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Интегрированный ответ на стресс (ИОС) представляет собой консервативный для всех эукариот меха-
низм клеточного ответа на различные сильные стрессовые сигналы, включая гипоксию, нехватку ами-
нокислот и глюкозы, воспаление, стресс эндоплазматического ретикулума и другие. Центральным эле-
ментом ИОС является фосфорилирование эукариотического фактора инициации трансляции 2 альфа 
(eIF2α). Этот процесс регулируется четырьмя киназами: PERK, GCN2, HRI и PKR, каждая из которых 
активируется различными стрессовыми условиями. Система ИОС играет критическую роль в поддер-
жании гомеостаза клеток и их выживании в условиях стресса, однако ее хроническая активация может 
привести к дисфункции клеток и программируемой клеточной смерти. Недавние исследования показы-
вают, что ИОС активно вовлечен в патогенез нейродегенеративных заболеваний, включая болезни Аль-
цгеймера и Паркинсона, боковой амиотрофический склероз, а также активируется при травматическом 
повреждении мозга. В то же время вклад ИОС в развитие психических расстройств, таких как депрес-
сия, тревожные расстройства, шизофрения, биполярное расстройство, посттравматическое стрессовое 
расстройство и аддикции, остается недостаточно изученным. В работе рассматриваются современные 
данные о роли ИОС в патогенезе психических расстройств ЦНС, а также обсуждаются возможности 
терапевтической модуляции системы ИОС в контексте этих заболеваний.

Ключевые слова: интегрированный ответ на стресс, нейропсихические патологии, депрессия, шизофре-
ния, аддикция, eIF2α, ATF4
DOI: 10.31857/S0044452924070019,   EDN: KKFOCH

ВВЕДЕНИЕ
Интегрированный ответ на стресс (ИОС)

Интегрированный ответ на стресс (ИОС, Inte-
grated stress response, ISR) представляет собой высо-
коконсервативный механизм клеточного ответа на 
стрессовые воздействия, встречающийся у всех эу-
кариот от дрожжей до людей [1]. Ключевым собы-
тием сигнального каскада ИОС является фосфори-
лирование субъединицы эукариотического фактора 
инициации трансляции, eIF2α (рис. 1). Известны 
четыре киназы, способных катализировать эту ре-
акцию: PKR-подобная киназа эндоплазматическо-
го ретикулума (PERK), недерепрессируемая кина-
за общего контроля 2 (GCN2), гем-регулируемая 
ингибиторная киназа (HRI) и протеинкиназа R 
(PKR) [2]. В ответ на внутренние и внешние стрес-
совые сигналы происходит активация этих киназ, 
сопровождающаяся фосфорилированием соответ-

Сокращения: Aβ — бета-амилоид; ATF4 — активирующий транс-
крипционный фактор 4; BDNF — нейротрофический фактор 
мозга; БА — болезнь Альцгеймера; БР — биполярное расстрой-
ство; CReP — конститутивный репрессор фосфорилирования 
eIF2α; CHOP — индуцируемый повреждением ДНК транс-
крипт 3; ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота; eIF2 —  
эукариотический фактор инициации трансляции 2; eIF2α —  
эукариотический фактор инициации трансляции 2, субъе-
диница альфа; eIF2B — эукариотический фактор инициации 
трансляции, субъединица 2B; GCN2 — недерепрессируемая 
киназа общего контроля 2; ГДФ — гуанозиндифосфат; ГТФ —  
гуанозинтрифосфат; HRI — гем-регулируемая ингибиторная 
киназа; ИОС — интегрированный ответ на стресс; мРНК — 
матричная рибонуклеиновая кислота; РАС — рассеянный 
склероз; NMDA — n-метил-D-аспартат; PERK — PKR-подоб-
ная киназа эндоплазматического ретикулума; PKR — протеин-
киназа R; ПТСР — посттравматическое стрессовое расстрой-
ство; PP1 — протеинфосфатаза 1; РНК — рибонуклеиновая 
кислота; РС — рассеянный склероз; СИОЗС — селективный 
ингибитор обратного захвата серотонина; TrkB — тирозинки-
назный рецептор B (tyrosine kinase receptor B); ТПМ — травма-
тическое поражение мозга; УРПМ — условно-рефлекторное 
предпочтение места; ф-eIF2α — фосфорилированная форма 
эукариотического фактора инициации трансляции 2α; ВОП — 
вентральная область покрышки

mailto:avkalueff@gmail.com
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ствующих сайтов. Например, PERK активируется 
в ответ на стресс эндоплазматического ретикулума, 
возникающий в результате накопления неправиль-
но сложенных белков или нарушения кальциево-
го гомеостаза [3-5], HRI может быть активирована 
дефицитом железа, тепловым шоком или осмоти-
ческим стрессом [6], а GCN2 реагирует на депри-
вацию аминокислот, ультрафиолетовое излучение 
и некоторые другие сигналы [7, 8]. Сигналами для 
активации PKR могут служить вирусная двухцепо-
чечная РНК, цитокины, белки теплового шока и 
активные формы кислорода [9-11]. Таким образом, 
запуск ИОС происходит в ответ на широкий спектр 
стрессовых воздействий, общим процессом для ко-
торых является фосфорилирование указанными 
киназами фактора eIF2α в положении Ser51, с об-
разованием ф-eIF2α.

Белок eIF2α является субъединицей комплекса 
эукариотического фактора инициации трансляции 

2 (eIF2), в состав которого также входят β- и γ-субъ-
единицы. Фактор eIf2 образует тройной комплекс 
совместно с ГТФ и инициаторной мет-тРНК, кото-
рый принимает участие в инициации трансляции 
[12]. При этом ГТФ гидролизуется с образованием 
ГДФ, после чего комплекс eIF2-ГДФ теряет связь с 
40S-субъединицей рибосомы и диффундирует в ци-
топлазму. Для повторной активации комплекса не-
обходим еще один фактор, eIF2B, который служит 
в качестве обменника нуклеотидов, способствуя за-
мещению ГДФ на ГТФ, с образованием eIF2-ГТФ, 
который способен вновь участвовать в инициации 
трансляции. 

Однако в условиях активации ИОС фосфори-
лирование eIF2α в положении Ser51 приводит к 
тесному и необратимому связыванию eIf2 и eIf2B 
[13]. В таких условиях eIf2 теряет возможность об-
разовывать тройной комплекс с ГТФ и мет-тРНК, 
что приводит к общему торможению трансляции 

Рис. 1. Сигнальный путь интегрированного ответа на стресс (ИОС). PERK — PKR-подобная киназа эндоплазматического 
ретикулума; GCN2 — недерепрессируемая киназа общего контроля 2; PKR — протеинкиназа R; HRI — гем-регулируемая 
ингибиторная киназа; eIF2α — эукариотический фактор инициации трансляции 2α; ATF4 — активирующий транскрипци-
онный фактор 4; GADD34 — регуляторная субъединица протеинфосфатазы 1 15а; PP1 — протеинфосфатаза 1; CReP — кон-
ститутивный репрессор фосфорилирования eIF2α; ГТФ — гуанозинтрифосфат; ГДФ — гуанозиндифосфат.
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мРНК и синтеза белка в клетке. Параллельно это-
му, увеличивается трансляция некоторых мРНК, 
имеющих короткие открытые рамки считывания в 
5’-некодирующей области, за счет использования 
альтернативных механизмов инициации трансля-
ции [14–16]. Эти мРНК транслируются в белки, 
обеспечивающие реакцию клетки на воздействие 
стрессоров. 

Среди них наиболее изучен ATF4 — транскрип-
ционный фактор 4, регулирующий экспрессию ге-
нов, продукты которых участвуют в транспорте и 
биосинтезе аминокислот, метаболизме углеводов, 
антиоксидантной защите апоптозе и других процес-
сах, необходимых для клеточного ответа на нару-
шение гомеостаза [17]. Кроме того, ATF4 способен 
запускать генетическую экспрессию ряда белков, 
участвующих в регуляции программируемой смерти 
клеток, ключевым из которых является про-апоп-
тотический фактор индуцируемый повреждением 
ДНК транскрипт 3, также известный как CHOP  
[18, 19]. В целом, ИОС считается адаптивной реак-
цией, направленной на восстановление гомеостаза 
и выживание клетки, однако хроническая актива-
ция ИОС приводит к нарушению функции клетки и 
запуску путей программируемой смерти [1].

Важно, что активация ИОС никогда не приводит 
к полной остановке синтеза белка в клетке, в том 
числе за счет существования механизма обратной 
связи: ATF4 индуцирует генетическую экспрессию 
белка GADD34 – регуляторной субъединицы про-
теинфосфатазы 1, что способствует дефосфорили-
рованию eIF2α [19, 20]. Другой механизм обрат-
ной связи включает в себя ИОС-индуцированное 
увеличение уровня белка CreP – конститутивного 
репрессора фосфорилирования eIF2α [21]. Экс-
периментальные данные также свидетельствуют 
о некотором базовом уровне активации ИОС, по-
скольку часть молекул eIF2α всегда находится в 
фосфорилированном состоянии [22–25]. Таким 
образом, стрессовые воздействия лишь смещают 
баланс ф-eIF2α/eIF2α в сторону фосфорилиро-
ванной формы. Более того, ИОС сигналинг может 
принимать участие в ряде физиологических про-
цессов, независимых от наличия стрессоров, таких 
как регуляция клеточного цикла [26], метаболизм 
глюкозы [27] и поддержание антиоксидантной за-
щиты [23]. 

Особую роль eIF2α сигналинг играет в нерв-
ных клетках. Так, изменение отношения ф-eIF2α/
eIF2α служит механизмом для регуляции процессов 
долговременной потенциации и депрессии и фор-
мирования синаптической пластичности [28–30]. 
Закономерна возможная роль ИОС в формирова-
нии памяти и реализации когнитивных функций 
[29–33]. Например, гетерозиготная мутация гена 
eIF2α в положении Ser51 (делающая невозможным 

его фосфорилирование) улучшает консолидацию 
долговременной памяти у мышей [29], тогда как 
фармакологическое ингибирование дефосфорили-
рования eIF2α в гиппокампе мышей снижает ассо-
циированную со страхом память [29, 34]. Мыши с 
конститутивной делецией гена eIF2α-киназы GCN2 
демонстрируют парадоксальное улучшение памя-
ти при выполнении сложной задачи, и нарушение 
памяти в стандартной тренировочной парадигме 
[35]. Возможно, стимул-индуцированное фосфо-
рилирование eIF2α в дендритах и аксонах нейро-
нов приводит к локальному подавлению синтеза 
белка и ATF4-опосредованному ингибированию 
активности фактора CREB1, который стимулирует 
экспрессию генов, вовлеченных в синаптическую 
пластичность [36]. Однако индуцированное сни-
жение уровня мРНК ATF4 в гиппокампе мышей 
нарушает синаптическую пластичность и глутама-
тергическую функцию, в конечном итоге нарушая 
формирование долговременной памяти [37]. На-
конец, воздействие на культуру первичных ней-
ронов нейротрофического фактора мозга (BDNF) 
приводит к увеличению трансляции регуляторной 
субъединицы протеинфосфатазы 1 15а (GADD34) с 
последующим снижением уровня ф-eIF2α и увели-
чением синтеза белка de novo [38]. Помимо участия 
в процессах формирования памяти у лаборатор-
ных животных, показано участие ИОС в регуляции 
пищевого поведения [39–41]. Например, генети-
ческое редактирование eIF2α в положении Ser51 
(делающее невозможным его фосфорилирование) 
в нейронах, экспрессирующих агути-родственный 
пептид, приводит к расстройству пищевого поведе-
ния и увеличению чувствительности к лептину [40].

Важность ИОС в ЦНС подтверждается так-
же тем, что мозг является одним из наиболее вос-
приимчивых к дисрегуляции ИОС органов [42]. 
Например, мутации в гене, кодирующем CReP 
(конститутивную фосфатазу eIF2α), связаны с 
микроцефалией и диабетом [43], мутации в гене 
eIF2α-киназы PERK ассоциированы с диабетом, 
дисплазией скелета и умственной отсталостью [44], 
а мутации в генах всех пяти субъединиц eIF2B вы-
зывают лейкоэнцефалопатию с исчезновением бе-
лого вещества [45]. Все большее количество данных 
указывает на участие ИОС в патологиях ЦНС, свя-
занных с дегенерацией нервной ткани, таких как 
болезни Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона, 
боковой амиотрофический и рассеянный склероз, 
а также травматическое поражение мозга [46–50]. 
Например, многие характерные патологические 
процессы при данных заболеваниях — окислитель-
ный стресс, митохондриальная дисфункция, нару-
шение фолдинга белка, депривация аминокислот, 
нарушение кальциевого гомеостаза — способны 
запускать ИОС посредством активации соответ-
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ствующих eIF2α-киназ [42]. В свою очередь, гипе-
рактивация ИОС может быть одним из патологиче-
ских механизмов, ответственных за дисфункцию и 
дегенерацию клеток нейронов и глии, и, в итоге, – 
за функциональные нарушения, наблюдаемые при 
этих заболеваниях мозга. Данные об активации 
ИОС в данных патологиях и ее модуляции в моде-
лях на животных суммированы в таблице 1. 

В то время как участие ИОС в перечисленных 
патологиях подробно описано [42, 50, 166–168], го-
раздо менее изучен, и поэтому нуждается в систе-
матизации, вопрос о роли системы ИОС в наибо-
лее распространенных психических расстройствах 
мозга, в том числе депрессии, тревоге, шизофре-
нии, биполярном расстройстве, посттравматиче-
ском стрессовом расстройстве и зависимости от 

Таблица 1. Свидетельства активации ИОС в нейродегенеративных патологиях

Ответы Ссылки
Болезнь Альцгеймера (БА)
↑ ф-eIF2α в различных областях мозга людей с БА [51–58]
↑ ф-PKR в головном мозге людей с БА [53]
↑ ф-PERK в обонятельных луковицах пациентов с БА [56]
↓ eIF2B в головном мозге людей с БА [51]
↓ ф-eIF2α в головном мозге людей с БА на поздних стадиях заболевания [59]
Распределение ф-PERK коррелирует с абнормально фосфорилированной формой тау-белка в 
мозге пациентов с БА [60]

↑ ф-eIF2α, ф-PERK, ATF4 и других маркеров ИОС в моделях БА на мышах и крысах [51, 53–55,  
61–72]

↓ ф-eIF2α в мозге крыс после введения олигомеров Aβ в желудочки мозга [73]
↓ ф-eIF2α на ранних стадиях заболевания в модели Tg2576-трансгенных мышей [74]
Aβ-пептид вызывает опосредованное PKR увеличение ф-eIF2α  
в первичных нейронах мыши и в мозге обезьян [34]

PERK-независимое ↑ ф-eIF2α, ↓ GADD34 и снижение синтеза белка в астроцитах 3xTg-AD 
мышей [75]

↑ ф-eIF2α в клетках со сверэкспрессией мутантного белка-прекурсора Aβ [55]
↑ ф-eIF2α в клетках нейробластомы человека после воздействия олигомеров Aβ [76, 77]
↑ ф-eIF2α в клеткочной линии со сверэкспрессией мутантного белка-прекурсора Aβ [55]
Делеция гена PERK способствует улучшению синаптической пластичности и пространственной 
памяти в генетических моделях БА на мышах [61]

Делеция сайта фосфорилирования eIF2α в 5xFAD-трансгенных мышах не привела к улучшению 
поведенческих показателей [78]

Гаплонедостаточность PERK снизила активацию ИОС и когнитивные нарушения в 5XFAD-
трансгенных мышах [62]

Условный нокаут PERK в переднем мозге приводит к снижению ф-eIF2α и восстанавлению 
долговременной потенциации в APP/PS1 модели БА на мышах [79]

Делеция гена GCN2 привела к гиперактивации PERK- eIF2α пути и увеличению амилоидоза в 
мозге 5XFAD-трансгенных мышей [80]

Салубринал увеличивает уровень бета-секретазы и синтез Aβ в первичных нейронах [54]
Салубринал снизил маркеры окислительного стресса и апоптоза, вызванные инъекциями Aβ в 
желудочки мозга крыс [73]

Салубринал снизил БА-подобную симптоматику на ранних стадиях патологии в модели Tg2576-
трансгенных мышей [74]

GSK2606414 снижают ф-eIF2α и восстанавливает долговременную потенциацию в APP/PS1 
модели БА на мышах [79]

Ингибитор PKR SAR439883 показал нейропротекторный эффект в нескольких моделях БА на 
мышах [72]

Инъекции GADD34 в гиппокамп снизили ↑ ф-eIF2α и улучшили когнитивные показатели в APP23 
модели БА на мышах [64]
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ISRIB предотвращает опосредованное ф-eIF2α нарушение долговременной памяти на острой 
модели БА у мышей [51]

ISRIB восстанавливает функцию синапсов и память на модели БА у трансгенных мышей [51]
ISRIB уменьшает Aβ-индуцированные маркеры стресс эндоплазматического ретикулума, 
нейродегенерации и нейровоспаления в модели введения Aβ в желудочки мозга крысам [71]

ISRIB не смог восстановить нарушения памяти в APP/PS1 и APP J20 моделях БА на мышах [81, 82]
Болезнь Паркинсона (БП)
↑ ф-eIF2α и ф-PERK в мозге людей с БП [83–85]
↑ ф-eIF2α в мононуклеарных клетках крови пациентов с семейными  
и спорадическими формами БП [86]

↑ ф-eIF2α, ф-PERK и ATF4 в генетических и фармакологичеких моделях БП на грызунах [83, 87–89]

↑ ф-eIF2α в pink1- и parkin-мутантных дрозофилах [90]

↑ ф-eIF2α и ↑ ф-PERK в культуре астроцитов крысы со сверхэкспрессией α-синуклеина [91]

↑ ф-eIF2α и ↑ CHOP в клеточной модели БП со сверхэкспрессией α-синуклеина [92]
Гуанабенз (ингибирует фосфатазу eIF2α) способствует выживанию нейронов мыши в различных 
моделях БП [93]

GSK2606414 показал нейропротекторный эффект в ряде моделей БП на мышах [83]

Нейропротекторный эффект салубринала в ротенон-индуцированной модели БП на крысах [88]

Ингибитор PKR C-16 снижает активацию ATF4 и смерть дофаминергических нейронов в моделях 
БП на мышах [89]

Болезнь Хантингтона (БХ)
↑ ф-eIF2α в полосатом теле в модели N171-82Q-трансгенных мышей [94]
↑ ф-eIF2α в клеточной модели БХ [95, 96]
↑ ATF4 мРНК и уровень белка в клеточной модели БХ [97]
ISRIB снижает клеточную смерть в культуре клеток полосатого  
тела STHdhQ111-трансгенных мышей [98]

GSK2606414 восстанавливает пространственную память и память распознавания, а также 
восстанавливает плотность дендритных шипов в пирамидных нейронах CA1 в модели мышей R6/1 [99]

Активатор PERK, MK-28, восстанавливает моторные и исполнительные функции, а также 
увеличивает продолжительность жизни в модели R6/2 мышей [100]

Ингибитор фосфатазы eIF2α салубринал оказывает нейропротекцию в клеточной модели БХ [96]

Боковой амиотрофический склероз (БАС)
↑ ф-eIF2α в образцах спинного мозга людей с БАС [101]

↑ ф-eIF2α и ф-PKR в образцах коры головного мозга больных C9ORF72-обусловленным БАС [102]

↑ ATF4 в спинном мозге пациентов со спорадическим и семейным БАС [103]
Сигнальный путь ИОС способствует трансляции интронных повторов, вовлеченных в патогенез 
БАС [104]

↑ ATF4 мРНК в спинном мозге в модели SOD1-мутантных мышей [105]
Активация PERK в моторных нейронах SOD1-мутантных мышей [106]
↑ ф- eIF2α и ф-PERK в SOD1-мутантных клетках нейробластомы [107]
GSK2606414 снизил клеточную смерть в модели БАС на культуре нейронов [108]
Гетерозиготный нокаут гена PERK усиливает течение болезни  
в модели mtSOD1 трансгенных мышей [109]

Нокаут гена ATF4 способствует увеличению продолжительности жизни SOD1-мутантных мышей [110]

Продолжение таблицы 1.
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Sephin1 (ингибитор фосфатазы eIF2α) нивелировал поведенческие, морфологические  
и молекулярные изменения у SOD1-мутантных мышей [111]

Гуанабенз показал нейропротекцию в модели mtSOD1-трансгенных мышей  
через ингибирование фосфатазы eIF2α [112]

Салубринал снижает патогенез у SOD1-мутантных мышах [113]
ISRIB улучшил выживание SOD1-G93A трансгенных нейронов [114]
ISRIB-подобные 2BAct и PRXS571 ухудшают течение болезни у SOD1-G93A трансгенных мышей [115]
↑ ф-eIF2α в областях поражения мозга людей с РС [116]
Рассеянный склероз (РС)
↑ ATF4, CHOP и биомаркеров стресса эндоплазматического ретикулума в мозге людей с РС [117–119]
↑ ф-eIF2α, ATF4 и CHOP в культуре человеческих олигодендроцитов под воздействием РС-
релевантных стрессоров [120]

Активация PERK-eIF2α-CHOP пути в нейронах оптических нервов в модели аутоиммунного 
энцефаломиелита на мышах [121]

↑ ф-eIF2α, ф-PERK и маркеров в ганглиях дорсальных корешков мыши в модели аутоиммунной 
энцефалопатии [122]

↑ ф-eIF2α в олигодендроцитах мыши в модели ЦНС-специфичной сверхэкспрессии 
интерферона-γ [123]

↑ GADD34 в олигодендроцитах мыши в модели ЦНС-специфичной сверхэкспрессии 
интерферона-γ [124]

↑ ф-eIF2α в культуре олигодендроцитов в модели воспалительного стресса [125]
Интерферон-γ вызывает фосфорилирование ф-eIF2α и увеличение маркеров апоптоза в культуре 
олигодендроцитов [123]

Нейропротекторный эффект интерферон-γ-опосредованного увеличения ф-PERK и ф-eIF2α в 
олигодендроцитах мышей в модели аутоиммунной энцефалопатии [126, 127]

Нейропротекторный эффект инактивации гена GADD34 в модели интерферон-γ-опосредованной 
димиелинизации [124]

Делеция гена фосфатазы eIF2α GADD34 приводит к облегчению патологии в модели 
аутоиммунной энцефалопатии на мышах [125]

Инактивация гена PERK в олигодендроцитах мыши приводит к снижению ф-eIF2α, 
потере олигодендроцитов, димиелинизации и деградации аксонов в модели аутоиммунной 
энцефалопатии

[128]

Индуцированная гиперактивация PERK в олигодендроцитах способствует нейропротекции и 
ремиелинизации в культурах клеток и моделях РС на мышах [129]

Гетерозиготный нокаут гена PERK ухудшает течение патологии в модели ЦНС-специфичной 
сверхэкспрессии интерферона-γ [123, 130]

ISRIB восстановил рост отростков и снизил клеточную смерть олигодендроцитов в условиях РС-
релевантного стресса [120]

Sephin1 ингибировал образование олигодендроцитами отростков в условиях стресса [120]

Sephin1 увеличил ф-eIF2α в культуре олигодендроцитов в модели воспалительного стресса, а также 
показал нейропротекторный эффект в модели аутоиммунной энцефалопатии на мышах [125]

Салубринал увеличил ф-eIF2α, снизил гипомиелинизацию и потерю олигоденроцитов в срезах 
гиппокампа после воздействия интерферона-γ [124]

Гуанабенз увеличивает ф-eIF2α, снижает интерферона-γ-индуцированную потерю 
олигодендроцитов и димиелинизацию в культуре клеток, а также в моделях РС на мышах [131]

Травматическое поражение мозга (ТПМ)
↑ ф-eIF2α, ф-PERK, ATF4 и других маркеров ИОС в различных областях мозга в моделях ТПМ на 
мышах и крысах [46, 132–158]

Продолжение таблицы 1.
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↓ ф-eIF2α и ATF4 в модели мягкого ТПМ на мышах [159]
Условный нокаут гена PERK в олигодендроцитах приводит к гиперактивации ИОС и большему 
разрушению белого вещества в результате травмы спинного мозга [160]

Салубринал снижает нейроапоптоз в модели латерального удара (ТПМ) у крыс [134]
Салубринал улучшает поведенческие показатели в модели ТПМ, вызванного контузией, на крысах [138]
Салубринал снижает маркеры стресса эндоплазматического ретикулума, аутофагии и апоптоза в 
модели кортикального удара на мышах [142]

Салубринал улучшил когнитивные показатели и снизил смерть нейронов в модели мягкого ТПМ у 
мышей [159]

Салубринал снижает маркеры апоптоза и нормализовал импульсивное поведение в модели ТПМ, 
вызванной взрывом [152]

Гуанабенз увеличил ф-eIF2α и улучшил поведенческие параметры в модели контролируемого 
кортикального удара [135]

GSK2606414 снижает потерю нейронов и улучшил контекстуальную дискриминацию в модели 
контролируемого кортикального удара на мышах [140]

GSK2606414 снижает экспрессию маркеров ИОС и нейрональный апоптоз в модели 
хирургической травмы мозга на крысах [145]

GSK2656157 предотвращает потерю дендритных шипиков и нормализует нарушение памяти в 
модели контролируемого кортикального удара на мышах [161]

ISRIB восстановил функцию долговременной памяти, а также нормализовал нарушение 
долговременной потенциации в модели фокальной контузии на мышах [46]

ISRIB снижает нейрональный апоптоз и способствовал нормализации локомоторной функции в 
модели травмы спинного мозга на мышах [151]

ISRIB снижает нейровоспаление и нормализовал поведенческие нарушения в модели травмы 
спинного мозга [162]

ISRIB снижает ферроптоз и повреждение белого вещества в модели контролируемого 
кортикального удара на крысах [163]

ISRIB нормализовал импульсивное поведение и синаптическую функцию в модели многократного 
ТПМ на мышах [164]

ISRIB нормализовал локомоторные и когнитивные нарушения в модели ТПМ на рыбах 
зебраданио (zebrafish, Danio rerio) [165]

Окончание таблицы 1.

психоактивных веществ. Отдельное внимание в ра-
боте будет также уделено экспериментальным дан-
ным о перспективах фармакологической модуля-
ции ИОС в контексте данных патологий. 

МОДУЛЯТОРЫ КАСКАДОВ ИОС
Ингибитор интегрированного ИОС (ISR 

inhibitor, ISRIB) – относительно недавно синте-
зированная экспериментальная малая молекула 
(рис. 2), оказывающая ингибирующее воздействие 
на путь клеточного ИОС [169, 170]. ISRIB оказыва-
ет свое действие, высокоспецифично связываясь с 
eIf2B (β-субъединицей эукариотического фактора 
инициации трансляции-2), способствуя его диме-
ризации, в результате чего увеличивается эффек-
тивность eIf2B как фактора обмена нуклеотидов, а 
eIf2B становится нечувствительным к фосфолиро-
ванию eIF2α (Рис. 2). Таким образом, ISRIB блоки-

рует негативный эффект фосфорилирования eIF2α 
на трансляцию, что препятствует развитию ИОС, 
воздействуя напрямую на основной активирующий 
его механизм [169]. 

Салубринал (рис. 2) – еще один новый экспе-
риментальный препарат-модулятор ИОС [171, 172]. 
Основной механизм его действия связан с ингиби-
рованием формации комплекса GADD34:PP1, со-
стоящего из серин/треониновой протеинфосфата-
зы (PP1) и регуляторной субъединицы (GADD34), 
выступающего PP1 регулирующей субъединицей 
15А [173–176]. Это приводит к ингибированию де-
фосфорилирования eIF2α и, как следствие, - к не-
прямой активации ИОС. Аналогичный механизм 
действия наблюдается и у некоторых других, род-
ственных салубриналу препаратов, в частности 
Sal003 и Sephin1 [125, 177–180]. Третьим ключевым 
классом препаратов, оказывающих выраженное вли-
яние на ИОС, являются ингибиторы PERK, в част-
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ности GSK2606414 и GSK2656157 (рис. 2) [181–183].  
В отличие от обсуждаемых выше препаратов, ин-
гибиторы PERK оказывают стимулирующее воз-
действие на ИОС, и их использование в экспери-
ментальной практике связано преимущественно с 
возможностью подавления роста опухолей [184, 185]. 

