развитие гипероксических су-
дорог является возможное участие в их патогенезе 
перекиси водорода и аммиака — конечных продук-
тов окислительного дезаминирования моноаминов 
[21]. Действительно, уровень Н2О2 в головном моз-
ге повышается в условиях гипербарической гипе-
роксии [9, 22]. Однако причастность МАО к увели-
чению внеклеточного уровня Н2О2 неочевидна, так 
как по нашим данным и результатам других иссле-
дований [11] каталитическая активность фермента 
подавляется в гипербарической гипероксии, а зна-
чит и уровень конечных продуктов дезаминирова-
ния нейромедиаторов должен понижаться. Выяв-
ленное повышение уровня экстраклеточной Н2О2 в 
мозге [9, 22], вероятнее всего, связано с биотранс-
формацией супероксидных анионов, генерация ко-

торых в условиях гипероксии значительно усилива-
ется [23–25]. 

Следующим потенциальным механизмом уча-
стия МАО в развитии гипероксических судорог 
может быть усиление функции адренергической 
системы в мозге за счет повышения уровня катехо-
ламинов [26]. В настоящей работе мы не измеряли 
уровень мозгового норадреналина, но, используя 
его в качестве субстрата для определения активно-
сти МАО в мозге, получили результаты, предпо-
лагающие повышение уровня катехоламинов, по 
меньшей мере в коре и гипоталамусе. Если инги-
бирование МАО ведет к повышению уровня нора-
дреналина, то это может приводить к возрастанию 
функциональной активности адренергической си-
стемы в мозге и, в целом, к гиперактивации всей 
симпатоадреналовой системы [27, 28]. Подтвержде-
нием этому является усиление симпатической ак-
тивности и повышение содержания норадреналина 
в плазме крови крыс, у которых наблюдались судо-
роги в гипероксии под давлением 5 АТА [29]. Про-
судорожное действие норадреналина показано и на 
других экспериментальных моделях эпилепсии [27].

Косвенным доказательством причастности  
норадреналина к развитию судорог является проти-
восудорожное действие блокаторов нораденерги-
ческих рецепторов в мозге [4]. Так как норадренер-
гическая система оказывает тормозящее действие 
на функцию ГАМК-ергических нейронов мозга, 
повышение ее активности может приводить к рас-
тормаживанию и усилению процессов возбуждения 
в центральной нервной системе и, как следствие, к 
возникновению у животных судорожной активно-
сти. Однако следует отметить, что блокада не всех 
типов адренорецепторов приводит к противосудо-
рожному эффекту. В частности, малоэффективным 
противосудорожным эффектом обладал фентола-
мин — неселективный блокатор α1- и α2- рецепто-
ров, а прозазин — селективный блокатор α1 вообще 
не оказывал действия на развитие судорог у крыс в 
гипербарическом кислороде [5]. Важно также отме-
тить, что ингибирование обеих изоформ моноами-
ноксидазы приводило к увеличению внеклеточной 
концентрации дофамина и 3-метокситирамина при 
нормобарической гипероксии [30]. В больших кон-
центрациях дофамин стимулирует α- и β-адреноре-
цепторы и это действие связано с его способностью 
высвобождать норадреналин из гранулярных пре-
синаптических депо, то есть оказывать непрямое 
адреномиметическое действие [31]. 

При существовании множества доказательств 
активации норадренергической системы в генезе 
гипербарических кислородных судорог, имеются 
данные о дефиците норадреналина, приводящем к 
развитию эпилептических судорог. Так. из клиники 
известно о снижение уровня норадреналина у па-

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%B4%D1%80%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D1%80%D0%B5%D1%86%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%B4%D1%80%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D1%80%D0%B5%D1%86%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%8B
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циентов с височной эпилепсией [32]. В настоящей 
работе выявлено повышение активности МАО в 
стриатуме крыс при их экспозиции в ГБО2. Мож-
но предположить, что следствием активации фер-
мента в стриатуме может быть снижение уровня 
норадреналина в этой структуре. Однако из-за от-
сутствия прямых его измерений, как в настоящей 
работе, так в других исследованиях, не представ-
ляется возможным однозначно считать причиной 
развития кислородных судорог понижение уровня 
этого нейромедиатора в стриатуме. Следует лишь 
упомянуть, что снижение уровня другого катехола-
мина — дофамина в стриатуме наблюдалось у крыс 
во время их экспозиции в гипербарическом кисло-
роде [33]. При всей привлекательности гипотезы о 
вовлечении катехоламинов в развитие гиперокси-
ческих судорог, результаты настоящей работы яв-
ляются косвенным доказательством участия МАО в 
нарушении норадренергической передачи, приво-
дящем к судорожному синдрому. До сих пор неиз-
вестны ни уровень катехоламинов, ни их динамика 
в разных структурах мозга при развитии патологи-
ческой реакции на экстремальную гипероксию.

Еще один потенциальный механизм вовлечения 
МАО в развитие кислородных судорог может бази-
роваться на том, что подавление каталитической 
активности МАО в ГБО2 сопровождается появле-
нием качественно новых реакций дезаминирова-
ния азотистых соединений, не относящихся к мо-
ноаминам. Некоторые аминокислоты, такие, как 
лизин и ГАМК, являются субстратами для химиче-
ски модифицированной МАО [34]. Качественная 
модификация мембраносвязанного МАО обычно 
наблюдается в экспериментальных условиях, вы-
зывающих стимуляцию перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) в биомембранах и окисление SH-
групп в составе фермента-белка [12]. Условия экс-
тремальной гипероксии являются идеальными для 
биотрансформации МАО, так как характеризуют-
ся выраженными реакциями ПОЛ, окислением 
или S-нитрозилированием различных белков, в 
том числе и ферментов [35]. Результаты исследова-
ний подтверждают ранее полученные данные [11] 
и гипотезу о том, что трансформированная в гипе-
роксии МАО дезаминирует ГАМК, что приводит к 
снижению ее внеклеточного содержания и разви-
тию судорог. В наших опытах паргилин, ингибируя 
МАО, ослабляет скорость дезаминирования ГАМК 
и поддерживает ее на уровне, достаточном для про-
тиводействия развитию гипероксических судорог. 

Таким образом, валидация предполагаемых ме-
ханизмов вовлечения МАО в развитие гипербари-
ческих кислородных судорог свидетельствует о том, 
что МАО играет важную роль в регулировании эпи-
лептогенеза в экстремальной гипероксии. Гипер-
барический кислород, ингибируя каталитическую 

активность МАО путем трансформации ее молеку-
лярной структуры, приводит к нарушению регуля-
ции обмена моноаминовых нейротрансмиттеров и 
понижению уровня ГАМК в мозге, что в совокуп-
ности ведет к дисбалансу процессов возбуждения/
торможения в ЦНС, приводящему к развитию кис-
лородной эпилепсии. 
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MECHANISMS OF MONOAMINE OXIDASE INVOLVEMENT  
IN THE DEVELOPMENT OF HYPERBARIC OXYGEN SEIZURES
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Hyperbaric oxygen (HBO2) breathing induces generalized tonic and clonic seizures through poorly understood 
mechanisms. The purpose of the research was to evaluate the mechanisms of involvement of monoamine oxidase 
(MAO) in the development of hyperbaric oxygen convulsions. In rats placed in a pressure chamber under an 
oxygen pressure of 5 ATA, convulsive reactions were analyzed after the administration of pyrazidol, an MAO-A 
inhibitor, and pargyline, an MAO-B inhibitor. Studies have shown a decrease in the activity of MAO isoforms 
in HBO2 as well as a delay in the development of seizures in animals with inhibition of MAO-A and MAO-B. 
The level of GABA in the brain decreased with HBO2, and inhibition of MAO-B with pargyline prevented the 
decrease in the inhibitory transmitter. The results indicate that MAO isoforms play an important role in regulating 
epileptogenesis in extreme hyperoxia. Hyperbaric oxygen, inhibiting the catalytic activity of MAO by transforming 
its molecular structure, leads to disruption of the regulation of the exchange of monoamine neurotransmitters 
and a decrease in the level of GABA in the brain, which together leads to an imbalance of excitation/inhibition 
processes in the central nervous system, which is the basis for the development of oxygen epilepsy.
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Было проведено исследование концентрации адренокортикотропного гормона (АКТГ), кортикостерона 
и серотонина в плазме крови ювенильных и взрослых крыс, а также поведения в тестах “открытое поле” 
и “приподнятый крестообразный лабиринт” и уровня серотонина в Ядрах Шва взрослых крыс, подвер-
гавшихся трем сеансам гипобарической гипоксии (360 мм.рт.ст. 2 ч) на 8–10-е сутки после рождения. 
Эта неинвазивная модель неонатальной гипоксии (НГ) на крысах моделирует перинатальную гипок-
сическую травму средней тяжести у плодов и недоношенных детей. В тестах “открытое поле” и “при-
поднятый крестообразный лабиринт” 3-месячные НГ крысы показали снижение исследовательской 
активности и повышение тревожности, что сопровождалось снижением уровня серотонина в Ядрах 
Шва этих животных. В плазме крови взрослых крыс, подвергавшихся НГ, не было выявлено изменений 
уровня кортикостерона и серотонина, однако содержание АКТГ было достоверно ниже по отношению 
к контролю. Таким образом, показано, что гипоксический стресс в раннем постнатальном онтогенезе 
крыс приводит к перестройкам серотониновой системы мозга, модификации гипоталамо-гипофизарно 
адренокортикальной системы (ГГАС) и, как следствие, к длительным изменениям поведения.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из важных проблем современной пери-

натологии является гипоксически-ишемическая 
энцефалопатия. Чаще всего это заболевание встре-
чается у новорожденных детей с перинатальной 
асфиксией. За последние 30 лет количество преж-
девременных родов увеличилось на 20%. Недоно-
шенный ребенок прежде всего подвергается гипок-
сическим воздействиям вследствие недоразвития 
легких [1]. В процессе родов обвитие пуповиной 
или аномальная амниотическая жидкость могут 
вызвать дистресс плода, асфиксию и гипоксию. 
Гипоксия-ишемия нарушает формирование цен-
тральных двигательных путей новорожденного и 
может повлиять на нормальное развитие пластич-
ности мозга [2]. Повышенная восприимчивость 
перивентрикулярного белого вещества к гипокси-
и-ишемии у недоношенных детей также предрас-
полагает к двигательному, когнитивному и сен-
сорному дефициту. Считается, что когнитивные 

нарушения и атипичное развитие мозга являются 
последствиями преждевременных и/или отягощен-
ных родов. 

7–10-й послеродовые дни у грызунов (крысы, 
мыши) с точки зрения этапа развития мозга совпа-
дают с наиболее распространенными сроками не-
доношенной беременности человека. Аналогично 
человеческому плоду на 34 неделе беременности у 
грызунов в семидневном возрасте рост мозга дости-
гает пика и начинается кортикальная миелинизация 
[3]. В это время завершаются запрограммирован-
ные гистогенетические процессы пролиферации, 
миграции и дифференцировки всех структурных 
элементов нервной ткани. Происходит становле-
ние и упорядочение слоев неокортекса, активно 
протекают синаптогенез и ангиогенез. Наиболее 
часто используемой на сегодняшний день моделью 
гипоксически-ишемической энцефалопатии явля-
ется модель Райса-Вануцци [4, 5], которая включа-
ет два этапа: перевязку правой общей сонной ар-
терии и последующее воздействие гипоксической 
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смесью газов. Эта модель, имитирующая неона-
тальную гипоксию-ишемию, приводит к невроло-
гическим расстройствам, которые подтверждают-
ся серией поведенческих оценок, таких как оценка 
Zea-Longa, оценка неврологической тяжести, тест 
водного лабиринта Морриса, тест Y-лабиринта, 
тест ротарода и тест отрицательного геотаксиса [6]. 
Не всегда недоношенная беременность сочетается 
с травматическими повреждениями мозга, однако 
практически все недоношенные дети испытывают 
гипоксию различной степени тяжести, что также 
может повлечь “перепрограммирование” разви-
тия мозга. Поэтому кроме модели Райса-Вануцци 
используются и чисто гипоксические воздействия 
в ранний неонатальный период. Применение ги-
поксии в период от 6 до 12 дней после рождения, 
являющийся критическим периодом для развития 
мозга (период созревания синапсов) и уязвимости 
к гипоксическим воздействиям, может приводить 
к различными расстройствам [7, 8]. Эта модель мо-
жет воспроизводить последствия хронической или 
повторяющейся гипоксии, которая может возни-
кать при определенных клинических состояниях, 
таких как хронические заболевания легких у недо-
ношенных детей или апноэ во сне. Физиологиче-
ские и патологические процессы, которые призва-
на воспроизвести эта модель, могут включать в себя 
воздействие повторяющейся гипоксии на развитие 
мозга, повреждение нейронов и потенциальный 
долгосрочный неврологический дефицит. Модель 
может быть применима для изучения таких состо-
яний, как перинатальная асфиксия и другие неона-
тальные травмы головного мозга, связанные с ги-
поксией [7, 8].

Перемежающаяся гипоксия в первые дни после 
рождения является распространенным стрессо-
ром у недоношенных новорожденных [9]. Неона-
тальные стрессоры могут оказывать долгосрочное 
программирующее/перепрограммирующее воз-
действие на развивающийся мозг, и последствия 
таких перестроек могут сохраниться у взрослых. 
Было показано, что воздействие гипобарической 
гипоксии в раннем неонатальном периоде (пер-
вые сутки после рождения) приводит к более вы-
раженным нарушениям исследовательского пове-
дения и когнитивному дефициту и модификации 
дофаминергической системы, чем нормобариче-
ской гипоксии [10, 11]. Мы предположили, что ин-
тервальная гипобарическая гипоксия на 8–10-е 
сутки постнатального онтогенеза может вызывать 
стрессовую реакцию и изменять активность глю-
кокортикоидной системы ювенильных и взрослых 
крыс. Целью данного исследования было изучение 
последствий предъявления крысам неонатального 
гипоксического (НГ) воздействия на 8–10-е сутки 
после рождения (сеансы гипобарической гипоксии 

360 мм рт ст на 2 ч трехкратно через 24 ч) на кон-
центрации АКТГ, кортикостерона и серотонина в 
плазме крови ювенильных и взрослых крыс, а так-
же поведение и уровень серотонина в Ядрах Шва 
взрослых крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проведено на животных из ЦКП 

“Биоколлекция лабораторных млекопитающих 
разной таксономической принадлежности” Инсти-
тута физиологии им. Павлова РАН. В работе были 
использованы взрослые беременные самки крыс 
линии Вистар в возрасте 12–13 недель и массой 
220–250 г и их потомство. 

Перед рождением потомства беременных крыс 
рассаживали по отдельным клеткам, и в дальней-
шем каждый помет содержался отдельно. После 
отъема крыс-самцов помещали в клетки размером 
60 × 30 × 20 см, по 6 животных в каждой. Каждая 
группа крыс состояла из случайно отобранных 
крысят, родившихся от разных матерей, чтобы све-
сти к минимуму неравномерность помета. Крысы 
получали пищу (сухой корм производства завода 
комбикормов в г. Тосно Ленинградской области) и 
воду в неограниченном количестве и содержались 
по циклу темнота–свет 12:12 ч при комнатной тем-
пературе с постоянной влажностью около 60%.

Последующая работа производилась на детены-
шах самцах. Схема эксперимента представлена на 
рис. 1. Половину крысят подвергали трем сеансам 
гипобарической гипоксии (неонатальная гипок-

Рис. 1. Дизайн исследования. NH, неонатальная гипоксия; p0, 
день рождения; р8, р9, р10, р90, постнатальные дни; d1, d4, d10, 
дни эксперимента; OFT, тест “открытое поле”, EPM, “припод-
нятый крестообразный лабиринт”.
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сия, НГ). Для создания НГ на 8, 9 и 10-е сутки пост-
натального периода крысят помещали в барокаме-
ру проточного типа и снижали давление до 360 мм.
рт.ст., что соответствует 10% нормобарического 
кислорода. Длительность каждого воздействия 2 ч, 
интервал между воздействиями 24 ч. После каждо-
го воздействия крысят возвращали в материнскую 
клетку. С целью стандартизации условий контроль-
ных животных также помещали в барокамеру по 
аналогичному протоколу, но не снижали давление. 
Ранее эта модель была использована нами для про-
верки гипотезы возможного “перепрограммирова-
ния” последствий пренатальной гипоксии на 14–
16-е сутки беременности [12].