ИОС В ПСИХИЧЕСКИХ ПАТОЛОГИЯХ ЦНС

Большое депрессивное расстройство
Большое депрессивное расстройство представ-

ляет собой широко распространенное и клини-
чески гетерогенное психическое заболевание со 
сложной этиологией и высокой устойчивостью к 
терапии. Основными симптомами депрессии явля-
ются продолжительное снижение настроения и мо-
тивации, нарушение когнитивных функций, а так-
же вегетативные симптомы, такие как расстройства 
сна и аппетита [186]. В патогенез депрессии вовле-
чены также нейровоспаление [187], окислительный 
стресс [188] и стресс эндоплазматического ретику-

лума [189], каждый из которых, как указывалось 
выше, способен запускать ИОС. И хотя клиниче-
ских исследований, указывающих на активацию 
ИОС в депрессии, довольно мало, описано уве-
личение экспрессии ATF4 в посмертных образцах 
префронтальной коры больных депрессией, погиб-
ших в результате суицида [190], и в периферических 
образцах мононуклеарных клеток крови больных с 
депрессией [191, 192]. Кроме того, результаты ис-
следований полногеномных ассоциаций указыва-
ют на потенциальную взаимосвязь с риском воз-
никновения депрессии интронного варианта гена 
EIF2B (который кодирует регуляторную субъеди-
ницу комплекса eIF2) [193], полиморфизма свя-
зывающего транскрипционный фактор домена ге-
на EIF2AK1 (который кодирует eIF2α-киназу HRI) 
[194], а также полиморфизм регуляторной области 
гена ATF4 [195].

Данные, полученные в экспериментальных мо-
делях депрессии на животных, также указывают на 
возможную активацию ИОС при депрессивном па-
тогенезе. В модели хронического социального по-

Рис. 2. Механизмы действия препаратов-модуляторов ИОС. PERK — PKR-подобная киназа эндоплазматического ретикулума; 
eIF2α — эукариотический фактор инициации трансляции 2α; ATF4 — активирующий транскрипционный фактор 4; GADD34 — 
регуляторная субъединица протеинфосфатазы 1 15а; PP1 — протеинфосфатаза 1.
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ражения на мышах наблюдается увеличение уровня 
фосфорилированных форм PERK и eIF2α в гип-
покампе [196]. Активация PERK-eIF2α пути может 
ингибировать фактор CREB, что приводит к пода-
влению экспрессии BDNF, наблюдаемому в дан-
ной модели [196]. Аналогично, признаки актива-
ции ИОС были обнаружены в моделях депрессии у 
крыс, основанных на умеренном непредсказуемом 
стрессе, приводя к увеличению фосфорилирования 
PERK и eIF2α в гиппокампе, а также увеличению 
уровня белков ATF4 и фосфорилированной формы 
eIF2α в префронтальной коре [192] на фоне депрес-
сивно-подобного поведения в тестах предпочтения 
сахарозы и вынужденного плавания. У самцов крыс 
линии Wistar, подвергнутых воздействию мягких 
стрессоров (белый шум, стробоскопическое осве-
щение, фиксацию, плавание в горячей и холодной 
воде и др.) в течение 6 недель [197] также описано 
депрессивно-подобное поведение на фоне увеличе-
ния содержания фосфорилированных форм PERK 
и eIF2α в образцах гиппокампа, а серотонергиче-
ский антидепрессант – селективный ингибитор 
обратного захвата серотонина (СИОЗС) флуоксе-
тин - нормализует изменения в фосфорилирова-
нии PERK и eIF2α в гиппокампе. Наконец, у самок 
крыс линии Wistar, 6-недельный протокол хрони-
ческого непредсказуемого стресса вызывает уве-
личение экспрессии гена ATF4 в префронтальной 
коре животных, которое снимается другим СИОЗС 
(сертралином) [198]. Это позволяет предположить, 
что подавление активности eIF2α-сигналинга мо-
жет быть связано с механизмами терапевтического 
эффекта антидепрессантов группы СИОЗС.

В другой модели депрессивно-подобное состо-
яние у крыс индуцировалось инъекциями липопо-
лисахарида, что также привело к активации киназы 
PERK в гиппокампе, но не в префронатльной ко-
ре [199]. При этом введение крысам ISRIB снижает 
вызванное липополисахаридом нейровоспаление, 
а также показатели депрессивно-подобного пове-
дения [199]. Наконец, на двух моделях депрессии 
на мышах — липополисахарид-индуцированного 
нейровоспаления и кортикостерон-индуцирован-
ного стресса — показано увеличение фосфорили-
рования eIF2α в серотонинергических нейронах 
ядрер шва [200] на фоне снижения уровня BD-
NF, увеличения содержания белков, связанных 
со стрессом эндоплазматического ретикулума, а 
также тревожно- и депрессивно-подобного пове-
дения [200]. Инъекции туникамицина — соедине-
ния, вызывающего стресс эндоплазматического 
ретикулума и, как следствие, активацию ИОС — в 
дорсальные ядра шва мышей также увеличивают 
уровень ф-eIF2α в дорсальных ядрах шва и депрес-
сивно-подобное поведение мышей. Локальные 
инъекции туникамицина в ядра шва изменяют экс-

прессию генов, связанных с нейропластичностью 
(таких как BDNF, его рецептор TrkB, нейритин и 
другие), а также снижают серотонин-опосредован-
ную нейротрансмиссию в различных других обла-
стях мозга [200]. 

Инъекции ISRIB, наоборот, блокируют вызван-
ные туникамицином изменения экспрессии генов 
синаптических белков, а также предотвращают 
депрессивное поведение животных [200]. В то же 
время введение салубринала (ингибитора eIF2α и 
активатора ИОС) усиливает эффект туникамици-
на на перечисленные параметры [200]. Интересно, 
что кетамин - ингибитор N-метил-D-аспартатных 
(NMDA) рецепторов глутамата, рассматриваемый 
в качестве быстродействующего антидепрессанта, 
также нормализует индуцированные туникамици-
ном изменения уровня ф-eIF2α и поведения [200], 
позволяя допустить, что увеличение фосфорили-
рования eIF2α и активация ф-eIF2α-опосредован-
ного сигналинга в дорсальных ядрах шва может 
отвечать за нарушения нейротрансмиссии, нейро-
пластичности и поведения, наблюдаемые в экспе-
риментальных моделях [200]. В целом, несмотря на 
нехватку клинических данных, исследования в мо-
делях на животных свидетельствуют о том, что ИОС 
и особенно PERK-eIF2α сигналинг могут играть 
важную роль в патогенезе депрессии, открывая но-
вые возможности для использования препаратов, 
нацеленных на систему ИОС, в качестве возмож-
ных антидепрессантов. 

Шизофрения
Шизофрения представляет собой распростра-

ненное гетерогенное заболевание со сложной эти-
ологией, возникающее в результате комбинации 
генетической предрасположенности и факторов 
окружающей среды [201]. К числу симптомов ши-
зофрении относятся позитивные (бред и галлюци-
нации), а также негативные (отсутствие мотивации, 
социальная изоляция и когнитивные нарушения) 
[202]. Роль ИОС в патогенезе этого заболевания 
остается малоизученной, однако, свидетельства 
участия ИОС в шизофрении можно найти в гене-
тических исследованиях, клинических данных, а 
также в экспериментальных моделях этого заболе-
вания. Так, определенные мононуклеотидные му-
тации в гене ATF4 сопряжены с шизофренией у 
мужчин, но не у женщин в Китае [203]. По данным 
общегеномной ассоциации >13000 случаев болезни 
показана связь шизофрении с геном EIF2AK2, ко-
дирующим киназу eIF2α HRI [204]. Протеомный 
анализ префронтальной коры больных шизофре-
нией показывает увеличение содержания другой 
киназы eIF2α — GCN2 [205]. На нейросферах из 
клеток обонятельного эпителия больных шизофре-
нией так же показано снижение глобального син-
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теза белка и снижение содержания рибосомальных 
белков. Последующий анализ путей дифферен-
циально экспрессируемых белков и мРНК транс-
криптов в нейросферах показал обогащение пути, 
связанного с eIF2α сигналингом. Исследования 
клеток крови больных шизофренией показывают 
увеличение фосфорилирования eIF2α в лимфоци-
тах [206] и фракции мононуклеарных клеток крови 
[207], указывая на возможную системную актива-
цию ИОС. 

Признаки активации ИОС также описаны в мо-
делях шизофрении на мышах. Так, в модели пре-
натального воздействия полирибоинозиновой-по-
лирибоцитидиловой кислоты (иммуностимулянт, 
вызывает шизофрено-подобные изменения у по-
томства) наблюдается увеличение отношения 
ф-eIF2α/eIF2α в гиппокампе и префронтальной 
коре [206]. В другой модели мыши с условным но-
каутом гена CACNA1C (кодирующего кальциевый 
канал Cav1.2, ассоциированный с шизофренией и 
биполярным расстройством) в эксайторных глу-
таматергических нейронах префронтальной коры 
[208] демонстрируют повышенную тревожность и 
нарушения социального поведения, а также сни-
жение синтеза белка и увеличение ф-eIF2α в преф-
ронтальной коре, тогда как ISRIB восстанавливает 
синтез белка и нормализует поведенческие нару-
шения в данной модели [208]. С использованием 
культуры кортикальных нейронов с мутантным ге-
ном DISC1 (Disrupted In Schisophrenia 1, ассоцииро-
ван с шизофренией) отмечается накопление ATF4 
в ядрах клеток и ATF4-индуцированные изменения 
экспрессии ряда генов, приводящих к нарушению 
синаптической функции [209]. Структурный ана-
лиз показал, что мутации в гене DISC1 препят-
ствуют образованию комплекса DISC1-ATF4, что 
приводит к нарушению DISC1-опосредованного 
подавления активности ATF4 [209]. Генетическое 
подавление экспрессии ATF4 (гетерозиготная му-
тация ATF4) нормализует синаптическую функ-
цию, восстанавливая плотность синаптических 
контактов, повышая среднюю частоту спонтанных 
разрядов и количество активных нейронных сое-
динений. Напротив, усиление экспрессии ATF4 в 
культуре немутантных нейронов приводит к транс-
криптомным изменениям и снижению синаптиче-
ской возбудимости, аналогичным наблюдаемым в 
DISC1-мутантных клетках. Это указывает на клю-
чевую роль фактора ATF4 в патогенезе DISC1-
опосредованной шизофрении, и поднимает вопрос 
о роли ИОС-опосредованной активации ATF4 в 
других формах этого заболевания (например, ана-
лиз образцов коры мозга пациентов с шизофрени-
ей показывает снижение ключевых компонентов 
ИОС — PERK и ATF4 [210]).

Более того, мыши с условным нокаутом гена 
PERK в коре мозга демонстрируют ряд шизофре-
но-подобных поведенческих нарушений, связан-
ных с обработкой информации и поведенческой 
гибкостью, а также снижение уровней ф-eIF2α и 
ATF4 в префронтальной коре [210]. Содержание 
ф-eIF2α и ATF4 в префронтальной коре пожилых 
людей с шизофренией не отличается от контроля 
[211]. В целом, противоречивость представленных 
данных может быть связана с большой клиниче-
ской гетерогенностью шизофрении, а также с раз-
личиями животных моделей, используемых в ра-
ботах. Поэтому, несмотря на растущее количество 
данных в пользу участия ИОС в шизофрении, кон-
кретная роль этого пути в ее патологии остается не-
ясной и требует дальнейшего изучения. 

Биполярное расстройство
Биполярное расстройство (БР) характеризу-

ется повторяющимися эпизодами повышенного 
настроения и депрессии, которые связаны с ха-
рактерными когнитивными, физиологическими 
и поведенческими симптомами [212]. На данный 
момент существуют лишь косвенные данные о воз-
можной роли ИОС в патогенезе БР. Так, на модели 
клеточной культуры лимфоцитов человека туника-
мицин (как активатор стресса эндоплазматическо-
го ретикулума) стимулирует фосфорилирование 
eIF2α в контрольной группе, но не в лимфоцитах 
больных БР [213]. Отсутствие нормальной реак-
ции на туникамицин сопровождается повышенной 
смертностью клеток, причем этот эффект наблюда-
ется только для лимфоцитов пациентов на поздней 
стадии заболевания. Эти данные позволяют допу-
стить роль дисфункций ИОС в БР. 

Кроме того, на периферических клетках боль-
ных БР показано увеличение маркеров стресса эн-
доплазматического ретикулума [213–216], однако 
остается неизвестным, сопряжены ли эти изме-
нения с фосфорилированием eIF2α и активаци-
ей ИОС. Наконец, недавний генетический анализ 
открытых баз данных геномов больных БР с ис-
пользованием метода менделевской рандомизации 
на предмет связи генов компонентов ИОС пути с 
БР [217] выявил значимые ассоциации БР с геном 
EIF2B5, кодирующим субъединицу фактора eIF2B 
(молекулярную мишень ISRIB), а также с геном 
EIF2AK4, кодирующим GCN2 - киназу eIF2α. 

Посттравматическое стрессовое расстройство
Посттравматическое стрессовое расстройство 

(ПТСР) возникает в результате сильного травми-
рующего события, и сопровождается долговремен-
ными психическими, нейроэндокринными и ней-
рофизиологическими нарушениями [218]. Данные 
об участии ИОС в патогенезе ПТСР в настоящее 
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время ограничиваются моделями на животных с 
использованием однократного пролонгированного 
стресса у крыс, где показано увеличение содержа-
ния ф-eIF2α и ф-PERK, а также нескольких мар-
керов стресса эндоплазматического ретикулума 
в префронтальной коре [219, 220] и накопление в 
ядрах нейронов префронтальной коры белков ATF4 
и CHOP на фоне увеличения апоптоза и поведенче-
ских нарушений, связанных со способностью крыс 
к обучению и памяти [219]. Интересно, что ингиби-
тор PERK GSK2606414 восстанавливает как изме-
нения уровня белков, так и поведенческие наруше-
ния, наблюдаемые в данной модели ПТСР [219]. В 
целом, эти данные указывают на PERK-зависимую 
гиперактивацию ИОС в данной модели, однако для 
однозначного вывода о роли ИОС в ПТСР необхо-
димы дальнейшие исследования с использованием 
других моделей, а также более обширные и систе-
матические клинические данные.

Зависимость от психоактивных препаратов
Зависимость от употребления самых разных 

классов психоактивных веществ имеет сходные 
нейробиологические механизмы – долгосрочные 
молекулярные и клеточные изменения нейронов 
мезолимбической дофаминергической системы 
[221]. Недавно показано, что ИОС играет актив-
ную роль в этих процессах. Так, в моделях услов-
но-рефлекторного предпочтения места (УРПМ) 
и самостимуляции кокаином и морфином у крыс 
воздействие стимула, ассоциированного с нарко-
тиком, вызывает снижение ф-eIF2α и ATF4 в базо-
латеральной миндалине [222], тогда как инъекции 
Sal003 (ингибитора фосфатазы eIF2α) в эту область 
мозга подавляет поведение, направленное на ассо-
циированные с наркотиками стимулы, а снижение 
экспрессии гена ATF4 путем РНК-интерференцией 
блокирует эффект Sal003. Инъекции последнего в 
прилежащее ядро крыс приводит к подавлению по-
ведения, направленного на поиск наркотика в мо-
дели отмены кокаина [223]. У мышей, кокаин [224, 
225], никотин [226], алкоголь и метафметамин [224] 
снижают уровень фосфорилирования eIF2α в вен-
тральной области покрышки (ВОП) — ключевой 
зоны мозга, вовлеченной в формирование зависи-
мости [227]. Интересно, что молодые мыши-под-
ростки, характеризующихся сниженным отноше-
нием ф-eIF2α/eIF2α в ВОП, проявляют большую 
предрасположенностью к возникновению зависи-
мости от кокаина и никотина [224, 226]. Более того, 
у молодых мышей кокаин и никотин способны вы-
зывать долговременную потенциацию в нейронах 
ВОП (один из механизмов формирования зависи-
мости) в меньших дозах, по сравнению со взрослы-
ми [224, 226]. 

Генетическое подавление фосфорилирования 
eIF2α в ВОП (замена Ser51 на аланин в одном из ал-
лелей гена Eif2s1) приводит к снижению порога дол-
говременной потенциации никотином и кокаином в 
нейронах ВОП у взрослых мышей, до уровня сопо-
ставимого с наблюдаемым у подростков [224, 226]. 
При этом введение активатора ИОС Sal003 в ВОП 
ингибирует эффект кокаина на долговремменную 
потенциацию, а также снизило показатели аддик-
тивного поведения у мышей-подростков [224]. 

Напротив, ISRIB усиливает эффект кокаина 
и никотина на долговременную потенциацию, а 
также способствовал формированию аддиктивно-
го поведения [225]. Введение агониста каннаби-
ноидных рецепторов WIN 55,212-2 крысам также 
снижает фосфорилирование eIF2α в прилежащем 
ядре подростков, но не взрослых особей [228], тог-
да как WIN 55,212-2 и кокаин усиливают поведен-
ческие эффекты друг друга (кросс-сенситизация) у 
крыс-подростков [228]. Вовлеченность eIF2α сиг-
налинга в патогенез зависимости также подтвержа-
ет то, что у людей генетическая предрасположен-
ность к курению связана с полиморфизмом гена 
Eif2s1, кодирующего eIF2α [226]. Таким образом, 
ингибирование ИОС в нейронах мезолимбической 
системы играет важную роль в формировании за-
висимости от самых разных наркотиков, а пода-
вление ф-eIF2α сигналинга может быть ключевым 
фактором, определяющим большую предрасполо-
женность молодых особей к наркотикам. 

Хроническое воздействие морфина увеличи-
вает содержание ф-eIF2α в коре головного мозга 
крыс, что сопровождалось апоптотическими из-
менениями морфологии клеток [229], а системные 
инъекции морфина повышают уровень ф-eIF2α 
в спинном мозге крыс и увеличивают экспрессию 
маркеров апоптоза и стресса эндоплазматического 
ретикулума [230]. Многократное введение амфе-
тамина увеличивает фосфорилирование ф-eIF2α 
и снижает общий уровень синтеза белка в стриа-
туме мышей [231], а однократное воздействие вы-
сокой дозы метамфетамина и амфетамина - повы-
шает уровень ф-eIF2α в гиппокампе мышей [232] и 
стриатуме крыс [233]. Данные наблюдения указы-
вают на то, что патологические изменения в мозге, 
вызываемые наркотическими препаратами (в том 
числе опиатами и амфетамином), сопряжены с ак-
тивацией системы ИОС. 

ОБСУЖДЕНИЕ
ИОС представляет собой важный защитный ме-

ханизм, направленный на поддержание клеточного 
гомеостаза в стрессовых условиях. При этом изме-
нения в активации eIF2α-сигналинга могут иметь 
как адаптивный, так и патогенный эффект в зави-
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симости от контекста и степени активации ИОС. В 
краткосрочной перспективе этот механизм способ-
ствует выживанию клеток, снижая общий уровень 
синтеза белков и перераспределяя ресурсы для вос-
становления гомеостаза. Однако хроническая акти-
вация этого пути может вызвать программируемую 
клеточную смерть через такие медиаторы, как ATF4 
и CHOP, что может приводить к нейрональной дис-
функции и гибели клеток, описанных при болезни 
Альцгеймера, Паркинсона и других нейродегене-
ративных расстройствах. В то же время, для пси-
хических заболеваний функциональное значение 
сигнальных каскадов ИОС остается неясным. С од-
ной стороны, приведенные выше данные указыва-
ют на вовлеченность компонентов ИОС в патоге-
нез психических расстройств, таких как депрессия, 
шизофрения, биполярное расстройство, аддикции 
и ПТСР. Более того, модуляторы ИОС, такие как 
ISRIB и салубринал, показывают терапевтическую 
эффективность в некоторых моделях этих заболе-
ваний. С другой стороны, нельзя исключать веро-
ятность того, что изменения в eIF2α-сигналинге 
являются не причиной, а следствием общей кле-
точной дисрегуляции в условиях патологии. Важ-
но также отметить, что большая часть приведенных 
данных получена с использованием моделей на 
животных, внося определенные ограничения в их 
интерпретацию. Во-первых, такие модели не всег-
да полностью отражают сложность и многоком-
понентность психических заболеваний у челове-
ка. Патогенез депрессии или шизофрении у людей 
часто включает широкий спектр факторов, таких 
как генетические, социальные и биохимические 
компоненты, которые трудно воспроизвести в экс-
периментах на животных. Во-вторых, значимость 
ИОС в моделях нейродегенерации и психических 
расстройств у грызунов может варьироваться в за-
висимости от использованных методов и экспери-
ментальных условий. Например, активация ИОС в 
гиппокампе у крыс в модели хронического непред-
сказуемого стресса может быть реакцией на хрони-
ческий стресс, но не обязательно означать, что дан-
ный каскад является первопричиной заболевания.

Кроме того, вопрос о целесообразности искус-
ственной модуляции активности eIF2α сигналинга 
в условиях патологии остается открытым. С одной 
стороны, препараты, такие как ISRIB и салубри-
нал, демонстрируют потенциал в улучшении пове-
денческих и нейрофизиологических показателей в 
некоторых моделях рассматриваемых патологий. 
С другой стороны, искусственное ингибирование 
или стимуляция eIF2α сигналинга могут иметь не-
предсказуемые последствия для общего клеточного 
гомеостаза, особенно в условиях сложных много-
компонентных патологий ЦНС. В целом, несмо-
тря на потенциальную важность ИОС в патогенезе 
психических расстройств, текущие данные оста-

ются фрагментарными, а вопрос о том, является 
ли ИОС ключевым механизмом или же сопутству-
ющим звеном в более широкой сети патофизиоло-
гических изменений, остается открытым. Будущие 
исследования должны быть сосредоточены на ин-
теграции знаний о роли ИОС с другими сигналь-
ными каскадами и на разработке терапевтических 
стратегий, нацеленных на точное и контролируе-
мое вмешательство в этот путь.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
ИОС в мозге является важным механизмом 

адаптации клеток к стрессу, влияющим на нейро-
нальную активность и участвующим в патогенезе 
ряда заболеваний ЦНС. На фоне психических рас-
стройств может наблюдаться как активация (при 
депрессии и ПТСР), так и ингибирование (в не-
которых моделях биполярного расстройства, ши-
зофрении и зависимости) ИОС. Таким образом, 
нацеленные на различные компоненты системы 
ИОС фармакологические агенты, такие как ISRIB 
и салубринал, представляют собой перспективные 
терапевтические средства, способные модулиро-
вать негативные эффекты активации или ингиби-
рования ИОС, модулируя симптомы психических 
заболеваний. В целом, будущие исследования мо-
гут быть направлены на дальнейшее выяснение 
специфических ролей путей ИОС в психических 
расстройствах и разработку целенаправленных те-
рапий для смягчения их пагубных эффектов и пре-
дотвращения развития нежелательных побочных 
эффектов, связанных с дерегуляцией ИОС. Пони-
мание сложного взаимодействия между стрессовы-
ми реакциями клетки и патогенезом психических 
расстройств будет способствовать продвижению 
стратегий лечения этих состояний.
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The integrated stress response (ISR) is a mechanism of cellular response to various stress signals that is conserved 
in all eukaryotes, from yeast to humans. A central element of IOS is phosphorylation of eukaryotic translation 
initiation factor 2 alpha (eIF2α). This process is regulated by four kinases: PERK, GCN2, HRI and PKR, each of 
which is activated by different stress conditions. The ISR plays a critical role in maintaining cell homeostasis and 
survival under stress, but chronic activation can lead to cell dysfunction and programmed cell death. Recent stud-
ies indicate that IOS is actively involved in the pathogenesis of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and 
Parkinson's diseases, amyotrophic lateral sclerosis and traumatic brain injury. At the same time, the contribution 
of IRS to mental pathologies such as depression, schizophrenia, bipolar disorder, post-traumatic stress disorder 
and addiction remains poorly understood. This article reviews current data on the role of IRS in the pathogenesis 
of these disorders, and also discusses the possibilities of pharmacological modulation of IOS pathways in the 
pathological contexts.

Keywords: integrated stress response, neuropsychiatric disorders, depression, schizophrenia, addiction, eIF2α, 
ATF4
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Проведены исследования морфофункциональных особенностей костного мозга бедренной и плечевой 
костей у длиннохвостых сусликов летом, осенью, во время торпора и в периоды кратковременных про-
буждений зимой (зимняя эутермия). Гистологический анализ показал увеличение количества и размера 
адипоцитов в костном мозге у животных в состоянии торпора, с частичным замещением миелоидной 
ткани на жировую. Не смотря на больший объем костного мозга в бедренной кости, в нем обнаруже-
но значительно меньше ядерных клеток, чем в плечевой кости, но существенно больше эритроидных 
островков, особенно во время спячки. У торпидных сусликов происходит замещение дисковидных эри-
троцитов в крови на атипичные формы эритроцитов (овальные, макроциты, мишеневидные), количе-
ство которых значительно уменьшается в зимний эутермный период. Уровень содержания ретикулоци-
тов возрастает в период спячки двукратно по сравнению с летом. Полученные результаты обсуждаются в 
контексте поддержания высокого уровня кислорода в крови во время торпора и адаптации эритропоэза 
к условиям длительной гипотермии.

Ключевые слова: длиннохвостый суслик, гибернация, гипотермия, костный мозг, эритропоэз, насыще-
ние кислородом крови
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ВВЕДЕНИЕ
У гетеротермных животных эволюционно вы-

работалось множество физиологических приспо-
соблений, позволяющих пережить им экстремаль-
ные воздействия внешней среды путем обратимого 
снижения метаболизма, температуры тела, частоты 
сердечных сокращений, дыхательных движений и 
рядом других изменений [1]. Так, во время торпо-
ра у животных наблюдается снижение уровнейлей-
коцитов и тромбоцитов почти на 90%, которые бы-
стро восстанавливаются во время кратковременных 
пробуждений до летних значений [2–4]. При этом 
эритроцитарные показатели в гибернационный пе-
риод остаются практически на одном уровне с ле-
том [3, 5], но физиологические свойства эритроци-
тов отличаются в зависимости от сезона [6–9].

Продукция эритроцитов, или эритропоэз, пред-
ставляет собой строго регулируемый процесс, при 
котором новые эритроциты непрерывно выраба-
тываются в нише костного мозга (КМ) [10]. По-
следний этап процесса созревания эритроцитов 
происходит в кровотоке, после выхода туда ретику-

лоцитов, или преждевременных эритроцитов. Эри-
троциты подвергаются многочисленным и часто 
жестко регулируемым процессам, направленным на 
перестройку их структуры, начиная с потери слож-
ной системы органелл и последующего приобрете-
ния типичной двояковогнутой формы [11]. После 
созревания эритроциты приобретают способность 
деформироваться [12] и используют это для прохож-
дения через самые узкие кровеносные капилляры 
[11, 13]. Несмотря на снижение скорости кровотока, 
ткани сусликов не страдают как от гипоксии во вре-
мя торпора [14–17], так и от окислительного стресса 
во время пробуждения, поскольку антиоксидантная 
система защиты в эритроцитах препятствует этому 
[7]. Остается открытым вопрос: сохраняются ли та-
кими же стабильными, как эритроцитарные пока-
затели [2, 3], показатели содержания кислорода в 
крови сусликов Urocitellus undulatus, находящихся в 
разных функциональных состояниях, и каким об-
разом функционирует чувствительный к кислоро-
ду эритропоэз, в особенности, в торпидный пери-
од в условиях обнаруженного нами ранее снижения 
пролиферации ядерных клеток в костном мозге [18].
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Работа выполнена на длиннохвостых 

сусликах Urocitellus undulatus обоего пола следую-
щих групп: “лето” (бодрствующие активные жи-
вотные в летний период, контроль, температура в 
области сердца 38°C, июнь-июль, n = 26); “осень” 
(предгибернационный период, температура в об-
ласти сердца 36–37 °C, октябрь, n = 9); “торпор/
оцепенение” (гипотермия, температура в области 
сердца 0.5–5°C, декабрь-февраль, n = 27); “зимняя 
эутермия” (ЗЭ) (пробужденные на 5–6 день торпо-
ра, взятие материала через 10–12 ч после пробуж-
дения, температура в области сердца 35–37°C, де-
кабрь-февраль, n = 26).

Сусликов отлавливали в конце августа в ме-
стах их естественного обитания (долина реки Ле-
на, Якутия) и доставляли в лабораторию ИБК РАН 
(Пущино, Московская область). До конца октября 
животных содержали в индивидуальных клетках в 
специально приспособленных неотапливаемых по-
мещениях с соблюдением естественного фотопе-
риода, при достаточном количестве пищи (зерно, 
семена подсолнечника, корнеплоды) и гнездового 
материала (ad libitum). Затем клетки с сусликами 
переносили в темное помещение с температурой 
0-2°С до окончания периода гибернации (апрель). 

Для мониторинга баутов в период спячки часть 
сусликов индивидуально размещали в находя-
щиеся в холодильной камере деревянные ящики 
(20 × 20 × 25 см), в дно которых был установлен тер-
мистор (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 спячки (5–6 сутки гипо-
термии) и переносили в помещение с температурой 
воздуха 20 ± 1 °С. Активных животных (летних, осен-
них и эутермных зимних) перед забором материала 
подвергали легкому наркозу (Zoletil, Virbac, Фран-
ция, 4 мг/кг, внутримышечно). Температуру сердеч-
ной мышцы у всех групп животных точечно измеря-
ли датчиком RET-3 (Physitemp, USA, ± 0.1 °С) сразу 
после вскрытия грудной клетки [19].

Забор крови, измерение содержания кислорода, ге-
матокрита и лактата в крови. Забор крови (сме-
шанной, содержащей артериальную и венозную) 
проводили с 10.00 до 11.00 ч незамедлительно после 
декапитации животных. Кровь собирали в пласти-
ковую микропробирку (0.2 мл) с гепарином лития. 
Анализ содержания кислорода и гематокрита про-
водили не более, чем через 5 минут после забора 
крови на анализаторе газов и химического соста-
ва крови i15 Vet EDAN (Edan Instruments, Китай), с 
использованием тест-картриджей BG-8 и калибро-
вочного устройства СР50 для i15 Vet (Китай).

Для измерения лактата кровь отбирали в стериль-
ную пластмассовую пробирку и центрифугировали 
15 мин при 3000 об/мин. Содержание лактата опре-
деляли в сыворотке крови без следов гемолиза на ве-

теринарном автоматическом анализаторе iMagic-V7 
(Shenzhen iCubio Biomedical Technology Co. Ltd., Ки-
тай). Показатели оценивали с помощью биохимиче-
ского набора реагентов для ветеринарии ДиаВетТест 
(ООО Диакон-Вет, Россия).

Исследования клеточного цикла костного мозга. 
Красный костный мозг (КМ) из диафизов кости 
плеча (КМП) и кости бедра (КМБ) извлекали на 
льду. Клеточную суспензию готовили в среде Хенкса 
без ионов кальция (Thermo Fisher Scientific, США). 
Фиксацию проводили добавлением холодного 96% 
этанола при встряхивании (1:1 по объему) и вы-
держивали при –20°С не менее суток. Окрашивали 
ДНК-специфичным флуоресцентным красителем 
Hoechst-33258 (SERVA, Германия) (1 мкг/мл в 0.1 М 
трис– HCl-буфере, рН 7.4, содержащем 0.1 М NaCl) 
в течение 30 мин при комнатной температуре.

Распределение клеток по фазам митотического 
цикла определяли методом проточной цитофлуо-
риметрии на приборе Cytoflex S (Beckman Coulter, 
США) с помощью программы CytExpert.

Подсчет ядерных клеток костного мозга проводи-
ли в камере Горяева. Навеску ткани суспендирова-
ли в 400–500 объемах 4%-й уксусной кислоты.

Приготовление мазков крови, микроскопия рети-
кулоцитов. Мазки крови готовили по общеприня-
той методике сразу после декапитации животных. 
Для микроскопии ретикулоцитов отбирали 100 мкл 
крови в пробирку (0.5 мл) с раствором бриллиан-
тового крезилового синего (АБРИС+, Россия) и 
окрашивали в течение 30 мин. После чего отбирали 
2-3 мкл полученной смеси, делали мазок и высуши-
вали на воздухе. 

Микроскопия эритроцитов. Для микроскопии 
эритроцитов наносили 2-3 мкл крови на стекло, де-
лали мазок, высушивали на воздухе, после чего окра-
шивали рабочим раствором Дифф-квик (АБРИС+, 
Россия). Микроскопирование окрашенных препа-
ратов производили с помощью иммерсионной си-
стемы не менее, чем на 1000 эритроцитов.

Гистологический анализ. Забор органов прово-
дили сразу после декапитации животных. Кость 
очищали от остатков мягких тканей и удаляли эпи-
физы, после чего из диафиза выдавливали кост-
ный мозг в пробирку объемом 15 мл при помощи 
шприца с нейтральным формалином. Затем делали 
проводку изопропанол-парафин и получали срезы 
на микротоме Leica RM 2245 (Leica, Германия). По-
сле депарафинизации стекла со срезами стандар-
тно окрашивали гематоксилином и эозином. Изо-
бражение препаратов получали с широкопольного 
прямого микроскопа Leica DM 6000 B (Leica, Гер-
мания) на базе сектора оптической микроскопии и 
спектрофотометрии ЦКП ПНЦБИ РАН.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз был выполнен с помощью программ Statisti-
ca 10.0.1011 (StatSoft Inc., США) и GraphPad Prism 
9.4.1.681 (GraphPad Software Inc., США). Данные 
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представлены как среднее значение ± стандартная 
ошибка среднего (Хср±SEM) и в виде диаграмм 
размаха (box plot). Анализ вида распределения дан-
ных проводили с помощью Shapiro-Wilk’s test. Од-
нофакторный дисперсионный анализ измерений 
ANOVA (One-way ANOVA) применяли при подсче-
те процента ретикулоцитов в крови. Для дальней-
шего попарного сравнения использовали апосте-
риорный тест Тьюки (Tukey’s test). Достоверность 
различий во всех остальных экспериментах оцени-
вали с помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа ANOVA (Two-way ANOVA) с апостериор-
ным тестом Тьюки (Tukey’s test).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В таблице 1 представлены показатели содержа-

ния кислорода крови, который, во время торпора 

вырос в 1.1 раза по сравнению с летними значени-
ями, а во время зимней эутермии значительно сни-
зился по сравнению с летом и торпором в 1.2 и в 
1.3 раза соответственно. При измерении лактата в 
сыворотке крови торпидных животных было об-
наружено его существенное снижение (в 8 раз по 
сравнению с летом). После пробуждения уровень 
лактата в крови восстановился лишь наполовину. 
Уровень гематокрита в торпоре повысился в 1.2 раз 
относительно лета и не восстановился после про-
буждения.

Гистологический анализ костного мозга сусли-
ков (рис. 1) выявил увеличение количества и раз-
мера адипоцитов как в плечевой, так и бедренной 
костях, начиная с осеннего периода подготовки к 
спячке, прогрессирующее во время торпора и зим-
ней эутермии. При этом в КМБ осенью и в большей 

Рис. 1. Микрофотографии препаратов костного мозга длиннохвостых сусликов Urocitellus undulatus в активном летнем, осеннем и 
торпидном состоянии. Окраска гематоксилин – эозин. (a), (b) – летние животные, (c), (d) – осенние, (e), (f) - торпидные. (a), (c), 
(e) – костный мозг из плеча, (b), (d), (f) – костный мозг из бедра. Адипоциты отмечены цифрой 1, эритроидные островки цифрой 2. 
Световая микроскопия.
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степени в торпоре происходило частичное замеще-
ние миелоидной ткани жировой, сохраняющееся 
во время ЗЭ.

Сравнение количества эритроидных островков 
(ЭО) показало достоверную разницу между их ко-
личеством в КМП и КМБ. Осенью, в торпидном 
состоянии и во время зимней эутермии в КМБ 
содержится в 1.4, 1.5 и в 1.7 раз больше ЭО, чем в 
КМП, соответственно. В летний период значимых 
различий не обнаружено (рис. 2).

Анализ адипоцитов в КМП показал достовер-
ное увеличение их количества и размера в зимний 
период относительно лета (таб. 1). В КМБ наблю-
далось заметное увеличение размера адипоцитов в 
торпидном состоянии по сравнению с контрольны-
ми значениями., которое сохранялось и во время 
ЗЭ. При этом, несмотря на увеличение количества 
адипоцитов во время торпора в 1.5 раз, в период ЗЭ 
отмечалось их достоверное снижение (в 1.2 раза), 
что все равно превышало летние показатели.

Ранее, при подсчете количества ядерных клеток 
в S-фазе клеточного цикла в КМ плечевой кости 
мы обнаружили достоверное снижение их проли-
ферации в торпидный период, с последующим вос-
становлением до уровня контрольных значений 
после пробуждения (рис. 3а) [18]. В бедренной же 
кости достоверных отличий в исследуемых состоя-
ниях животных не обнаружено (рис. 3b).

При подсчете общего количества ядерных кле-
ток в КМ (рис. 4), было выявлено что в КМБ в ис-
следуемые периоды содержится значительно мень-
ше клеток на грамм ткани, чем в КМП. Так летом, 
их меньше в 1.9 раз, в торпидный период в 1.7, а в 
зимнем эутермном состоянии в 2.1 раза. В свою 
очередь, наблюдается снижение количества ядер-
ных клеток в самом КМБ в торпоре и в ЗЭ состоя-
нии по сравнению с летом.

На препаратах мазков крови в летний пери-
од обнаружена обычная форма эритроцитов (дис-
коциты) (рис. 5а), и различий по размеру, интен-
сивности окраски или наличию включений нет. У 
сусликов в состоянии торпора (рис. 5b) в большом 
количестве отчетливо видны эритроциты атипич-
ной формы  – овальные, каплевидные и мише-
невидные. При этом изменений в интенсивности 

Таблица 2. Количество и размер адипоцитов в костном мозге обеих костей сусликов в разных состояниях 

Группа Количество адипоцитов 
в плече, шт

Размер адипоцитов  
в плече, мкм2

Количество адипоцитов 
в бедре, шт

Размер адипоцитов  
в бедре, мкм2

Лето 40±1.5 19584±1610 68±1.9 16090±787
Торпор 45±1.6* 26005±2558* 100±1.2* 23447±1962*
Зимняя

эутермия 72±1.4*# 34700±2822# 82±1.4*# 34841±2728*#

Подсчет осуществляли в поле зрения (400×400 мкм, n = 9 для каждой группы) с помощью некоммерческого программ-
ного обеспечения ImajeJ. Значения представлены как Хср±SEM. * – p < 0.05 между экспериментальными группами по 
сравнению с контрольной группой “лето”, # – p < 0.05 между группами “торпор” и “зимняя эутермия”.

Рис. 2. Количество эритроидных островков в КМ обеих костей 
в активном летнем, осеннем, торпидном и зимнем эутермном 
(WE) состоянии сусликов. Светлые столбцы – КМП, темные 
столбцы – КМБ. Подсчет осуществляли в поле зрения (400х400 
мкм, n = 9 для каждой группы) с помощью некоммерческого 
программного обеспечения ImajeJ. * – статистически значимые 
различия между группами относительно одного и того же сезона 
(p < 0.05).

Таблица 1. Сатурация, содержание лактата и гематокрита 
в крови сусликов

Группа Сатурация, % Лактат, 
лакт/ммоль Гематокрит, %

Лето 94±1.7 7.1±0.4 43.8±1.3
Торпор 99±0.1 0.9±0.1* 49±1*
Зимняя 

эутермия 79±2.6*# 3.9±0.3*# 46±0.7#

Значения представлены как Хср±SEM. * – статистически 
значимые различия в торпоре и во время зимней эутер-
мии по сравнению с летом (p < 0.05). # – статистически 
значимые различия между группами “зимняя эутермия” 
и “торпор” (p < 0.05). (n = 10 для каждой группы).
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окраски и наличию включений также не выявлено. 
В зимний эутермный период (рис.5c) количество 
эритроцитов атипичной формы существенно сни-
жается, но не исчезают полностью.

При сравнении содержания ретикулоцитов в 
крови (рис. 6), обнаружено их достоверное увели-
чение относительно летних показателей как в тор-
пидном состоянии (в 2.1 раза), так и в период зим-
ней эутермии (в 2 раза).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее на сусликах, сурках, летучих мышах и мед-

ведях показано, что у гетеротермных животных во 
время спячки не наблюдается тканевая гипоксия, 
не смотря на значительное снижение скорости 
кровотока [14–17]. Авторы объясняют это пода-
влением метаболизма, повышенной антиоксидант-
ной активностью, снижением активности ионных 
каналов и высоким уровнем кетоновых тел. По-
лученные нами результаты также демонстрируют 
высокий уровень содержания кислорода в крови 
у сусликов в торпидном состоянии, сопровожда-
ющийся ростом гематокрита и снижением уровня 
лактата (табл. 1), что свидетельствует об отсутствии 
кислородного голодания. В наших экспериментах 
показано, что в состоянии зимней эутермии (ЗЭ) 
происходит увеличение лактата что, может быть 
обусловлено диффузией кислорода из кровотока в 
ткани, где во время торпора активируется компен-
саторный механизм, за счет повышения митохон-
дриальной активности и снижения потребности 
организма в АТФ [20–22].

На фоне увеличения содержания кислоро-
да в период торпора также повышается гемато-
крит в крови (табл. 1) как и у торпидных летучих 
мышей (Myotis lucifugus), и золотистых сусликов 
(Callospermophilus lateralis) [23, 24]. Такой рост отно-
шения объема эритроцитов к объему крови, скорее 
всего, связан с тем, что в этот период увеличивается 
вязкость крови за счет уменьшения объема плазмы 
[25]. При этом последующее снижение гематокрита 
в состоянии зимней эутермии может указывать на 
то, что при выходе из спячки происходит обратный 
процесс – снижается вязкость крови и увеличива-
ется объем плазмы, за счет выхода жидкости из тка-
ней в кровяное русло [26].

Кажется очевидным, что поддержание высокого 
уровня кислорода в крови может быть связано с под-
держанием относительно постоянного уровня эри-
троцитов в крови [1, 3, 5]. Однако тогда возникает 
вопрос, как при подавлении уровня пролиферации 
ядерных клеток не происходит снижения количе-
ства эритроцитов ( рис. 3а). Мы предположили, что 
это объясняется увеличением количества эритро-
идных островков (ЭО), продуцирующих эритроци-
ты в костном мозге. С этой целью был исследован 
не только костный мозг из плечевой кости, в кото-
ром ранее нами было выявлено снижение уровня 
пролиферации [18], но и костный мозг из бедрен-

Рис. 3. Процентное содержание ядерных клеток в S-фазе кле-
точного цикла в костном мозге (а) – плечевой кости по [1] и 
(b) – в бедренной кости сусликов в активном летнем, торпид-
ном и зимнем эутермном состоянии (n = 11 лето, n = 12 торпор, 
n = 11 ЗЭ). * – p <0.05 между экспериментальными группами по 
сравнению с контрольной группой “лето”, # – p <0.05 между 
группами “торпор” и “зимняя эутермия”.

Рис. 4. Изменения количества ядерных клеток *108/г ткани 
костного мозга длиннохвостых сусликов в плечевой (светлые 
столбцы) и бедренной кости (темные столбцы) в активном лет-
нем, торпидном и зимнем эутермном (WE) состоянии (n = 7 для 
каждого состояния) * – статистически значимые различия меж-
ду группами в одном и том же состоянии (p <0.05). # – статисти-
чески значимые различия внутри группы от одного источника 
(бедренная кость) относительно лета (p <0.05).



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 6       2024

ЛИЗОРКИНА и др.604

ной кости, которая является часто используемым 
источником КМ у млекопитающих в основном 
из-за большого объема ткани [27]. Отличий между 

торпидным и зимнем эутермном состоянием по ре-
зультатам гистологического анализа не обнаружено 
(не представлено). При исследовании гистологиче-
ских препаратов КМП (рис. 1a, c) достоверного ро-
ста ЭО в зимний период нами обнаружено не было 
(рис. 2), в то же время в КМБ напротив было выяв-
лено значимое увеличение количества ЭО (рис. 2). 
Возникает закономерный вопрос, в чем физиоло-
гический смысл таких различий? 

Гистологический анализ KM показал, что в тор-
пидный период и в состоянии зимней эутермии 
в КМБ сусликов также, как и в КМП происходит 
увеличение количества и размера адипоцитов, но в 
КМБ они собираются группами, частично замещая 
миелоидную ткань (рис. 1 b, 1с, 1d; рис. 2). И если в 
КМП в осенний период только начинается замеще-
ние миелоидной ткани на жировую, то в структуре 
КМБ жировая ткань в это время уже преобладает. 
Возможно, потребность в накоплении адипоцитов, 
особенно в КМБ происходит в связи с накопле-
нием энергетических ресурсов, необходимых как 
для переживания торпидного периода так и пери-
одического пробуждения [27], поскольку в области 
задних конечностей отсутствует важный энергети-
ческий источник – бурый жир, обеспечивающий 
несократительный термогенез во время таких про-
буждений. По-видимому, из-за увеличения объема 
жировой ткани в целом, количество ядерных кле-
ток в КМБ намного меньше по сравнению с КМП 
(рис. 4).

Возникает вопрос, как эритроциты обеспечи-
вают организм необходимым уровнем кислорода в 
условиях сужающихся во время спячки сосудов [6]. 
Эритроциты живут месяцами и являются достаточ-
но стабильными [28]. К тому же они лишены спо-
собности к синтезу белка de novo (из-за отсутствия 
ядер и органелл) [5], а потому любые изменения 

Рис. 5. Микрофотографии препаратов мазков крови длиннохвостых сусликов Urocitellus undulatus. Окраска Дифф-Квик. а – 
летние животные (n = 6), b – животные в состоянии торпора (n = 7), c – зимние эутермные животные (n = 5). Обозначение – 
нормальные эритроциты (синий пунктир), серповидные эритроциты (зеленый пунктир), овальные эритроциты (черный 
пунктир), макроциты (красный пунктир), мишеневидные эритроциты (фиолетовый пунктир). 

Рис. 6. Сезонные изменения количества ретикулоцитов отно-
сительно общего содержания эритроцитов в периферической 
крови сусликов Urocitellus undulatus (n=6 для каждого исследу-
емого состояния) * – статистически значимые различия между 
группами (p <0.05).
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нормоцитов имеют особое значение. Спурриер и 
Доу [29] предположили, что у тринадцатиполосно-
го суслика (Citellus tridecemlineatus) в период спяч-
ки эритроциты, продуцируемые костным мозгом, 
претерпевают процесс так называемого “folded-
over” или условного “сворачивания”, для проник-
новения через суженные сосуды, чтобы в торпоре 
обеспечить ткани кислородом. Затем они “разво-
рачиваются” и продолжают циркулировать в кро-
вотоке [29]. Авторы, проводившие исследование на 
малых сусликах (Spermophilus pygmaeus), считают, 
что происходит частичная замена нормоцитов на 
эритроциты меньших размеров, в частности эхино-
циты, что может свидетельствовать также об уско-
рении гемолиза эритроцитов, например, весной 
[6]. В наших экспериментах в мазках крови торпид-
ного суслика мы обнаружили заметное увеличение 
атипичных форм эритроцитов, а именно частич-
ную замену нормоцитов на овалоциты, макроциты 
и мишеневидные формы эритроцитов (рис. 5). При 
этом наблюдается увеличение ширины распреде-
ления эритроцитов и концентрации гемоглобина 
в клетке при снижении объема эритроцита в тор-
поре, тогда как в состоянии зимней активности, 
всего спустя несколько часов, все эритроцитарные 
показатели, за исключением ширины распределе-
ния эритроцитов возвращаются к летним параме-
трам [3]. В циркулирующей крови в период торпора 
только часть эритроцитов находится в изменен-
ной форме, а оставшиеся клетки остаются в фор-
ме нормоцитов. При анализе препаратов мазков во 
время ЗЭ (рис. 5с) можно увидеть, что эритроциты 
атипичной формы встречаются реже, чем во время 
торпора. Вероятно, при повышении температуры 
во время пробуждения эритроциты “разворачива-
ются” и принимают форму нормоцита. Отсутствие 
изменений в количестве эритроцитов на протяже-
нии всего периода спячки, возможно, связано с 
тем, что в это время образуются новые эритроциты 
и удаляются старые, прошедшие цикл “сворачива-
ние-разворачивание”. так как сворачиваться они 
способны всего один раз [29]. Скорее всего данный 
процесс претерпевает не каждый эритроцит, так 
как уровень пролиферативной активности тогда 
должен был значительно возрастать, что не наблю-
далось в наших экспериментах (рис. 3).

Мы обнаружили также значительное увеличе-
ние количества ретикулоцитов в крови в торпоре 
(рис. 6) и их уровень после пробуждения не изме-
нялся. Так как уровень пролиферации в КМБ в 
период торпора (рис. 3) и гены, необходимые для 
производства эритроцитов, сохраняются на летнем 
уровне экспрессии [27], а уровень, например, син-
теза лейкоцитов в костном мозге снижается [30], мы 
предполагаем, что во время торпора в КМ преоб-
ладает продукция именно эритроцитов, а не пред-

шественников других клеток. В зимнюю эутермию 
количество ретикулоцитов достоверно не снижа-
ется, поскольку необходимо постоянное активное 
обновление эритроцитарных клеток, а как уже ска-
зано сворачиваться они способны всего один раз 
[29], а число баутов (циклов засыпаний- пробуж-
дений) во время спячки в десятки раз больше [14]. 

Так как в торпоре в костном мозге бедренной 
кости наблюдается увеличение количества эритро-
идных островков, и уровень экспрессии генов, не-
обходимых для производства эритроцитов не меня-
ется [31], то возможно костный мозг из бедренной 
кости берет на себя основную роль по обновлению 
эритроцитарного состава в зимний период, что 
опять-таки объясняет высокое содержание ретику-
лоцитов в крови, которые, скорее всего, заменяют 
те эритроциты, которые прошли цикл “сворачива-
ние- разворачивание” и, чей срок жизни, по-види-
мому, меньше, чем у эритроцитов, не подвергаю-
щихся морфологическим изменениям. 

Таким образом, мы предполагаем, что высокий 
уровень содержания кислорода в торпидном состо-
янии обеспечивается стабильным уровнем эритро-
цитов, который поддерживается главным образом 
костным мозгом из бедренной кости за счет уве-
личения количества эритроидных островков в ми-
елоидной ткани, а также повышением уровня ре-
тикулоцитов в крови и способностью эритроцитов 
складываться, чтобы переносить кислород в усло-
виях суженных сосудов, брадикардии, гипотонии и 
замедленной скорости кровотока.
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The morphofunctional features of the bone marrow of the femur and humerus in long-tailed ground squirrels were 
studied in summer, fall, during torpor and during periods of short-term awakenings in winter (winter euthermia). 
Histological analysis showed an increase in the number and size of adipocytes in the bone marrow in animals 
in the torpor state, with partial replacement of myeloid tissue by adipose tissue. Despite the greater volume of 
bone marrow in the femur, significantly fewer nuclear cells were found in the bone marrow than in the humerus, 
but significantly more erythroid islets were found, especially during hibernation. In torpid ground squirrels there 
is a replacement of disc-shaped erythrocytes in the blood by atypical forms of erythrocytes (oval, macrocytes, 
and michenoid), the number of which decreases significantly during the winter euthermal period. The level of 
reticulocyte content increases in the hibernation period twofold compared to summer. The results obtained are 
discussed in the context of maintaining high blood oxygen levels during torpor and adaptation of erythropoiesis to 
conditions of prolonged hypothermia.

Keywords: long-tailed ground squirrel, hibernation, hypothermia, bone marrow, erythropoiesis, blood oxygen 
saturation
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В исследовании были проанализированы структурные особенности резидентных макрофагов печени на 
фоне стойкой артериальной гипертензии, в сравнении с нормотензивным контролем. Для выявления 
резидентных макрофагов на образцах печени девятимесячных самцов крыс SHR и Wistar (n = 14) приме-
няли иммуногистохимическую реакцию против белка Iba-1. Морфометрические параметры и характер 
пространственного распределения клеток Купфера оценивали с помощью программ математической 
обработки и анализа изображений ImageJ и GIMP. Показано, что клетки Купфера в образцах печени 
крыс линии SHR имеют преимущественно слабоотросчатую либо элипсоидную форму, и не имеют 
определенной корреляции с расположением в печеночном ацинусе, в отличие от макрофагов группы 
Wistar. Статистически значимые различия обнаружены в характере распределения клеток Купфера: в 
группе SHR клетки в печеночном ацинусе распределены более равномерно по сравнению с клетками 
группы Wistar, наиболее выраженная плотность распределения которых фиксировалась в интермеди-
альной зоне ацинуса. Обнаруженные структурно-функциональные особенности резидентных макро-
фагов печени крыс SHR могут быть обусловлены функциональными нарушениями в печени на фоне 
стойкой артериальной гипертензии.

Ключевые слова: печень; макрофаги; клетки Купфера; Iba-1; артериальная гипертензия; портальная ги-
пертензия
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ВВЕДЕНИЕ
Клетки Купфера — это резидентные макрофаги 

печени, располагающиеся между гепатоцитами и 
тесно контактирующие с эндотелиальными клетка-
ми синусоидных капилляров печени. Данные клет-
ки входят в состав мононуклеарной фагоцитарной 
системы и составляют самый большой пул ткане-
вых макрофагов в организме [1].

Резидентные макрофаги печени выполняют ряд 
функций, направленных на поддержание гомео-
стаза, таких как: фагоцитоз чужеродных частиц, 
поступающих из желудочно-кишечного тракта по 
системе портального кровообращения; регуляция 
иммунного ответа; участие в воспалительных и про-
тивовоспалительных реакциях организма; ремоде-
лирование внеклеточного матрикса печени [2, 3]. 
В настоящее время мировое научное сообщество 
активно изучает влияние резидентных макрофагов 
на функции печени при различных патологиях че-
ловека и в условиях экспериментального модели-
рования патологий у животных. Так, становится 
известно, что клетки Купфера человека, благода-
ря регуляции активности Т-клеток, способствуют 

антиметастатическим процессам в канцерогене-
зе [4, 5], а у крыс за счет контролируемой гибели 
эффекторных Т-клеток могут поддерживать толе-
рантность к аллотрансплантам печени [6]. Кроме 
того, установлена роль клеток Купфера в развитии 
воспаления и фиброза печени при ВИЧ-инфек-
ции у человека [7]. Инфицирование резидентных 
макрофагов печени ВИЧ-1 нарушает противовос-
палительную регуляцию, что может приводить к 
воспалению тканей печени и фиброзу. Имеется ин-
формация об участии резидентных макрофагов пе-
чени в патогенезе неалкогольной жировой болезни 
печени: при развитии неалкогольного стеатогепа-
тита наблюдается дисфункция “самообновления” 
данных клеток [8, 9].

Тем не менее несмотря на обширные данные о 
физиологических характеристиках клеток Купфе-
ра, их функциональные и фенотипические особен-
ности при артериальной гипертензии остаются не-
достаточно изученными.

Согласно оценкам, артериальная гипертензия 
наблюдается у 10–20% взрослого населения и явля-
ется причиной 5.8% всех случаев смертности в мире 

https://www.zotero.org/google-docs/?DPEONG
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[10]. Патофизиологический механизм заболевания 
обусловлен дисфункцией множества физиологиче-
ских систем организма [11] и включает активацию 
симпатической нервной системы, дисфункцию ре-
нин-ангиотензин-альдостероновой системы, ак-
тивацию бета-адренорецепторов и усиление ок-
сидативного стресса в тканях [10]. Результатом 
указанных изменений является развитие ряда па-
тологических состояний: окклюзивный инфаркт 
миокарда, цереброваскулярные инсульты, аневриз-
ма аорты, хроническая почечная недостаточность, 
портальная и перипортальная гипертензия, жиро-
вая дистрофия и цирроз печени. В настоящее время 
в качестве экспериментальной модели для изуче-
ния влияния артериальной гипертензии на функ-
ционирование органов и систем организма активно 
используются спонтанно-гипертензивные крысы 
линии SHR. Генетические особенности данной ли-
нии обуславливают развитие системных гипертен-
зивных изменений уже в возрасте 5–6 недель, а к 
половозрелому возрасту (8–12 неделям) патология 
приобретает стойкий характер [12].