С помощью коммерческих наборов для им-
муноферментного анализа определяли концен-
трацию адренокортикотропного гормона (АКТГ) 
(ab263880, Abcam, Великобритания), кортикостеро-
на (AC-14F1, Xema, Россия) и серотонина (ab133053, 
Abcam, Великобритания) в сыворотке артериаль-
ной крови 2-недельных и 3-месячных контрольных 
и НГ крыс. Для определения концентрации серо-
тонина в Ядрах Шва 3-месячных контрольных и 
НГ крыс декапитировали и извлекали Ядра Шва. 
Далее осуществляли выделение цитозольной фрак-
ции при помощи набора Nuclear and Cytoplasmic 
Protein Extraction Kit (78833, NEPERTM Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagents, Thermo Scientifc, 
США). Концентрацию серотонина в цитозольной 
фракции Ядер Шва измеряли при помощи коммер-
ческого набора для иммуноферментного анали-
за (ab133053, Abcam, Великобритания), нормируя 
данные на концентрацию общего белка, измерен-
ную при помощи набора Pierce™ Rapid Gold BCA 
(Thermo Scientifc, США). Все работы проводили в 
соответствии с инструкциями производителей, а 
колориметрические измерения осуществляли при 
помощи планшетного ридера (CLARIOstar PLUS, 
BMG Labtech, Германия).

Поведение взрослых 3-месячных контрольных и 
НГ крыс оценивали в тестах “открытое поле” (ис-
следовательская активность) и “приподнятый кре-
стообразный лабиринт” (тревожность). Тестирова-
ние животных проводилось в первой половине дня 
(с 10 ч. утра) в месте, изолированном от шума.

Тест “открытое поле” (“Open Science”, Россия) 
проводился на круглой арене (диаметр 97 см, высота 
стенок 42 см). Поверхность арены в периферийной 
зоне была разделена на двенадцать секций, а в цен-
тральной зоне – на семь секций. Центральная зона 
находилась при ярком освещении (100–120 люкс). 
Каждую крысу помещали в центр арены. Установ-
ленная на потолке камера фиксировала движения 
крыс. Общее количество поперечных сечений в 
периферической (периферическая активность) и 
центральной зоне (центральная активность), ко-

личество стоек (вертикальная активность), а также 
количество актов исследования отверстий (норы) и 
время, затраченное на груминг, измеряли в течение 
5 мин.

“Приподнятый крестообразный лабиринт” 
(“Open Science”, Россия) (120 × 120 × 40 см, высо-
та над полом 1 м) состоял из четырех приподнятых 
рукавов. Рукава были расположены крестообразно: 
два противоположных рукава были окружены стен-
ками высотой 50 см (закрытые рукава), а два дру-
гих рукава были без стенок (открытые рукава). Че-
тыре плеча соединялись центральной платформой 
прямоугольной формы (10 × 10 см). И централь-
ная платформа, и открытые рукава находились при 
ярком освещении (100–120 люкс), а закрытые ру-
кава – при слабом освещении (30 люкс). Каждую 
крысу помещали на центральную платформу мор-
дой к открытому рукаву. Установленная на потолке 
камера фиксировала движения крыс. Время, прове-
денное в закрытых и открытых рукавах, время, про-
веденное на центральной платформе (центральная 
активность), количество свешиваний с открытых 
рукавов, количество переходов между закрытыми 
рукавами и время, затрачиваемое на груминг, из-
меряли в течение 5 мин.

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли с помощью программы GraphPad 
Prism 10. Для оценки нормальности распределений 
использовался тест Шапиро–Уилка (p > 0.05) и ди-
аграмма QQ-plot. Гомоскедастичность оценивалась 
критерием Фишера. В качестве параметрического 
теста использовался t тест Стьюдента (p < 0.05), а в 
случае гетерогенности выборок использовался тест 
Уелша (p < 0.05). Данные для нормальных распреде-
лений представлены как средние ± SEM. В качестве 
непараметрического теста использовался U крите-
рий Манна–Уитни (p < 0.05), а данные представле-
ны диаграммами box plot. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние неонатальной гипоксии  

на гормональные показатели крови ювенильных 
и взрослых крыс

НГ привела к достоверному снижению концен-
трации АКТГ в сыворотке крови как ювенильных 
2-недельных (рис. 2a, p = 0.018, Welch’s t-test), так 
и взрослых 3-месячных крыс (рис. 2d, p = 0.05, 
Welch’s t-test). При этом, ни у 2-недельных, ни у 
3-месячных НГ крыс снижение концентрации АК-
ТГ не оказывало влияние на концентрацию корти-
костерона (рис. 2b, e). Кроме того, при исследова-
нии концентрации серотонина в сыворотке крови 
нами также не обнаружено различий между кон-
трольными и НГ ювенильными и взрослыми жи-
вотными (рис. 2c, f).
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Влияние неонатальной гипоксии  
на концентрацию серотонина  

в Ядрах Шва взрослых крыс
При исследовании концентрации серотонина в 

Ядрах Шва взрослых крыс нами показано досто-
верное снижение концентрации этого нейромеди-
атора (рис. 3, p = 0.03, Mann-Whitney test).

Влияние неонатальной гипоксии на поведение 
взрослых крыс в тестах “открытое поле”  

и “приподнятый крестообразный лабиринт”

Сравнительный анализ поведения в тестах “от-
крытое поле” и “приподнятый крестообразный 
лабиринт” выявил существенные различия между 
контрольными и НГ крысами (рис. 4, рис. 5). 

Так в тесте “открытое поле” НГ крысы демон-
стрировали достоверно сниженную перифери-
ческую (рис. 4a, p = 0.008, Student’s t-test), цен-
тральную (рис. 4b, p = 0.006, Mann-Whitney test) и 
вертикальную активность (рис. 4c, p = 0.05, Stu-
dent’s t-test) по сравнению с контрольными жи-
вотными. Различий в количестве исследуемых но-
рок или времени, потраченном на груминг между  

контрольными и НГ животными не выявлено 
(рис. 4d, рис. 4e). 

В тесте “приподнятый крестообразный лаби-
ринт” НГ крысы отличались достоверным сниже-
нием времени, проведенным в открытых рукавах 

Рис. 3. Влияние неонатальной гипоксии (NH) на концентрацию 
серотонина (5HT) в Ядрах Шва (RN) 3-месячных крыс. 
* различия с контролем достоверны, p < 0.05 (Mann-Whitney 
test), n = 5.

Рис. 2. Влияние неонатальной гипоксии (NH) на концентрацию АКТГ (ACTH) (a, d), кортикостерона (CS) (b, e) и серотонина (5HT) 
(c, f) в сыворотке крови 2-недельных (a–c) и 3-месячных (d–f) крыс. 
* различия с контролем достоверны, p < 0.05 (Welch’s t-test), n = 5–7.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)
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(рис. 5a, p = 0.005, Mann-Whitney test) и увеличе-
нием времени, проведенного в закрытых рукавах 
(рис. 5b, p = 0.04, Student t-test). Кроме того, НГ 
крысы демонстрировали меньшее количество све-
шиваний с открытых рукавов по сравнению с кон-
тролем (рис. 5e, p = 0.02, Mann-Whitney test), но не 
отличались по времени нахождения на централь-
ной платформе (рис. 5c), количеству переходов 

между рукавами (рис. 5d) и времени, затраченном 
на груминг (рис. 5f).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Гипоксия в пре- и неонатальном периодах может 

приводить к нарушениям развития центральной 
нервной системы, что влечет за собой и изменения 
поведения, которые зависят не только от типа и ин-

Рис. 4. Влияние неонатальной гипоксии (NH) на количество поперечных сечений в периферической зоне (периферическая ак-
тивность) (a), центральной зоне (центральная активность) (b), количество стоек (вертикальная активность) (c), количество актов 
исследования отверстий (норы) (d) и время груминга (e) у взрослых крыс в тесте “открытое поле”. 
* различия с контролем достоверны, p < 0.05 (Student’s t-test); ** p < 0.01 (Student’s t-test); ## p < 0.01 (Mann-Whitney test), n = 10–17.
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тенсивности гипоксии /стресса, но и от периода 
развития, в котором они происходят. 

В этой работе мы провели исследование пове-
дения взрослых крыс после воздействия гипобари-
ческой гипоксии на 8–10-е сутки постнатального 
онтогенеза и попытались оценить вклад серотони-
новой системы и нарушений/модификации рабо-
ты гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной 

системы (ГГАС). Тесты “открытое поле” и “при-
поднятый крестообразный лабиринт” активно 
применяются для оценки уровня тревожности и 
исследовательской активности животных в незна-
комой обстановке. Поэтому в настоящей работе 
было сочтено целесообразным использовать эти 
тесты для исследования особенностей поведения 
взрослых крыс, переживших гипоксию на 8-10-е 

Рис. 5. Влияние неонатальной гипоксии (NH) на время, проведенное в и открытых рукавах (a), закрытых рукавах (b), центральной 
платформе (с), количество переходов между закрытыми рукавами (d), свешиваний с открытых рукавов (e) и время груминга (f) 
взрослых крыс в тесте “приподнятый крестообразный лабиринт”. 
* различия с контролем достоверны, p < 0.05 (Mann-Whitney test); ** p < 0.01 (Mann-Whitney test), # p < 0.05 (Student’s t-test), n = 10–17.
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сутки постнатального онтогенеза. Как оказалось, 
даже умеренное гипоксическое воздействие на 
8–10-е сутки постнатального онтогенеза приводит 
к изменению поведения взрослых крыс, а имен-
но повышению уровня тревожности и снижению 
ориентировочно-исследовательского поведения. 
Экспериментальные животные выглядели более 
пассивными по сравнению с контрольными – сни-
женная двигательная активность на периферии 
в “открытом поле”, уменьшение по сравнению с 
контролем выходов в центр поля и количества сто-
ек. Похожий тип поведения был показан в работе, 
в которой авторы предъявляли крысятам с 7-го по 
14-й постнатальные дни нормобарическую гипок-
сию (7% кислорода и 93 % азота), что привело во 
взрослом возрасте также к снижению двигательной 
активности и уменьшению количества стоек [8]. 
В нашем исследовании аналогичные особенности 
поведения прослеживаются и в тесте “приподня-
тый крестообразный лабиринт” – уменьшение вре-
мени пребывания в открытых рукавах и увеличение 
в закрытых, снижение числа свешиваний. Похожие 
результаты были получены нами ранее при иссле-
довании поведения взрослых крыс, подвергавших-
ся воздействию тяжелой гипобарической гипок-
сии на 14–16-е сутки гестации [13, 14]. Нарушения 
ориентировочно-исследовательского и тревожного 
поведения могут быть обусловлены изменениями 
функциональной активности нейронов в результа-
те воздействия гипоксии в перинатальном периоде 
развития, что подтверждается сниженным уровнем 
серотонина в Ядрах Шва у этих животных. 

Гипоксия является распространенным неона-
тальным стрессом, приводящим к значительному 
краткосрочному дистрессу и долгосрочным ослож-
нениям [15]. Успешная адаптация к неонатальной 
гипоксии требует скоординированной физиоло-
гической реакции, включая увеличение высвобо-
ждения глюкокортикоидов из коры надпочечников 
[16]. Мы предположили, что неонатальное воздей-
ствие умеренной гипоксии, так же, как и гипоксия/
стресс в пренатальном периоде, приведет к изме-
нениям активности ГГАС у взрослых крыс. Дей-
ствительно, было показано, что и у ювенильных 
(2-недельных), и у взрослых (3-месячных) НГ крыс 
уровень АКТГ в плазме крови достоверно ниже, чем 
у контрольных животных, однако уровень котико-
стерона и серотонина не отличается от контроль-
ного уровня. Влияние гипоксии в перинатальном 
периоде на развитие ГГАС хорошо известно. В ряде 
работ было показано, что реакция гипофиза и коры 
надпочечников на гипоксию существенно различа-
ется на разных этапах онтогенеза [17, 18]. Так кон-
центрация АКТГ в плазме крови после неонаталь-
ной нормобарической гипоксии (8%) значительно 
выше у крысят в возрасте 8 суток, чем у 2-дневных, 

а у детенышей в возрасте 5 суток уровень АКТГ 
не коррелирует с концентрацией кортикостерона. 
Авторы предполагают, что 5 суток после рожде-
ния – это критический период, в течение которого 
формируется прямая зависимость продукции глю-
кокортикоидов надпочечниками от поступающего 
АКТГ [17, 18]. Ключевым компонентом реакции 
на гипоксию является адреномедуллярная выра-
ботка катехоламинов, обусловленная системными 
(например, сердечно-сосудистыми) эффектами и 
местным стимулирующим воздействием на функ-
цию коры надпочечников [19–22]. Развитие путей 
спинномозговой иннервации мозгового вещества и 
коры надпочечников завершается к возрасту 8 су-
ток [23]. Адреномедуллярные хромаффинные клет-
ки в неонатальном периоде обладают клеточным 
механизмом активации синтеза и высвобождения 
катехоламинов в ответ на снижение кислородно-
го снабжения [24]. При этом после 8 суток постна-
тального онтогенеза у крыс этот механизм переста-
ет проявляться [25]. Повышенный уровень АКТГ 
и АКТГ-зависимого уровня кортикостерона на 8-е 
сутки после рождения в этой модели позволяет ре-
гулировать повышенный базальный уровень кор-
тикостерона и активность ГГАС. 

В наших экспериментах применялась гипоксия 
(360 мм.рт.ст 10% кислорода 3 раза по 2 ч с 24 чпе-
рерывом). Мы определяли уровень АКТГ через 4 су-
ток после последнего сеанса гипоксии/стресса, т.е 
на 14-е сутки после рождения, и у взрослых самцов. 
Выявленное стабильное снижение уровня АКТГ в 
результате НГ, вероятно, представляет собой резуль-
тат “перепрограммирования” ГГАС, направленного 
на дальнейшее поддержание нормального уровня 
кортикостерона у этих животных в течение дальней-
шей жизни. В свою очередь, в модели пренаталь-
ной гипоксии тревожное поведение крыс было об-
условлено стрессом матери во время беременности, 
нарушающим эффективность глюкокортикоидной 
отрицательной обратной связи через снижение экс-
прессии экстрагипоталамических глюкокортикоид-
ных рецепторов в мозге потомства на протяжении 
всей жизни [14, 26]. Таким образом, предъявление 
гипоксического воздействия в пре- и постнатальном 
онтогенезе приводят к изменению уровня тревож-
ности, которые обусловлены различными модифи-
кациями глюкокортикоидной системы.

В наших предыдущих работах было показано, 
что в Ядрах Шва взрослых крыс, подвергавшихся 
тяжелому гипоксическому воздействию на 14–16-е  
сутки пренатального онтогенеза уровень серото-
нина не отличался от контрольного [26]. Однако, 
в модели НГ установлено, что несмотря на то, что 
уровень серотонина в плазме крови эксперимен-
тальных животных не отличается от контрольно-
го, содержание серотонина в Ядрах Шва взрослых 
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крыс, подвергавшихся НГ достоверно ниже, чем у 
контрольных. Существующее общее мнение о роли 
биогенных аминов в патофизиологии психологи-
ческих расстройств, говорит о том, что депрессия, 
мания и тревожные расстройства связаны со сни-
жением уровня серотонина в ЦНС [27, 28]. Сни-
женный уровень серотонина объясняет проявле-
ния угнетенного эмоционального состояния этих 
животных.

Таким образом, неонатальная гипоксия в воз-
расте 8–10 суток постнатального онтогенеза крыс 
вызывает существенные изменения активности 
ГГАС и серотониновой системы, что отражается в 
снижении исследовательского поведения и повы-
шении тревожности во взрослом возрасте. 
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NEONATAL HYPOXIA INDUCES BEHAVIORAL DEFICIT ASSOCIATED  
WITH IMPAIRMENT IN THE GLUCOCORTICOID  
AND SEROTONERGIC SYSTEMS IN ADULT RATS

E. I. Tyulkova#, V. A. Stratilov and O. V. Vetrovoy
Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

#e-mail: etyulkova@yandex.ru 

We investigated the behavioral responses, raphe serotonin levels, and serum concentrations of adrenocorticotropic 
hormone (ACTH), corticosterone, and serotonin in adult rats subjected to three sessions of hypobaric hypoxia 
(360 mmHg, 2 hours each) within 8-10 days post-partum. This non-invasive rat model of neonatal hypoxia (NH) 
simulates mild perinatal hypoxic trauma in fetuses and premature infants. At 3 months of age, NH-exposed rats 
exhibited reduced exploratory behavior and increased anxiety in both the open field and plus maze tests. These 
behavioral changes were accompanied by decreased serotonin levels in the raphe nuclei. In the blood serum of 
adult NH-exposed rats, corticosterone and serotonin levels remained unaltered, while ACTH levels showed a sig-
nificant decrease. Our findings suggest that early postnatal hypoxic stress disrupts the serotonin system and alters 
HPA axis function, leading to long-lasting behavioral changes.