Принимая во внимание необходимость получе-
ния дополнительных данных о возможных изме-
нениях в клетках Купфера в условиях повышения 
артериального давления, а также удобство и эф-
фективность изучения артериальной гипертензии 
на животных моделях линии SHR, цель настоящего 
исследования состояла в определении изменений 
популяции клеток Купфера в печени крыс линии 
SHR по сравнению с печенью нормотензивных 
крыс породы Wistar.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проводилось на образцах пече-

ни половозрелых (9 месяцев) самцов крыс породы 
Wistar (n = 7) с систолическим давлением менее 200 
мм рт. ст. и крыс линии SHR (n = 7) с систолическим 
давлением, в среднем равным или превышающим 
200 мм ртутного столба. Крысы были получены из 
питомников лабораторных животных “Рапполо-
во” (Ленинградская область, Россия) и “Пущино” 
(Московская область, Россия), содержались в ви-
варии при комнатной температуре, в стандартных 
условиях, с свободным доступом к пище и воде. 
При содержании и умерщвлении животных соблю-
дали основные принципы Европейской конвен-
ции о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986 г.) и “Правила надлежащей лабо-
раторной практики” (приказ №199н от 01.04.2016 
г. Минздрава России). Для исследования брали ле-
вую долю печени. Образцы печени фиксировали 
в цинк-этанол-формальдегиде [13] в течение 18-24 
часов при комнатной температуре. Фиксирован-

ный материал заливали в парафин по стандартной 
методике. С парафиновых блоков на ротацион-
ном микротоме Microm HM 325 (ThermoScientific, 
США) изготавливали срезы толщиной 5 мкм, ко-
торые далее монтировали на предметные стекла с 
адгезивным покрытием (HistoBond®+M adhesive 
microscope slides, Marienfeld, Германия). Затем были 
проведены стандартные процедуры депарафиниро-
вания и регидратации. Для выявления резидентных 
макрофагов печени применяли моноклональные 
кроличьи антитела к Iba-1 (клон JM36-62, ET1705-
78, HuaBio, Китай). В качестве вторичного реаген-
та для первичных кроличьих антител использова-
ли набор UltraVision Quanto HRP DAB Detection 
System (Thermo Fisher Scientific, США). Для данно-
го варианта антител был проведен отрицательный 
контроль с использованием соответствующего на-
бора вторичных реагентов и системы проявления 
HRP. Для постановки негативного контроля вме-
сто раствора первичных антител срезы обрабаты-
вали фосфатным буферным солевым раствором. 
С целью выявления соединительной ткани срезы 
обрабатывали раствором 2% водного анилинового 
синего (Unisource Chemicals Pvt. Ltd., Индия). Для 
оценки морфологии гепатоцитов использовали 
стандартную гистологическую методику обработки 
препаратов гематоксилином и эозином (Biovitrum, 
Россия). После дегидратации в изопропаноле и 
просветления в орто-ксилоле полученные препара-
ты заключали в перманентную среду Richard-Allan 
Scientific Cytoseal 60 (США) и анализировали с по-
мощью светового микроскопа Leica DM750 (Leica, 
Германия). Фотографирование гистологических 
препаратов проводили с использованием фото-
камеры Zeiss Axiocam 105 color (объективы Plan 
10x/0.22; 40x/0.65; 100x/1/25) и программы ZEN 3 
(ZEISS, Германия).

Морфометрический анализ полученных изобра-
жений проводили с помощью программы ImageJ2 в 
расширении FIJI [14]. Для каждого случая выбира-
ли по 4 поля зрения. Перед анализом изображения 
бинаризировали с использованием фиксированно-
го цветового порога. Оценивали общую площадь, 
число и средний размер Iba-1-иммунопозитивных 
структур в рамке 331.39 × 248.54 мкм на увеличе-
нии (×40). При подсчете площади, числа и размера 
выявленных Iba-1-позитивных структур значения 
усредняли по 4 полям зрения для каждого случая. 
Также оценивали равномерность распределения 
Iba-1-иммунопозитивных структур на изображе-
ниях (при увеличении микроскопа х10) с исполь-
зованием индекса Шеннона (P). Для его расчета 
каждое изображение разделяли на 24 равных участ-
ка с применением морфометрической сетки, на-
несенной на изображения с использованием гра-
фического редактора GIMP [15]. Также оценивали 
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равномерность распределения Iba-1-иммунопози-
тивных структур на изображениях (при увеличении 
микроскопа х10) с помощью плагина SSIDC Cluster 
Indicator [16], основанного на алгоритме кластери-
зации DBSCAN. Минимальное расстояние между 
объектами для создания нового кластера составило 
50 пикселей, а минимальная плотность кластеров — 
8 объектов. Статистическую обработку проводили 
в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 
США). Данные представляли в виде P-value (p-зна-
чение), медианы (Me) и интерквартильного разма-
ха (IQR). Проверку на соответствие распределения 
нормальному закону проводили с помощью крите-
рия Шапиро-Уилка, для оценки различий приме-
няли t-критерий Стьюдента для независимых вы-
борок. Распределение считали соответствующим 
нормальному при p > 0.05. Различия считали досто-
верными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ходе исследования препаратов печени крыс 

линии SHR и Wistar было обнаружено множество 
Iba-1-иммунопозитивных структур, расположен-

ных вблизи и в составе стенок синусоидных капил-
ляров долек печени, которые идентифицировали 
как клетки Купфера и их фрагменты, попавшие в 
плоскость среза. Иммуногистохимическая реакция 
на маркер Iba-1 в обеих группах была интенсивной 
и высокоселективной, неспецифический сигнал в 
результате реакции отсутствовал. Клетки Купфера в 
препаратах печени крыс Wistar обладают амебоид-
ной формой и имеют по 1–4 толстых цитоплазма-
тических отростка. Встречаются также одиночные 
безотростчатые клетки овальной формы (рис. 1). 
Iba-1 иммунопозитивные клетки располагаются 
повсеместно в срезе печени, формируя скопления 
повышенной плотности главным образом в интер-
медиальных зонах печеночного ацинуса (см. рис. 1). 
У крыс линии SHR клетки имеют преимуществен-
но либо слабоотростчатую (от 1 до 3 коротких ци-
топлазматических отростка), либо эллипсоидную 
форму. Резидентные макрофаги печени, обладаю-
щие выраженной амебоидной формой, встречают-
ся на препаратах реже. При этом, Iba-1-иммунопо-
зитивные клетки печени у крыс SHR не формируют 
отчетливых скоплений, а располагаются преиму-
щественно равномерно в поле зрения (рис. 1а).

Рис. 1. Iba-1-иммунопозитивные структуры в препаратах печени: (a, с) — в печени крысы линии SHR, увеличение 
микроскопа х10 (a) и х100 (с); (b, d) — в печени крысы породы Wistar, увеличение микроскопа х10 (b) и х100 (d). Звез-
дочка — центральная вена; закрашенная стрелка — клетки Купфера с выраженными цитоплазматическими отростка-
ми; прозрачная стрелка — клетки Купфера эллипсоидной формы. Объективы Plan 10х/0.22 (a; b); Plan 100x/1.25 (с; d).
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Гистологическое исследование препаратов пе-
чени крыс SHR и Wistar, окрашенных анилиновым 
синим, а также гематоксилином и эозином (рис. 2), 
не выявило патологических изменений и морфо-
логических различий в структуре соединительной 
ткани обеих групп. Небольшое количество гепато-
цитов с липидными вакуолями в цитоплазме ука-
зывает на отсутствие жировой дистрофии печени в 
группах SHR и Wistar.

Морфометрический сравнительный анализ по-
казал, что клетки Купфера спонтанно гипертен-
зивных крыс имеют несколько меньший размер по 
сравнению с нормотензивными крысами Wistar, но 
их число выше (рис. 3b-с). Среднее число клеток и 
их фрагментов, выявляемых на одном поле зрения 
для группы SHR, составило 93.82 ± 1.77; для Wistar — 
89.39 ± 3.47 (p = 0.32); средний размер клеток и их 
фрагментов на одном поле зрения для группы SHR 
было равно 50.56 ± 2.8 мкм², для группы Wistar — 

54.24 ± 3.01 мкм² (p = 0.19). Средние площади выяв-
ленных Iba-1 позитивных структур для групп SHR 
и Wistar составили для SHR: 4725 ± 321 мкм²; для 
Wistar: 4844 ± 323 мкм² (p = 0.81). В процентном 
соотношении Iba-1 позитивные структуры заняли 
5.7 % от общей площади поля зрения у крыс линии 
SHR и 5.9 % у крыс линии Wistar (рис. 3a).

Также была выполнена оценка равномерности 
распределения иммунопозитивных структур на 
изображениях c помощью информационного ин-
декса Шеннона и алгоритма DBSCAN. Результаты 
оценки равномерности по Шеннону показали, что 
в группе SHR распределение иммунопозитивных 
структур было значительно более равномерным, в 
то время как в группе Wistar наблюдалась класте-
ризация (рис. 4, p = 0.03). Результаты оценки рав-
номерности распределения клеточных структур с 
помощью алгоритма DBSCAN подтверждали полу-
ченные результаты (p < 0.01).

Рис. 2. Структура печеночных триад в препарате печени: (a, c) — в печени крысы линии SHR; (b; d) — в печени крысы породы Wistar. 
Гистологическое окрашивание препаратов анилиновым синим (a; b), гематоксилином и эозином (с; d). Объектив Plan 40х/0.65.
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Рис. 3. Результат статистического сравнения Iba-1-иммунопозитивных структур двух групп (SHR n = 7; Wistar n = 7): (a) — общая 
площадь Iba-1-иммунопозитивных клеток; (b) — число выявленных структур в одном поле зрения; (с) — размер клеток Купфера и 
их фрагментов. Линия внутри бокс-плота отображает медиану (Ме) распределения иммунопозитивных структур.

Рис. 4. Оценка равномерности распределения иммунопозитивных структур на изображениях: (a) — оценка равно-
мерности распределения структур с помощью индекса Шеннона (P). Относительно более низкие значения индек-
са говорят о наличии кластеризации, высокие — о равномерности распределения структур; (b) — Число класте-
ризованных структур на изображениях. Алгоритм DBSCAN. Линия внутри бокс-плота отображает медиану (Ме) 
распределения иммунопозитивных структур.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Морфологические характеристики и характер 

распределения (включая взаимное расположение) 
клеток Купфера в ткани печени обладают клиниче-
ским значением и служат биомаркерами патологи-
ческих состояний [8, 17]. 

Одним из наиболее распространенных методов 
выявления резидентных макрофагов печени явля-
ется иммуногистохимическая реакция к маркеру 
макрофагальных антигенов — CD68. Однако дан-
ный белок является ассоциированным с мембрана-
ми лизосом, что ограничивает его применимость, 
поскольку реакция на CD68 не предоставляет воз-
можности исследователю точно оценить контуры 
клеток. Ранее нами был предложен метод имму-
ногистохимического выявления клеток Купфера 
с применением микроглиального кальций-связы-
вающего белка Iba-1 [18], одними из основных 
преимуществ которого является выявление акти-
вированных макрофагов вне зависимости от их по-
пуляции и субпопуляции, а также равномерность 
распределения в цитоплазме клетки, что позволяет 
выявлять и оценивать морфологические характе-
ристики макрофагов в различных тканях и органах 
[19]. Примененная методика иммуногистохимиче-
ского выявления клеток Купфера [20] показала по-
ложительные результаты реакции на Iba-1, а также 
удовлетворительную сохранность тканей благода-
ря использованию в качестве фиксатора цинк-э-
танол-формальдегида [13] и исключению этапа те-
плового демаскирования в процессе постановки 
реакции. Результаты иммуногистохимической ре-
акции на Iba-1 в препаратах печени обеих исследу-
емых групп позволили провести дальнейшее мор-
фометрическое исследование клеток Купфера.

Морфологический анализ исследуемых случаев 
показал, что у крыс линии SHR клетки Купфера и 
их фрагменты имеют преимущественно малоотро-
счатые либо эллипсоидные формы, независимо от 
их зонального расположения в печеночном ацину-
се. При визуальной оценке было выявлено отчет-
ливое равномерное распределение клеток в поле 
зрения микроскопа. Альтернативная морфологи-
ческая картина наблюдается в группе Wistar: в пе-
рипортальных зонах печеночного ацинуса клет-
ки имеют преимущественно амебоидную форму с 
выраженными цитоплазматическими отростками, 
тогда как в центральных областях клетки главным 
образом сохраняют эллипсоидную форму. При 
этом, визуально наблюдается существенное разли-
чие в плотности расположения структур в различ-
ных зонах печеночного ацинуса.

Проведение количественного анализа показа-
ло, что у крыс линии SHR Iba-1-иммуннопозитив-
ные структуры имеют несколько меньшие размеры 
и большую численность по сравнению с клетками 

в группе Wistar. Однако эти различия между двумя 
группами не достигают статистически значимой 
разницы.

Дальнейшее количественное исследование рав-
номерности распределения Iba-1-позитивно окра-
шенных структур в исследуемых образцах печени 
установило, что в группе SHR распределение кле-
ток Купфера и их фрагментов значительно более 
равномерное, чем в группе Wistar. В печени крыс 
Wistar резидентные макрофаги демонстрируют 
кластерное распределение структур, причем кла-
стеры формируются преимущественно в интерме-
диальных (средних) зонах печеночных ацинусов. 
Полученные данные имеют статистически значи-
мую разницу между группами, что установлено при 
использовании алгоритма кластеризации DBSCAN 
(p < 0.01), так и при оценке степени равномерности 
распределения клеток Купфера с помощью инфор-
мационного индекса Шеннона (p = 0.03)

Алгоритм DBSCAN, позволяющий выявлять в 
поле зрения скопления иммунопозитивных объек-
тов, является широко применяемым методом кла-
стеризации данных [21, 22]. 

Зональное распределение клеток Купфера мо-
жет быть обусловлено различиями метаболических 
зон в пределах печеночного ацинуса. В соответ-
ствии с особенностями кровообращения и форми-
руемого ими градиента кислорода в ацинусе приня-
то выделять три зоны [23]. Зона 1 (перипортальная, 
афферентная или пролиферативная) наиболее обе-
спечена кислородом и включает гепатоциты вблизи 
печеночной триады. Гепатоциты вокруг централь-
ной вены формируют зону 3 с низким содержанием 
кислорода (перивенулярную). Между ними нахо-
дится интермедиальная (промежуточная, средняя) 
зона 2, где возможен свободный обмен метаболи-
тами между гепатоцитами и кровью, а потому про-
исходит очистка смешанной крови от токсических 
веществ экзогенного и эндогенного происхожде-
ния [23; 24]. Учитывая ключевую роль клеток Куп-
фера в иммунной регуляции печени, аккумуляция 
фагоцитов в интермедиальной зоне ацинуса в груп-
пе Wistar представляется естественной и физиоло-
гичной. Также литературные данные показывают, 
что клетки Купфера, обладающие повышенной фа-
гоцитарной активностью [25] и способствующие 
поддержанию противовоспалительного статуса пе-
чени [26], отличаются более крупным размером и 
выраженными цитоплазматическими отростками 
[27, 28], что соотносится с результатами морфоло-
гического анализа в настоящем исследовании.

Отсутствие явных признаков фиброза и стеатоза 
печени в группе спонтанно гипертензивных крыс 
(SHR) в данном исследовании наряду с обнаружен-
ными изменениями морфологии клеток Купфера и 
их пространственной организации позволяет пред-
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положить, что наблюдаемые эффекты могут быть 
обусловлены ранними стадиями сосудистых нару-
шений, ведущих к локальной гипоксии и измене-
нию клеточного метаболизма.

Градиент кислорода крайне важен для энергети-
ческого обмена в клетках. В физиологическом со-
стоянии этот градиент является основным факто-
ром метаболической зонированности гепатоцитов 
[29]. Однако при нарушении микроциркуляции пе-
чени, например на фоне системной артериальной 
гипертензии, оксигенация клеток снижается, что 
приводит к ряду патологических изменений в пе-
чени (например, постепенное уменьшение фене-
страции на поверхности эндотелиоцитов), тяжесть 
которых напрямую зависит от продолжительности 
кислородного голодания. Также по некоторым ис-
следованиям в состоянии окислительного стресса 
и снижения концентрации внеклеточной АТФ от-
мечается снижение фагоцитарной активности ма-
крофагов и изменение их поляризации в сторону 
провоспалительного фенотипа [30, 31]. Однако на 
данном этапе исследования остаётся неясным, как 
данные изменения могут отражаться непосред-
ственно в морфологических характеристиках кле-
ток Купфера. Вероятно, имеется корреляция между 
морфологией резидентных макрофагов печени и 
продолжительностью метаболической дисрегуля-
ции клеток на фоне системной артериальной ги-
пертензии.

Также отсутствие значимых различий в количе-
ственных показателях клеток Купфера и Iba-1-им-
мунопозитивного материала между группами мо-
жет быть обусловлено возрастными особенностями 
исследуемых животных (9 месяцев), поскольку на-
рушения энергетического обмена и оксигенации 
клеток печени, связанные с дисфункцией гепати-
ческой сосудистой системы, имеют тенденцию к 
прогрессированию с течением времени.

Таким образом, проведенное исследование по-
зволило оценить структурно-функциональные осо-
бенности резидентных макрофагов печени на фоне 
развития артериальной гипертензии. Преимуще-
ственно слабоотросчатая или эллипсоидная форма 
клеток Купфера у крыс SHR, не имеющая видимых 
корреляций с областью расположения в ацинусе 
печени и отсутствием зональной кластеризации в 
ткани, предположительно может объясняться нару-
шениями гемодинамики и энергетического обмена 
в ацинусе, что в свою очередь может коррелировать 
с отклонениями в иммунофенотипическом про-
филе клеток и низкой фагоцитарной активностью. 
Однако данные предположения требуют дальней-
ших исследований для лучшего понимания их при-
чин и потенциального влияния на функции печени 
у различных линий крыс.
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COMPARATIVE CHARACTERIZATION OF KUPFFER CELLS  
IN THE LIVERS OF SHR AND WISTAR RATS

I. A. Nikitina#, V. A. Razenkova, and D. E. Korzhevskii
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

#e-mail: inga06819@gmail.com

In the present study, the structural features of resident liver macrophages were analyzed in the context of sus-
tained arterial hypertension, compared to a normotensive control group. To identify resident macrophages in 
liver samples from nine-month-old male SHR and Wistar rats (n = 14), immunohistochemical staining against 
the Iba-1 protein was employed. Morphometric parameters and the spatial distribution patterns of Kupffer cells 
were assessed using the mathematical processing and image analysis software ImageJ and GIMP. It was shown 
that Kupffer cells in liver samples from SH rats predominantly exhibit a poorly branched or ellipsoidal shape and 
do not display a direct correlation with their location within the hepatic acinus, in contrast to macrophages from 
the Wistar group. Statistically significant differences were observed in the distribution patterns of Kupffer cells: in 
the SHR group, cells were distributed more uniformly within the hepatic acinus compared to those in the Wistar 
group, where the highest density of distribution was observed in the intermediary zone of the acinus. Identified 
structural and functional characteristics of resident liver macrophages in SH rats may be attributed to the func-
tional disturbances in the liver associated with sustained arterial hypertension.

Keywords: liver; macrophages; Kupffer cells; Iba-1; arterial hypertension; portal hypertension
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МИТОХОНДРИЙ И ПОКАЗАТЕЛИ КЛЕТОЧНОГО ИММУННОГО 

ОТВЕТА ГЕМОЦИТОВ СРЕДИЗЕМНОМОРСКОЙ МИДИИ  
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Двустворчатые моллюски как обитатели литоральной зоны Мирового океана подвержены колебания-
ми абиотических факторов окружающей среды. Резкие колебания параметров среды обитания сопро-
вождаются развитием физиологической стресс-реакции в организме моллюсков, при этом изменения 
функционального состояния животных происходят за счет выброса нейромедиаторов в циркуляторное 
русло гемолимфы. Катехоламины являются ключевыми сигнальными молекулами в системе нейроэн-
докринной регуляции организма двустворчатых моллюсков и также участвуют в модуляции иммунного 
ответа в период физиологического стресса. Гемоциты, как центральное звено клеточного иммунитета 
двустворчатых моллюсков имеют на поверхности клеточной мембраны адренорецепторы, что предпола-
гает наличие функциональной взаимосвязи между внешним стрессом и клеточным иммунным ответом 
организма. В настоящей работе в условиях in vitro исследовано влияние адреналина в концентрациях 1 и 
10 мкМ на фагоцитоз, способность к адгезии и агрегации гемоцитов средиземноморской мидии Mytilus 
galloprovincialis (Lamarck, 1819). Также изучено влияние адреналина на уровень спонтанной продукции 
активных форм кислорода и на изменения мембранного потенциала митохондрий клеток гемолимфы. 
Показано, что стимуляция гемоцитов мидий адреналином в концентрации 10 мкМ способствовала до-
стоверному увеличению способности к фагоцитозу. Адреналин в концентрации 1 мкМ существенно 
увеличивал способность гемоцитов к адгезии на твердый субстрат. Также стимуляция клеток адренали-
ном 10 мкМ в течение 30 минут приводила к росту мембранного потенциала митохондрий гемоцитов. 
Достоверных изменений в уровне спонтанной продукции активных форм кислорода в гемоцитах при 
воздействии адреналина не выявлено. Результаты настоящей работы свидетельствуют, что адреналин 
оказывает иммуномодулирующий эффект на гемоциты мидий и стимулирует их аэробный обмен.

Ключевые слова: средиземноморская мидия, гемоциты, адреналин, фагоцитоз, адгезия, активные формы 
кислорода, мембранный потенциал митохондрий
DOI: 10.31857/S0044452924070042,   EDN: KKCDTR

ВВЕДЕНИЕ
Двустворчатые моллюски являются массовыми 

представителями прибрежной (в том числе, при-
ливно-отливной) зоны Мирового океана, которая 
характеризуется наиболее нестабильными условия-
ми существования [1]. Показано, что система ней-
роэндокринной регуляции функций организма со-
ставляет основу быстрой способности моллюсков 
адаптироваться к меняющимся условиям среды 
[2–3]. При этом нервная система двустворчатых 
моллюсков имеет примитивное строение в срав-
нении с позвоночными, так как функционально 

дифференцированные органы отсутствуют [2]. Из-
вестно, что механизмы физиологического стресса у 
беспозвоночных животных высоко консервативны 
и, в целом, в значительной степени сходны с тако-
выми у млекопитающих [4]. Среди типичных реак-
ций при стрессе, вызванном колебаниями условий 
среды обитания, а также воздействием токсикантов 
и биологических факторов, у двустворчатых мол-
люсков отмечается изменение состояния их им-
мунитета [5–9]. Иммунная система двустворчатых 
моллюсков, хотя и не имеет сложности адаптивно-
го иммунитета позвоночных, обладает разнообраз-

mailto:tkachuk@ibss-ras.ru
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ными механизмами врожденной неспецифической 
защиты, которые позволяют эффективно распоз-
навать и уничтожать патогены различной природы 
[2]. Свободно циркулирующие клетки гемолим-
фы (гемоциты) играют ключевую роль в механиз-
мах иммунного ответа моллюсков. Эффективность 
клеточного иммунного ответа гемоцитов оценива-
ют по таким показателям как фагоцитоз, адгезия 
к твердому субстрату, продукция активных форм 
кислорода (АФК) и других цитотоксических моле-
кул, инкапсуляция, индукция апоптоза в клетках 
инфекционных агентов [9]. 

Модуляция функций иммунитета двустворча-
тых моллюсков при стрессе осуществляется ней-
роэндокринной системой, в которой центральную 
роль играют катехоламины (Catecholamines, СА): 
норадреналин, адреналин и дофамин. CA высво-
бождаются в гемолимфу в ответ на острый стресс 
[2, 10–11]. Показано, что гемоциты двустворчатых 
моллюсков имеют на поверхности клеточной мем-
браны многочисленные рецепторы к СА, при этом 
воздействие норадреналина и адреналина реали-
зуется путем связывания молекул нейромедиато-
ров с адренорецепторами, которые функциональ-
но близки к β-адренорецепторам позвоночных 
животных [10–12]. Установлено также, что поми-
мо эффекторной функции в реализации реакций 
иммунитета, гемоциты двустворчатых моллюсков 
способны самостоятельно синтезировать СА [2, 
10–11]. Ингибирующее воздействие норадреналина 
на различные иммунные реакции гемоцитов, вклю-
чая внутриклеточную продукцию АФК, фагоцитоз, 
активность фенолоксидазы, бактериолитическую 
активность показано у гигантских устриц Magallana 
(Crassostrea) gigas (Thunberg, 1793), сиднейских 
устриц Saccostrea glomerata (A. Gould, 1850), гребеш-
ках Фаррера Chlamys farreri (K. H. Jones & Preston, 
1904) и других видов двустворчатых моллюсков 
[10–11, 13–15]. Некоторые исследователи выдвину-
ли гипотезу, что норадреналин может модулировать 
активность антиоксидантной защиты и продукцию 
АФК в гемоцитах в ответ на окислительный стресс, 
хотя точный механизм этого процесса до конца не 
изучен [16–17]. Также установлено, что норадрена-
лин и дофамин снижают адгезию гемоцитов к суб-
страту, угнетают процесс фагоцитоза и активность 
фенолоксидазы у других видов водных беспозво-
ночных, среди которых белые креветки Penaeus 
vannamei (Boone, 1931), пресноводные гигантскаие 
креветки Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) 
и тигровые креветки Penaeus monodon (Fabricius, 
1798) [18–21]. При этом, основная масса исследова-
ний сосредоточена на изучении регуляторной роли 
норадреналина и дофамина, тогда как исследова-
ния функций адреналина фрагментарны. В связи с 
этим, цель настоящей работы заключается в иссле-

довании влияния различных концентраций адре-
налина на маркерные показатели клеточного имму-
нитета (фагоцитоз, адгезия, агрегация, продукция 
АФК) и на мембранный потенциал митохондрий 
средиземноморской мидии Mytilus galloprovincialis 
(Lamarck, 1819) в условиях in vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Средиземноморские мидии M. galloprovincialis 

(размер: 84.7 ± 1.5 мм, масса: 31.2 ± 2.8 г, n = 150) 
были получены на марикультурной ферме в райо-
не г. Севастополя (ООО “Марикультура”) в февра-
ле 2024 г. Для адаптации к лабораторным услови-
ям (концентрация кислорода 7–8 мг‧л–1, рН = 8.2, 
температура 18–20 °С) моллюсков размещали в 
пластиковых аквариумах емкостью 50–70 л, обору-
дованных системой аэрации и фильтрации воды в 
течение 1 недели. Мидии находились в состоянии 
функционального покоя. Далее из синуса заднего 
мускула-замыкателя раковины стерильным шпри-
цем отбирали пробу гемолимфы (0.5–2.0 мл). Гемо-
циты трижды отмывали в стерильной морской воде 
на рефрижераторной центрифуге Eppendorf 5430R 
(500 g, 5 мин, при + 10 °С). По окончании отмыв-
ки клетки ресуспендировали в стерильной морской 
воде (концентрация клеток 2–4·106 кл‧мл–1). Для 
получения оптимальной концентрации клеток в 
суспензиях пробу гемолимфы объединяли из двух 
особей.

Стимуляция гемоцитов адреналином проводи-
лась в условиях in vitro. Готовую суспензию клеток 
инкубировали с адреналином в финальной концен-
трации 1 и 10 мкМ в течение 30 минут при + 4 °С  
в темноте. Далее пробы подготавливались к иссле-
дованию адгезии и фагоцитоза. 

Анализ адгезии и агрегации гемоцитов прово-
дили по адаптированной методике Aladaileh et al., 
2008. На предметные стекла наносили по 30 мкл 
стимулированной адреналином суспензии гемоци-
тов и инкубировали в течение 10 минут при комнат-
ной температуре и дневной освещенности. Далее 
пробы фиксировали и окрашивали эозином в тече-
ние 2 минут и анализировали на флуоресцентном 
микроскопе Olympus CX43 (Япония) в световом ре-
жиме. На каждом предметном стекле подсчитыва-
ли количество прикрепившихся клеток и агрегатов 
в десяти случайно выбранных полях зрения. Изо-
бражения анализировали с помощью программы 
ImageJ. Данные представлены как средняя частота 
прикрепившихся и агрегированных гемоцитов на 
поле зрения ± стандартная ошибка [22]. 

Для определения фагоцитарной активности ге-
моцитов мидий к стимулированным адреналином 
суспензиям клеток гемолимфы добавляли зеле-
ный флуоресцентный зимозан (Zymosan Green, 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlamys
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Molecular Probes Inc.) в соотношении 1:20 (число 
гемоцитов : число частиц зимозана) и инкубирова-
ли при 20 °С в темноте в течение 60 минут. Затем 
клетки отмывали 3 раза в стерильной морской воде 
на центрифуге при 500 g 5 мин для удаления сво-
бодного зимозана. Суспензии клеток наносили на 
предметное стекло и фотографировали на микро-
скопе Olympus CX 43 (Япония) во флуоресцентном 
режиме. Фагоцитарную активность (ФА) гемоцитов 
рассчитывали, как процент клеток, содержащих ча-
стицы зимозана. Фагоцитарный индекс (ФИ) опре-
деляли как среднее число частиц зимозана на один 
гемоцит. Объем выборки составил 10 проб на ка-
ждую экспериментальную группу, анализировали 
по 100 гемоцитов на пробу.