Keywords: Rats, neonatal hypoxia, glucocorticoid system, serotonin system, behavior
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Анализировали участие глутаматергической нейротрасмиттерной системы (введение D-серина и дизо-
цилпина) в формировании аудиогенного судорожного припадка (АП) и после-судорожной каталепсии 
(АПК) у крыс линии Крушинского-Молодкиной. У интактных крыс КМ интенсивность АП коррелиру-
ет с длительностью АПК. Введение D-серина (острое (однократное) введение, дозы 200, 400 и 600 мг/кг, 
хроническое введение – 5 дней по 300 мг/кг, n = 34) не оказало статистически значимого воздействия 
на АП и АПК. Дизоцилпин (МК-801, неконкурентный NMDA-антагонист) вводили однократно в дозах 
0.1, 0.2 и 0.4 мг/кг (n = 41). МК-801 дозозависимо снизил интенсивность АП и вызвал у большинства 
животных “двухволновый паттерн” судорог, купировал АПК при меньшей дозе, чем судороги АП. АПК 
полностью отсутствовала уже при дозе 0.2 мг/кг, в то время как клонический компонент АП еще сохра-
нялся. Таким образом, удалось показать “диссоциацию” АП и АПК. Предполагается, что хотя развитие 
АПК осуществляется под контролем дофаминергической нейромедиаторной системы, в ее экспрессии 
задействована также и глутаматергическая нейротрансмиссия.

Ключевые слова: аудиогенная эпилепсия, постиктальная каталепсия, дизоцилпин, D-серин, глутаматер-
гическая нейротрансмиссия, дофамин, крысы линии Крушинского-Молодкиной
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ВВЕДЕНИЕ
Клонико-тонический судорожный припадок 

при аудиогенной эпилепсии (АЭ) у крыс линии 
Крушинского-Молодкиной (КМ), начинается че-
рез 1–2 с после включения звука, с переходом в то-
ническую фазу припадка на 5–10 с. После выхода 
из аудиогенного припадка (АП) у крыс КМ разви-
вается каталептическое состояние с характерным 
мышечным тонусом – “восковой гибкостью” – и 
арефлексией длительностью от 5 до 60 мин. По-
добная аудиогенная постиктальная каталепсия 
(АПК) наблюдается у крыс Вистар с АЭ, а также у 
черно-капюшонных крыс, селектированных на АЭ 
из популяции крыс Лонг-Эванс [1], однако у крыс 
этих групп АПК была выражена слабее. 

Ранее было показано, что и выраженность, и 
длительность АПК у крыс разных генотипов зави-
сели от интенсивности предшествующего припадка 

АЭ [1]. Введение кофеина (антагониста аденозино-
вых рецепторов) крысам линии “0”, селектирован-
ной на отсутствие судорожного припадка в ответ 
на звук, приводило к проявлению у них аудиоген-
ных припадков (и АПК). Снижение интенсивности 
припадка АЭ в ответ на введение антиэпилепти-
ческого препарата леветирацетама крысам линии 
КМ, сопровождалось снижением интенсивности 
АПК [1].

У крыс КМ дофаминергическая система также 
отличается от животных без АЭ [2–4]. Вне присту-
па АЭ, уровни дофамина и ДОФУК у крыс линии 
КМ были достоверно выше, чем у контрольных 
крыс Вистар. Этот факт был также подтвержден в 
экспериментах с прижизненным микродиализом – 
реакции нейронной системы стриатума крыс КМ и 
Вистар на введение амфетамина и раклоприда об-
наружили достоверно разную динамику [5]. Раз-
витие “нейролептической” каталепсии сопрово-
ждается повышением уровней ДА и ДОФУК [5, 6]. 
Кроме того, нейролептическая каталепсия разви-
вается у крыс линии КМ при значительно меньших 

Сокращения: АП – аудиогенный судорожный припадок, АЭ – 
аудиогенная эпилепсия, АПК – аудиогенная постиктальная 
каталепсия, КМ – линия крыс Крушинского-Молодкиной.
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дозах галоперидола, чем у крыс Вистар и Лонг-Э-
ванс-селекция. Косвенным подтверждением изме-
ненного дофаминергического статуса крыс линии 
КМ является фоновая каталепсия у 32% животных 
[7]. 

Нами было выдвинуто предположение о том, что 
глутаматергическая и дофаминергическая системы 
базальных ганглиев (стриатума) при развитии АПК 
действуют взаимосвязанно. В связи с этим выли 
проведены эксперименты с введением D-серина и 
МК-801 крысам КМ. D-серин – агонист глицино-
вого стрихнин-нечувствительного модуляторного 
сайта, который ассоциирован с NMDA-рецептором 
[8]. Данные о взаимодействие D-серина с эффекта-
ми введения МК-801 противоречивы. D-серин не 
усиливал противосудорожного действия МК-801 
при судорогах, вызванных электростимуляцией 
[9], однако совместно с саркозином (ингибитором 
обратного захвата глицина) он противодействовал 
противосудорожному эффекту МК-801 [10]. Про-
конвульсивное действие D-серина показано и на 
других моделях эпилепсии [11]. МК-801 (дизоцил-
пин, неконкурентный NMDA-антагонист), об-
ладает противосудорожным эффектом, что было 
показано на крысах GEPR и при АП, вызванных 
метафитом [12, 13]. Известно, что МК-801 при вве-
дении в стриатум, в субталамическое ядро, или в 
ретикулярную часть черной субстанции предотвра-
щает галоперидоловую каталепсию и каталептоген-
ный эффект от хронического введения раклоприда 
и SCH 23390 [14, 15]. Иными словами, МК-801 об-
ладает и антиконвульсивным действием и подавля-
ет нейролептическую каталепсию. Обнаруженные 
в настоящей работе эффекты МК-801 могут предо-
ставить информацию о связи развития АПК и судо-
рог при АЭ у крыс линии КМ. 

Целью настоящей работы было изучить роль глу-
таматергической нейромедиаторной системы мозга 
в проявлении аудиогенного судорожного припад-
ка и постиктальной каталепсии крыс линии КМ, 
проанализировав эффекты таких препаратов, как 
D-серин и дизоцилпин, что будет сделано впервые.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальные животные

Работа проведена на крысах-самцах инбредной 
линии КМ в возрасте 4 мес (лаборатория физиоло-
гии и генетики поведения, кафедра высшей нерв-
ной деятельности Биологического факультета МГУ 
имени М.В. Ломоносова). Число животных в сери-
ях указано в таблицах 1 и 3 (n = 100). Крысы содер-
жались в пластиковых клетках (46 x 30 x 16 cм) по 
6–7 животных в каждой со свободным доступом к 
воде и корму (фирма Лабораторкорм) с 12-часовым 

световым режимом. Предварительной процедуры 
хэндлинга экспериментатором не проводилось.

Введение МК-801 в дозе 0.1 мг/кг представлено 
тремя экспериментальными группами крыс, т.к. 
результаты в этих группах не представляется воз-
можным объединить в одну статистически.

Экспериментальные процедуры
Аудиогенная эпилепсия. Тестирование животных 

осуществляли в частично звукоизолированной пла-
стиковой камере размером 40 х 30 х 50 см, интенсив-
ность звука – 120±2 дБ, звук оставляли включен-
ным до максимального развития АП или, в случае 
его отсутствия, до 90 с (данное время выбрано экс-
периментально на основании данных по большой 
выборке животных) [1]. При этом вручную фикси-
ровался латентный период (ЛП) начала припадка, 
его интенсивность, время наступления различных 
стадий и время “выхода из припадка” – когда жи-
вотное становится двумя парами конечностей на 
опору. Предрасположенность к аудиогенной эпи-
лепсии оценивали в условных баллах, где 0 – было 
отсутствие реакции, 1 – двигательное возбуждение 
(клонический бег), 2 – клонические судороги, 3 – 
клонико-тонические судороги, 4 – тонические су-
дороги с экстензией конечностей. Отмечали также 
наличие или отсутствие “тормозной паузы” в фазе 
“клонического бега” (т.е. наличие двух “волн” дви-
гательного возбуждения). 

Тестирование каталепсии. После прекращения 
судорожного припадка животное тестировали на 
наличие АПК – передние лапы крысы осторожно 
приподнимали с помощью тонкого стержня, при-
давая животному вертикальную позу на задних 
лапках и фиксируя время сохранения этой позы. 
Тест повторяли трижды: 1) в первые пять минут по-
сле выхода из припадка, 2) с шестой по десятую ми-
нуту; 3) по истечении десятой минуты. 

Фармакологические препараты. D-Серин – аго-
нист глицинового сайта NMDA рецепторов (Sigma-
ALDCH, Германия), вводили крысам КМ в/бр в до-
зах 200 мг/кг, 400 мг/кг и 600 мг/кг (n = 34).

Дизоцилпин – (МК-801), неконкурентный ан-
тагонист NMDA рецепторов (Sigma-ALDCH, Гер-
мания), вводили крысам КМ в/бр в дозах 0.1 мг/кг, 
0.2 мг/кг и 0.4 мг/кг (n = 41).

Действие препаратов оценивали через 1 ч после 
введения. Разведение до необходимой концентра-
ции производили дистиллированной водой.

Статистическая обработка результатов про-
водилась с помощью стандартного пакета про-
грамм Statistica 6.0. Учитывая малый размер экс-
периментальных групп, а также ненормальное 
распределение данных (проверка на нормальность 
проводилась с использованием критерия Колмо-
горова–Смирнова), использовались непараметри-
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ческие критерии. Изменение показателей иссле-
дуемых групп по отношению к группе контроля 
оценивали с использованием критерия Манна–
Уитни. Для оценки доли крыс демонстрирующих 
каталепсию использовали угловой тест Фишера 
“φ” для оценки долей альтернативного признака. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эффекты D-серина представлены в табл. 1 и 2. Хро-

ническое введение D-серина (5 дней, в дозе 300 мг/кг)  
вызвало статистически незначимое (парадоксаль-
ное) ослабление интенсивности АП и увеличение 
его ЛП, что требует специального анализа. В то же 
время хроническое и острое введение D-cерина 
увеличило долю животных, обнаруживших АПК, 
в более поздние периоды наблюдения, усилив и ее 
длительность, и интенсивность (данные различия 
были, однако, статистически незначимыми, т.к. 
статистически значимое усиление АПК, близкой 
по проявлению к 100%, было бы невозможным). 
Кроме того, при дозе D-серина 600 мг/кг у одно-
го животного проявились миоклонические тико-
образные судороги головы и конечностей. Хрони-
ческое введение D-серина (5 дней, доза 300 мг/кг)  
также вызвало у двух крыс тикообразные подер-
гивания всего тела, а у одного животного обнару-
жилось затяжное двигательное возбуждение при 
выходе из припадка, что у крыс КМ в настоящий 
период селекции обнаруживается редко. 

Эффекты дизоцилпина (МК-801). В 1-й серии 
экспериментов (n = 9) введение 0.1 мг/кг МК-801 

практически полностью устранило АПК, но мало 
изменило собственно АП, (см. табл. 3 и 4). Во 2-й и 
3-й сериях (n = 8 и n = 5) введение МК-801 вызыва-
ло увеличение ЛП припадка и снижение его интен-
сивности, с появлением “двухволновых” реакций 
на звук. При этом ослабленная АПК наблюдалось 
у 22.2 % в первой серии и у 40% крыс в 3-й серии 
опытов, при полном отсутствии во второй. Эти 
различия в результатах можно объяснить различ-
ной чувствительностью животных к препарату в 
его “пороговой” дозе [16]. При более высокой дозе 
МК-801 (0.2 мг/кг) каталепсия после АП отсутство-
вала полностью с сохранением судорожных компо-
нентов АП (средний балл 2.3). При дозе 0.4 мг/кг  
введение МК-801 устраняло и судорожный компо-
нент припадка. Установлено, что доза 0.4 мг/кг – 
относится к категории токсичных [16], что в наших 
экспериментах проявилось в виде нарушений мы-
шечного тонуса, координации движений и появле-
ния двигательных стереотипий.  

Таким образом, введение небольших доз МК-
801 крысам линии КМ позволило наблюдать “дис-
социацию” аудиогенного судорожного припадка и 
АПК, чего никогда не обнаруживали у интактных 
животных, а также не наблюдалось в столь выра-
женной форме при модуляции интенсивности АП 
другими фармакологическими препаратами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Особенности дофаминергической системы 

мозга у крыс КМ (выявленные, в частности, в 

Таблица 1. Показатели аудиогенного судорожного припадка в контроле (К) и после введения D-серина у самцов 
крыс КМ

Группа, доза (мг/кг) Доля чувств. 
жив., %. ЛП АП, с Ср. балл АП Доля

“двухв.” жив, %
Время выхода 
из припадка, с

К, n = 25 100 1.4±0.1 4.0±0.0   0 129.4±8.8
D-серин, 200, n = 7 100 1.4±0.3 4.0±0.0 0 160.3±17.3
D-серин, 400, n = 5 100 1.4±0.3 3.8±0.1 0 128.8±6.3
D-серин, 600, n = 10 100 2.9±1.1 3.8±0.2 0 179.1±17.8

D-серин, 300 хрон, n = 12 100 3.0±0.8 3.4±0.5 0 168.4±22.7
n – число животных

Таблица 2. Постиктальная каталепсия в контроле (К) и после введения D-серина у крыс КМ, доля животных, %.

Группа, доза (мг/кг)
Наличие каталепсии после припадка в периоды:

1–5 мин 5–10 мин 10 мин и более
К, n = 25 100 80.0±0.1 76.0±0.1
D-серин, 200, n = 7 100 100 100
D-серин, 400, n = 5 100 100 100
D-серин, 600, n = 10 100 100 80.0±0.1
D-серин, 300 хрон, n = 12 100 100 80.0±0.1
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стриатуме) [4, 5] достаточно сложны, однако они 
указывают на то, что предрасположенность к АЭ – 
признак, затрагивающий многие структуры мозга, 
а не только участки ствола, критически важные для 
развития собственно АП. Статистически значимые 
межлинейные различия в величинах Bmax, отражаю-
щих плотность мест специфического связывания и 
для дофаминовых (D2), и для глутаматных (NMDA) 
рецепторов, а также различия в динамике повы-
шения уровня дофамина у КМ при введении ам-
фетамина и раклоприда, по сравнению с крысами 
Вистар, возможно связаны со сниженным числом 
мест специфического связывания (D2 рецепторов) 
в этой структуре, и это может сказываться и на осо-
бенностях формирования АПК, точнее в различиях 
экспрессии АП и АПК. 

Феномены нарушения мышечного тонуса – ка-
талепсию, ригидность и акинезию (при блокаде до-
фаминовой системы стриатума) можно снять ло-

кальным применением NMDA-антагонистов [17]. 
МК-801 (дизоцилпин) является наиболее силь-
ным NMDA-антагонистом по степени воздей-
ствия на каталепсию, вызванную галоперидолом 
[15]. Системно или локально введенные NMDA-
антагонисты снижают симптомы каталепсии, вы-
званные D2-антагонистами благодаря противо-
положно направленному действию D2 и NMDA 
рецепторов в стриатуме [18]. Антагонисты глици-
нового сайта снимают каталептогенное действие 
галоперидола при введении их в стриатум [19]. 
Отметим, что и в наших экспериментах NMDA-
агонист D-серин усиливал АПК у крыс линии КМ. 
Характеристики специфического связывания ли-
гандов с D2 и NMDA рецепторами в сопоставлении 
с межлинейными неврологическими особенностя-
ми (в нашем случае – с АЭ и постиктальной ката-
лепсией) практически не известны. 

Таблица 3. Показатели аудиогенного судорожного припадка у крыс линии КМ в контроле (К) и после введения МК-801

Группа, доза 
 (мг/кг) Nn Доля чувствит. жив, 

%. ЛП АП, с Ср. балл АП Доля
“двухв.” жив, %

Время выхода  
из припадка, с

К 25 100 1.4±0.1 4.0±0.0 0 129.4±8.8

МК-801,
 0.1 мг/кг 

9 88.9±0.1, n = 8 3.9±0.8* 3.2±0.4 0 165.9±33.5
8 100 8.0±0.7*** 2.5±0.3** 62.5±0.2*** 121.8±24.1
5 100 7.6±1.5*** 1.4±0.4** 80.0±0.1*** –

МК-801,
 0.2 мг/кг 8 87.5±0.11, n = 7 5.9±1.4*** 2.3±0.4** 50.0±0.2*** 123.5±28.2

МК-801,
 0.4 мг/кг 11 54.6±0.2*, n = 6 15.3±3.2*** 0.5±0.1*** 0 –

n – число животных; * – статистически значимо отличается от показателей контрольной группы при p < 0.05, ** – р < 
0.01, *** – р < 0.001. 
Прим. Знак “–” в столбце “Время выхода из припадка” обозначает, что тонический компонент АП не развивался и 
определение времени выхода по стандартному протоколу (фиксация времени постановки всех конечностей на опору) 
не представлялось возможным.

Таблица 4. Постиктальная каталепсия в контроле (К) и после введения МК-801 у самцов крыс КМ, доля животных, %

Группа, доза  
(мг/кг) n

Наличие каталепсии после АП в периоды:

Тест через 1–5 мин Тест через 5–10 мин Тест через 10 мин и более
К 25 100 80.0±0.1 76.0±0.1

МК-801,
 0.1 мг/кг 

9 22.2±0.1*** 11.1±0.1*** 11.1±0.1***
8 0*** 0*** 0***
5 40.0±0.2* 40.0±0.2 40.0±0.2 

МК-801,
 0.2 мг/кг 8 0*** 0*** 0***

МК-801,
 0.4 мг/кг 11 0*** 0*** 0***

n – число животных; * – статистически значимо отличается от показателей контрольной группы при p < 0.05, *** – 
р < 0.001.
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Можно предположить, что описанное в стри-
атуме снижение плотности рецепторов является 
компенсаторной down-регуляцией, которая спо-
собствует “переносимости” тяжелых аудиогенных 
приступов у крыс КМ. Иными словами, при селек-
ции крыс линии КМ на высокую “аудиогенную” 
судорожную готовность, в процессе селекции в раз-
множение отбирали тех особей (с АП), у которых 
имелись (вследствие естественной внутрипопуля-
ционной изменчивости) особенности глутаматер-
гической системы. 

Установлено, что D1-рецепторы расположены в 
основном на нейронах стрио-нигрального пути и 
возбуждают ГАМК-ергические эфференты, а D2-
рецепторы расположены на нейронах непрямого 
пути через стриатум и ингибируют ГАМК-ерги-
ческие пути [20]. Можно предположить, что такая 
координация в паттерне активации дофаминовых 
и NMDA-рецепторов и лежит в основе того, что 
МК-801 уже в дозе 0.1 мг/кг (в нашем эксперимен-
те) значительным образом подавил проявление по-
стиктальной каталепсии и полностью купировал ее 
в дозе 0.2 мг/кг, при которой судорожные компо-
ненты АП у крыс КМ все еще сохранялись. 

Отметим, что существуют вопросы, для отве-
та на которые именно АПК крыс линии КМ могла 
бы послужить продуктивной моделью. В частно-
сти, каким образом в неостриатум поступает ин-
формация о необходимости контроля АП (иными 
словами, почему АПК возникает после АП)? Еще 
вопрос – неостриатум получает глутаматергиче-
ские афференты из новой коры, однако АП разви-
вается при активации структур ствола мозга? Кро-
ме того, известно, что инъекции NMDA в нижнее 
двухолмие в зависимости от дозы приводят либо к 
реакции замирания, либо к двигательному возбуж-
дению. Механизм генерации данных реакций не 
вполне известен, однако показано, что при этом в 
стриатуме не происходит активации нейронов (по 
экспрессии гена c-fos) [21]. Такую реакцию замира-
ния можно сопоставить с аудиогенной каталепсией 
(развивающейся после звука в отсутствие АП у ряда 
крыс Вистар, Wag/Rji и крыс линии “0”), и, веро-
ятнее всего, она не гомологична АПК, однако так 
же, как и АПК, она потенцируется галоперидолом 
[7]. Отсутствие гомологии подтверждается и разной 
картиной формирования аудиогенной каталепсии 
и АПК в онтогенезе крыс Вистар (1–4 мес. жизни) 
[1] – последовательным снижением пенетрантно-
сти первой и повышением в случае последней. 

Исходя из общих соображений, можно предпо-
ложить, что как реакция замирания, так и реак-
ция бегства (в том числе и АП) должны ослаблять-
ся или нивелироваться NMDA-антагонистами. И 
действительно – у крыс КМ купирование как АП, 
так и каталепсии, происходят в случае действия 

МК-801. Однако если проявление АПК, вероятнее 
всего, происходит с участием стриатума, то для ре-
акции замирания, вызванной введением NMDA в 
нижнее двухолмие, стриатум не является критиче-
ской структурой [21]. 

Как уже упоминалось выше, предрасположен-
ные к АЭ крысы (выведенные в разных лаборатори-
ях) обнаруживают отклонения в функции многих 
нейромедиаторных систем [22–27]. Это заставляет 
предполагать возможное существование некоего 
генетически детерминированного нарушения раз-
вития ЦНС, которое впоследствии выражается как 
во множественных нейрохимических отклонениях, 
так и в генезе аудиогенных судорог и последующей 
каталепсии. Сходный “рисунок” девиаций в связы-
вании D2 и NMDA рецепторов у крыс линии КМ 
является косвенным подтверждением этого пред-
положения и ставит задачу более подробного ана-
лиза данного феномена. 

Следует отметить, что селекция крыс линии КМ 
по признаку аудиогенной эпилепсии привела к по-
явлению у них множественных скоррелированных 
морфологических, нейрохимических и поведенче-
ских изменений [28]. По всей видимости, к особен-
ностям линии КМ следует отнести то, что помимо 
снижения плотности D2-рецепторов в стриату-
ме, в этой структуре на 40% снижена плотность и 
NMDA-рецепторов [4], что не вызывает удивления 
в связи с тем, что в стриатуме эти рецепторы взаи-
модействуют в опосредуемых эффектах. Особенно 
важным представляется тот факт, что эти соотно-
шения выявлены при сравнении данных по КМ с 
показателями крыс линии “0” [29], т.е. крыс с ге-
нотипом, имеющим большую долю генетического 
фона, общего с линией КМ. В этом плане может 
показаться противоречивым тот факт, что у крыс 
КМ и линии “0” (а также линии “4”) имеется опре-
деленное сходство во взаимодействии состояния 
каталепсии после действия звука с галоперидоло-
вой каталепсией. Возможно, что это противоречие 
можно объяснить тем, что мишенью галоперидола 
являются и D1- рецепторы. К сожалению, ни ней-
рохимических данных, ни данных по радиолиганд-
ному связыванию для рецепторов данной катего-
рии в применении к крысам этих генотипов нет.

Агонист глицинового сайта NMDA-рецептора 
D-серин, усиливает способность пентилентетраз-
ола индуцировать судороги и способен блокиро-
вать антиконвульсивный эффект неселективного 
антагониста глициновых рецепторов, кинуренино-
вой кислоты против судорог, вызываемых NMDLA 
(рацемическая смесь NMDA) [8]. В наших экспе-
риментах D-серин не усилил интенсивность АП у 
крыс линии КМ (она и без воздействия была мак-
симальной), однако усилил проявление каталепсии 
в более поздние периоды наблюдения (различие 
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статистически незначимое, т.к. выраженность АПК 
у интактных крыс КМ также близка к максималь-
ной). Эти данные согласуются с тем, что галопе-
ридол-индуцированная каталепсия ингибируется 
рядом антагонистов глицинового сайта NMDA-ре-
цептора, такими как MRZ 2/570, MRZ 2/571 и MRZ 
2/576 [30]. Парадоксально, что при хроническом 
его введении D-серин несколько снизил интенсив-
ность судорог (статистически незначимо), что мож-
но объяснить десенситизацией этих рецепторов. 

Как известно, острое и хроническое введение 
МК-801 (а также других NMDA-антагонистов) яв-
ляется моделью шизофреноподобного расстрой-
ства как у животных (крыс, мышей, птиц) так и у 
людей, вызывая социальный дефицит, проблемы с 
пространственным обучением, стереотипии и ги-
перлокомоцию [31, 32]. В нашем эксперименте ана-
логичные двигательные нарушения наблюдались 
при введении 0.4 мг/кг МК-801. Интересно, что 
мыши-нокауты по NMDAR-субъединице GluN1 
рецептора в парвальбумин-позитивных интерней-
ронах оказываются парадоксальным образом ги-
персенсибилизированы к шизофреноподобным 
эффектам МК-801, демонстрируя стереотипии и 
каталепсию [33].

Глутаматергическая система нижнего двухол-
мия, критической структуры для инициации АП, 
вовлечена как в эпилептогенез, так и в патогенез 
двигательных нарушений. Так, через сутки после 
завершения семикратного ежедневного прозва-
нивания крыс линии КМ наблюдалось усиление 
глутаматергической трансмиссии в нижних буграх 
четверохолмия: повышался уровень активности 
ERK1/2-киназ и белка экзоцитоза синапсина 1, а 
также экспрессия VGLUT1 и VGLUT2 и синапти-
ческого белка SV2B [34].

Кроме того, микроинъекции МК-801 в нижние 
холмики снимают моторный дефицит, возникаю-
щий у мышей после терапии MPTP (1-метил-4-фе-
нил-1,2,3,6-тетрагидропиридин) [35], а также ката-
лепсию, вызываемую золпидемом (действующим 
на α1-содержащие GABAA рецепторы) [36]. Далее, 
было показано, что билатеральное введение NMDA 
в нижние холмики четверохолмия с последующей 
микроинъекцией галоперидола в дорсо-ростраль-
ный стриатум вызывает каталепсию (в то время как 
введение физраствора в нижние холмики в анало-
гичной ситуации не способно ее вызвать). В то же 
время, каталепсия, вызываемая микроинъекцией 
галоперидола в вентро-ростральный стриатум пол-
ностью предотвращается предварительным введе-
нием МК-801 в нижние холмики четверохолмия. 
Таким образом, глутаматергическая трансмиссия 
в нижних холмиках может значительным обра-
зом воздействовать на интрастриарную галопери-
дол-индуцированную каталепсию. То есть нижние 

холмики, критическая структура для инициации 
АП, являются также важной структурой для сенсо-
моторной интеграции, в том числе, проявления ка-
талептических реакций [37]. Это согласуется с на-
шими данными: препарат, снимающий АП у крыс 
линии КМ, снимает и АПК, находящуюся под до-
фаминергическим контролем. Хотя рассматривать 
каталепсию после АП как запредельное торможе-
ние с охранительной функцией, как это делали на-
ши предшественники [38] было бы и не совсем вер-
но, но определенная восстановительная функция, 
возможно, этому состоянию свойственна. 

Обобщая наши данные, следует отметить, что 
на крысах линии КМ мы наблюдали потенциро-
вание АПК NMDA-агонистом D-серином (хотя 
и статистически незначимое) и ее снятие NMDA-
антагонистом МК-801, что также имеет место и в 
случае каталепсии, вызванной D2-антагонистами. 
Исследование влияния агонистов и антагонистов 
NMDA рецепторов на АП и АПК у крыс линии 
КМ было проведено впервые. Полученные дан-
ные позволили показать возможность “диссоциа-
ции” АП и АПК у крыс линии КМ, чего никогда 
не наблюдается у интактных животных [1]. Таким 
образом, АП per se не является достаточным усло-
вием для развития АПК. Можно предположить, что  
NMDA-антагонист МК-801 снимает каталептоген-
ный эффект АП, опосредуемый D2-рецепторами 
стриатума крыс линии КМ. 

ВЫВОДЫ
1.	Введение D-серина не оказало статистически 

значимого воздействия на аудиогенный судророж-
ный припадок и постиктальную каталепсию крыс 
линии КМ. 

2.	МК-801 в дозозависимой манере снизил ин-
тенсивность аудиогенного судорожного припадка и 
повысил его латентный период у крыс линии КМ. 

3.	Удалось показать “диссоциацию” аудиоген-
ного судорожного припадка и постиктальной ка-
талепсии. Аудиогенная постиктальная каталепсия 
была полностью купирована при дозе 0.2 мг/кг, в 
то время как клонический компонент аудиогенно-
го судорожного припадка при этой дозе все еще со-
хранялся. 
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ского государственного университета имени М.В. Ломо-
носова, протокол N 12 от 12.03.2014 г.). 
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GLUTAMATERGIC REGULATION OF THE AUDIOGENIC SEIZURES  
AND POSTICTAL CATALEPSY IN KRUSHINSKY–MOLODKINA STRAIN RATS: 

EFFECTS OF DIZOCILPINE AND D-SERINE 
N. М. Surinaa, #,  I. B. Fedotovaa  and I. I. Poletaevaa

aLomonosov Moscow State University, Мoscow, Russia
#e-mail: Opera_ghost@inbox.ru

The participation of the glutamatergic neurotransmitter system in the pathogenesis of audiogenic seizures (AS) 
and post-ictal catalepsy (PIC) in Krushinsky-Molodkina rats was analyzed. Effects of D-serine and disocilpine 
administration was investigated. In intact KM rats, the intensity of AS correlates with the duration of PIC. The 
administration of D-serine (acute administration, doses of 200, 400 and 600 mg / kg, as well as after chronic 
administration – 5 days of 300 mg / kg, n = 34) had no significant effect on AS and PIC. Disocilpine (MK-801, 
a non-competitive NMDA antagonist) was administered in an acute experiment at doses of 0.1, 0.2 and 0.4 mg/
kg (n = 41). MK-801 dose-dependently reduced the intensity of AS and caused a "two-wave pattern" of seizures in 
the most of animals, and removed PIC at a lower dose than AS seizures. PIC was completely eliminated already 
at a dose of 0.2 mg/kg, while the clonic component of AS still persisted. Thus, it was possible to show the "disso-
ciation" of AS and PIC. It is assumed that although dopaminergic control is involved in the mechanisms of PIC 
development, glutamatergic neurotransmission is also taking part in the PIC expression.

Keywords: audiogenic epilepsy, postictal catalepsy, dysocilpine, D-serine, glutamatergic neurotransmission, dopa-
mine, Krushinsky-Molodkina strain rats
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Для компенсации недостатка функций NMDA рецепторов в ЦНС на фоне деменций большой инте-
рес представляют положительные аллостерические модуляторы (ПАМ). Известные ПАМ увеличивают 
амплитуду интегральных ионных токов, переносимых NMDA рецепторами, однако не влияют на каль-
ций-кальмодулин зависимую десенситизацию последних. Мы изучили возможность модуляции десен-
ситизации NMDA рецепторов недавно синтезированным ПАМ GNE-9278, имеющим уникальный сайт 
связывания на трансмембранном домене. Эксперименты проводили на нативных NMDA рецепторах, 
экспрессированных в нейронах неокортекса крысы в первичной культуре ткани. Методом “patch-clamp” 
регистрации трансмембранных токов проведено сравнительное изучение влияния на десенситизацию 
NMDA рецепторов трех веществ, потенцирующих токи NMDA рецепторов: GNE-9278 (10 мкМ), дити-
отреитола (1 мМ) и ионов меди (5 мкМ). Эти вещества увеличивали амплитуду токов, вызванных 100 
мкМ NMDA, однако только GNE-9278 уменьшал разницу между равновесной и пиковой амплитудами 
токов на 15%. Кроме того, GNE-9278 вдвое увеличивал постоянную времени спада от пика к равновес-
ному состоянию, т.е. ослаблял десенситизацию NMDA рецепторов. Поскольку GNE-9278 не изменял 
эффективную концентрацию внеклеточного кальция для генерации десенситизации, его эффект вероят-
но не мешает взаимодействию рецептора с кальмодулином. Анализ формы токов в рамках кинетической 
модели показал, что GNE-9278 уменьшает два кинетических параметра: скорость закрывания канала, 
определяющую время открытого состояния, а также скорости входа в и выхода рецептора из десенси-
тизированного состояния, определяющие вероятность открытого состояния канала. Модуляция каль-
ций-зависимой десенситизации NMDA рецепторов выделяет GNE-9278 среди других известных ПАМ, 
что вероятно определяется сайтом связывания GNE-9278 в сегменте пре-M1 GluN1 субъединицы. 