Изменения мембранного потенциала митохон-
дрий гемоцитов и продукции АФК проводили ме-
тодом проточной цитометрии. Анализ проводился 
спустя 5 и 30 минут инкубации клеток с адреналином 
в концентрациях 1 и 10 мкМ. Далее измеряли интен-
сивность флуоресценции клеток на канале FL1 (488 
нм) проточного цитометра MACSQuant (Германия). 
Для анализа изменений мембранного потенциа-
ла миотохондрий гемоцитов применялся краситель 
Rhodamine 123 (Rh123, Sigma) (время инкубации 30 
минут при +4 °С в темноте), а способность клеток к 
спонтанной продукции АФК оценивали при помо-
щи флуоресцентного зонда 2.7-диацетат дихлоро-
флуоресцеина (DCF-DA, Sigma) (время инкубации 
30 минут при +4 °С в темноте).

Нормальность распределения данных проверя-
ли при помощи теста Шапиро-Уилка. Распреде-
ление данных, полученных методами световой и 

флуоресцентной микроскопии, было отличным от 
нормального, поэтому различия между группами 
проверяли при помощи непараметрического те-
ста Крускала–Уоллиса, с последующим примене-
нием апостериорного анализа – теста Данна для 
множественных сравнений. Данные по проточ-
ной цитометрии анализировались двухфакторным 
дисперсионным анализом (two-way ANOVA) с по-
следующим применением критерия Даннета для 
анализа различий опытных групп от контроля (не-
стимулированные клетки). Результаты представле-
ны как среднее значение ± стандартная ошибка. 
Результаты считались статистически значимыми, 
если вероятность ошибки первого рода (p) была 
меньше 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Стимуляция гемоцитов мидий адреналином в 

концентрации 10 мкМ достоверно увеличивала их 
ФИ и ФА. ФИ увеличился на 30 % относительно 
контроля (рис. 1 b), а ФА на 20 % (p ≤ 0.05, n = 10)  
(рис. 1 c). При этом адреналин в концентрации 
1 мкМ не влиял на способность гемоцитов к фаго-
цитозу. 

Адреналин в концентрации 1 мкМ достовер-
но стимулировал адгезию гемоцитов к предмет-
ным стеклам: число адгезированных гемоцитов в 
полях обзора увеличилось на 79  % по сравнению 
с контрольной группой (p ≤ 0.05, n = 10) (рис. 2b). 
При этом у гемоцитов, инкубированных с 10 мкМ 
адреналина способность к адгезии не отличалась от 
контроля. Также адреналин в обеих концентрациях 

Рис. 1. Влияние адреналина (1 мкМ и 10 мкМ) на интенсивность фагоцитоза гемоцитов средиземноморской мидии M. galloprovin-
cialis. (a) – микрофотографии гемоцитов, содержащих частицы зеленого флуоресцентного зимозана (↓), фагоцитарный индекс (b) и 
фагоцитарная активность (c) клеток гемолимфы. * – достоверно относительно контроля при р ≤ 0.05 (n = 10).
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не влиял на агрегацию гемоцитов: число и площадь 
агрегатов клеток в полях обзора не менялась.

Адреналин в различных концентрациях досто-
верно не влиял на внутриклеточную концентрацию 
АФК в гемоцитах в течение периода эксперимента 
(5 мин, 30 мин) (рис. 3). 

Мембранный потенциал митохондрий гемо-
цитов возрастал при инкубации с адреналином 
(рис. 4), достоверные различия с контролем отме-
чались спустя 30 минут воздействия адреналина в 
концентрации 10 мкМ. Показатели флуоресцен-
ции Rh123 выросли на 25 % относительно контроля 
(p ≤ 0.05, n = 10) (рис. 4 b).

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что СА играют важную роль в регуля-

ции иммунных функций гемоцитов [2, 10, 23]. Ис-
следования по количественному определению со-
держания СА в органах и тканях различных видов 
двустворчатых моллюсков (в частности, Patinopecten 
yessoensis (Jay, 1857), M. gigas, C. farreri и Mytilus edulis 
(Linnaeus, 1758), как правило, свидетельствуют о 
более высоком содержании дофамина и норадре-
налина в ганглиях, гонадах, жабрах и гемолимфе, 
тогда как концентрации адреналина, существен-
но, в ряде случаев на порядок, ниже [24–26]. Так-

Рис. 2. Влияние адреналина (1 мкМ и 10 мкМ) на адгезию и агрегацию клеток гемолимфы средиземноморских мидий M. galloprovin-
cialis: (a) – микрофотография суспензии гемоцитов, активированных добавлением адреналина (b) – число адгезированных гемоци-
тов, (c) – число агрегатов гемоцитов; (d) – площадь агрегатов гемоцитов. ↓ – адгезированные гемоциты; ↓– агрегаты. * – достоверно 
относительно контроля при р ≤ 0.05 (n = 10).
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же показано, что адреналин, норадреналин и дофа-
мин синтезируются и выделяются гемоцитами при 
стимуляции липополисахаридами бактерий, фак-
торами роста тромбоцитов, трансформирующим 
фактором роста (TGF-β1) и др. веществами [3, 27]. 
При этом определение концентраций СА в органах, 
тканях и жидкостях организма двустворчатых мол-
люсков не позволяет в полной мере определить их 
функциональную роль. В особенности это касает-
ся адреналина, который быстро метаболизируется 
в организме (в течение 25-30 мин) вследствие чего 

его детектируемая концентрация зачастую ниже 
предела измерения [3, 27–28]. Таким образом, для 
определения физиологических эффектов воздей-
ствия СА на клетки двустворчатых моллюсков наи-
более целесообразно применение эксперименталь-
ной стимуляции in vitro.

Результаты настоящей работы свидетельствуют, 
что адреналин оказывал существенное воздействие 
на маркерные показатели клеточного иммуните-
та мидий. Наибольшая концентрация адреналина 
(10 мкМ) способствовала росту ФА и ФИ гемоци-

Рис. 3. Содержание активных форм кислорода в гемоцитах мидии при влиянии адреналина (1 мкМ и 10 мкМ) в течение 5 мин (а) и 
30 мин (b).

Рис. 4. Изменение мембранного потенциала митохондрий гемоцитов мидий при влиянии адреналина (1мкМ и 10 мкМ) в течение 5 
мин (а) и 30 мин (b). * – достоверно относительно контроля при р ≤ 0.05 (n = 10)
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тов. Также установлено, что адреналин в минималь-
ной концентрации (1 мкМ) достоверно стимулиро-
вал адгезию гемоцитов к субстрату. Таким образом, 
инкубация с адреналином оказывает иммуномо-
дулирующий эффект на гемоциты мидий. Вместе 
с тем, не все исследованные показатели клеточно-
го иммунного ответа реагировали на стимуляцию 
адреналином. Так, уровень спонтанной продукции 
АФК достоверно не отличался от контроля. При 
этом, влияние норадреналина на показатели кле-
точного иммунитета двустворчатых моллюсков за-
частую отличается. Воздействие норадреналина in 
vitro ингибировало ФА, способность гемоцитов к 
адгезии к твердому субстрату и продукцию АФК у 
таких видов как гигантская устрица M. gigas, сид-
нейская каменная устрица S. glomerata, жемчужная 
устрица Акоя Pinctada imbricata (Röding, 1798) [10–
11, 22, 29–30]. Очевидно, что система нейроэндо-
кринной регуляции функций иммунной системы 
обладает существенной сложностью организации, 
поскольку различные типы нейромедиаторов спо-
собны специфически влиять на иммунные функ-
ции двустворчатых моллюсков. Кроме того, экзо-
генное или эндогенное (в отношении гемоцитов) 
происхождение СА, вероятно, также может влиять 
на характер наблюдаемых изменений показателей 
иммунного ответа [2]. Интерес вызывает и сам вну-
триклеточный путь регуляции ФА и способности 
гемоцитов к адгезии, поскольку оба процесса тес-
но связаны со свойствами клеточной мембраны и 
цитоскелета [31]. Известно, что адреналин спосо-
бен влиять на различные механические свойства 
эритроцитов позвоночных, такие как деформируе-
мость, жесткость и устойчивость к осмотическому 
шоку (кривая осмотической стойкости) [32–34]. У 
двустворчатых моллюсков осмотическая стойкость 
гемоцитов, напротив, не менялась при воздействии 
адреналина, хотя реакция регуляторного снижения 
объема в ответ на гипоосмотический стресс полно-
стью останавливалась [35]. Эти результаты, а также 
достоверное увеличение числа адгезированных ге-
моцитов позволяют предположить, что в основе на-
блюдаемых изменений интенсивности фагоцитоза 
может быть регуляция свойств клеточной мембра-
ны гемоцитов, однако, данное предположение тре-
бует дальнейших исследований.

Помимо влияния на маркерные показатели кле-
точного иммунитета, стимуляция гемоцитов мидий 
адреналином приводила к росту в них величины 
мембранного потенциала митохондрий. При этом 
достоверный рост отмечался спустя 30 мин воздей-
ствия при наибольшей концентрации адреналина 
(10 мкМ) тогда как кратковременный период воз-
действия и низкая концентрация вещества не при-
водили к достоверным изменениям интенсивности 
флуоресценции клеток, окрашенных Rh123. Как 
правило, рост величины мембранного потенциала 

митохондрий связан с усилением аэробного обмена 
в клетках и является общепринятым индикатором 
интенсивности клеточного дыхания [36–37]. Сле-
довательно, можно предположить, что адреналин 
стимулирует аэробный метаболизм в гемоцитах ми-
дий. Стимулирующее действие адреналина на кле-
точный метаболизм, в частности, углеводный об-
мен, широко исследовано на клеточных моделях 
позвоночных животных, включая клетки иммунной 
системы. Так воздействие адреналина на макрофаги 
крыс в течение 40 мин усиливало потребление глю-
козы, а также продукцию в них перекиси водорода. 
Причем образование последней, по предположе-
нию авторов, было опосредовано митохондриями 
[38]. Также, в изолированных гепатоцитах речной 
миноги (Lampetra fluviatilis (Linnaeus, 1758)) и карди-
омиоцитах крыс отмечено увеличение мембранно-
го потенциала митохондрий и модуляция активно-
сти ферментов дыхательной цепи при стимуляции 
адреналином [39–40]. Таким образом, стимулиру-
ющее воздействие адреналина на интенсивность 
клеточного аэробного обмена показано на различ-
ных типах клеток у представителей как высших, так 
и низших позвоночных, что предполагает высокий 
консерватизм наблюдаемой функциональной свя-
зи. Результаты настоящей работы, в свою очередь, 
свидетельствуют о том, что механизмы воздействия 
адреналина на активность митохондрий присут-
ствуют и у двустворчатых моллюсков. 

ВЫВОДЫ
В настоящей работе установлено, что клеточные 

иммунные реакции гемоцитов мидий чувствитель-
ны к воздействию адреналина. Показано усиление 
ФИ, ФА и увеличение адгезии гемоцитов к твердой 
поверхности, а также выявлено, что нарастание 
интенсивности клеточных иммунных реакций со-
провождается ростом величины мембранного по-
тенциала митохондрий. Последнее предполагает 
возможность нейроэндокринной регуляции интен-
сивности аэробного метаболизма у гемоцитов дву-
створчатых моллюсков, аналогично иммуноцитам 
позвоночных (макрофаги).
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Все процедуры, выполненные в исследованиях с уча-

стием животных, соответствовали этическим стандар-
там, утвержденным правовыми актами РФ, принципам 
Базельской декларации и рекомендациям локально-
го этического комитета ФИЦ ИнБЮМ, протокол № 
1(6)/24 от 12.03.2024 г. 
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EFFECT OF ADRENALINE ON MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL 
AND INDICATORS OF THE CELLULAR IMMUNITY OF HEMOCYTES  

OF THE MEDITERRANEAN MUSSEL (MYTILUS GALLOPROVINCIALIS)
А. А. Tkachuka, #, T. A. Kukharevaa, E. S. Kladchenkoa, and A. Yu. Andreyevaa, b 

aA.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
bSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

#e-mail: tkachuk@ibss-ras.ru

Bivalves as inhabitants of the littoral zone of the World Ocean are subjected to fluctuations in abiotic environ-
mental factors. Sharp fluctuations in environmental parameters are accompanied by the development of a phys-
iological stress reaction in the organism of mollusks, while changes in their functional state occur due to the 
release of neurotransmitters into the hemolymph. Catecholamines are key signaling molecules in the system of 
neuroendocrine regulation of bivalve mollusks and also are involved in the modulation of the immune response 
during physiological stress. Hemocytes, as the central effector of the cellular immunity of bivalve mollusks, have 
adrenoreceptors on the surface of the cell membrane, which suggests the presence of a functional relationship 
between external stress and the cellular immune response. In the present work, the effect of adrenaline at concen-
trations of 1 and 10 μM on phagocytosis, adhesion and aggregation capacity of hemocytes of the Mediterranean 
mussel Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) was investigated in vitro. The effect of adrenaline on the level of 
spontaneous production of reactive oxygen species and on changes in the mitochondrial membrane potential of 
hemocytes was also studied. It was shown that stimulation of mussel hemocytes with adrenaline at a concentration 
of 10 μM contributed to a reliable increase in the ability to phagocytosis. Adrenaline at a concentration of 1 μM 
significantly increased the ability of hemocytes to adhere to a solid substrate. Also, stimulation of cells with adren-
aline at 10 μM for 30 minutes led to an increase in the membrane potential of hemocyte mitochondria. No reliable 
changes in the level of spontaneous production of active forms of oxygen in hemocytes under the influence of 
adrenaline were detected. The results of this work indicate that adrenaline has an immunomodulatory effect on 
mussel hemocytes and stimulates their aerobic metabolism.

Keywords: Mediterranean mussel, hemocytes, adrenaline, phagocytosis, adhesion, reactive oxygen species, mito-
chondrial membrane potential
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Крысы, содержащиеся на высокожировой/высокосахарозной диете (ВЖСД) в течение 10–12 недель, 
демонстрировали развитие гипергликемии и признаки висцерального ожирения. Субэпикардиальные 
миоциты левого желудочка (ЛЖ) сердец этих крыс отличались от контроля существенно увеличенной 
фракцией внеклеточных потенциалов действия (вПД) сердца, характеризующихся выраженной фазой 
следовой гиперполяризации (СГ) и ускоренным спадом вПД. Локальная доставка в зону регистрации 
вПД апамина (блокатора Са2+-зависимых К+-каналов низкой проводимости (IKCa, SK-каналы) в кон-
центрации 500 нМ в составе раствора внутри пипетки сопровождалась подавлением фазы СГ и прод-
лением спада вПД. Полученные данные предполагают, что потребление ВЖСД ведет к увеличению 
экспрессии и/или активности SK-каналов и, как результат, к развитию СГ и укорочению вПД эпикар-
диальных кардиомиоцитов ЛЖ сердца крыс.

Ключевые слова: крыса, кардиомиоцит, высокожировая/высокосахарозная диета, кардиомиопатия, вне-
клеточный потенциал действия, SK-каналы
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ВВЕДЕНИЕ
Изменения в электровозбудимой мембране 

кардиомиоцитов лежат в основе процессов ремо-
делирования электрогенеза при системных сер-
дечных заболеваниях различной этиологии, в том 
числе и при ряде хронических метаболических 
расстройств, таких как сахарный диабет (СД). В 
наших исследованиях с использованием метода 
внеклеточной регистрации ПД (вПД) микроэлек-
тродами с малым диаметром кончика (2–5 мкм), 
позволяющим регистрировать активности как по-
верхностной мембраны, так и мембраны t-трубочек 
кардиомиоцитов в составе изолированного сердца, 
было показано, что в стрептозотоциновой модели 
сахарного диабета 1-го типа (СТЗ-СД1) большин-
ство вПД кардиомиоцитов желудочков сердца, в 
отличие от контроля, сопровождается выраженной 
фазой следовой гиперполяризации (СГ) [1]. При 
дальнейшем рассмотрении вопроса природы этой 
фазы было установлено, что значительная роль в ее 
формировании принадлежит апамин-чувствитель-
ным Са2+-активируемым К+-каналам низкой про-
водимости (IKCa, SK-каналы) [2]. Функциональное 
значение этих изменений в миокарде при развитии 

СД1 остается неясным. Однако другим не менее 
важным и малоизученным вопросом являются из-
менения в электрогенезе поверхностной мембраны 
и в t-трубочках кардиомиоцитов при развитии наи-
более распространенных в современном обществе 
метаболических заболеваний и расстройств с высо-
кой степенью риска развития сердечно-сосудистых 
заболеваний – СД второго типа (СД2) и преддиа-
бета 2 типа / метаболического синдрома (МС). Так, 
СД2 составляет не менее 90% от всех диагностиро-
ванных случаев СД. Также высока и встречаемость 
лиц из группы риска развития СД2 — людей с МС 
[3–5]. Существует множество определений МС, од-
нако, как правило, все они включают нарушения 
метаболизма глюкозы (преддиабет), липидного об-
мена, ожирение и гипертензию [5–7].

Учитывая вышесказанное, целью данной работы 
было исследовать наличие изменений в профилях 
вПД различных отделов мембраны кардиомиоци-
тов субэпикарда желудочков изолированного сердца 
крыс с МС с использованием метода внеклеточной 
регистрации и возможное участие в этих изменениях 
SK-каналов. Для индукции МС использовали хоро-
шо апробированную другими исследовательскими 

https://www.zotero.org/google-docs/?IPZAdL
https://www.zotero.org/google-docs/?MGKzer
https://www.zotero.org/google-docs/?PwF8eY
https://www.zotero.org/google-docs/?D0egPz
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группами модель содержания крыс на высокожиро-
вой/высокосахарозной диете (ВЖСД) [7–10].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проводили на самцах крыс ли-

нии Вистар весом 260–410 г и возрастом 3–4 меся-
ца. Всего в работе было использовано 10 контроль-
ных и 9 крыс на ВЖСД. Крыс содержали в виварии 
ИЭФБ РАН в индивидуальных клетках. Животные 
контрольной группы (К) имели на протяжение все-
го эксперимента (10–12 недель) свободный доступ 
к питьевой воде и сухому корму (ЛБК-120, Тоснен-
ский комбикормовый завод, Россия; 2.7 ккал/г). 
Крысам ВЖСД-группы, помимо питьевой воды и 
сухого корма, был предоставлен доступ к поилкам 
со сладкой водой, подслащенной сахаром (30% са-
хара; 3,7 ккал/г сахара), а также кормушкам со сви-
ным жиром (Baytler, Уфа; 8,9 ккал/г). Вес крыс и по-
требляемое количество воды, подслащенной воды, 
корма и жира измерялись на протяжении 10 недель 
эксперимента с интервалом в 2–3 дня. Кроме то-
го, в конце эксперимента после 15 часов голодания 
проводился тест на толерантность к глюкозе (ГТТ). 
В ГТТ измеряли уровень глюкозы в крови, взятой 
из хвостовой вены неанестезированных крыс, до и 
на 15, 30, 60 и 120 минутах после внутрибрюшин-
ного введения животному 2 г/кг глюкозы (глюко-
метр “One Touch Ultra”, США). В терминальных 
экспериментах (10–12 недель диеты) был опреде-
лен уровень случайной глюкозы, и затем живот-
ные были наркотизированы введением смеси зо-
летила (40 мг/кг веса животного; Virbac, Франция) 
и ксиланита (10 мг/кг веса животного; Нита-Фарм, 
Россия) с последующими определением масс тела 
и абдоминального жира и изоляцией сердца для 
электрофизиологических экспериментов.

Электрофизиологические исследования прово-
дились на изолированных сердцах крыс в услови-
ях сохраненного синусового ритма при постоянной 
перфузии сердца аэрируемым физиологическим 
раствором по методу Лангендорфа: сердце извле-
калось и помещалось на установку для ретроград-
ной перфузии, совмещенную с системой для ми-
кроэлектродной регистрации [11]. Перфузионный 
раствор представлял собой аэрированный карбоге-
ном (95 % О2 и 5 % СО2) раствор Тироде со следую-
щим составом (в мМ): 140 NaCl, 5.4 KCl, 1 CaCl2, 1 
MgCl2, 10 HEPES, 5.6 глюкоза; pH 7.4. Эксперимен-
ты проводили с подогревом перфузирующего рас-
твора до 36–37°С (in-line heater TC-324C, Wagner 
Instruments, USA). Скорость перфузии коронар-
ной системы сердца составляла 5–7 мл/мин. В та-
ких условиях изолированные сердца поддержива-
ли устойчивый электрогенез в течение 2–3 часов. 
Изготовление микроэлектродов (патч-пипеток) с 
диаметром кончика 5 мкм производили с исполь-
зованием пуллера (P-1000, Sutter Instruments, USA) 

из трубочек боросиликатного стекла с наружным 
диаметром 1.5 мм и внутренним диаметром 0.86 мм 
(BF150-86-10, Sutter Instruments, USA). Микроэ-
лектроды заполняли раствором Тироде (РТ) или, в 
части экспериментов, раствором Тироде с добавле-
нием селективного блокатора SK-каналов апамина 
(Tocris, США) в концентрации 500 нM (РТА) [12]. 
Сопротивление кончика заполненных микроэлек-
тродов составляло около 2 МОм. Сократительная 
активность сердца блокировалась добавлением в 
перфузирующий раствор блокатора миозиновой 
АТФазы 2,3-бутандион моноксима (BDM, Sigma-
Aldrich, США) в концентрации 30 мМ. Микроэ-
лектрод, заполненный РТ или РТА, подводили к 
произвольно выбранным участкам поверхности 
ЛЖ исследуемых сердец контрольной и экспе-
риментальной групп при помощи микроманипу-
лятора Sensapex (Финляндия). При образовании 
устойчивого контакта кончика микроэлектрода с 
поверхностью кардиомиоцита регистрировались 
авторитмические (частота в диапазоне 0.3–0.5  Гц, 
рис. 1а) систолические вПД субэпикардиальных 
миоцитов, которые усиливались с помощью усили-
теля AM-1500 (National Instruments, США) и оциф-
ровывались с частотой 10 кГц с использованием 
аналого-цифрового преобразователя NI USB-6211 
(National Instruments, США). В среднем в каждом 
эксперименте с использованием микроэлектро-
дов, заполненных РТ, выполнялась непрерывная 
регистрация от 10–15 мест отведения вПД в тече-
ние 1–2 минут в каждом из участков регистрации. 
В 3–4 контрольных и экспериментальных сердцах 
последние 2-4 из этих регистраций проводились с 
использованием микроэлектродов, заполненных 
РТА, и длились не менее 30 минут, необходимых 
для полного развития блокирующего эффекта апа-
мина в точке регистрации. Оцифрованные сигналы 
анализировались с помощью программного пакета 
WinWCP 5 (SIPBS, Великобритания). Сигналы раз-
делялись на две группы: вПД1, характеризующиеся 
наличием одного негативного пика (P1; рис. 1b), и 
вПД2, характеризующиеся наличием двух негатив-
ных пиков (Р1 и Р2) или одним негативным пиком 
с выраженным изломом на его спаде (рис. 1с). При-
мерно 35% вПД1 и вПД2 завершались позитивной 
фазой СГ (after-hyperpolarization, AHP; рис.1b-с, 
штриховые линии). Перед анализом сигналы были 
нормированы к амплитуде первого пика вПД (Р1), 
после чего для вПД1 измеряли Т90 (время спада на 
90% от абсолютной амплитуды негативного пика) 
и АAHP (относительная пиковая амплитуда позитив-
ной фазы СГ). Для вПД2 измеряли Т90 (время спа-
да на 90% от абсолютной амплитуды первого нега-
тивного пика сигнала), АAHP и AР2/P1 (относительная 
амплитуда 2-го пика вПД2; в долях от амплитуды 
первого негативного пика сигнала). Если сигнал не 
имел выраженной фазы СГ, амплитуда этой фазы 

https://www.zotero.org/google-docs/?R0BDHP
https://www.zotero.org/google-docs/?tAmHyD
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считалась равной нулю (рис.1b-с, сплошные ли-
нии). Измеренные величины были усреднены для 
всех вПД1 и вПД2, зарегистрированных в каждом 
исследованным сердце, и затем использованы для 
сравнения между К- и ВЖСД-группами животных. 
Перед сравнением распределения данных прове-
ряли на нормальность (тест Шапиро-Уилка) и в 
соответствии с результатами этой проверки разли-
чия между значениями в контрольной и экспери-
ментальной группах оценивали как достоверные 
при p  <  0.05, используя соответствующий параме-
трический или непараметрический тест. Для вы-
явления потенциальных внутригрупповых взаи-
моотношений между измеренными параметрами 
использовался линейный регрессионный анализ. 
Статистический анализ данных проводился с ис-
пользованием программы GraphPad Prism 9.0, 
(GraphPad Software, США). Представленные в тек-
сте результаты приведены в виде средних значений 
величин с их стандартными ошибками.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Характеристики контрольных и ВЖСД-крыс. На 

начало эксперимента контрольные и ВЖСД-крысы 
не отличались по весу (325 ± 11 и 323 ± 10 г.) ни по 
уровню случайной глюкозы (6.2 ± 0.2 и 6.1 ± 0.1 мМ).  
На протяжении 10 недель эксперимента крысы со 
свободным доступом к подслащенной воде и жи-
ру потребляли существенно меньше сухого кор-
ма, чем контрольные животные (3.4  ±  0.3 и 6.8  ±  
±  0.5 г/день/100 г веса крысы), но статистиче-
ски значимо больше калорий (28.3  ±  0. 8 и 18.3  ±  
±  1.3 г/день/100 г веса крысы). Характеристи-
ки животных, измеренные в конце эксперимента 
(10 – 12 недель диеты) представлены в таблице 1.

Характеристики вПД кардиомиоцитов контроль-
ных крыс. На рис. 1 представлены фрагменты не-

Таблица 1. Характеристики животных на конец экспери-
мента

Параметр 
(единица измерения)

Контрольная 
группа (10 крыс)

ВЖСД группа 
(9 крыс)

Прирост в весе 
(г за 10 недель) 73 ± 7 95 ± 11

Глюкоза натощак (мМ) 5.3 ± 0.2 6.4 ± 0.2*

Случайная глюкоза 
(мМ) 6.1 ± 0.2 6.9 ± 0.1#

ГТТ, площадь под 
кривой (мМ*мин) 1216 ± 73 1383 ± 122

Абдоминальный жир, 
г/100 г веса тела 0.82 ± 0.08 1.79 ± 0.24*

* – t-критерий Стьюдента, p < 0.05; # – U-критерий Ман-
на — Уитни, p < 0.05

Рис. 1. Репрезентативные примеры непрерывной записи авто-
ритмических вПД1 (a) и примеры индивидуальных профилей 
нормализованных вПД1 (b) и вПД2 (c) кардиомиоцитов сердец 
контрольных крыс. Профили индивидуальных вПД были нор-
мализованы к величине их первого негативного пика (P1). Р2 – 
метка второго негативного пика вПД2. Штриховыми линиями 
представлены примеры сигналов, сопровождающихся фазой 
СГ (afterhyperpolarization, AHP). Обратите внимание, что вПД2, 
указанный штриховой линией, хотя и не имеет отчетливого вто-
рого негативного пика, характеризуется выраженным изломом 
на спаде своего единственного негативного пика (стрелка) и, 
поэтому тоже классифицирован, как вПД2.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 6       2024

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ПОТЕНЦИАЛЫ ДЕЙСТВИЯ КАРДИОМИОЦИТОВ ЖЕЛУДОЧКОВ... 629

прерывной записи типичных авторитмических 
вПД1 субэпикардиальных кардиомиоцитов (a) и 
примеры развернутых во времени профилей вПД1 
и вПД2 (b, с) зарегистрированных в разных участ-
ках сердца контрольной крысы. В среднем вПД1 
встречались относительно редко (26 ± 2.0 %; 10 сер-
дец). Остальные примерно 75% зарегистрирован-
ных сигналов были классифицированы как вПД2. 
Средние значения Т90 вПД1 и вПД2 в ЛЖ контроль-
ных крыс составляли 9.6 ± 0.7 мс и 78.0 ± 1.4 мс со-
ответственно. Примерно 35% как вПД1, так и вПД2 
(35.6 ± 4 % вПД1 и 36.7 ± 3 % вПД2) завершались 
отчетливо выраженной фазой СГ. Относительные 
амплитуды этой фазы, как и частота встречаемости 
СГ, не различались между типами вПД (2.8 ± 1 % 
для вПД1 и 2.8 ± 1 % для вПД2). Хотя пиковая ам-
плитуда СГ составляла всего несколько процентов 
от амплитуды первого негативного пика вПД, эта 
величина достоверно отличалась от нуля или ба-

зовой линии сигнала. Относительная амплитуда 
2-го пика вПД2 контрольных крыс AР2/P1 составляла 
0.74 ± 0.02.