Ключевые слова: ионные каналы, кальций, NMDA, десенситизация, GNE-9278
DOI: 10.31857/S0044452924050091,   EDN: XOTJLT

ВВЕДЕНИЕ
NMDA (N-метил-D-аспартат) рецепторы при-

надлежат к одному из подтипов ионотропных 
рецепторов глутамата, выполняющих функции 
возбуждающей синаптической передачи в ЦНС 
млекопитающих. При активации через ионные ка-
налы этих рецепторов в клетку наряду с ионами 
натрия входит кальций, что играет ключевую роль 
в механизмах синаптической пластичности. При 
этом NMDA рецепторы подвержены кальций-каль-
модулин-зависимой десенситизации (КЗД), прояв-
ляющейся в постепенном уменьшении интеграль-
ного трансмембранного тока через каналы при 
постоянном действии агониста. Существует также 
глицин-зависимая десенситизация NMDA рецеп-
торов, наблюдаемая при дефиците ко-агониста глу-

тамата глицина [см. обзор 1]. Oднако, при насыща-
юших сайт связывания концентрациях глицина, ее 
эффект (вклад в падение амплитуды токов в экспе-
риментальных условиях) многократно слабее, чем 
для КЗД. Поэтому при дальнейшем изложении под 
десенситизацией рецепторов мы будем подразуме-
вать именно кальций-зависимый процесс десенси-
тизации. Этот механизм ограничивает избыточное 
поступление ионов в нейроны, ограничивая нейро-
токсический эффект избыточной активации. КЗД 
возникает в результате связывания комплекса каль-
ций-кальмодулин (CaCam) с внутриклеточным до-
меном GluN1 субъединицы рецептора [2], а её вы-
раженность прямо пропорциональна входу ионов 
кальция через каналы активированных рецепторов 
и накоплению внутриклеточного кальция.
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КЗД может модулироваться внешними фактора-
ми, влияющими на концентрацию свободного каль-
ция в примембранной области цитоплазмы за счет 
буферизации, диффузии и локального транспорта 
соседними с рецептором белками [см. обзор 3]. В 
частности, натрий-кальциевый обменник модули-
рует КЗД за счет удаления кальция из примембран-
ной области цитоплазмы [4, 5]. На процесс КЗД 
также влияют другие белки ассоциирующие каль-
модулин [6]. К структурным детерминантам, вли-
яющим на кинетику КЗД можно отнести мутации 
N-терминального домена GluN1 субъединицы [7], 
и разницу в субъединичном составе рецепторов [8].

Для компенсации дефицита функций NMDA 
рецепторов на фоне деменций большой интерес 
представляют положительные аллостерические мо-
дуляторы (ПАМ) [9]. Хорошо изучена положитель-
ная аллостерическая модуляция полиаминами [10, 
см. обзор 11] и нейростероидами [12, 13], которые 
являются эндогенными факторами, регулирующи-
ми синаптическую передачу. Токи, опосредуемые 
активацией NMDA рецепторов, возрастают в ре-
зультате фосфорилирования [14, 15]. Потенцииро-
вание токов NMDA рецепторов происходит также 
при действии сероводорода, дитиотреитола (DTT) 
и ионов меди – редокс агентов, вызывающих хими-
ческое восстановление дисульфидных связей, что 
вызывает разрыв последних [16 – 19].

Несмотря на то, что известные ПАМ увеличи-
вают токи через NMDA рецепторы, среди них об-
наружено только одно вещество, потенцирующий 
эффект которого на токи связан с ослаблением КЗД 
[20] Для остальных веществ, вызывающих потен-
цирование токов NMDA рецепторов такой эффект 
не выявлен. В частности, КЗД не ослабляется при 
действии таких редокс агентов, как дититотреитол 
[19], сероводород [21], глутатион [16]. Причем два 
последних являются эндогенными модуляторами 
функций NMDA рецепторов [16, 22, 23]. Хотя дей-
ствие редокс агентов неспецифично в отношении 
NMDA рецепторов, они проявляют свойства ПАМ 
последних, что имеет существенное физиологиче-
ское значение.

Известно, что большинство ПАМ действуют на 
лиганд-связывающий домен или другие структур-
ные элементы NMDA рецепторов, не участвующие 
в КЗД. Например, прегненолон-сульфат [24] вызы-
вает увеличение токов NMDA рецепторов, связы-
ваясь в области трансмембранного домена, и не ос-
лабляет КЗД. Для многих других ПАМ этот аспект 
влияния на токи NMDA рецепторов не изучался.

Недавно синтезирован новый ПАМ GNE-9278 с 
уникальным сайтом связывания на внеклеточной 
поверхности трансмембранного домена NMDA ре-
цептора [25]. Он не является специфичным в от-
ношении определенного субъединичного состава 

NMDA рецепторов. Структурные детерминанты 
(T550 и D552) на сегменте пре-M1 GluN1 субъеди-
ницы вероятно определяют связывание GNE-9278 
[25], причем именно этот сегмент претерпевает су-
щественные конформационные изменения в при-
сутствии CaCam [26]. Это заставляет предполагать 
возможное влияние GNE-9278 на процесс КЗД.

Поскольку в настоящее время известен толь-
ко один низкомолекулярный фармакологический 
агент, ослабляющий КЗД NMDA рецепторов [20], 
было решено исследовать, может ли и GNE-9278 
влиять на этот процесс. Эксперименты проводи-
ли на нативных NMDA рецепторах, экспрессиро-
ванных в нейронах коры головного мозга, и содер-
жащих наряду с GluN1 только GluN2A и GluN2B 
субъединицы [27, 28]. Такой субъединичный со-
став определяет выраженную подверженность этих 
рецепторов КЗД [8]. На нейронах в первичной 
культуре коры большого мозга крыс мы провели 
сравнительное изучение влияния на КЗД NMDA 
рецепторов трех ПАМ: GNE-9278, дитиотреитола и 
ионов меди.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования проводили на первичной куль-

туре нейронов коры большого мозга, полученного 
из эмбрионов крыс линии Вистар. Методика при-
готовления первичной культуры ткани нейронов 
коры мозга крыс детально была описана ранее [23]. 
На 16–17 дни пренатального развития (E16–E17) 
выделяли ткань неокортекса и культивировали 
при 37°C и 5% CO2 в нейробазальной питательной 
среде (ПанЭко, Россия) с ростовой добавкой B-27 
(ПанЭко, Россия) на покровных стеклах, покрытых 
поли-D-лизином. Эксперименты на нейронах про-
водили на 10–14 дни культивирования. 

В опытах применяли внеклеточный раствор сле-
дующего состава (мМ): NaCl 144, KCl 2.8, HEPES 10,  
(pH 7.2–7.4, доводили NaOH), осмолярность 310 мОсм.  
Если не указано иное, то концентрация CaCl2 в 
базовом растворе составляла 1 мМ. Трансмем-
бранные токи нейронов регистрировали методом 
“patch-clamp” в конфигурации целой клетки с ис-
пользование усилителя Multiclamp 700B (Molecular 
Devices, США) с включенным фильтром нижних ча-
стот 400 Гц и оцифровкой со скоростью сбора дан-
ных 20 тысяч измерений в секунду с использовани-
ем АЦП Digidata 1440A (Molecular Devices, США) и 
программного обеспечения pClamp v10.6 (Molecular 
Devices). Замену раствора осуществляли с помощью 
быстрой перфузионной системы, как описано ранее 
[4]. Внутриклеточный пипеточный раствор содер-
жал (в мМ): 120 CsF, 10 CsCl, 10 EGTA и 10 HEPES, 
осмолярность 300 мОсм, pH доводили до 7.4 с помо-
щью CsOH. Пипетки с сопротивлением 4–6 МОм 
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изготавливали из капилляров из боросиликатного 
стекла RWD B-15086-10F (Китай). Эксперименты 
проводили при комнатной температуре (22–25 ◦С). 
Мембранный потенциал фиксации устанавливали 
на ‒70 мВ. Данные представлены без поправок на 
величину жидкостного потенциала, который в на-
ших экспериментах составлял ‒11 мВ. Токи NMDA 
рецепторов вызывали аппликацией 100 мкМ NMDA 
совместно с 30 мкМ глицина в качестве ко-агониста. 
Вещества NMDA (M3262), глицин (G7126) и дитио-
треитол, DTT (D0632) приобретены в Sigma-Aldrich, 
США. GNE-9278 (кат. 6369) в Tocris Inc., США. 

Для определения эффективной концентрации 
наружного кальция (EC50[Ca2+]), необходимой для 
развития процесса десенситизации NMDA рецеп-
торов, измеряли соотношения равновесных токов 
рецептора (Iss) к пиковым значениям (Iss / Ipeak) при 
различных концентрациях внеклеточного кальция 
([Ca2+]). Полученные данные аппроксимировали 
уравнением Хилла: Iss / Ipeak = 1 + (m – 1) * [Ca2+]h / 
(EC50

h + [Ca2+]h), где h – коэффициент Хилла, m – 
минимальная величина соотношения плато/пик.

Для подбора кинетических констант скоростей 
активации, деактивации, а также входа и выхода 
рецептора из десенситизации использовали макро-
скопический анализ токов в программе ChanneLab 
(Synaptosoft). В качестве базовой модели исполь-
зовали набор констант, опубликованный для на-
тивных NMDA рецепторов постоянно связанных с 
глицином [30]. Симуляцию токов на основании по-
лученных констант выполняли в той же программе.

Данные показаны как репрезентативные запи-
си и средние значения ± стандартная ошибка сред-
него, (n) относится к количеству исследованных 
нейронов. Пары данных сравнивались с использо-
ванием непарного двустороннего t-критерия Стью-
дента. Несколько групп сравнивали с использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа с 
последующим применением критерия Тьюки. Ста-
тистическая значимость представлена на рисунках 
в соответствии со следующими символами * и ***, 
которые обозначают значения доверительной веро-
ятности p менее 0.05 и 0.001, соответственно. Кроме 
того, указаны значения p для каждого сравнения. 
Аппроксимацию кривой проводили с исполь-
зованием программного обеспечения OriginPro 
(OriginLab Corp.). Значения EC50, полученные в 
результате отдельных экспериментов, проведен-
ных в одних и тех же экспериментальных условиях, 
усредняли для получения средних значений ± стан-
дартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изменение соотношения равновесного тока  

к пиковому при действии ПАМ
Для проверки предположения, что ПАМ мо-

гут влиять на процесс КЗД NMDA рецепторов, на 
каждом исследованном нейроне мы анализирова-
ли форму токового ответа нейронов на апплика-
цию 100 мкМ NMDA (+30 мкМ глицина) (рис 1a) в 
контроле, а затем на фоне действия одного из трех 

Рис. 1. Влияние положительных аллостерических модуляторов на степень кальций-зависимой десенситизации NMDA рецепторов.
(a) – Примеры токов NMDA рецепторов, зарегистрированных в конфигурации целой клетки на нейронах при аппликации 100 мкМ 
NMDA в присутствии 30 мкМ глицина. Vm= – 70 мВ при постоянной концентрации внеклеточного кальция 1 мМ. Черные кривые –  
токи в контроле. Красные кривые – на фоне действия дитиотреитола (DTT, 1 мМ), CuSO4 (Cu, 5 мкМ) или GNE-9278 (GNE, 10 мкМ). 
Степень десенситизации оценивали по отношению амплитуд равновесного тока к пиковому (Iss / Ipeak). (b) – Средние значения отно-
шения Iss / Ipeak в контроле (белые столбики) и на фоне действия аллостерических модуляторов (красные столбики). Кружки показы-
вают результаты измерений в отдельных нейронах: DTT (n = 14), Cu (n = 12), GNE (n = 8). *** – отличие от контроля в присутствии 
GNE, p = 0.0002, парный t-критерий Стьюдента.
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ПАМ. Опыты проводили в присутствии 1 мМ вне-
клеточного кальция. GNE-9278 (10 мкМ) и CuSO4 
(5 мкМ) апплицировали совместно с NMDA. Ис-
пользованная концентрация ионов меди соответ-
ствовала максимальному потенцирующему эффек-
ту на NMDA рецепторы, поскольку более высокие 
концентрации могут напротив вызывать ингиби-
рование [18]. DTT (1 мМ) добавляли во внеклеточ-
ный раствор на 90 сек, отмывали 30 сек внеклеточ-
ным раствором, после чего апплицировали NMDA. 
Такой протокол воздействия DTT был разработан 
ранее [16] и позволяет модифицировать только 
наиболее доступные дисульфидные связи во вне-
клеточном домене рецептора, к которым относится 
связь C744–798, разрыв которой и вызывает потен-
цирующий эффект [31].

Соотношение амплитуд равновесного тока к пи-
ковому (Iss / Ipeak) не изменялось на фоне действия 
DTT или ионов меди (рис 1b). Однако добавление 
10 мкМ GNE-9278 увеличивало это соотношение с 
0.62 ± 0.06 в контроле до 0.77 ± 0.05 на фоне GNE-
9278. Таким образом, в отличие от DTT и ионов ме-
ди, действующих на редокс сайты во внеклеточном 
домене рецептора, GNE-9278, связывающийся с 
трансмембранным доменом, ослаблял кальций-за-
висимую десенситизацию NMDA рецепторов. 

Возрастание интегрального тока через NMDA 
рецепторы на фоне действия ПАМ гипотетически 

могло бы влиять на выраженность КЗД за счет из-
менившегося входа кальция. В связи с этим, изуча-
ли возможную связь между эффективностью по-
тенциирования пикового тока изучаемыми ПАМ 
и их влиянием на КЗД (рис. 2). Все три ПАМ ожи-
даемо достоверно увеличивали величину пикового 
тока в среднем на 16% для GNE-9278 и ионов меди 
(рис. 2a, b), и на 32% для DTT (рис. 2b). Поскольку 
при одинаковой выраженность потенциирования 
пикового ответа ионами меди и GNE-9278 толь-
ко последний вызывал ослабление кальций-за-
висимой десенситизации, можно предположить, 
что эффективность потенциирования не связана с 
влиянием на КЗД. Кроме того, изменение концен-
трации внеклеточного кальция также не влияло на 
возрастание пиковой амплитуды токов при дей-
ствии ПАМ.

Зависимость эффектов GNE-9278  
от внеклеточного кальция

Эффективная концентрация внеклеточного 
кальция, необходимая для проявления КЗД NMDA 
рецепторов (EC50[Ca2+]), зависит от входа Ca2+ че-
рез рецептор, его буферизации, связывания с 
кальмодулином (Cam) и взаимодействия CaCam с 
внутриклеточным доменом рецептора. Мы предпо-
ложили, что GNE-9278 мог бы влиять на процесс 
взаимодействия рецептора с CaCam. В этом случает 

Рис. 2. Эффект положительных аллостерических модуляторов на пиковый ток, вызываемый аппликацией 100 мкМ NMDA в присут-
ствии 30 мкМ глицина при различных экспериментальных условиях.
(a) – Отношение пикового в присутствии 5 мкМ CuSO4 (Cu) к пиковому току в контроле. (b) – Отношение пикового тока в присут-
ствии 10 мкМ GNE-9278 (GNE) к пиковому току в контроле. (c) – Отношение пикового тока после 90 сек обработки 1 мМ дитиотре-
итолом (DTT) к пиковому току в контроле. Кружки показывают результаты измерений в отдельных нейронах. Во всех эксперимен-
тальных условиях наблюдали достоверное увеличение амплитуды пикового тока относительно контрольного на фоне модуляторов 
(p < 0.05, парный t-критерий Стьюдента). Потенциирование тока достоверно не изменяется в зависимости от типа использованного 
ПАМ, а также от концентрации внеклеточного кальция (ANOVA).
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величина EC50[Ca2+] изменялась бы под действием 
GNE-9278.