Характеристики вПД кардиомиоцитов ВЖСД-
крыс. У крыс, содержащихся на ВЖСД, наблюда-
лось существенное ремоделирование профилей 
вПД (рис. 2). 

Хотя частота встречаемости вПД1 (и, соответ-
ственно, частота встречаемости вПД2) не отли-
чалась между контрольными и ВЖСД сердцами 
(рис. 2а), доля вПД1 без СГ была достоверно сни-
жена (рис. 2b), амплитуда СГ вПД1 достоверно уве-
личена (рис. 2c) и длительность вПД1 достоверно 
укорочена (рис. 2d) в сердцах ВЖСД-животных по 
сравнению с аналогичными параметрами контроль-
ных крыс. Что касается вПД2 сигналов, по сравне-
нию с контролем, в ВЖСД-группе амплитуда вто-
рого негативного пика была снижена (рис. 2e) и, 
как и у вПД1, доля вПД2 без СГ была достоверно 

Рис. 2. Усредненные характеристики вПД субэпикарда ЛЖ сердец контрольных (10 сердец, белые столбцы) и ВЖСД (9 сердец, серые 
столбцы) крыс. (а) – Доля вПД1 (eAP1) по отношению к всем зарегистрированным вПД. (b) – Доля вПД1 без СГ (eAP1AHP=0) по 
отношению ко всем зарегистрированным вПД1. (с) – Амплитуда СГ вПД1. (d) – Т90 вПД1. (e) – соотношение P2/P1 в вПД2 (eAP2). 
(f) – Доля вПД2 без СГ (eAP2AHP=0) по отношению ко всем зарегистрированным вПД2. (g) – Амплитуда СГ вПД2. (h) – Т90 вПД2.
* – t-критерий Стьюдента, p < 0.05; # – U-критерий Манна–Уитни, p < 0.05
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ниже (рис. 2f), амплитуда СГ достоверно увеличена 
(рис. 2g) и длительность вПД2 достоверно снижена 
(рис. 2h).

Результаты регрессионного анализа данных. Ре-
грессионный анализ не выявил строгой связи между 
амплитудой СГ и Т90 во всех вПД1 (рис. 3а). Однако 
выраженные линейные отношения были выявлены 
между пиковой амплитудой СГ и Т90 , а также между 
пиковой амплитудой СГ и величиной соотношения 
Р2/Р1 во всех вПД2 регистрациях (рис. 3b, c).

Однако корреляций между параметрами вПД1/
вПД2 с другими измеренными характеристиками 
(глюкоза натощак, случайная глюкозы, площадь 
ГТТ, масса абдоминального жира) показано не бы-
ло (данные не приведены). 

Влияние локальной доставки апамина на профили 
вПД. Поскольку в наших предыдущих исследова-
ниях было показано, что при СТЗ-СД1 появление 
фазы СГ связано с увеличением экспрессии/ак-
тивности SK-каналов [2], нами было предпринято 
исследование влияния апамина на кардиомиоциты 
ЛЖ контрольных и ВЖСД крыс. 

Из графиков, представленных на рисунке 4, вид-
но, что длительная (30 мин) регистрация вПД с ис-
пользованием микропипетки, заполненной РТА, 
не была связана с существенными изменениями 
профилей вПД, в которых фаза СГ не была выра-
жена в начале регистрации (рис. 4a, b). Однако про-
фили вПД1 и вПД2, исходно характеризующиеся 
наличием фазы СГ, демонстрировали прогрессив-
ное подавление этой фазы вплоть до полного ее ис-
чезновения к 30-й минуте регистрации (рис. 4с, d). 

Более того, подавление СГ апамином при реги-
страции (разница между амплитудой СГ в начале и 

на 30-й минуте регистрации) линейно зависело от 
исходной амплитуды СГ как для вПД1, так и для 
вПД2 сигналов (рис 5а, b). Причем параметры ли-
ний регрессии были очень схожи для этих двух ти-
пов сигналов: для вПД1 – y = -0,8115*x + 0,001224 
(R2 = 0.952) и для вПД2 – y = -0,8101*x - 0,0002779 
(R2 = 0.902).

Применение апамина не приводило к досто-
верным изменениям параметров вПД в группе 
контрольных животных (4 крысы). Величина Т90 
вПД1 и относительная амплитуда СГ на начало 
регистрации (11.19 ± 0.23 мс и 0.7 ± 0.1 % соответ-
ственно) и после 30-минутной аппликации апа-
мина (11.47 ± 0.94 мс и 0.4 ± 0.1 % соответственно) 
достоверно не различались (парный t-критерий 
Стьюдента, р > 0.05). Аналогичные результаты бы-
ли получены и для вПД2: Т90 вПД2, относитель-
ная амплитуда СГ и отношение Р2/Р1 на начало 
(81.98 ± 4.20 мс, 1.2 ± 0.7 % и 0.76 ± 0.11 соответ-
ственно) и после 30-минутной аппликации апами-
на (82.33 ± 3.68 мс, 0.3 ± 0.1 % и 0.71 ± 0.02 соответ-
ственно) также достоверно не различались (парный 
t-критерий Стьюдента, р > 0.05).

В среднем в пределах ВЖСД-группы локальная 
доставка апамина к месту регистрации в течение 30 
минут вела к увеличению Т90 вПД1 на 54% (рис. 6a) 
и уменьшению относительной амплитуды СГ на 
81% (рис. 6b). В тех же экспериментах Т90 вПД2 так-
же возрастала на 22% (рис. 6c), амплитуда СГ сни-
жалась на 85% (рис. 6d) и соотношение Р2/Р1 уве-
личивалось на 42% (от 0.52  ±  0.04 до 0.74  ±  0.04; 
парный t-критерий Стьюдента, р < 0.05). Однако 
анализ индивидуальных измерений, наподобие то-
го, что был приведен на рисунке 5, не выявил суще-

Рис. 3. Взаимоотношения характеристик вПД субэпикарда ЛЖ индивидуальных сердец контрольных (белые символы, n = 10) и 
ВЖСД (черные символы, n = 9) крыс. Каждый символ представляет среднюю по всем вПД1 (n = 4 – 12) или вПД2 (n = 14 – 46) 
регистрациям данного типа сигнала, осуществленным в данном сердце. (а)  –  Взаимоотношение между пиковой амплитудой  
СГ вПД1 (eAP1 AHP) и Т90 вПД1 (eAP1 T90) сигналов. Линия  –  примерная линия соответствия. (b)  –  Взаимоотношение между 
пиковой амплитудой СГ вПД2 (eAP2 AHP) и Т90 вПД2 (eAP2 T90) сигналов. Линия – результат регрессионного анализа всех данных 
(контроль и ВЖСД). Параметры линии регрессии: y = -333.4*x + 87.28; R2 = 0.903. (с) – Взаимоотношение между пиковой ампли-
тудой СГ и P2/P1 (eAP2 P2/P1 ratio) вПД2 сигналов. Линия – результат регрессионного анализа всех данных (контроль и ВЖСД). 
Параметры линии регрессии: y = -3.427*x + 0.8259; R2 = 0.801.

https://www.zotero.org/google-docs/?ZTt6gz
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Рис. 4. Примеры изменений профилей нормализованных вПД1 и вПД2, без СГ (а, b) и с выраженной СГ (c, d) во время непрерыв-
ной регистрации с использованием микропипетки, содержащей апамин. На каждом из графиков интервал между показанными 
треками вПД 5-10 мин. Треки сигналов, зарегистрированных сразу после первого контакта пипетки с миоцитом и через 30 мин 
регистрации, показаны штриховыми линиями.

Рис. 5. Подавление СГ вПД1 (а) и вПД2 (b) в течение 30-минутной регистрации микропипеткой с РТА в зависимости от исходной 
амплитуды СГ регистрируемого сигнала. На рисунках каждый символ представляет индивидуальную регистрацию от кардиомиоци-
та ЛЖ сердец контрольных (белые символы; (a) – 3 крысы, 9 измерений; (b) – 4 крысы, 12 измерений) или ВЖСД (черные символы; 
(a) – 3 крысы, 8 измерений; (b) – 4 крысы, 9 измерений) крыс. Сплошные линии – линии регрессии, рассчитанные для всех (кон-
трольных и ВЖСД) данных, представленных на рисунке. Параметры регрессионных линий представлены в тексте.
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ственных взаимосвязей между эффектом апамина 
на СГ и Т90 или величины Р2/Р1 регистрируемых 
вПД1 или вПД2 (данные не показаны).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
СД2 и годами предшествующие ему МС и на-

рушения в метаболизме глюкозы являются наибо-
лее распространенными в мире метаболическими 
расстройствами и известными факторами риска 

аритмии, кардиомиопатии и развития сердечной 
недостаточности (СН) [13]. Патогенез сердечных 
осложнений СД2, МС и преддиабета не до конца 
ясен [13, 14].

Насколько нам известно, данная работа пред-
ставляет собой первое исследование электрогенеза 
кардиомиоцитов ЛЖ сердца ВЖСД крыс с помо-
щью внеклеточной регистрации ПД с использо-
ванием электродов с узким кончиком. Основным 
результатом наших исследований является наблю-

Рис. 6. Параметры вПД1 и вПД2 ВЖСД-крыс в начале регистрации и через 30 минут после начала аппликации апамина: (a) – Т90 
вПД1; (b) – амплитуда СГ вПД1; (c) – Т90 вПД2; (d) – амплитуда СГ вПД2. (a, b) – 3 крысы, 8 измерений; (c, d) – 4 крысы, 9 измере-
ний). * – парный t-критерий Стьюдента, p < 0.05; # – парный критерий Уилкоксона, p < 0.05.

https://www.zotero.org/google-docs/?GDHc9B
https://www.zotero.org/google-docs/?YtupU2
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дение увеличения размера фазы СГ вПД и увели-
чение частоты встречаемости вПД с СГ после 10-12 
недель ВЖСД. Кроме того, наши данные однознач-
но указывают на активность SK-каналов как на 
причину появления/усиления фазы следовой ги-
перполяризации вПД. 

ВЖСД — хорошо апробированная другими ис-
следовательскими группами модель преддиабета/
метаболического синдрома [7–10]. Из исследо-
ванных в нашей работе характеристик (таблица 1), 
увеличение уровня глюкозы натощак и случайной 
глюкозы, а также накопление абдоминального жи-
ра однозначно указывают на развитие нарушений в 
метаболизме глюкозы и жиров у ВЖСД-крыс, что 
является признаками МС [7].

Как и ранее [11, 15], в этой работе в субэпикарди-
альных кардиомиоцитах было идентифицировано 
два основных типа вПД. Ранее были представлены 
аргументы в пользу того, что вПД1 регистрируется 
в тех случаях, когда кончик регистрирующего ми-
кроэлектрода (при условии его малого размера) 
оказался помещенным в зону клетки свободную 
от выходов t-трубочек, характеризующуюся высо-
кой плотность натриевых каналов (первый и един-
ственный негативный пик) и низкой плотностью 
кальциевых каналов (отсутствие признаков второ-
го негативного пика). В то же время, наличие под 
электродом выходов t-трубочек и доступа к Т-си-
стеме кардиомиоцита, мембрана которой насыще-
на Са2+-каналами, является условием регистрации 
вПД2 (сигнала с двумя негативными пиками или 
выраженным изломом на спаде первого пика) [11, 
15]. Питание ВЖСД не сопровождалось изменени-
ем соотношения вПД1 и вПД2 (рис. 2а), большин-
ство регистрируемых сигналов относилось к клас-
су вПД2, что согласуется с большей вероятностью 
случайного позиционирования кончика микроэ-
лектрода в участке мембраны с выходом одной или 
нескольких t-трубочек на поверхность кардиоми-
оцита и предполагает, что Т-система кардиомио-
цитов ВЖСД-крыс не претерпевает существенных 
структурных изменений. Последнее наблюдение 
резко контрастирует с тем, что мы наблюдали ранее 
в экспериментах с сердцами крыс с СТЗ-СД1, где 
доля вПД2 снижалась [2]. Возможно, это было свя-
зано с нарушением регулярности Т-системы карди-
омиоцитов при развитии СД1 [16], которое, по всей 
видимости, не наблюдалось в нашей модели МС. 
Однако это предположение нуждается в дальней-
ших исследованиях.

Как и в нашем предыдущем исследовании на 
модели СТЗ-СД1 [2], основной эффект ВЖСД на 
вПД в данном исследовании состоял в увеличении 
позднего выходящего тока, определяющего ампли-
туду фазы СГ и, соответственно, профили вПД 

(рис. 2). Так, длительность спада и соотношение 
негативных пиков вПД2 демонстрировало линей-
ную зависимость от амплитуды СГ (рис. 3). В экс-
периментах с локальной доставкой апамина, бло-
катора SK-каналов, к сайтам регистрации вПД без 
СГ (рис. 1, 4a, b) не наблюдались изменения фор-
мы сигнала на протяжении 30 минут непрерывной 
регистрации. Однако при регистрации вПД с СГ в 
подобных условиях (рис. 4с, d) наблюдались про-
грессивные снижение амплитуды СГ и продление 
спада вПД. Более того, изменение в амплитуде СГ 
в экспериментах с апамином линейно зависели от 
исходной амплитуды СГ как для вПД1, так и для 
вПД2 (рис. 5a, b). Вместе эти данные указывают 
на SK-каналы как источник тока, определяюще-
го фазу СГ. Несмотря на тесную функциональную 
взаимосвязь SK-каналов с кальциевыми каналами 
L-типа и, соответственно связь SK-каналов с Т-си-
стемой [17], наши данные (сходство линий регрес-
сии, описывающих зависимости подавления СГ на 
30-й минуте регистрации вПД1 и вПД2 от исходной 
амплитуды СГ (рис. 5a, b) указывают на возмож-
ное присутствие данных каналов на поверхностной 
мембране кардиомиоцитов.

Тем не менее, вопрос о роли увеличения актив-
ности/экспрессии SK-каналов в кардиомиоцитах 
желудочков сердца при СД остается открытым. На-
сколько нам известно, роль сердечных SK-каналов 
была исследована только в одной работе на мыши-
ной модели СТЗ- СД1 [18] и в двух работах, исполь-
зующих крысиные модели СД2 [19, 20]. Однако 
все эти исследования были ограничены анализом 
SK-каналов предсердий, в которых активность этих 
каналов была подавлена. Полученные нами данные 
предполагают увеличение активности/экспрессии 
SK-каналов как при СД1 [2], так и при МС (дан-
ное исследование), однако эти изменения были ди-
аметрально противоположны имеющимся данным 
для предсердий. Возможно, это увеличение актив-
ности, как было недавно показано в исследованиях 
сердца кролика, играет защитную функцию, увели-
чивая реполяризационный резерв клеток миокар-
да [21]. Хотя в более ранних исследованиях увели-
чение активности SK-каналов в кардиомиоцитах 
эпикарда желудочков сердца крыс с острым инфар-
ктом миокарда приводило к развитию желудочко-
вой аритмии сердца [22].

Изменение длительности ПД может быть при-
чиной возникновения аритмий. SK-каналы в нор-
ме активируются во время систолической фазы 
сердечного цикла, когда концентрация Ca2+ в цито-
плазме кардиомиоцита увеличивается. Патологи-
ческое удлинение ПД приводит к более значитель-
ному повышению концентрации Ca2+ и усиливает 
активацию SK-каналов [23], что помогает сокра-
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тить длительность ПД [24]. Этот механизм пред-
ставляет собой систему отрицательной обратной 
связи и помогает предотвратить чрезмерное удли-
нение ПД. Кроме того, спонтанный выброс Ca2+ 

саркоплазматического ретикулума также может 
активировать SK-каналы [25]. Это ослабляет по-
стдеполяризацию, вызванную спонтанными каль-
циевыми волнами. Таким образом, повышение ак-
тивности SK-каналов при сердечных патологиях 
может иметь антиаритмический эффект [24].

Важно отметить, что применяемый в наших 
экспериментах BDM может модулировать некото-
рые ионные токи [26, 27]. Вероятность возможного 
влияния BDM обсуждалась в нашей ранее опубли-
кованной статье [28]. Если кратко, в проведенных 
экспериментах BDM добавлялся во все растворы 
(РТ и РТА), поэтому описанные изменения про-
филей вПД в группе ВЖСД-крыс по сравнению с 
контролем вряд ли могут быть отнесены к неспеци-
фическим эффектам BDM.

В заключение, представленные здесь данные по-
зволяют предположить, что ВЖСД ассоциируется с 
увеличением активности/экспрессии SK-каналов в 
кардиомиоцитах левого желудочка сердца крысы. 
Подтверждение этого предположения, а также из-
учение механизмов и выявление функционального 
значения предполагаемых изменений требует даль-
нейших исследований.
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EXTRACELLULAR ACTION POTENTIALS OF VENTRICULAR 
CARDIOMYOCYTES IN THE HEART ISOLATED FROM RATS KEPT  

ON A HIGH-FAT/HIGH-SUCROSE DIET
I. V. Kubasov, A. V. Stepanov#, Yu. A. Filippov, O. Yu. Karnishkina, A. A. Panov, and M. G. Dobretsov

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
* e-mail: botanik2407@gmail.com

Rats kept on a high-fat/high-sucrose diet (HFSD) for 10-12 weeks demonstrated the development of hyperglyce-
mia and signs of visceral obesity. Compared to the control, extracellular action potentials (eAP) of subepicardial 
myocytes of the left ventricle (LV) of HFSD rats characterized by a significantly increased fraction of signals with a 
pronounced afterhyperpolarization (AHP) phase and an accelerated decline. Local delivery of apamin (a blocker of 
low-conductivity Ca2+-dependent K+ channels (IKCa, SK channels) to the eAP registration cite at a concentration 
of 500 nM in the solution inside the pipette was accompanied by suppression of the AHP phase and prolongation of 
the eAP decline. The obtained data suggest that HFSD leads to an increase in the expression and/or activity of SK 
channels and, as a result, to the development of AHP and shortening of eAP in epicardial cardiomyocytes of the LV 
of the rat heart.

Keywords: rat, cardiomyocyte, high-fat/high-sucrose diet, cardiomyopathy, extracellular action potential, SK 
channels
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Височная эпилепсия – распространенное неврологическое заболевание, которое во многих случаях 
сопровождается фармакорезистентностью. Современный подход к лечению пациентов с лекарствен-
ной устойчивостью включает в себя хирургическое вмешательство, которое не гарантирует полноцен-
ное выздоровление. В настоящее время разрабатываются новые противоэпилептические препараты, 
воздействующие на сигнальные каскады, присущие эпилептогенезу. Для разработки таких препаратов 
необходимо знание основных механизмов патогенеза эпилепсии. Цель работы – исследовать динамику 
изменения белков, участвующих в регуляции апоптоза, циркадных ритмов и антиоксидантного ответа 
в височной коре мозга при длительном киндлинге на модели крыс линии Крушинского-Молодкиной 
(КМ) с наследственной аудиогенной эпилепсией. Динамику изменения белков интереса – p53, CLOCK, 
Nrf2, p105 – исследовали в височной коре головного мозга (иммуногистохимическое исследование, Ве-
стерн блоттинг). Выявлено, что у контрольных крыс КМ уровень p53 ниже, чем у крыс Вистар. У крыс 
КМ, подвергшихся киндлингу в течение 21 дня, содержание p53 увеличивается в сравнении с КМ-кон-
тролем. Уровень CLOCK оказался понижен в группе КМ контроль по сравнению с отрицательным кон-
тролем и повышен у группы КМ после киндлинга 21 день относительно КМ после киндлинга 7 дней. 
Изменений продукции Nrf2 и p105 обнаружено не было. Полученные данные позволяют предположить, 
что изменение уровня исследуемых белков у контрольных крыс КМ в сравнении с крысами Вистар ге-
нетически обусловлены. Индуцированный эпилептогенез (киндлинг) в течение 21 дня приводит к акти-
вации p53-зависимого апоптозного пути и возможному десинхронозу – изменению циркадных ритмов. 
Полученные данные вносят вклад в изучение механизмов височной эпилепсии и требуют дальнейших 
исследований, связанных с митохондриальным апоптозом и сдвигом цикла сна-бодрствования в пато-
генезе височной эпилепсии. 

Ключевые слова: височная эпилепсия, крысы Крушинского-Молодкиной, аудиогенный киндлинг, p53, 
CLOCK, Nrf2, p105
DOI: 10.31857/S0044452924070067,   EDN: KKCAHT

ВВЕДЕНИЕ
Височная эпилепсия (ВЭ) – распространенное 

неврологическое заболевание, характеризующееся 
судорожными припадками, вызванными чрезмер-
ной электробиологической активностью нейро-
нов мозга. Очаг этой разновидности заболевания 
локализуется в лимбической системе (мезиальная 
височная эпилепсия), неокортексе (латеральная 
височная эпилепсия) либо содержит смешанный 

очаг, характерный для обеих указанных форм [1]. 
Среди всех пациентов с эпилепсией больные с ВЭ 
имеют самый высокий процент фармакорезистент-
ной формы [2]. В случае лекарственно устойчивой 
формы заболевания эпилептогенный очаг удаляют 
хирургически, однако невозможно предсказать, на-
сколько высок риск повторения припадков после 
отмены противоэпилептических препаратов вслед-
ствие хирургического вмешательства [3].
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Очевидно, что проблема поиска новых противо-
эпилептических препаратов в наши дни особенно 
актуальна. В дополнение к традиционным методам 
лечения ВЭ (антиконвульсанты) разрабатываются 
препараты, основанные на таргетной медицине. 
Цель такой терапии – воздействовать на сигналь-
ные каскады, способствующие развитию и течению 
эпилептогенеза [4]. В течение эпилептогенеза про-
текает множество клеточных изменений: нейро-
воспаление, аберрантный нейрогенез, реактивный 
глиоз, гибель нейронов и т.д. [5, 6].

Одной из причин возникновения эпилепсии во 
взрослом возрасте является лимбический энце-
фалит, частота судорог повышается при аутоим-
мунных заболеваниях [7]. Потенциальное участие 
нейровоспаления в патогенезе эпилепсии впервые 
было замечено на данных клинических испыта-
ний, показывающих противосудорожный эффект 
от применения противовоспалительных препара-
тов и стероидов [8]. Повышение цитокинов и хемо-
кинов во время судорожных припадков приводит к 
активации иммунных клеток, которые усиливают 
воспалительную реакцию и способствуют повреж-
дению нейронов [9]. Кроме того, гибель возбужда-
ющих или тормозящих нейронов смещает баланс 
возбуждения-торможения, что может способство-
вать эпилептогенезу [10]. 

Субъединицы р106 и р65 из семейства факторов 
транскрипции генов иммунного ответа NF-kB мо-
гут оказывать как провоспалительное, так и про-
тивовоспалительное воздействие в зависимости от 
пути активации. Субъединица р105 может являться 
репрессором либо активатором генов, в то время 
как р65 – активатором [11]. 

Судорожная активность приводит к нейрональ-
ной гибели и, далее, к различным нарушениям, в 
том числе когнитивным [12]. Исследование меха-
низма гибели нейронов после эпилептических при-
ступов выявило роль сигнальных путей апоптоза. 
Апоптоз может протекать по внешнерецепторно-
му и внутреннему пути (митохондриальному либо 
зависящему от эндоплазматического ретикулума). 
Связь митохондриального апоптоза с окислитель-
ным стрессом можно проследить через повыше-
ние внутриклеточного кальция в митохондриях во 
время эпилептических припадков, что приводит к 
переизбытку активных форм кислорода (АФК) и 
последующей активации апоптоза, опосредуемого 
Caspase-3 [13].

Внешний путь апоптоза может осуществлять-
ся за счет взаимодействия рецептора смерти Fas со 
своим лигандом, что влечет за собой образование 
липидного рафта, последующую активацию NOX и 
производство АФК [13, 14]. При этом при неболь-
шом избытке АФК активируется система антиок-
сидантной защиты, опосредуемая Nrf2.

Имеются также данные о том, что эпилепсия 
влияет на циркадные ритмы. Показано, что судо-
рожные припадки, локализованные в височной до-
ле, имеют наибольшую интенсивность в световом 
интервале суток [15]. Исследования на модельных 
животных с хронической височной и иными ви-
дами эпилепсии регистрируют склонность к при-
падкам в определенное, но не совпадающее время 
суток [16]. На данный момент актуальным являет-
ся предположение о том, что связь между циркад-
ными ритмами и эпилепсией имеет двойственный 
характер: циркадная дисфункция может стимули-
ровать развитие эпилепсии и, наоборот, эпилеп-
тогенез может привести к нарушению циркадных 
ритмов – десинхронозу [17]. Изучение этой связи 
может помочь в прогнозировании припадков эпи-
лептического генеза и сделать терапию более эф-
фективной.

Циркадные ритмы опосредуются ритмичной 
экспрессией часовых генов CLOCK, BMAL1, PER 
и CRY и активностью соответствующих белков. В 
начале циркадного дня происходит взаимодействие 
CLOCK:BMAL1. Получившийся димер переме-
щается из цитоплазмы в ядро и запускает транс-
крипцию PER и CRY c помощью взаимодействия 
с промоторами E-box [18]. PER и CRY действуют 
по механизму отрицательной обратной связи и ре-
прессируют активность лидирующего димера в пе-
риод циркадной ночи, после чего разрушаются и 
дают начало новому циркадному циклу [18, 19].

Изменения экспрессии BMAL1, PER и CRY ис-
следовались на животных при эпилептическом 
статусе, индуцированном пилокарпином, и на ма-
териале, полученном от пациентов [20, 21]. Менее 
известно о динамике синтеза CLOCK при эпилеп-
тогенезе. В пилокарпиновой модели эпилепсии за-
фиксировано уменьшение транскриптов CLOCK 
при длительном воздействии, но на ранних этапах 
эксперимента изменений не нашли [21]. При этом 
потеря CLOCK в корковых возбуждающих нейро-
нах способствует развитию эпилепсии [22].

Следует заметить, что PER2 может связываться 
с отрицательным регулятором транскрипционно-
го фактора p53 MDM2, тем самым индуцируя p53 
[23]. P53-зависимый апоптоз активируется при 
клеточных стрессах различного генеза, в том чис-
ле окислительном, опосредуя митохондриальный 
апоптозный путь. Показано, что гибель клеток при 
эпилептогенезе может быть связана с активацией 
p53 [24]. Есть предположения о зависимости окис-
лительного стресса и последующего апоптоза от 
активации p53-зависимых окислительно-восстано-
вительных ферментов [13]. По данным некоторых 
авторов, р53 также способствует росту и регенера-
ции аксонов [25]. 
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Многие клеточные стимулы способны приво-
дить к индукции p53 и NF-kB. p53 и р65 ингибируют 
способность друг друга стимулировать экспрессию 
генов, и этот процесс контролируется относитель-
ными уровнями каждого фактора транскрипции 
[4]. При высоких клеточных стрессах p53 активиру-
ет апоптоз, а при умеренных – запускает Nrf2-за-
висимый антиоксидантный ответ [26]. При окис-
лительном стрессе Nrf2 диссоциирует от своего 
отрицательного регулятора, взаимодействует с ARE 
в промоторной части многих антиоксидантных ге-
нов и активирует их транскрипцию.

Nrf2 играет важную роль в эпилептогенезе. У 
пациентов с височной эпилепсией обнаружена по-
вышенная экспрессия мРНК Nrf2 в ткани гиппо-
кампа, а также увеличение продукции Nrf2 после 
индукции приступов пилокарпином у лаборатор-
ных животных [27]. При введении активатора Nrf2 
сульфофорана наблюдалось снижение гибели ней-
ронов, вызванное эпилептическим статусом [28]. 
На основе анализа литературных данных можно 
предположить, что активаторы Nrf2-зависимого 
антиоксидантного пути могут быть выдвинуты как 
потенциальные противоэпилептические лекар-
ственные препараты.

Таким образом, целью работы было исследо-
вание изменений уровня белков, участвующих в 
апоптозе, регуляции циркадных ритмов и анти-
оксидантной защиты при аудиогенном киндлинге 
длительностью 7 и 21 дней на модели крыс линии 
Крушинского-Молодкиной, которое включало в 
себя изучение динамики продукции p53, CLOCK, 
Nrf2 и p105 в височной доле мозга в зависимости от 
длительности киндлинга, а также сравнение базо-
вого уровня синтеза данных белков у крыс линии 
КМ в сравнении с крысами линии Вистар.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы
Эксперимент выполняли на крысах линии Кру-

шинского-Молодкиной (КМ), которые являются 
моделью рефлекторной аудиогенной эпилепсии. 
Крысы инбредной линии КМ имеют предрасполо-
женность к судорожным припадкам в ответ на зву-
ковую стимуляцию. Данная линия характеризуется 
развитием тонических судорог максимальной ин-
тенсивности практически у всех животных каждого 
поколения. Индукция судорог приводит к возник-
новению эпилептического очага в стволовых отделах 
мозга, однако длительное повторение акустической 
стимуляции приводит к распространению эпилепти-
ческой активности на гиппокамп и кору головного 
мозга животных. Также использованы крысы ли-
нии Вистар в качестве отрицательного контроля для 
выявления генетических особенностей предраспо-
ложенности к заболеванию у крыс линии КМ. Жи-
вотных содержали в стандартных условиях в клетках 
вивария со свободным доступом к корму и воде. 

В эксперименте использованы 29 животных, 
распределенных в группы по 5–6 крыс в каждой 
(рис. 1). Для выяснения роли исследуемых белков 
экспериментальные группы подвергали процеду-
ре аудиогенного киндлинга (9 kHz, 50 dB) в тече-
ние 7 и 21 дней. Во время эксперимента произво-
дилась видеофиксация. Судороги оценивали по 
модифицированной шкале Racine, тяжесть судорог 
составляла 6 баллов. После окончания киндлинга 
для животных наступал семидневный период по-
коя, по окончанию данного периода проводили не-
кропсию с использованием препарата “Золетил”. 
Киндлинг в течение 21 дня подразумевает сформи-
ровавшуюся лимбическую эпилепсию, в то время 
как 14-дневный киндлинг ассоциирован с одни-

Рис. 1. План эксперимента.
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ми из начальных ступеней развития лимбической 
эпилепсии [30]. Период покоя в течение 7 дней был 
выбран для исследования отсроченной реакции на 
длительный киндлинг. В качестве положительно-
го контроля выступали интактные крысы линии 
КМ (КМ Control, KMC). Некропсию контрольных 
крыс КМ проводили параллельно с некропсией 
экспериментальной группой КМ7+7 (крысы КМ, 
подвергнутые киндлингу в течение 7 дней + 7 дней 
покоя). В качестве дополнительного контроля вы-
ступали две интактные группы крыс линии Вистар 
(Wistar Control, WC). Их выводили из эксперимен-
та одновременно с группами КМ 7+7 и КМ 21+7 
(крысы КМ, подвергнутые киндлингу в течение 21 
дня + 7 дней покоя). 

Производили перфузию физраствором, декапи-
тацию и извлечение головного мозга. Мозг разделя-
ли на две половины в сагиттальной плоскости. Из 
левой половины иссекали кору височной доли для 
приготовления проб для Вестерн блоттинга (ВБ). 
Правую половину мозга для иммуногистохимиче-
ского (ИГХ) анализа фиксировали в 4% парафор-
мальдегиде на фосфатном буфере и оставляли на 
2 дня при +4°С. После переносили в раствор 20% 
сахарозы на 5 дней. Затем помещали в емкость с 
изопентаном, находящуюся в сухом льду, на 1 мин, 
при −50°С, далее хранили при –80°С. Чередующи-
еся срезы толщиной 5–6 мкм изготовили на крио-
стате (Leica, Германия) и фиксировали на предмет-
ных стеклах для проведения ИГХ. Согласно атласу 
крысиного мозга [31], интерес представляла амиг-
дало-пириформная трансляционная область (ви-
сочная кора). 

Методы 
Иммуногистохимия (ИГХ)
Для оценки экспрессии белков p53, CLOCK, 

Nrf2, p105 на срезах коры височной доли мозга про-
водили ИГХ реакции с немечеными поликлональ-
ными антителами к p53 (Rabbit, ab131442, Аbcam, 
1:90), CLOCK (Rabbit, ab3517, Аbcam, 1:620), Nrf2 
(Rabbit, E-AB-32280, Elabscience, 1:150), p105 
(Rabbit, ab32360, Abcam, 1:600), антитела разводили 
в фосфатно-солевом буфере. Демаскировку анти-
гена проводили с помощью цитратного буфера при 
pH = 6.0, 90°С – 10 мин, далее стекла оставляли на 
15 мин в этом буфере остывать. Блокировку прово-
дили в 2% растворе бычьего сывороточного альбу-
мина в фосфатно-солевом буфере в течение 1 часа. 
Срезы оставляли для инкубации с первичными ан-
тителами при комнатной температуре на ночь. Сиг-
нал проявляли с помощью биотинилированных 
вторичных антител (Goat Anti-Rabbit IgG Antibody 
(IgG (H+L) goat Vector Lab BA1000 LOT U1001, 
1:200, антитела разводили в фосфатно-солевом бу-
фере), реагирующих со стрептавидин-пероксида-
зой (Streptavidin-Peroxidase Polymer, Ultrasensitive 
Product Number S 2438 Sigma 1:400), разведенной в 

фосфатно-солевом буфере. С целью оценки специ-
фичности окрашивания для каждого белка прово-
дили отрицательный контроль (ИГХ без первичных 
антител), в результате чего получали отсутствие им-
мунного окрашивания на срезах. Микрофотогра-
фии срезов головного мозга получали на микроско-
пе PFM (WPI) с цветной камерой Leica DFC300 FX 
при разрешении 1280×960 пикселе, с последующей 
денситометрией (программа PhotoM 1.31). Оптиче-
скую плотность областей интереса оценивали как 
интенсивность сигнала относительно малоокра-
шенных областей в височной коре. 

Вестерн блоттинг (ВБ)
Участки височной коры для Вестерн блоттинга 

гомогенизировали в лизатном буфере (20 мМ Tris pH 
7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ 
ЭГТА), содержащем ингибиторы фосфатазы (Roche, 
#04 906 837 001) и протеазы (Sigma-Aldrich, #P8340), 
инкубировали при 4ºС 1 ч, после чего центрифуги-
ровали при 12000 g. После центрифугирования от-
бирали получившийся супернатант, добавляли бу-
фер Лэммли с меркаптоэтанолом и инкубировали 
10 минут при 95°С. Общее содержание белка опре-
деляли методом Лоури с использованием бычьего 
сывороточного альбумина (БСА, #1.4.1.4, Биолот, 
Санкт-Петербург, Россия) в качестве стандарта. По-
сле вертикального электрофореза в 10% полиакри-
ламидном геле (6 мкг белка в лунке) белки из геля пе-
реносили на нитроцеллюлозную мембрану мокрым 
методом (BioRad, #1620112). Перенос осуществлял-
ся в трансферном буфере, содержащем 25 мМ Трис, 
192 мМ глицин и 20% метанол, при токе 100 мА.  
Мембраны инкубировали в 3% растворе БСА в 
TBST буфере (0.1% Твин 20, 0.2 мМ Трис, 137 мМ 
NaCl, 20% Tween-20) в течение 1 ч. Затем мембраны 
инкубировали при 4°С в течение ночи с первичными 
антителами к CLOCK (ab3517, Аbcam, 1: 1000), Nrf2 
(E-AB-32280, Elabscience, 1:1000) и Tubulin (CAB-
870Mi22, Cloud-Clone Corp 1:1000) при постоянном 
перемешивании. Затем мембраны инкубировали со 
вторичными антителами (A0545, Anti-Rabbit IgG, 
peroxidase antibody produced in goat, Sigma, 1:5000, 
для Tubulin B8520, Anti-Mouse IgG, Biotin antibody 
produced in rabbit, Sigma, 1:5000) с последующим 
использованием реакции хемилюминисцентной 
детекции пероксидазы с субстратом SuperSignal™ 
West Dura Extended Duration Substrate (ThermoFisher 
Scientific, #34075). Для разведения антител использо-
вали 3% раствор БСА в TBST буфере. Реакцию оце-
нивали с помощью гель-детектирующей системы 
ChemiDoc MP Imaging System (#12003154, Bio-Rad) с 
денситометрией блотов в программе “ImageJ”. Уро-
вень специфичного сигнала для каждого белка нор-
мировали на сигнал тубулина.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку результатов прово-

дили с помощью непараметрического теста Краске-
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ла-Уоллиса с помощью программного обеспечения 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США). Данные 
в статье представлены как медиана и интерквартиль-
ное расстояние для каждой группы. Достоверными 
считали отличия при уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изменения уровня p53 у крыс КМ при аудиогенном 

киндлинге. Иммуногистохимический анализ.
При сравнении данных ИГХ анализа крыс 

из группы отрицательного контроля (Q1 = 0.42, 
Med = 0.46, Q3 = 0.48, n = 5 ) с крысами из группы 
положительного контроля обнаружено статистиче-
ски значимое увеличение уровня p53 у интактных 

крыс КМ (рис. 2b, c). Аудиогенный киндлинг в те-
чение 7 дней (U = 0, Q1 = 0.49, Med = 0.56, Q3 = 0.58, 
n =5, p = 0.06) не повлиял на продукцию p53 у экс-
периментальных крыс КМ при сопоставлении с 
контрольными крысами той же линии, однако мы 
зафиксировали повышенный уровень этого белка у 
крыс группы КМ21+7 (U = 0, Q1 = 0.38, Med = 0.58, 
Q3 = 0.68, n = 3, p = 0.02) относительно КМС (рис. 2a). 
При этом достоверных отличий в продукции белка 
у экспериментальных групп не наблюдали. Изме-
ненный уровень p53 у группы KMC относительно 
WC можно объяснить генетическими особенностя-
ми линии КМ. Увеличение уровня продукции p53 
в группе КМ21+7 может быть вызвано активацией 
p53-зависимого апоптозного пути.

Рис. 2. (a) – Сравнение уровня p53 в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ИГХ); (b) – Кора височной области 
крысы из группы WC. ИГХ с антителами к p53, х200; (c) - Кора височной области крысы из группы KMC. ИГХ с антителами к p53, 
х200. WС – контрольная группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная 
группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с 
которыми производили киндлинг в течение 21 дня+ 7 дней покоя.
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Изменения уровня CLOCK у крыс КМ при аудио-
генном киндлинге. Иммуногистохимический анализ и 
Вестерн блоттинг.

Уровень экспрессии CLOCK у контрольных 
крыс КМ (Q =0, Q1 = 0.032, Med = 0.034, Q3 = 0.043, 
n = 4, p = 0.03) заметно снижен в сравнении с кры-
сами Вистар (Q1 = 0.06, Med = 0.07, Q3 = 0.14, n = 5, 
p = 0.03,  рис. 3a). Статистически значимых раз-
личий при сравнении KMC и эксперименталь-
ных групп КМ7+7 (U =3, Q1 = 0.023, Med = 0.028, 
Q3 = 0.040, n = 3, p = 0.20) и КМ21+7 не обнаружили 
(рис. 3b, c, 4). Вестерн блоттинг не выявил значимых 
различий между КМ7+7 и КМ21+7 (рис. 4a), но бо-
лее тщательный анализ (ИГХ) показал увеличение 
продукции CLOCK у КМ21+7 относительно КМ7+7  
(U = 0, p = 0.03, рис. 3a).

Пониженный уровень CLOCK в группе KMC 
относительно WC может предполагать наличие ге-
нетических особенностей линии КМ. Различные 
уровни этого белка в группах KM7+7 и KM21+7 
свидетельствуют о развитии десинхроноза.

Изменения уровня Nrf2 у крыс КМ при аудиоген-
ном киндлинге. Иммуногистохимический анализ и Ве-
стерн блоттинг. 

При сравнении WC (Q1 = 0.006, Med = 0.009, 
Q3 = 0.012, n = 3) и KMC (U = 2, Q1 = 0.012, 
Med = 0.019, Q3 = 0.021, n = 3, p = 0.90) мы не на-
шли статистически значимых различий в продук-
ции Nrf2 (рис. 5a, b, c). Не наблюдалось измене-
ний экспрессии этого белка у экспериментальных 
групп (KM 7+7: U = 9, Q1 = 0.014, Med = 0.018, 
Q3 = 0.020, n = 4, p = 0.03, KM21+7: U = 9, Q1 = 0.007,  

Рис. 3. (a) – Сравнение уровня CLOCK в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ИГХ); (b) – Кора височной 
области крысы из группы KMC. ИГХ с антителами к CLOCK, х200; (c) - Кора височной области крысы из группы KM7+7. ИГХ с 
антителами к CLOCK, х200. WC – контрольная группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – 
экспериментальная группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – эксперименталь-
ная группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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Med = 0.013, Q3 = 0.023, n = 4, p = 0.61) в сравнении 
с положительным контролем (рис. 5a). Отличия в 
уровнях Nrf2 у групп КМ7+7 и КМ21+7 тоже не бы-
ли обнаружены (рис. 5a, 6).

Изменение уровня p105 у крыс КМ при аудиогенном 
киндлинге. Иммуногистохимический анализ. 

Сравнение групп крыс WC (Q1 = 0.031, 
Med = 0.035, Q3 = 0.041, n = 5) и KMC (U = 6, 
Q1 = 0.025, Med = 0.032, Q3 = 0.037, n = 4, p = 0.26) 
не показало значимых различий в продукции субъ-
единицы p105 белка Nf-kB (рис. 7a). Не обнаруже-
но отличий между контрольной группой крыс КМ 
и группами КМ21+7 и КМ7+7 (KM 7+7: U = 5, 
Q1 = 0.017, Med = 0.025, Q3 =0.053, n = 3, p = 0.8, 
KM21+7: U = 1, Q1 = 0.042, Med = 0.07, Q3 = 0.142, 
n = 4, p = 0.57). Сравнение экспериментальных 
групп, подвергшихся киндлингу разной продолжи-
тельности (рис. 7a), также не выявило различий.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты, полученные нами с использовани-

ем аудиогенной модели эпилепсии: уменьшение 

продукции р53 в коре височной доли у KMC от-
носительно WC и увеличение у группы КМ21+7 в 
сравнении с KMC – согласуются с данными, по-
лученными на модели химически индуцированной 
эпилепсии. У крыс, которым вводили пентилен-
тетразол, наблюдался повышенный уровень p53 в 
CA3 области гиппокампа на протяжении четырех 
недель, причем экспрессия p53 оставалась без из-
менений на протяжении эксперимента [31]. Не бы-
ло показано повышения уровня p53 после 4 дней 
аудиогенного киндлинга на крысах КМ [4]. Можно 
предположить, что повышение активности p53-за-
висимого апоптозного пути происходит вследствие 
множественных судорожных припадков.

При исследовании биоптатов эпилептогенных 
тканей, полученных от пациентов при операции, 
показано, что экспрессия СLOCK в височной тка-
ни снижена [22]. Было продемонстрировано сни-
жение экспрессии CLOCK в эпилептогенной об-
ласти человека и пониженный порог судорожной 
активности у мышей с нокаутом гена CLOCK [32], 
что косвенно подтверждает полученные нами ре-
зультаты – снижение уровня CLOCK у положи-

Рис. 4. (a), (b) – Сравнение уровня CLOCK в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ВБ); WC – контрольная 
группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми 
производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми производили 
киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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тельного контроля в сравнении с отрицательным 
и повышение продукции у группы КМ21+7 в срав-
нении с КМ7+7. В каинатной модели эпилепсии 
уровни транскриптов CLOCK в гиппокампе также 
снижались в эпилептической фазе [20].

Окислительный стресс рассматривается как 
один из пусковых механизмов развития эпилепсии 
[33]. Мы изучали изменения антиоксидантного 
транскрипционного фактора – Nrf2 при индуциро-
ванном эндогенном эпилептогенезе у крыс КМ. В 
нашем исследований мы не нашли статистически 
значимых различий в продукции Nrf2 между опыт-
ными и контрольными группами. Подобные ре-
зультаты демонстрируются в других работах: отсут-
ствие изменений уровня Nrf2 через неделю после 
инциированного пентитетразолом эпилептическо-

го статуса [34] и на каинатной модели [27]. Зна-
чительное увеличение уровня Nrf2 наблюдается в 
начале эпилептического статуса в нейронах гиппо-
кампа мышей, возможно, как клеточный ответ на 
действие стрессирующего фактора (киндлинг) [35]. 
На данный момент также активно исследуется ней-
ропротекторное действие активаторов Nrf2 как по-
тенциальных противоэпилептических препаратов.

Предполагается, что нейровоспаление прини-
мает активное участие в эпилептогенезе [7]. Во вре-
мя эпилептических судорожных припадков проис-
ходит повышение уровня цитокинов, хемокинов 
и других медиаторов воспаления в головном моз-
ге [36]. Мы исследовали экспрессию субъединицы 
p105 в коре височной доли у крыс КМ при длитель-
ном аудиогенном киндлинге. По литературным 

Рис. 5. (a) – Сравнение уровня Nrf2 в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ИГХ); (b) – Кора височной области 
крысы из группы WC. ИГХ с антителами к Nrf2, х200; (c) – Кора височной области крысы из группы KMC. ИГХ с антителами к Nrf2, 
х200. WC – контрольная группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная 
группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с 
которыми производили киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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данным, показано как про-, так и противовоспали-
тельное действие данного белка. Так, содержание 
фосфорилированной субъединицы р105 в коре го-
ловного и белом веществе пациентов с эпилепсией 
было значительно выше по сравнению с контроль-
ной группой [37]. Sun и соавторы (2002) показали 
повышение экспрессии Nf-kB в гиппокампе [21]. 
В наших экспериментах мы не обнаружили изме-
нений экспрессии субъединицы p105 белка Nf-Kb, 
возможно, в развитии нейровоспаления при эпи-
лептогенезе у крыс линии КМ играют роль другие 
медиаторы воспаления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами было изучено влияние ау-

диогенного киндлинга длительностью 7 дней и 21 
день на экспрессию p53, CLOCK, Nrf2 и субъеди-
ницы p105 белка Nf-Kb в коре височной доли мозга 
крыс линии Крушинского-Молодкиной. Повышен-
ный уровень p53 у группы КМ21+7 в сравнении с 
контрольной группой той же линии, очевидно, сви-
детельствует об активации p53-зависимого апоптоз-
ного пути после 21 дня аудиогенного киндлинга. По-
вторяющиеся эпилептические припадки, возможно, 
способствуют смещению циркадных ритмов (увели-

ченный уровень экспрессии CLOCK у КМ21+7 от-
носительно КМ7+7) и приводят к десинхронозу. Мы 
не обнаружили изменения количества Nrf2, участву-
ющего в регуляции антиоксидантных процессов, 
как и субъединицы p105 транскррипционного фак-
тора Nf-Kb, регулирующего воспаление. 

Сниженный уровень экспрессии CLOCK и р53 в 
височной доле интактных крыс Крушинского-Мо-
лодкиной по сравнению с крысами линии Вистар 
может свидетельствовать о генетической предраспо-
ложенности животных к судорожным припадкам. 

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все процедуры с использованием животных прово-

дились согласно этическим принципам, изложенным в 
Европейской конвенции по защите позвоночных жи-
вотных (№ 123 01/01/1991), используемых для экспери-
ментальных и других научных целей, и были одобрены 
этической комиссией Института эволюционной физио-
логии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН.

ВКЛАДЫ АВТОРОВ
Идея работы и планирование эксперимента (Е.Д.Б., 

Е.В.Ч., А.З.Б., А.П.И.), сбор данных (Е.Д.Б., А.З.Б., 
А.П.И., Е.В.Ч., А.А.Н., Д.А.Л.), обработка данных (Е.Д.Б., 
А.З.Б., А.П.И., А.А.Н., Д.А.Л.), написание и редактирова-
ние манускрипта (Е.Д.Б., Е.В.Ч., А.З.Б., А.А.Н., Д.А.Л.).

Рис. 6. (a), (b) – Сравнение уровня NRF2 в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ВБ); WC – контрольная 
группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми 
производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми производили 
киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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Temporal lobe epilepsy is a common neurological disorder that in many cases is accompanied by drug resistance. 
The current approach to the treatment of patients with drug resistance includes surgical intervention, which does 
not guarantee full recovery. At present, new antiepileptic drugs that affect signaling cascades inherent in epilep-
togenesis are being developed. The development of such drugs requires knowledge of the basic mechanisms of 
epilepsy pathogenesis. The aim of the work was to investigate the dynamics of expression of proteins involved 
in the regulation of apoptosis, circadian rhythms and antioxidant response in the temporal cortex of the brain 
during prolonged kindling in the Krushinsky-Molodkina (KM) rat model with hereditary audiogenic epilepsy. 
The dynamics of expression of studied proteins – p53, CLOCK, Nrf2, p105 - was investigated in the temporal 
cortex (immunohistochemistry, Western blotting). It was found that p53 level was lower in KM control rats than in 
Wistar rats. In KM rats subjected to 21 days kindling, p53 content is increased compared to KM control. CLOCK 
level was downregulated in the KM control group compared to the negative control and elevated in the KM group 
after kindling 21 days relative to the KM group after 7 days kindling. No changes in Nrf2 and p105 production were 
detected. The data obtained suggest that the changes in the levels of the studied proteins in control KM rats com-
pared to Wistar rats are genetically determined. Induced epileptogenesis (kindling) for 21 days leads to activation 
of p53-dependent apoptosis pathway and, possibly, to desynchronosis - change of circadian rhythms. The findings 
contribute to the study of temporal lobe epilepsy mechanisms and require further studies related to mitochondrial 
apoptosis and sleep-wake cycle shift in the pathogenesis of temporal lobe epilepsy.
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Биологические инсектициды для защиты растений на основе бактерий Bacillus thuringiensis (Bt) облада-
ют высокой специфичностью действия по отношению к различным отрядам насекомых и безопасны 
для окружающей среды. Колорадский жук (Leptinotarsa decemlineata) самый распространенный вреди-
тель пасленовых культур в мире. Широкий ареал обитания колорадского жука в различных по клима-
тическим условиям регионах, быстрое формирование устойчивости к широкому спектру химических 
инсектицидов, ставит вопрос за счет каких защитных реакций он обладает такой экологической пла-
стичностью и насколько быстро формирует устойчивость к биологическим инсектицидам. В данном 
исследовании у личинок колорадского жука из двух районов Новосибирской области (НСО) изучены 
показатели клеточного и гуморального иммунитета, активность ферментов антиоксидантной и деток-
сицирующей систем, микробиота кишечника и восприимчивость к бактериям B. thuringiensis. Общее 
количество гемоцитов и лизоцим-подобная антибактериальная активность в гемолимфе у насекомых 
Венгеровского района НСО в 1,5–2 раза выше по сравнению с личинками Ордынского района НСО. 
В кишечнике и жировом теле у личинок из Ордынского района отмечена повышенная в 1.7–2.5 раза 
активность ферментов детоксикации по сравнению с Венгеровской группой насекомых. Показано, что 
доминирующей группой кишечной микробиоты насекомых из двух районов НСО являются бактерии 
семейства Enterobacteriaceae и Citrobacter, однако у личинок из Ордынского района одной из мажорных 
групп являются бактерии рода Spiroplasma. Установлено, что насекомые не отличались по уровню чув-
ствительности к бактериям B. thuringiensis. Развитие бактериальной инфекции приводит к увеличению 
активности ФО в гемолимфе насекомых в 2–3 раза, при этом у группы насекомых Ордынского района 
НСО зарегистрирован 1.5–кратное увеличение общего количества гемоцитов. Таким образом, установ-
лено, что насекомые разных географических популяций могут эффективно перестраивать защитную 
стратегию от энтомопатогенов, за счет баланса между их конституциональными и индуцированными 
системами резистентности.

Ключевые слова: резистентность, фенолоксидаза, гемоциты, энтомопатогены, кишечный иммунитет, 
метабаркодинг, ген 16S рРНК
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ВВЕДЕНИЕ
Колорадский жук (Leptinotarsa decemlineata) – 

один из самых распространенных и опасных вре-
дителей сельскохозяйственных культур семейства 
пасленовых [1]. Вредоносность данного вида объ-
ясняется значительной экологической пластично-
стью, что позволяет ему адаптироваться к изме-
нениям условий среды обитания [2, 3]. Основной 
метод контроля численности колорадского жука 

заключается в применении химических инсекти-
цидов. Однако на сегодняшний день известно, что 
колорадский жук способен формировать устойчи-
вость к химическим препаратам практически всех 
классов [4]. Альтернативой химическим инсекти-
цидам является применение биопрепаратов, соз-
данных на основе энтомопатогенных микроорга-
низмов, в частности бактерий Bacillus thuringiensis 
(Bt), которые обладают высокой специфичностью 
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действия по отношению к различным отрядам на-
секомых и безопасны для окружающей среды. Пре-
параты для защиты растений на основе бактерий 
Bt – самые продаваемые биологические инсекти-
циды в мире на сегодняшний день [5]. Бактерии Bt 
распространены повсеместно в природе, продуци-
руют широкий спектр инсектицидных белков (Сry, 
Vip, Cyt и др.), активных против насекомых из раз-
личных отрядов [6–8]. Инсектицидное действие 
бактерий Bt осуществляется за счет продуцируе-
мого в виде кристалла дельта-эндотоксина, содер-
жащего Сry и Cyt белки, спор, а также вторичных 
факторов вирулентности [6, 9]. Ранее был показан 
синергетический эффект спор и Cry3Aa токсина 
бактерий B. thuringiensis ssp. morrisoni var. thuringien-
sis в смертности личинок колорадского жука [10]. 
Кристаллический эндотоксин бактерий Bt раство-
ряется под действием кислотности кишечника на-
секомых, происходит высвобождение протоксинов 
Cry и их последующая активация за счет протеоли-
тических ферментов в просвете кишечника насеко-
мых [11, 12]. Далее происходит агрегация активиро-
ванных Cry-токсинов и связывание с рецепторами 
на поверхности эпителиальных клеток кишечника, 
что приводит к разрушению клеток кишечника за 
счет образования пор или активации внутрикле-
точных сигнальных путей [13, 14].

Иммунная и детоксицирующая системы насе-
комых принимают участие в защите колорадского 
жука от бактериальной инфекции B.thuringiensis. 
Было показано, что сублетальная бактериаль-
ная инфекция B.thuringiensis вызывает изменения 
в активности реакций клеточного и гуморально-
го иммунитета колорадского жука [15]. Гемоциты, 
присутствующие в гемолимфе, обеспечивают фаго-
цитоз, инкапсуляцию и меланизацию, а также мо-
гут вырабатывать антимикробные пептиды (АМП), 
которые приводят к снижению скорости размно-
жения или уничтожению патогена, главным обра-
зом путем лизиса [16]. Процесс меланизации играет 
центральную роль в защите насекомых от широкого 
спектра патогенов и включает в себя скоординиро-
ванное взаимодействие рецепторов распознавания 
(PRR), сериновых протеаз, ингибиторов серино-
вых протеаз и фенолоксидаз [14].

Инактивация токсичных метаболитов эндо-
генного и экзогенного происхождения, в том чис-
ле токсинов патогенов, осуществляется комплек-
сом ферментов детоксицирующей системы [17, 
18]. Ферменты глутатион-S-трансферазы (ГСТ) и 
неспецифические эстеразы принимают участие в 
детоксикации Cry-токсинов бактерий Bt у насеко-
мых [19]. Было показано их участие в защите ко-
лорадского жука от токсинов, образующихся при 
бактериальном патогенезе [10, 15]. Кроме того, 
ферментативные и неферметативные компоненты 
антиоксидантной системы защищают организм на-

секомых от повреждения активными формами кис-
лорода (АФК), которые образуются при нарушении 
целостности тканей токсинами патогена, а также 
при активации защитных реакций фагоцитоза, ме-
ланизации, инкапсуляции [20–22]. 

Микробиота кишечника играет важную роль в 
жизнедеятельности насекомых и может быть до-
полнительным фактором, усиливающим вирулент-
ность бактерий Bt. Состав микробиоты у особей 
одного вида насекомых может различаться в преде-
лах ареала. Кишечный микробиом личинок коло-
радского жука включает в себя представителей бак-
терий семейства Enterobacteriaceae [23], Lactococcus 
[24] и Spiroplasma [24, 25]. Бактерии рода Citrobacter 
считаются типичным представителем нормальной 
микробиоты насекомых, включая колорадского 
жука [26]. В ряде сообщений описывается влияние 
эндосимбионтов на различные аспекты биологии 
насекомых, такие как чувствительность к теплово-
му стрессу и другим факторам окружающей среды 
[27], питание [28, 29], генетическая дифференциа-
ция [30] и размножение [31]. Кроме того, симбио-
тические микроорганизмы могут играть важную 
роль в иммунитете насекомых. Микробиота ки-
шечника насекомых – один из основных факторов, 
определяющих устойчивость хозяина к микроорга-
низмам, которые оказывают свое инсектицидное 
действие через кишечник [32]. Установлено, что 
рекомбинантный штамм B. subtilis 26ДCry, содер-
жащий ген δ-эндотоксина Cry1Ia из Bt var. kurstaki, 
сочетал продукцию Cry-токсина и способность 
исходного штамма B. subtilis 26Д подавлять разви-
тие симбионтных микроорганизмов колорадско-
го жука и иммунные реакции насекомого, что и 
приводило к высокой смертности фитофага [33]. 
В исследовании о влиянии бактерий B.thuringiensis 
на микробиом колорадского жука, наблюдались 
резкие изменения в бактериальном сообществе, 
связанные со снижением относительной числен-
ности эндосимбиотических бактерий Spiroplasma 
leptinotarsae, а также резким повышением числен-
ности бактерий семейства Enterobacteriaceae при 
бактериозе [24]. Существуют значительные разли-
чия в восприимчивости к токсинам B.thuringiensis 
у личинок Helicoverpa armigera из разных мест оби-
тания и при питании на разных растениях, что мо-
жет быть связано с изменением микробиоты ки-
шечника, участвующей в метаболизме питательных 
веществ у насекомых, и активацией / деградацией 
токсинов Bt [34]. 