Для определения EC50[Ca2+] в контроле и в при-
сутствии 10 мкМ GNE-9278 нами были построе-
ны концентрационные кривые зависимости соот-
ношения Iss / Ipeak от концентрации внеклеточного 
кальция в диапазоне от 0.5 до 4 мМ [Ca2+] (рис. 3a). 
В случае, если GNE-9278 влияет на десенситиза-
цию путем изменения EC50[Ca2+] наблюдался бы 
сдвиг кривой вправо в сторону больших [Ca2+] в 
присутствии GNE-9278. Однако, EC50[Ca2+] в кон-
троле (1.79 ± 0.20 мМ) достоверно не возрастала в 
присутствии GNE-9278 (1.7 ± 0.2 мМ). Таким обра-
зом, действие GNE-9278 вероятно связано только 
с изменением кинетики десенситизации самого ре-
цептора, но не с его взаимодействием с CaCam.

Влияние GNE-9278 на постоянную времени КЗД
Оценка кинетики развития процесса каль-

ций-зависимой десенситизации NMDA рецеп-
торов возможна путем одноэкспоненциальной 
аппроксимации спада тока от пика к плато. Мы из-
мерили постоянную времени (τ) спада тока в кон-
троле и на фоне действия GNE-9278 при различных 
концентрациях внеклеточного кальция (рис 3b). В 
диапазоне концентраций Ca2+ от 0.5 до 2 мМ GNE-
9278 вызывал достоверное увеличение τ приблизи-

тельно вдвое, что говорит о 2-кратном замедлении 
процесса десенситизации.

Таким образом, в отличие от DTT и ионов меди, 
GNE-9278 ослабляет кальций-зависимую десен-
ситизацию NMDA рецепторов, что проявляется в 
уменьшении разницы между пиковым и равновес-
ным током и замедлении КЗД, но не за счет влия-
ния на эффективную концентрацию кальция, не-
обходимую для развития десенситизации.

Моделирование токовых ответов  
NMDA рецепторов

Наблюдаемые изменения в кинетике интеграль-
ного тока, опосредуемого активацией NMDA ре-
цепторов, при действии GNE-9278 могут быть 
проанализированы с использованием простой 
кинетической модели, которая описывает набор 
последовательных состояний рецептора от свя-
зывания лиганда до открытого состояния через 
константы скорости перехода между этими состоя-
ниями [25] (рис. 4a). Такая модель позволяет выпол-
нить симуляцию интегральной формы тока через 
каналы множества рецепторов в ответ на апплика-
цию агониста. При симуляции мы подразумеваем, 
что оба коагониста – NMDA и глицин используют-
ся в насыщающих концентрациях, причем глицин 
постоянно присутствует в растворе. В таких усло-

Рис. 3. Количественная зависимость влияния GNE-9278 на выраженность кальций-зависимой десенситизации NMDA рецепторов 
от концентрации внеклеточного кальция.
(a) – Зависимость соотношения плато/пик (Iss / Ipeak) от концентрации внеклеточного кальция. Кружки показывают средние значе-
ния по результатам 8–14 опытов. Аппроксимация при помощи уравнения Хилла (кривые) позволила определить эффективные кон-
центрации кальция (EC50), необходимые для развития кальций-зависимой десенситизации в контроле (черный) и на фоне 10 мкМ 
GNE-9278. (b) – Постоянная времени спада тока от пика к равновесному состоянию при различных концентрациях внеклеточного 
кальция. Серые столбцы – контроль. Красные – на фоне 10 мкМ GNE-9278. Кружки показывают результаты измерений в отдельных 
нейронах. * – достоверные отличия от контроля, p < 0.05, парный t-критерий Стьюдента.
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виях, даже если ПАМ вызывает снижение констан-
ты связывания агониста, это не скажется на ампли-
туде и форме токов.

В принципе, увеличение токов ионотропных ре-
цепторов может определяться только тремя причи-
нами: увеличением их проводимости, увеличением 
времени открытого состояния и увеличением ве-
роятности открытого состояния. Последнее может 
регулироваться за счет изменения КЗД. Наблюдае-
мые изменения токов NMDA рецепторов при дей-
ствии GNE-9278 характеризуются тремя параметра-
ми — соотношением равновесного тока к пиковому  
(Iss / Ipeak), возрастанием амплитуды пикового тока 
(I / Icontrol) и постоянной времени спада (таблица 1). 
Для экспериментально полученных данных о фор-
ме тока в контроле достаточно подобрать значения 
констант d+ и d‒, определяющих скорости входа в 
десенситизацию и выхода рецептора из десенси-
тизированного состояния (таблица 1). Значения 
остальных констант (a+, a-, b+, b-, c+, c-) были 
взяты из опубликованной ранее модели [30].

Мы предположили, что наблюдаемые эффекты 
GNE-9278 связаны с влиянием на прямые и/или 
обратные константы скорости активации рецепто-
ра (c+, c‒), что может соответствовать изменению 
времени открытого состояния, и входа в десенси-

тизированное состояние (d+, d‒), что может при-
водить к изменению вероятности открытого со-
стояния. Т.е., неактивный рецептор, связанный с 
агонистами (RAA), может перейти либо в активи-
рованное состояние (RAA*) с открытым ионным 
каналом, либо в десенситизированное (RAAD) с 
закрытым каналом (рис 4a).

Наблюдаемое в эксперименте увеличение ам-
плитуды пикового тока и изменение соотношения 
плато-пик в присутствии GNE-9278 (таблица 1) 
можно смоделировать, если уменьшить скорость 
закрывание канала (c‒) (рис 4b, красная кривая). 
Подобная симуляция не оказывает влияние на по-
стоянную времени КЗД. Одновременное умень-
шение на половину констант скорости входа в де-
сенситизацию и выхода из десенситизированного 
состояния (d+ и d‒) объясняет 2-кратное замедле-
ние КЗД в присутствии GNE-9278 (рис 4b, зеленая 
линия), но не влияет на соотношение плато-пик. 
Сумма этих двух эффектов позволяет воспроизве-
сти форму экспериментально полученного тока в 
присутствии GNE-9278 (рис 4b, синяя линия). Та-
ким образом, GNE-9278 вероятно одновременно 
замедляет переход рецептора в десенситизирован-
ное состояние и выход из него, а также снижает ве-
роятность его деактивации т.е. закрывания канала.

Рис. 4. Анализ возможного механизма действия GNE-9278 в рамках кинетической модели NMDA рецептора.
(a) – Математическая модель [25] использованная для симуляции и описывающая скорости перехода NMDA рецептора между со-
стояниями: R + A — рецептор не связанный с агонистом, RA — связывание первой молекулы NMDA, RAA — связывание двух 
молекул NMDA, RAA* — лигандирванный рецептор с открытым ионным каналом, RAAD — десенситизированный рецептор, 
ассоциированный с комплексом Ca2+-кальмодулин (CaCaM). a, b, c и d – прямые (+) и обратные (‒) скорости переходов между 
состояниями в с-1 (величины приведены в таблице 1). В модели подразумевается постоянное оккупирование GluN1 субъединицы 
глицином, поэтому связывание рецептора с глицином не показано. (b) – Симуляция формы токовых ответов NMDA рецепторов на 
7-секундные аппликации NMDA с параметрами, наиболее соответствующими экспериментальным значениям при концентрации 
внеклеточного Ca2+ 1 мМ (таблица 1). Черные кривые — Симуляция тока в контроле. Константы d+ и d‒ изменены, по сравнению с 
опубликованной моделью чтобы соответствовать нашим экспериментальным данным. Снижение скорости деактивации рецептора 
(с‒) вызывает рост амплитуды тока и изменение соотношения плато-пик — красная кривая. Изменение с‒ не влияет на постоянную 
времени КЗД. Одновременное уменьшение скоростей входа (d+) и выхода (d‒) рецептора из десенситизации влияет исключительно 
на постоянную времени десенситизации — зеленая кривая. Синяя кривая — Симуляция тока в присутствии GNE-9278. Сумма обо-
их эффектов изменения с‒, d+ и d‒ позволяет воспроизвести форму токового ответа, полученного в экспериментах при действии 
GNE-9278.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Поскольку ПАМ вызывают увеличение ампли-

туды токов, вызываемых NMDA, мы можем ожи-
дать связанный с этим рост входа кальция в ней-
роны, что, потенциально может оказать влияние 
на выраженность КЗД. В случае значительной раз-
ницы в эффективности ПАМ в отношении потен-
цирования токов эти вещества теоретически могли 
бы влиять на КЗД по-разному. Пиковый ток в ответ 
на аппликацию агониста не подвержен действию 
КЗД, и может быть использован для измерения 
эффективности потенциирования тока различны-
ми ПАМ. Поэтому мы сравнили степень увеличе-
ния пикового тока ионами меди, DTT и GNE-9278, 
чтобы выявить связан ли эффект этих ПАМ на КЗД 
со степенью потенциирования токов. Ионы меди и 
GNE-9278 вызывали одинаковое 16% увеличение 
амплитуды пиковых токов. Однако эти два ПАМ 
по-разному влияли на соотношение плато-пик. 
По-видимому, увеличение амплитуды токов не свя-
зано с особенностями действия GNE-9278 на КЗД.

Кроме того, эффективная концентрация внекле-
точного кальция, необходимая для возникновения 
десенситизации NMDA рецепторов, не изменялась 
в присутствии GNE-9278. Вероятнее всего эффект 
GNE-9278 на КЗД ограничен влиянием на сам ре-
цептор и не затрагивает кинетику взаимодействия 
рецептора с CaCam.

Анализ изменения формы токов, активируе-
мых NMDA, показал, что GNE-9278 изменяет два 
кинетических параметра: снижает скорость за-
крывания канала (c‒), что согласуется с предпо-
ложениями других авторов [25], а также замедляет 
процессы входа в десенситихацию и выхода рецеп-
тора из десенситизированного состояния (d+, d‒). 
Последнее вероятно связано с уникальным сай-
том связывания GNE-9278 во внеклеточной части 
трансмембранного домена в области pre-M1 GluN1 
субъединицы [25], изменения конформации кото-
рой происходит в процессе КЗД [26]. Этот сайт не 
перекрывается с областью связывания нейросте-
роидов [32] и лишь частично совпадает с таковой 
для CIQ, который потенциирует токи GluN2C и 
GluN2D содержащих NMDA рецепторов [33]. Од-
нако, токи GluN2C и GluN2D содержащих рецеп-

торов не подвержены КЗД, поэтому эффект CIQ на 
этот процесс выявить не удалось. В отличие от CIQ, 
GNE-9278 менее селективен в отношении GluN2 
субъединицы NMDA рецепторов и может влиять на 
токи GluN2A и GluN2B содержащих рецепторов, 
обладающих выраженной КЗД.

Возможность существования низкомолекуляр-
ных соединений, влияющих на КЗД NMDA рецеп-
торов, является интересным с точки зрения поис-
ка безопасных фармакологических препаратов для 
компенсации дефицита функций NMDA рецепто-
ров на фоне деменций и некоторых других невро-
логических нейродегенеративных заболеваний. 
Снижение КЗД NMDA рецепторов увеличивает 
интегральный вход кальция при синаптической пе-
редаче. Это теоретически может увеличивать эф-
фективность формирования феномена долговре-
менной потенциации, связанного с процессами 
обучения и памяти. В связи с этим нам представ-
ляется перспективным дальнейшем изучение этого 
вопроса.
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Таблица 1. Кинетические параметры токов NMDA рецепторов
Экспериментальные значения Результат подбора параметров

(с-1)r Пиковый ток τ
Iss / Ipeak I / Icontrol мс a+ a‒ b+ b‒ c+ c‒ d+ d‒

Контроль 0.62 1 616 1·107 4.7 5·106 9.4 46.5 91 1.35 1.35
GNE-9278 0.78 1.16 1267 1·107 4.7 5·106 9.4 46.5 72 0.65 0.65

Экспериментальные значения включают выраженность десенситизации (r), амплитуду пикового тока, нормализован-
ную к контролю и постоянную времени десенситизации (τ).
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THE ROLE OF CALCIUM-DEPENDENT DESENSITIZATION  
IN THE POTENTIATION BY GNE-9278 OF NMDA RECEPTOR CURRENTS  

IN RAT CORTAL NEURONS IN VITRO 
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To compensate for the lack of functions of NMDA receptors in the central nervous system against the background 
of dementia, positive allosteric modulators (PAMs) are of great interest. Known PAMs increase the amplitude 
of integral ion currents carried by NMDA receptors, but do not affect the calcium-calmodulin dependent de-
sensitization of the latter. We studied the possibility of modulating NMDA receptor desensitization by the newly 
synthesized PAM GNE-9278, which has a unique binding site on the transmembrane domain. Experiments were 
performed on native NMDA receptors expressed in rat neocortical neurons in primary tissue culture. Using the 
“patch-clamp” method of recording transmembrane currents, a comparative study of the effect of three substanc-
es potentiating NMDA receptor currents on the desensitization of these receptors was carried out: GNE-9278 (10 
µM), dithiothreitol (1 mM) and copper ions (5 µM). These substances increased the amplitude of currents evoked 
by 100 μM NMDA, but only GNE-9278 reduced the difference between steady-state and peak current amplitudes 
by 15%. In addition, GNE-9278 doubled the decay time constant from peak to steady state, i.e., weakened the 
desensitization of NMDA receptors. Because GNE-9278 did not alter the effective extracellular calcium con-
centration to generate desensitization, its effect likely does not affect the receptor's interaction with calmodulin. 
Analysis of the shape of the currents within the framework of the kinetic model revealed that GNE-9278 reduces 
two kinetic parameters: the rate of channel closure, which determines the time of the open state, as well as the 
rates of entry into and exit of the receptor from the desensitized state, which determine the probability of the open 
state of the channel. Modulation of calcium-dependent NMDA receptor desensitization distinguishes GNE-9278 
from other known PAMs, which is likely determined by the binding site of GNE-9278 in the pre-M1 domain of 
the GluN1 subunit.

Keywords: ion channels, calcium, NMDA, desensitization, GNE-9278
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Данная работа фокусируется на половых различиях экспрессии гена пролактина (Prl1) в мозге и его 
рецепторов (PrlRa и PrlRb) в осморегуляторных органах (мозге, почках, жабрах и кишечнике) самок и 
самцов трёхиглой колюшки (Gasterosteus aculeatus L.) в ходе пресноводной адаптации. Особи морской 
морфы колюшки были отловлены в нерестовый период и в течение 72 ч адаптированы к условиям прес-
ной воды. После этого экспрессия генов интереса была оценена с использованием метода РТ-ПЦР. За 
счёт повышения экспрессии гена Prl1 в мозге самок в условиях пресноводной адаптации проявлялись 
половые различия, отсутствовавшие в условиях морской воды. Экспрессия гена PrlRa в мозге была ниже 
у самок по сравнению с самцами в условиях морской воды, однако после перехода в пресную воду до-
стоверно повышалась, и после пресноводной адаптации этот параметр был сопоставим у особей обоих 
полов. Экспрессия гена PrlRb в мозге самок достоверно повышалась в ходе пресноводной адаптации. 
В почках экспрессия гена PrlRa не различалась у самок и самцов в контрольной группе, и снижалась у 
особей обоих полов в ходе адаптации к пресной воде. Экспрессия гена PrlRb в почках не зависела от пола 
особей контрольной группы, а после адаптации к пресной воде достоверно повышалась у самок, но 
снижалась у самцов, таким образом приводя к появлению половых различий после пресноводной адап-
тации. В жабрах экспрессия генов PrlRa и PrlRb не зависела ни от пола особей, ни от солености среды 
содержания. Экспрессия гена PrlRa в кишечнике не зависела ни от пола особей, ни от солёности среды. 
Экспрессия гена PrlRb в кишечнике не зависела от пола и после пресноводной адаптации снижалась у 
самок и самцов. Таким образом, зависимость осморегуляторной функции пролактина от пола колюшек 
проявляется в половых различиях экспрессии самого гена пролактина в мозге и в сенсибилизации мозга 
и осморегуляторных органов к нему в ходе пресноводной адаптации.

Ключевые слова: пролактин, пролактиновый рецептор, трёхиглая колюшка, водно-солевой обмен, прес-
новодная адаптация, зависимость от пола
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ВВЕДЕНИЕ
Пролактин – пептидный гормон, имеющий 

плейотропное действие: описано более сотни раз-
личных физиологических функций пролактина у 
позвоночных, включая лактацию, осморегуляцию, 
рост, репродукцию и иммунную функцию [1, 2]. 
Классически считается, что основной функцией 
пролактина у низших позвоночных является регу-
ляция водно-солевого обмена. Адаптация организ-
ма эвригалинных видов рыб, таких как мозамбик-
ская тиляпия Oreochromis mossambicus, азиатский 
паралихт Paralichthys olivaceus, антарктическая ро-
гатка Harpagifer antarcticus, к пресной воде сопря-
жена с изменением осмолярности плазмы крови и 

стимуляцией пролактиновой оси, что выражается в 
увеличении экспрессии хотя бы одного из двух ге-
нов пролактина в мозге и повышением концентра-
ции хотя бы одного из двух пролактинов в плазме 
крови [3, 4]. Это часто сопровождается изменением 
чувствительности к пролактину осморегуляторных 
органов рыб, в частности, почек, жабр и кишеч-
ника, что выражается в изменении экспрессии ге-
нов пролактиновых рецепторов. Финальным эф-
фектом осморегуляторной функции пролактина 
является изменение транскрипционной активно-
сти генов ионных транспортёров, таких как NCC, 
NKCC1a, NHE3, CFTR, AQP3, AQP8, NKAα1a, 
NKAα1b [4, 5]. Примечательно, что в подобных ра-
ботах выборку рыб не разделяют по полу.
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Репродуктивная функция пролактина у рыб бы-
ла открыта позже и изучена хуже. Однако известно, 
что пролактиновая ось (уровни мРНК гена пролак-
тина) меняется при половом созревании рыб: она 
приобретает зависимость от пола, становясь менее 
активной у самок Takifugu rubripes, оставаясь без из-
менений у самцов [6].

Интенсивность пролактинового сигналлинга и, 
как следствие, эффекта, зависит не только от уров-
ня центральной секреции гормона, но и от плотно-
сти рецепторов на тканях и органах-мишенях. Раз-
личия в локальной экспрессии генов рецепторов 
лежат в основе тканеспецифичной регуляции со 
стороны гормона. 

Трёхиглая колюшка Gasterosteus aculeatus L. яв-
ляется эвригалинной и имеет сложное репродук-
тивное и родительское поведение, таким образом, 
обладая и высокой осморегуляторной пластично-
стью, и ярко выраженными половыми различия-
ми [7]. Разными авторами была показана ключевая 
роль пролактина в родительском поведении у сам-
цов колюшек, которое выражается в аэрации гнёзд 
с икрой плавниками [8–10]. У колюшек (без разде-
ления по полу) гипофизарная секреция пролактина 
снижается при адаптации к морской воде, а изме-
нение размеров клубочков почки в ответ на вве-
дение пролактина различалось между колюшками 
морской формы, адаптированными и не адапти-
рованными к пресной воде[11, 12]. Таким образом, 
известно участие пролактина как в осморегулятор-
ной, так и в репродуктивной функции колюшек, 
однако комплексный эффект пролактина в контек-
сте зависимости от пола пресноводной адаптации 
до сих пор остается неизученным.

Ранее в нашей группе была показана неодина-
ковая у самок и самцов суточная динамика экс-
прессии генов Prl1, PrlRa и PrlRb в ткани мозга при 
острой 24-часовой пресноводной адаптации, а так-
же зависимая от пола и пресноводной адаптации 
экспрессия генов опсинов в сетчатке глаза [13, 14]. 
Целью данной работы стало изучение сенсибилиза-
ции мозга и осморегуляторных органов к действию 
пролактина в модели хронической, 72-часовой, 
адаптации особей к условиям пресной воды. Выбор 
более долгого временного интервала эксперимента 
обусловлено предположением о том, что в течение 
трёх суток организм колюшек адаптируется к но-
вым условиям не только на уровне экспрессии про-
лактина, но и на уровне изменения чувствительно-
сти к нему осморегуляторных тканей.

Нами было выдвинуто предположение о том, 
что в ходе пресноводной адаптации самок и сам-
цов трёхиглой колюшки изменение экспрессии 
гена пролактина в мозге и генов его рецепторов в 
мозге, почках, жабрах и кишечнике может зависеть 
от пола и определенный вклад в это может вносить 
сам пролактин. Наша работа поможет оценить вза-

имосвязи механизмов пролактиновой регуляции 
водно-солевого обмена и репродуктивной системы. 
Таким образом, целью данного исследования стала 
оценка изменения экспрессии генов пролактина в 
мозге и генов пролактиновых рецепторов в мозге, 
жабрах, почках и кишечнике самок и самцов трёхи-
глой колюшки в модели пресноводной адаптации.

Поскольку у самок и самцов трёхиглой колюш-
ки различается половое и родительское поведение, 
а у самцов в почках также при нересте синтезирует-
ся белок спиггин, необходимый для строительства 
гнезда, мы предполагаем зависимость функции 
этих органов от пола. Жабры и кишечник – ключе-
вые органы осморегуляции рыб, контактирующие 
не только с внутренней средой организма, но и с 
внешней, следовательно, мы предполагаем боль-
шую независимость этих органов от факторов вну-
тренней среды, включая эндокринные, и большую 
чувствительность к факторам внешней среды, та-
ким как ее осмолярность. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальная модель. Особи морской мор-

фы G.aculeatus L. были отловлены в Кандалакш-
ском заливе Белого моря в июне 2021 г. в период не-
реста. Длина тела самок 7 ± 0.3 см, самцов – 6.6 ± 
0.4 см. Далее особей разделили по полу, разбили на 
контрольную и опытную группы и в течение суток 
адаптировали к условиям содержания (аквариумы 
объёмом 20 л., световой и температурный режим, 
соответствующие естественным условиям). Затем в 
течение трёх суток особи контрольной группы со-
держались в условиях морской воды (“Control”), 
а особи экспериментальной группы – в условиях 
пресной воды (“72h FA”). n = 10 для каждой груп-
пы. По завершении эксперимента у особей хирур-
гическим путём извлекали ткань мозга, включая 
гипофиз (для контроля экспрессии гена пролак-
тина), почки, жабры (жаберные лепестки), а так-
же кишечник; образцы фиксировали в IntactRNA 
(“Евроген”, Россия). Также определяли морфоме-
трические показатели: гепатосоматический (отно-
сительная масса печени) и реносоматический (от-
носительная масса почек) индексы. Относительные 
уровни экспрессии генов интереса в тканях про-
водили с использованием методики, описанной 
в наших предыдущих исследованиях [13, 14]. По-
следовательности праймеров к генам интереса и 
референсным генам приведены в таблице 1.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ данных проводили в программе 
GraphPad Prism 9 с использованием двухфакторно-
го дисперсионного анализа two-way ANOVA с по-
правкой Шидака. В качестве исследуемых факторов 
были выбраны пол и наличие или отсутствие прес-
новодной адаптации. На графиках для каждой груп-
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пы данные представлены в виде медианы, нижней и 
верхней квартили, а также минимального и макси-
мального значений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние 72-часовой пресноводной адаптации 

на морфометрические показатели
Гепатосоматический индекс у самок был выше, 

чем у самцов за счет продукции их печенью вителл-
логенина и дополнительно повышался при перехо-
де в пресную воду (рис. 1а), а у самцов остался без 
изменений. Реносоматический индекс ни у самок, 
ни у самцов не зависел от условий солёности среды 
(рис. 1b) и был существенно выше у самцов за счет 
продукции почками спиггина, необходимого для 
постройки гнезда.

Влияние 72-часовой пресноводной адаптации  
и пола на экспрессию генов пролактинов Prl1, 

Prl2 и генов пролактиновых рецепторов PrlRa, 
PrlRb в ткани мозга колюшек

Достоверных различий в экспрессия гена про-
лактина Prl1 в мозге самок и самцов контрольной 
группы обнаружено не было. После 72-часовой 
пресноводной адаптации выявлено достоверное 
повышение экспрессии гена Prl1 в мозге самок по 
сравнению с контролем (p = 0.03, рис. 2а), при от-
сутствии изменений данного показателя в этих ус-
ловиях у самцов. В результате при пресноводной 
адаптации стали выявляться половые различия 
уровня экспрессии данного гена: у самое она была 
выше, чем у самцов (p = 0.002, рис. 2а).

Уровни экспрессии мРНК гена Prl2 в ткани моз-
га самок и самцов в условиях морской воды, а также 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности прямого и обратного праймеров к генам интереса и референсным 
генам, а также длина ПЦР-продукта.

Ген Нуклеотидная последовательность прямого (for)  
и обратного (rev) праймеров, 5’–3’ Длина ПЦР-продукта, п.н.

Prl1 for – ACCTGGACTCGCATTTGCCTCTC 
rev – AAGGTCCGACTCTGGTACTTGAAG 125

Prl2 for – TCCAATAAAGCCCTAGAGATGAG
rev – AGGCTGCTGACGGTGTTGCTTAT 113

PrlRa for – CGGCGATCTGGGTCAACTAC
rev – GGAGGATTAGGCTGAACGATGT 112

PrlRb for – CGACGACAGCCCTCTACTT
rev – GACGTGTACTCTGCCCACTT 132

Rpl13α for – CACCTTGGTCAACTTGAACAGTG
rev – TCCCTCCGCCCTACGAC 178

Ubc for – AGACGGGCATAGCACTTGC
rev – CAGGACAAGGAAGGCATCC 180

Рис. 1. Изменение гепатосоматического (а) и реносоматического (b) индексов в группах самок и самцов колюшек в зависимости от 
пола и адаптации к пресной воде. По оси Y: относительная масса печени (а) и почек (b). По оси X: группы самок (“females”) и самцов 
(“males”) трёхиглой колюшки в условиях морской воды (“control”, тёмно-серые ящики) и после 72-часовой пресноводной адапта-
ции (“72h FA”, светло-серые ящики). Количество в каждой группе: n = 10. Пунктирная линия указывает группы, между которыми 
обнаружены статистически значимые различия (** – p < 0.01; ** – p < 0.0001, two-way ANOVA).
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после 72-часовой пресноводной адаптации были 
обнаружены на разрешающей границе метода ПЦР 
в реальном времени (Cq > 32).

В мозге самцов экспрессия гена PrlRa в услови-
ях морской воды была выше, чем у самок (p = 0.003, 
рис. 2b). В ткани мозга самок после 72-часовой прес-
новодной адаптации экспрессия гена PrlRa росла по 
сравнению с контрольной группой (p = 0.01, рис. 2b). 
В группе самцов после пресноводной адаптации не 
было обнаружено достоверных различий экспрес-
сии гена PrlRa по сравнению с контрольной груп-
пой. За счет этого половые различия экспрессии ге-
на пролактинового рецептора a PrlRa в пресной воде 
перестали выявляться (p > 0.1).

Экспрессия гена PrlRb в ткани мозга наблюда-
лась на сопоставимом уровне при сравнении самок 
и самцов в условиях морской воды и после прес-
новодной адаптации. По сравнению с контроль-
ной группой в ткани мозга самок после 72-часовой 
пресноводной адаптации экспрессия гена PrlRb бы-
ла на достоверно более высоком уровне (p = 0.04, 
рис. 2c), не достигая достоверных различий с дан-
ным показателем у самцов в этих условиях. 

Влияние 72-часовой пресноводной адаптации 
и пола на экспрессию генов пролактиновых 

рецепторов PrlRa и PrlRb в ткани  
почек колюшек

Уровни экспрессии гена пролактинового ре-
цептора а PrlRa в ткани почек в условиях морской 
воды достоверно различались между группами са-
мок и самцов с преобладанием у самок (p < 0.0001, 
рис. 3a). После 72-часовой пресноводной адапта-
ции в ткани почек наблюдались сопоставимые ста-
тистически значимые половые различия экспрес-
сии уровня мРНК гена PrlRa (p = 0.0001, рис. 3a). 
Как у самцов, так и у самок, группы после 72-часо-
вой пресноводной адаптации имели сопоставимые 
уровни экспрессии гена PrlRa по сравнению с кон-
трольными группами (рис. 3a).

Уровни экспрессии гена пролактинового рецеп-
тора b PrlRb в ткани почек в условиях морской воды 
не различались достоверно между группами самок 
и самцов. После 72-часовой пресноводной адап-
тации экспрессия гена PrlRb в ткани почек наблю-
далась на более высоком уровне в группе самок по 
сравнению с группой самцов (p < 0.0001, рис. 3b). 
Это происходило за счет того, что в ткани почек 
самок после 72-часовой пресноводной адаптации, 
наблюдались статистически значимо более высо-
кие уровни мРНК гена PrlRb по сравнению с кон-
трольной группой (p = 0.03, рис. 3b), а в ткани почек 
самцов после 72-часовой пресноводной адаптации 
наблюдались статистически более низкие уров-
ни мРНК гена PrlRb по сравнению с контрольной 
группой (p < 0.0001, рис. 3b).

Рис. 2. Экспрессия генов Prl1, PrlRa и PrlRb в ткани мозга самок 
и самцов колюшек в зависимости от пола и адаптации к пресной 
воде. По оси Y: относительные уровни мРНК генов пролактина 
Prl1 (a) и пролактиновых рецепторов PrlRa (b) и PrlRb (c) в ткани 
мозга. По оси X: группы самок (“females”) и самцов (“males”) 
трёхиглой колюшки в условиях морской воды (“control”, тём-
но-серые ящики) и после 72-часовой пресноводной адаптации 
(“72h FA”, светло-серые ящики). Количество в каждой группе: 
n = 10. Пунктирная линия указывает группы, между которыми 
обнаружены статистически значимые различия (* – p < 0.05; 
** – p < 0.01, two-way ANOVA).
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Влияние 72-часовой пресноводной адаптации 
и пола на экспрессию генов пролактиновых 

рецепторов PrlRa и PrlRb в ткани  
жабр колюшек

Достоверные различия в экспрессии генов про-
лактиновых рецепторов PrlRa и PrlRb в ткани жабр 
между группами самок и самцов колюшек не были 
обнаружены ни в условиях морской, ни в условиях 
пресной воды (рис. 4a, 4b). 

Также ни для группы самок, ни для группы сам-
цов не были обнаружены значимые различия в экс-
прессии генов пролактиновых рецепторов PrlRa и 
PrlRb после 72-часовой пресноводной адаптацией в 
сравнении с условиями морской воды (рис. 4a, 3b). 

Влияние 72-часовой пресноводной  
адаптации и пола на экспрессию генов 

пролактиновых рецепторов PrlRa и PrlRb  
в ткани кишечника колюшек

Уровни экспрессии гена пролактинового ре-
цептора а PrlRa в ткани кишечника не различались 
достоверно между группами самок и самцов ни в 
условиях морской воды, ни после пресноводной 
адаптации. Также ни в группе самок, ни в группе 
самцов не было выявлено достоверных изменений 
относительных количеств мРНК гена PrlRa при 
сравнении контрольной и опытной группы (рис. 5а).

Относительные количества мРНК гена PrlRb в 
ткани кишечника не различались между группами 

Рис. 3. Экспрессия генов PrlRa и PrlRb в ткани почек самок и самцов колюшек в зависимости от пола и адаптации к пресной воде. 
По оси Y: относительные уровни мРНК генов пролактиновых рецепторов PrlRa (a) и PrlRb (b) в ткани почек. По оси X: группы самок 
(“females”) и самцов (“males”) трёхиглой колюшки в условиях морской воды (“control”, тёмно-серые ящики) и после 72-часовой 
пресноводной адаптации (“72h FA”, светло-серые ящики). Количество в каждой группе: n = 10. Пунктирная линия указывает груп-
пы, между которыми обнаружены статистически значимые различия (* – p < 0.05; *** – p < 0.001, **** – p < 0.0001, two-way ANOVA).

Рис. 4. Экспрессия генов PrlRa и PrlRb в ткани жабр самок и самцов колюшек в зависимости от пола и адаптации к пресной воде. 
По оси Y: относительные уровни мРНК генов пролактиновых рецепторов PrlRa (a) и PrlRb (b) в ткани жабр. По оси X: группы самок 
(“females”) и самцов (“males”) трёхиглой колюшки в условиях морской воды (“control”, тёмно-серые ящики) и после 72-часовой 
пресноводной адаптации (“72h FA”, светло-серые ящики). Количество в каждой группе: n = 10.
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самок и самцов ни в условиях морской воды, ни 
после пресноводной адаптации. Тем не менее, и у 
самок, и у самцов наблюдались достоверные разли-
чия в экспрессии гена PrlRb в кишечнике при срав-
нении контрольной и опытной групп (p = 0.022 для 
самок, p = 0.017 для самцов, рис. 5b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Влияние пресноводной адаптации  
на экспрессию гена Prl1 в мозге и PrlRa и PrlRb в 

мозге, жабрах, почках и кишечнике самок  
и самцов трёхиглой колюшки

В результате пресноводной адаптации достовер-
но увеличилась экспрессия гена Prl1 в мозге самок, 
но не самцов трёхиглой колюшки (рис. 2а). Эти ре-
зультаты согласуются с результатами предыдущих 
наших исследований, посвящённых половым раз-
личиям пролактиновой оси трёхиглой колюшки 
[13, 14]. Для ряда других видов рыб (Argyrosomus regi-
us, Danio rerio, Oreochromis mossambicus, Scophthalmus 
maximus, Paralichthys olivaceus) также характерна 
стимуляция экспрессии гена пролактина в услови-
ях пресноводной адаптации, однако стоит учиты-
вать, что данные исследования были выполнены 
для общих выборок, включающих в себя особей 
обоих полов без разделения [3, 4, 15–18]. Таким об-
разом, экспрессия гена Prl1 у самок колюшек, как 
и у других эвригалинных видов рыб, положительно 

зависит от гипоосмолярности внутренней среды, 
которая, судя по литературным данным, может на-
прямую влиять на экспрессионную и секреторную 
активность лактотрофов гипофиза [19].

Сонаправленно под действием 72-часовой прес-
новодной адаптации в ткани мозга самок колюшек 
изменяется и экспрессия генов обоих пролактино-
вых рецепторов (рис. 2b, 2c). На основании этих ре-
зультатов можно предположить участие пролакти-
на в регуляции транскрипции генов PrlRa и PrlRb в 
мозге самок трёхиглой колюшки, либо возможную 
сонаправленную регуляцию генов Prl1, PrlRa и Prl-
Rb в ткани мозга. Известно, что у млекопитающих 
экспрессия пролактиновых рецепторов положи-
тельно зависит в том числе от самого пролактина 
[20]. В сравнении, у мозамбикской тилапии Oreo-
chromis mossambicus в условиях пресной воды экс-
прессия гена PrlR2 в гипофизе ниже, чем в условиях 
морской воды, а экспрессия гена PrlR1 не зависит 
от солёности воды [4, 21]. Следовательно, однона-
правленная регуляция экспрессии генов пролакти-
на и его рецепторов в мозге может зависеть не толь-
ко от пола особи, но и от вида рыб, и может быть 
связана с видоспецифическими особенностями ре-
продукции. 

В ткани почек колюшек от солёности среды зави-
села экспрессия гена PrlRb, достоверно повышаясь 
у самок, но снижаясь у самцов под влиянием прес-
новодной адаптации (рис. 3b). Противоположный 
эффект у особей разного пола может быть связан 

Рис. 5. Экспрессия генов PrlRa и PrlRb в ткани кишечника самок и самцов колюшек в зависимости от пола и адаптации к пресной 
воде. По оси Y: относительные уровни мРНК генов пролактиновых рецепторов PrlRa (a) и PrlRb (b) в ткани кишечника. По оси X: 
группы самок (“females”) и самцов (“males”) трёхиглой колюшки в условиях морской воды (“control”, тёмно-серые ящики) и после 
72-часовой пресноводной адаптации (“72h FA”, светло-серые ящики). Количество в каждой группе: n = 10. Пунктирная линия ука-
зывает группы, между которыми обнаружены статистически значимые различия (* – p < 0.05, two-way ANOVA).
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с эффектом половых стероидов. Так, для человека 
была показана положительная регуляция экспрес-
сии гена пролактинового рецептора со стороны 
эстрадиола [20, 22, 23]. Переход в гипоосмолярную 
среду сопровождается выбросом кортизола и срав-
ним с кратковременной стрессовой реакцией, сле-
довательно, логично предположить необходимость 
устанавливать заново иерархию среди особей муж-
ского пола. Это может быть сопряжено с усилением 
андрогеннных эффектов у самцов, классически ан-
тагонистичных эстрогенным эффектам.

В ткани жабр экспрессия обоих генов пролакти-
новых рецепторов достоверно не изменилась под 
влиянием пресноводной адаптации ни у самок, ни 
у самцов (рис. 4а, 4b). Схожие результаты были по-
лучены в эксперименте по изучению механизмов 
активной и пассивной адаптации к пресной воде на 
смешанной по полу выборке азиатского паралих-
та Paralichthys olivaceus. Вне зависимости от пове-
денческого типа адаптации, экспрессия рецептора 
пролактина в ткани жабр P. olivaceus достоверно не 
менялась [24]. В жабрах тилапии Oreochromis mos-
sambicus экспрессия гена пролактинового рецеп-
тора PrlR1 наблюдалась на более высоком уровне 
у особей, содержавшихся в условиях пресной во-
ды по сравнению с морским контролем, в то время 
как экспрессия гена PrlR2 достоверно не различа-
лась между особями обеих групп [4]. В другом ис-
следовании было показано, что при адаптации и 
O. mossambicus, и O. niloticus к морской воде, уже в 
первые сутки у особей обоих видов экспрессия ге-
на второго пролактинового рецептора достоверно 
снижается [25]. Подобные видовые различия могут 
быть связаны с тем, что тилапии обычно обитают в 
среде с динамично меняющейся солёностью, и чув-
ствительность их жабр к пролактину, а также экс-
прессия ионных транспортёров обладают большей 
пластичностью [26]. В жабрах Scophthalmus maxi-
mus, Paralichthys olivaceus и Acanthopagrus schlegelii в 
условиях пресноводной адаптации экспрессия ге-
на единственного известного для этих видов про-
лактинового рецептора PrlR также повышалась 
[3, 18, 27]. Тем не менее, учитывая достоверное по-
вышение экспрессии гена пролактина Prl1 в мозге у 
самок трёхиглой колюшки, мы предполагаем боль-
ший вклад пролактина в регуляцию ткани жабр са-
мок в условиях пресной воды, несмотря на отсут-
ствие изменения содержания в ткани мРНК PrlRa и 
PrlRb при адаптации к пресной воде.

В ткани кишечника экспрессия гена PrlRb до-
стоверно снизилась как у самок, так и у самцов 
(рис. 5b). Похожие данные были получены на мо-
замбикской тилапии, в кишечнике которой при 
адаптации к морской воде достоверно растёт экс-

прессия гена PrlR2. Следовательно, у мозамбик-
ской тилапии в условиях пресной воды экспрессия 
PrlR2 в кишечнике ниже[28, 29]. Один из эффек-
тов пролактина в кишечнике рыб – уменьшение 
захвата Na+, поэтому снижение экспрессии гена 
PrlRb в ходе пресноводной адаптации может рас-
сматриваться как компенсаторный механизм для 
повышения захвата ионов Na+ из просвета кишеч-
ника [30]. 

Интересно отметить, что экспрессия гена PrlRa в 
жабрах, почках и кишечнике не изменилась досто-
верно в ходе 72-часовой пресноводной адаптации 
ни у самок, ни у самцов (рис. 3а, 4а, 5а). Это позво-
ляет выдвинуть предположение о том, что пролак-
тиновый рецептор b, но не a, является ключевым в 
регуляции водно-солевого баланса.

Различия, связанные с полом особей трёхиглой 
колюшки, в условиях морской воды  

и пресноводной адаптации
В условиях морской воды различия, связанные с 

полом особей, наблюдались в экспрессии гена PrlRa 
в мозге и почках (рис. 2b, 3а). И мозг, и почки при-
нимают участие в репродукции у колюшек: мозг по 
причине наличия у колюшек сложного репродуктив-
ного и родительского поведения, а в почках у сам-
цов под влиянием андрогенов синтезируется белок 
спиггин, который они используют для построения 
гнёзд. Реносоматический индекс самцов (рис. 1b) 
при пресноводной адаптации остался столь же вы-
соким, как и в условиях морской воды, поскольку 
самцы так же остались на этапе установления иерар-
хии. Возможно, репродуктивная функция пролак-
тина реализуется преимущественно через пролак-
тиновый рецептор а, однако данное предположение 
требует дополнительных доказательств. Так, по дан-
ным литературы, пролактин стимулирует экспрес-
сию гена Egr-1 в гипоталамусе крыс, в то время как 
этот ген повышается в мозге самцов колюшек в пе-
риод заботы о потомстве [31, 32].

После пресноводной адаптации различия, свя-
занные с полом особей, наблюдались в экспрессии 
гена Prl1 в мозге, что подтверждает его ключевую 
роль для организма самок (рис. 2а). Более того, ге-
патосоматический индекс самок после перехода 
в пресную воду достоверно повысился (рис. 1а).  
Гепатосоматический индекс отражает продукцию 
печенью зависимого от эстрогенов белка вителло-
генина, являющимся основным компонента жел-
тка. Резонно предположить, что эстрогены могут 
стимулировать продукцию вителлогенина не толь-
ко прямо, но через пролактин, являясь основными 
стимуляторами его продукции. Экспрессия гена 
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Prl1 в мозге самок при пресноводной адаптации со-
ответствует классическим представлениям о про-
лактине рыб как гормоне пресноводной адаптации, 
в то время как у самцов она может находиться под 
влиянием более сложных и многокопмонентных 
регуляторных систем [33]. Сохранились различия 
в экспрессии гена PrlRa в почке с преобладани-
ем у самок по сравнению с самцами (рис. 3а). Мы 
предполагаем, что транскрипция гена PrlRa в ткани 
почек регулируется преимущественно половыми 
гормонами, включая половые стероиды, и в мень-
шей степени зависит непосредственно от пролак-
тина и условий солёности воды. Экспрессия гена 
PrlRb в почках, которая в условиях морской воды 
у самок и самцов наблюдалась на сопоставимом 
уровне, после пресноводной адаптации была до-
стоверно выше у самок (рис. 3b). Известно, что в 
условиях пресноводной адаптации в почках Scoph-
thalmus maximus, Paralichthys olivaceus и Acanthopagrus 
schlegelii экспрессия гена единственного известного 
для этих видов рыб пролактинового рецептора PrlR 
достоверно повышалась по сравнению с контролем 
[3, 18, 27]. Таким образом, эффект адаптации к ус-
ловиям пресной воды, оказываемый на экспрессию 
гена пролактинового рецептора b в почках самок 
колюшек согласуется с литературными данными, 
полученными на других видах рыб без разделения 
выборки по полу.

Наличие половых различий в экспрессии ге-
на пролактина в пресной воде, предположительно, 
связано с эффектом половых стероидов, в первую 
очередь, эстрадиола. Эстрогены стимулируют се-
крецию пролактина не только у млекопитающих, но 
также у рыб как in vitro, так и in vivo на примере Oreo-
chromis mossambicus и Clarias batrachus [20, 34, 35]. 
На O. niloticus было показано, что экспрессия гена 
пролактинового рецептора 2 PrlR2 в ткани яични-
ков положительно регулируется эстрадиолом [36]. 
Эффекты андрогенов и пролактина в репродуктив-
ном периоде рыб противопоставляются: андрогены 
принимают участие в опосредовании фазы конку-
ренции между самцами и ухаживания за самками, а 
пролактин – последующую заботу о потомстве у та-
ких видов, как Lepomis macrochirus и Gasterosteus acu-
leatus [10, 37]. Следовательно, условия пресной воды 
и стимуляция пролактиновой оси у самок при прес-
новодной адаптации могут вовлекать гонадотроп-
ную ось в потенциирование эффекта пролактина, 
оказываемого на почки, в то время как у самцов 
вклад пролактина в регуляцию этого органа снижа-
ется. В результате данной работы можно выдвинуть 
предположение о наличии регуляции эстрогенами 
экспрессии не только гена пролактина, но и генов 
пролактиновых рецепторов в мозге и почке. 

Интересно отметить, что различия, связанные с 
полом, наблюдаются только в мозге и почках трё-
хиглой колюшки. Мозг и почки являются органа-
ми, зависящими от внутренних факторов, и их чув-
ствительность к пролактину в условиях адаптации 
к пресной воде уже проявляет зависимость от пола. 
Более того, оба органа непосредственно участву-
ют в репродукции колюшек либо в плане поведе-
ния (мозг), либо в плане продукции ползависимых 
белков (синтез спиггина в почках самцов). Различ-
ная чувствительность мозга и почек к пролактину 
у особей разного пола способствует соответствую-
щим репродуктивным функциям.

Наоборот, несмотря на различную степень акти-
вации пролактиновой оси со стороны центральной 
секреции у самок и самцов колюшек, чувствитель-
ность жабр и кишечника к пролактину не зависит 
от пола. Поскольку и жабры, и кишечник контак-
тируют не только с внутренней, но и с внешней 
средой, их ответ может во многом определяться 
влияниями со стороны внешней среды. Опосредо-
ванные пресноводной адаптацией влияния пролак-
тиновой оси со стороны внутренней среды могут 
вносить минорную роль. Тем не менее, поскольку 
у самок экспрессия гена Prl1 достоверно выше, чем 
у самцов, после пресноводной адаптации, даже при 
одинаковой чувствительности жабр и кишечника, 
у самок и самцов итоговый эффект может разли-
чаться. Таким образом, пролактин может способ-
ствовать пресноводной адаптации в соответствии с 
полом особей. 

Различия в ответе элементов пролактиновой 
оси самок и самцов в условиях пресноводной адап-
тации могут быть обусловлены принципиально 
разными репродуктивными стратегиями самок и 
самцов колюшек. В то время как репродуктивная 
стратегия самок сводится исключительно к выбору 
наиболее подходящего партнёра и нересту, половое 
поведение самцов включает в себя фазы, требую-
щие различных поведенческих реакций, и предпо-
лагает поочерёдную смену конкурентного, поло-
вого и родительского поведения. Таким образом, в 
работе установлена зависимость осморегуляторной 
функции пролактина от пола рыб, по-разному про-
являющаяся в условиях разной солености.
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EXPRESSION OF PROLACTIN AXIS GENES IN THE BRAIN, GILLS,  
AND KIDNEYS OF THE THREE-SPINED STICKLEBACK G. ACULEATUS L.: 

DEPENDENCY ON FRESHWATER ADAPTATION AND SEX
N. S. Pavlovaa, #,  T. V. Neretinab  and  O. V. Smirnovaa

aDepartment of Human and Animal Physiology, Biological Faculty, M.V. Lomonosov  
Moscow State University, Moscow, Russia 

bN.A.Pertsov White Sea Biological Station, Biological faculty, M.V. Lomonosov Moscow State University
#e-mail: pav.nad.ser@gmail.com

The dependence of prolactin gene (Prl1) expression on sex in the brain and its receptors (PrlRa and PrlRb) in the 
brain, kidneys, gills, and intestine of the three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus L.) was studied in the 
context of freshwater adaptation. Males and females of the marine morph were adapted to freshwater for 72 hours, 
and the expression levels of Prl1 in the brain and PrlRa and PrlRb in the examined organs were assessed using RT-
PCR. In seawater, no sex differences in Prl1 gene expression in the brain were observed; however, after freshwater 
adaptation, significant sex differences were detected due to increased Prl1 expression in females. In the brains of 
females, PrlRa gene expression was significantly lower in seawater compared to males but increased significantly 
after freshwater adaptation, eliminating sex differences. PrlRb gene expression in the brain increased significantly 
in females following freshwater adaptation. In the kidneys, no sex differences in PrlRa gene expression were found 
in either seawater or freshwater, although expression significantly decreased after freshwater adaptation in both 
sexes. PrlRb gene expression in the kidneys showed no sex differences in seawater but did so under freshwater 
conditions due to a significant increase in females and a decrease in males. In the gills, the expression of PrlRa and 
PrlRb genes was independent of both sex and salinity. In the intestine, neither sex nor salinity influenced the ex-
pression of the PrlRa gene. PrlRb gene expression in the intestine showed no sex differences and decreased in both 
sexes after transitioning to freshwater. It is concluded that the osmoregulatory function of prolactin's dependence 
on sex is manifested in the sex differences in the expression of the prolactin gene itself and in the sensitization of 
the brain and osmoregulatory organs to it during freshwater adaptation.

Keywords: prolactin, prolactin receptor, threespined stickleback, osmoregulation, freshwater adaptation, sex de-
pendency
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