Изменчивые географические условия (сово-
купность природных факторов или свойств гео-
графической среды, включающих: географическое 
положение территории; природные ресурсы; ре-
льеф; климат; почвы и др.) могут разделить попу-
ляцию насекомых на разные экологические типы. 
Различия между этими экологическими типами 
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могут быть связаны с экологической адаптивно-
стью, устойчивостью к инсектицидам и морфо-
метрическими показателями, а именно скоростью 
роста, развитием и размножением насекомых [35, 
36]. Широкий адаптивный потенциал определяется 
высокой степенью генетического, биохимического 
и фенотипического полиморфизма [37, 38], в ре-
зультате чего у колорадского жука может формиро-
ваться различная стратегия защиты от патогенов, в 
частности, бактерий. Это может иметь важное зна-
чение, как для планирования защитных меропри-
ятий, так и для прогноза численности вредителя. 
Несмотря на обширные знания о том, как бакте-
рии B.thuringiensis проявляют свою вирулентность, 
и как личинки колорадского жука реагируют на ин-
фекцию, имеется недостаточно данных о воспри-
имчивости к бактериям B.thuringiensis насекомых из 
разных географических точек ареала, особенно до-
статочно удаленных (сотни и тысячи км).

Целью работы является оценка показателей им-
мунитета, активности ферментов антиоксидантной 
и детоксицирующей систем, а также изучение со-
става кишечной микробиоты и восприимчивости к 
бактериям Bacillus thuringiensis у личинок колорад-
ского жука из разных популяций географически 
удаленных районов Новосибирской области. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реагенты

В работе использовали восстановленный глутати-
он, 3-хлор-2,4-динитробензойная кислота (ДНХБ) 
(Sigma, США), п-нитрофенил ацетат (p- НФА) (Sig-
ma, США), бычий сывороточный альбумин (БСА) 
(Sigma, США), дигидроксифенилаланин (L-ДОФA) 
(Sigma, США), перекись водорода 0.1% (Н2О2) (ООО 
Реактив, РФ), фенилтиомочевина (ФТМ) (Sigma, 
США), антикоагулянт (АК) рН 4,5 (NaCl, натрий 
лимоннокислый Na3C6H5O7 (ДИАЭМ, РФ), глюкоза 
(ДИАЭМ, РФ), ЭДТА (Sigma, США), дистиллиро-
ванная вода), 10мМ фосфатный буфер (ФБ) рН 7,2 
(гидроортофостфат натрия Na2HPO4, хлорид натрия 
NaCl, дистиллированная вода) (ООО Реактив, РФ), 
этиловый спирт 96% (ОАО “Кемеровская фармацев-
тическая фабрика”, РФ).

Насекомые
Личинок колорадского жука третьего возраста 

собирали с посадок картофеля Solanum tuberosum, 
свободного от обработок инсектицидами, в двух 
разных точках Новосибирской области: Ордын-
ский район (п. Пролетарский: (54°22′57″с.ш. 
81°09′41″в.д.) и Венгеровский район (г. Венгерово: 
55°41′05″ с.ш 76°44′49″ в.д.). Личинок содержали в 
вентилируемых пластиковых контейнерах объемом 
300 мл (по 10 насекомых в одном контейнере) при 
12/12-часовом цикле свет/темнота при 25°C, с по-

стоянным доступом к кормовому растению – ли-
стьям картофеля, которые собирали в тех же по-
садках, где собирали насекомых. Картофельные 
листья помещали в пробирки 1.5 мл с водой и за-
меняли ежедневно на свежие. Для экспериментов 
использовали личинок четвертого возраста, через  
4-6 ч после линьки [10, 39]. 

Бактерии и заражение насекомых 
Для заражения насекомых использовали бак-

терии B. thuringiensis ssp. morrisoni, из коллекции 
лаборатории биологической защиты растений и 
биотехнологии Новосибирского ГАУ. Бактерии 
культивировали на чашках с агаризованной средой 
Лурии–Бертани (LB, 1.5% агар, 1% триптона, 0.5% 
дрожжевого экстракта, 1% NaCl, рН 7.0) в течение 
5 суток при 28°C до полного формирования спор и 
кристаллов. Споры и кристаллы бактерий собира-
ли с ИПС, отмывали от клеточных компонентов и 
компонентов среды трехкратно в физиологическом 
растворе (0.9% NaCl), осаждая при 4°С 6000g. В по-
лученной суспензии спор и кристаллов бактерий 
подсчитывали титр методом высева на ИПС се-
рийного разведения. Для подсчета титра бактерий 
в качестве ИПС была использована агаризованная 
среда LB. Способность бактерий B. thuringiensis 
продуцировать параспоральные включения, форму 
и размер кристаллов оценивали с помощью свето-
вой микроскопии в фиксированных, окрашенных 
карболовым эозином препаратах. Соотношение 
спор и кристаллов бактерий составляло 1:1. Кри-
сталлический эндотоксин B. thuringiensis ssp. morri-
soni содержит токсин Cry3А (размер 65 кДа), являю-
щимся специфичным для отряда Coleoptera.

Пероральное заражение личинок колорадского 
жука споро-кристаллической смесью бактерий в 
физиологическом растворе проводили однократно 
путем принудительного скармливания с помощью 
тупоконечной иглы (30G) и шприцевого насоса 
(KDS 100, KD Scientific). Каждой личинке скармли-
вали 10 мкл суспензии. Для сравнения чувствитель-
ности насекомых из разных частей Новосибирской 
области использовали титр 106 спор и кристаллов 
бактерий на личинку, 100 насекомых на вариант, 
разделенных на 10 повторностей. Контрольной 
группе насекомых скармливали 10 мкл физиоло-
гического раствора. После инфицирования насе-
комых, ежедневно заменяли картофельные листья 
(которые собирали в тех же посадках, где собирали 
насекомых), помещенные в пробирки 1,5 мл с во-
дой. Личинок содержали при 25°C. Учет смертно-
сти личинок производили в течение 6 суток после 
заражения. Через 48 ч после инфицирования личи-
нок колорадского жука бактериями B. thuringiensis 
ssp. morrisoni у насекомых отбирали гемолимфу для 
изучения иммунного ответа.
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Анализ активности фенолоксидаз  
в плазме гемолимфы 

Перед отбором гемолимфы поверхность тела 
насекомых стерилизовали 70% этанолом. Отбор 
гемолимфы проводили, прокалывая четвертый 
вентральный сегмент кутикулы тела насекомых 
стерильным скарификатором, и собирая выступив-
шую каплю гемолимфы пипеткой со стерильным 
наконечником. Индивидуально с каждой личинки 
отбирали по 20 мкл гемолимфы в стерильную про-
бирку, содержащую 10 мкл 10мМ ФБ. Полученную 
суспензию центрифугировали при 4°С в течение 5 
мин при 500 g. Надосадочную жидкость использо-
вали для определения активности ферментов. Ак-
тивность фенолоксидазы (ФО) в плазме гемолим-
фы определяли по методу Ashida и Söderhäll [40] с 
использованием L-ДОФА как субстрат. Образцы 
(5 мкл) инкубировали в течение 15 мин с 200 мкл 
10 мМ L-ДОФА при 28°С, затем измеряли оптиче-
скую плотность при 490 нм. Использовали 20 насе-
комых на вариант.

Анализ лизоцим-подобной антибактериальной 
активности в плазме гемолимфы 

Индивидуально с каждой личинки отбирали 10 
мкл гемолимфы в 2 мкл охлажденного ФБ, содер-
жащего фенилтиомочевину (ФТМ) (4мг/мл). По-
лученную суспензию центрифугировали при 4°С в 
течение 5 мин при 500 g. 6 мкл плазмы, свободной 
от гемоцитов, помещали в лунку на агаризованной 
(1.5%) пластинке, содержащей лиофилизирован-
ные бактерии Micrococcus lysodeikticus (Sigma, США) 
(40 мг на 10 мл физиологического раствора - 0,9% 
NaCl) [41]. Агаризованные пластинки инкубиро-
вали при 37°C в течение 18ч. Лизоцим-подобную 
активность гемолимфы определяли по диаметру 
зоны лизиса M. lysodeikticus. Для построения кали-
бровочной кривой использовали лизоцим яичного 
белка. Использовали 20 насекомых на вариант.

Общее количество гемоцитов 
Индивидуально с каждой личинки отбирали  

10 мкл гемолимфы в 20 мкл охлажденного антикоа-
гулянта (62 мМ NaCl, 100 мМ глюкоза, 10 мМ ЭДТА, 
30 мМ цитрат натрия, 26 мМ лимонная кислота, рН 
4.5) (АК) с фенилтиомочевиной (ФТМ) (4мг/мл). 
Подсчет общего числа гемоцитов проводили в каме-
ре Горяева. Общее количество гемоцитов представ-
ляли как количество гемоцитов на 1 мл гемолимфы. 
Использовали 15 насекомых на вариант.

Приготовление образцов кишечника  
и жирового тела

Для приготовления гомогенатов кишечника 
и жирового тела насекомых препарировали в ох-

лажденном ФБ. Образцы готовили индивидуально 
(весь кишечник без содержимого в одном образце, 
n = 20 на каждый вариант). Кишечники помещали 
в 100 мкл фосфатного буфера. Извлеченные орга-
ны разрушали с помощью ультразвукового гомо-
генизатора (SONICATOR q125 (QSonica, США) в 
течение 10с при амплитуде 90%, трехкратно). Гомо-
генаты тканей центрифугировали в течение 15 мин 
при 4°С, 10000g. Полученную надосадочную жид-
кость использовали для определения активности 
ферментов. 

Определение активности каталазы, 
неспецифических эстераз, ГСТ в образцах 

кишечника и жирового тела 
Активность каталазы определяли спектрофо-

тометрически при 240 нм по скорости разложения 
Н2О2 [42]. К 200 мкл реакционной смеси ФБ с 0.5 % 
Н2О2 добавляли образец 5 мкл и инкубировали 
10 мин при 28°С. 

	 Активность неспецифических эстераз опре-
деляли по скорости гидролиза п-нитрофенилаце-
тата согласно Prabhakaran et al. [43] с изменениями 
[44]. 5 мкл образца инкубировали в течение 10 мин 
с 200 мкл п-нитрофенилацетата при 28°С, оптиче-
скую плотность измеряли при 410 нм. 

Активность ГСТ определяли по скорости увели-
чения концентрации 5-(2,4-динитрофенил)-глута-
тиона, продукта реакции динитрохлорбензойной 
кислоты (ДНБ) и восстановленного глутатиона, ка-
тализируемой глутатионом [45]. Инкубацию образ-
ца объемом 10 мкл проводили с 1 мМ глутатиона и 
1 мМ ДНБ при 25 °C в течение 5 мин, оптическую 
плотность измеряли при 340 нм. 

Концентрацию белка в гомогенатах кишечника, 
жирового тела и образцах гемолимфы определяли 
методом Брэдфорда [46] с использованием бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) для построения 
калибровочной кривой, оптическую плотность из-
меряли при 590 нм. 

Удельную активность ферментов выражали в 
единицах изменения оптической плотности инку-
бационной смеси в ходе реакции в расчете на 1 мин 
и 1 мг белка [47]. Использовали 20 насекомых на 
каждый вариант.

Анализ кишечной микробиоты 
Для изучения микробиоты кишечника был ис-

пользован общепринятый метод метабаркодинга 
гена 16S представителей бактериального сообще-
ства [39, 48]. У личинок, прошедших поверхност-
ную стерилизацию, извлекали средний отдел ки-
шечника с неповрежденным содержимым (по пять 
личинок на образец). ДНК из образцов кишечни-
ков насекомых выделяли с помощью набора DNeasy 
PowerSoil Kit (Qiagen, Hilden, Германия) в соответ-
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ствии с инструкцией производителя. Использо-
вали три повторности на вариант (5 насекомых в 
каждой повторности). Для механического разру-
шения образца использовали TissueLyser II (Qiagen, 
Hilden, Германия) 10 мин при 30 Герц. Качество 
ДНК оценивали с помощью электрофореза в 1%-
ном агарозном геле, а количество ‒ на флуориметре 
Qubit (Life Technologies, США) и спектрофотометре 
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, США).

Для амплификации региона V3-V4 ге-
на 16S рРНК использовали праймеры 343F 
(5’-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3’) и 806R 
(5’-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’), содержа-
щих адаптерные последовательности (Illumina, 
США), линкер и баркод [49]. Амплификацию про-
водили в 50 мкл реакционной смеси в условиях, 
описанных ранее [50]. Ампликоны смешивали по 
200 нг каждый и чистили в 1% агарозном геле с по-
мощью набора MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Hiden, Германия). Секвенирование проводили в 
ЦКП “Геномика” (ИХБФМ СО РАН) на секве-
наторе MiSeq (Illumina, США), используя набор 
Reagent Kit v3 (2х300, Illumina, USA).

Полученные парные последовательности ана-
лизировали с помощью UPARSE скриптов [51], 
используя Usearch v11.0.667 [52]. Биоинформати-
ческая обработка включала перекрывание пар-
ных ридов, фильтрацию по качеству и длине, учет 
одинаковых последовательностей, отбрасывание 
синглетонов, удаление химер и получение опера-
циональных таксономических единиц (ОТЕ) с по-
мощью алгоритма кластеризации UPARSE. Таксо-
номическую принадлежность последовательностей 
(ОТЕ) определяли с помощью SINTAX [53] с ис-
пользованием 16S RDP training set v18 в качестве 
референсной базы [54] Таксономическую структу-
ру полученного таким образом ансамбля 16S по-
следовательностей оценивали путем вычисления 
отношения числа таксон-специфичных последо-
вательностей к общему числу последовательностей 
образца, выраженному в процентах.

Статистическая обработка данных
Для проверки нормальности распределения 

данных использовали тест Д'Агостино (D'Agostino 
& Pearson omnibus normality test) и критерий Ша-
пиро-Уилка (Shapiro-Wilk normality test). Для 
сравнения динамики смертности насекомых при 
заражении бактериями использовали метод Ка-
плана Майера. Логарифмический критерий Ман-
тела-Кокса использовался для количественной 
оценки различий в уровнях смертности. Для срав-
нения обилия состава микробиоты в кишечни-
ке насекомых использовали однофакторный дис-
персионный анализ с тестом Дана (Dunn's multiple 
comparisons test). Для сравнения данных с нормаль-

ным распределением использовали однофактор-
ный дисперсионный анализ тестом Тьюки (one-
way ANOVA, Tukey's multiple comparisons test). Для 
расчетов использовали программу GraphPad Prism 
v8.0 (GraphPad Software, Сан-Диего, Калифорния, 
США). Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартной ошибки среднего. Статисти-
чески значимыми считали различия при р < 0.05; 
p < 0.01; p < 0.001; p < 0.0001).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Показатели иммунитета, детоксицирующей 

и антиоксидантной систем у личинок 
колорадского жука 

При сравнении показателей иммунитета в ге-
молимфе личинок колорадского жука, собранных 
в двух районах Новосибирской области, было за-
регистрировано достоверное большее значение 
общего количества гемоцитов в 1.6 раза (p < 0.001; 
q = 6.37; df = 54), а также лизоцим-подобной анти-
бактериальной активности в 2 раза (p < 0.05; q=4.43; 
df = 67) у насекомых из Венгеровского района по 
сравнению с личинками Ордынского района. При 
сравнении активности ФО у личинок Венгеровско-
го района и Ордынского района достоверных отли-
чий не отмечено (Табл. 1). 

В результате сравнения антиоксидантной и де-
токсицирующей систем насекомых отмечено до-
стоверные различия в активности детоксицирю-
щих ферментов: глутатион-s-трансферазы в 2.5 раза 
ниже (р < 0.001; q=6.9; df = 65) и неспецифических 
эстераз в 1.7 ниже (p < 0.0001; q=7.02; df = 73) в ки-
шечнике личинок Венгеровского района по сравне-
нию с группой насекомых из Ордынского района. В 
жировом теле насекомых между вариантами досто-
верных различий в активности данных ферментов 
не обнаружено. Активность антиоксидантного фер-
мента каталазы в кишечнике и жировом теле насеко-
мых, достоверно не различалась между насекомыми 
Ордынского и Венгеровского районов (табл. 1).

Микробиота кишечника колорадского жука 
С помощью 16S метабаркодинга проведен анализ 

ДНК кишечной микробиоты у личинок колорад-
ского жука из Венгеровского и Ордынского районов 
и было установлено, что в обеих группах насекомых 
доминирующими таксоном служат бактерии се-
мейства Enterobacteriaceae 50.6 ± 9.5% и 36.5 ± 5.0%, 
а также рода Citrobacter 24.6 ± 10.3% и 18.4 ± 2.8% со-
ответственно (рис. 1). Бактерии рода Acinetobacter, 
Myroides, Pseudomonas, Lactococcus, Stenotrophomonas,  
Comamonas и Sphingobacterium присутствовали в ки-
шечнике насекомых обеих групп в меньших про-
порциях 1–5% (рис. 1). Однако, стоит обратить 
внимание, что в кишечнике насекомых Ордынского 
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района также доминирующим таксоном отмечены 
бактерии рода Spiroplasma и составляют 30.6 ± 7.8%, 
при этом в Венгеровской группе насекомых данно-
го рода бактерий не обнаружено. Стоит отметить, 
что в кишечнике насекомых было обнаружено ми-
норное присутствие (меньше 1%) бактерий ро-
да Enterococcus, Providencia, Empedobacter, Serratia, 
Vagococcus, Achromobacter, Delftia, Flavobacterium, Ac-
idovorax, Alcaligenes, Melaminivora, Sphingomonas, Di-
aphorobacter, Pseudarthrobacter, Brevundimonas. 

Восприимчивость личинок колорадского 
жука из Венгеровского и Ордынского районов 

Новосибирской области к бактериям 
B.thuringiensis

При пероральном заражение насекомых Ор-
дынского района споро-кристаллической сме-
сью бактерий Bt ssp. morrisoni была зафиксирована 
смертность 35% на шестые сутки после заражения 
по сравнению с незараженной группой насекомых 
(Chi square, 8.54; p<0.01). Смертность личинок ко-
лорадского жука Венгеровского района после зара-
жения бактериями составила 30% на шестые сутки 
эксперимента по сравнению с незараженными на-
секомыми (Chi square, 9.18; p < 0.01) (рис. 2). Досто-
верных отличий в чувствительности насекомых из 
Венгеровского и Ордынского районов к бактериям 
B.thuringiensis отмечено не было (рис. 2).

Иммунный ответ личинок колорадского 
жука при развитии бактериальной инфекции 

B.thuringiensis
При сравнении иммунного ответа в гемолим-

фе личинок колорадского жука из Ордынского и 
Венгеровского районов на вторые сутки после за-
ражения бактериями были получены следующие 
данные. Установлено, что заражение бактериями 
B. thuringiensis ssp. morrisoni личинок колорадского 
жука из Ордынского района, приводило к досто-
верному (p < 0.001; q = 6.49; df = 54) увеличению 
общего количества гемоцитов в гемолимфе насеко-
мых в 1,6 раза по отношению к контрольной группе 
(рис. 3). 

При изучении лизоцим-подобной антибактери-
альной активности плазмы гемолимфы личинок 
колорадского жука на вторые сутки после зараже-
ния бактериями B. thuringiensis насекомых Ордын-
ского и Венгеровского районов достоверных отли-
чий по сравнению с незараженными насекомыми 
не зарегистрировано (рис. 4). 

Показано достоверное увеличение активности 
ФО в плазме гемолимфы насекомых при скарм-
ливании бактерий B.thuringiensis личинкам коло-
радского жука Ордынского и Венгеровского райо-
нов по сравнению с незараженными насекомых в 2 
(p < 0.001; q = 5.69; df = 71) и 2.8 раза соответствен-
но (p < 0.0001; q = 7.97; df = 71) (рис. 5). 

Таблица 1. Показатели клеточного и гуморального иммунитета в гемолимфе (общее количество гемоцитов), ак-
тивность антибактериальной системы и фенолоксидаз (ФО)), активность ферментов детоксицирующей (глутати-
он-s-трансферазы (ГСТ) и неспецифических эстераз) и антиоксидантной (ГСТ и каталазы) систем в кишечнике и 
жировом теле личинок колорадского жука Ордынского и Венгеровского районов Новосибирской области. 

Показатели Ордынский район Венгеровский район
 гемолимфа

Общее число гемоцитов 13866667 ± 904100*** 22573333 ± 1062587 
Лизоцим-подобная 

антибактериальная активность 0.015 ± 0.002* 0.028 ± 0.003 

Фенолоксидазная активность 0.138 ± 0.01 0.105 ± 0.009 
кишечник

Глутатион-s-трансферазная 
активность 0.998 ± 0.135*** 0.421 ± 0.05

Активность неспецифических 
эстераз 0.629 ± 0.035 **** 0.368 ± 0.031

Каталазная активность 1.92 ± 0.28 1.77 ± 0.36
жировое тело

Глутатион-s-трансферазная 
активность 1.036 ± 0.105 0.466 ± 0.057

Активность неспецифических 
эстераз 0.269 ± 0.021 0.1865 ± 0.019

Каталазная активность 1.082 ± 0.196 0.766 ± 0.120
Данные представлены, как среднее арифметическое значение и его ошибка. Достоверность различий определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа тестом Тьюки. * – p < 0.05; *** – p < 0.001; **** – p < 0.0001 – по сравнению с насекомыми 
Венгеровского района.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проведено сравнение базовых показателей кле-

точного и гуморального иммунитета в гемолимфе, 
активности ферментов антиоксидантной и деток-
сицирующей систем, микробиоты кишечника у 
личинок колорадского жука из разных популяций 

географически удаленных районов Новосибир-
ской области, а также сравнение их восприимчиво-
сти к бактериям B. thuringiensis. Значение базовых 
показателей общего количества гемоцитов и ли-
зоцим-подобной антибактериальной активности 
в гемолимфе у насекомых Венгеровского района 

Рис. 1. Относительное обилие (%) бактерий в сообществах кишечной микробиоты колорадского жука из двух географических точек 
Новосибирской области (Венгеровский и Ордынский районы). Отображена встречаемость бактерий для трех биологических повто-
ров (5 насекомых в каждой повторности).
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Рис. 2. Смертность личинок колорадского жука из двух географических точек Новосибирской области Ордынский район 
(Орд) и Венгеровский район (Вен) после перорального заражения споро-кристаллической смесью B. thuringiensis ssp. morri-
soni. Данные были проанализированы путем сравнения кривых с использованием логарифмических тестов (Мантел-Кокса) 
(n = 100 личинок на вариант). ** – p < 0.01 по сравнению с незараженными насекомыми Ордынского района (Орд контроль); 
## – p < 0.01 по сравнению с незараженными насекомыми Венгеровского района (Вен контроль).

Рис. 3. Общее количество гемоцитов в гемолимфе личинок ко-
лорадского жука из двух географических точек Новосибирской 
области (Ордынский район (Орд) и Венгеровский район (Вен)) 
через 48 ч после перорального заражения споро-кристалли-
ческой смесью бактерий B. thuringiensis ssp. morrisoni (Орд+B.
thuringiensis; Вен+ B.thuringiensis). Данные представляют собой 
среднее арифметическое значение и его ошибку. Достоверность 
различий определяли с помощью однофакторного дисперсион-
ного анализа тестом Тьюки. *** – p < 0,001 – по сравнению с не-
зараженными насекомыми Ордынского района (Орд контроль).

Рис. 4. Лизоцим-подобная антибактериальная активность в 
плазме гемолимфы личинок колорадского жука из двух геогра-
фических точек Новосибирской области (Ордынский район 
(Орд) и Венгеровский район (Вен)) через 48 ч после перораль-
ного заражения споро-кристаллической смесью бактерий B. 
thuringiensis ssp. morrisoni (Орд+B. thuringiensis; Вен+B.thuring-
iensis). Данные представляют собой среднее арифметическое 
значение и его ошибку. Достоверность различий определяли 
с помощью однофакторного дисперсионного анализа тестом 
Тьюки. *– p < 0.05 - по сравнению с незараженными насекомы-
ми Ордынского района (Орд контроль).
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было достоверно выше по сравнению с личинками 
Ордынского района. В кишечнике и жировом теле 
у личинок с Ордынского района отмечена повы-
шенная активность ферментов детоксицирующей 
системы по сравнению с Венгеровской группой 
насекомых. Показано, что доминирующей груп-
пой кишечной микробиоты в обоих районах вы-
ступают бактерии семейства Enterobacteriaceae и 
рода Citrobacter, однако у личинок Ордынского рай-
она также преобладают бактерии рода Spiroplasma. 
В ходе исследования установлено, что насекомые 
не отличались чувствительностью к бактериям B. 
thuringiensis. Развитие бактериальной инфекции B. 
thuringiensis у личинок колорадского жука из раз-
ных районов Новосибирской области вызывает до-
стоверное увеличение активности ФО в гемолим-
фе по сравнению с незараженными насекомыми, 

при этом у Ордынской группы насекомых также 
регистрируются достоверное увеличение общего 
количества гемоцитов по отношению к контроль-
ной группе насекомых. Таким образом, показано, 
что две группы насекомых из разных точек Ново-
сибирской области, принадлежащие к одному виду, 
демонстрируют различия в показателях клеточного 
и гуморального иммунного ответа при заражении 
бактериями B. thuringiensis. 

Различия в базовых показателях клеточного и 
гуморального иммунного ответа в гемолимфе на-
секомых ранее были показаны при сравнении двух 
географических популяций (меланисты и ахроми-
сты) личинок большой вощинной огневки Galleria 
mellonella [55]. В своем исследовании, группа авто-
ров показали различия в активности ферментов глу-
татион-S-трансферазы и альфа-эстеразы у полевых 
популяций комаров Anopheles  stephensi из провин-
ций Кунар и Нангархар в Афганистане при изуче-
нии устойчивости насекомых к различным группам 
инсектицидов [56]. Также в исследовании по изу-
чению устойчивости к инсектицидам разных гео-
графических популяций одного вида насекомых, 
было показано различие базовых показателей фер-
ментов глутатион-S-трансферазы и альфа-эстеразы 
и ацетилхолинэстеразы у капустной моли Plutella 
xylostella, комаров Anopheles maculipennis, египетской 
хлопковой совки Spodoptera littoralis, яблонной пло-
дожорки Cydia pomonella (L.) и др. [57–60]. Таким об-
разом, различия в активности базовых показателях 
защитных систем насекомых из различных частей 
ареала обитания могут быть обусловлены уровнем 
устойчивости насекомых к биологическим и хими-
ческим инсектицидам, применяемым там ранее. 

В результате секвенирования и профилирования 
бактериального сообщества кишечной микробиоты 
личинок колорадского жука из Венгеровского и Ор-
дынского районов было установлено, что домини-
рующая группа в обоих районах представлена бак-
териями семейства Enterobacteriaceae. Полученные 
результаты согласуются с другими исследованиями, 
в которых доминирующей группой бактерий ки-
шечной микробиоты колорадского жука из разных 
мест обитания в Китае были бактерии семейства 
Enterobacteriaceae. Также данные для западно-си-
бирской популяции жука свидетельствуют о преоб-
ладании бактерий семейства Enterobacteriaceae” [10, 
23, 61]. В микробиоте колорадского жука из Венге-
ровского и Ордынского районов нами обнаружены 
бактерии рода Citrobacter, являющиеся типичным 
представителем нормальной микробиоты насеко-
мых, включая колорадского жука [26]. Интересно 
отметить, что в кишечнике насекомых Ордынско-
го района доминирующим таксоном (30.6 ± 7.8%) 
также выступают бактерии рода Spiroplasma, хотя у 
насекомых из Венгеровского района данные бакте-

Рис. 5. Активность фенолоксидаз в плазме гемолимфы личинок 
колорадского жука из двух географических точек Новосибир-
ской области (Ордынский район (Орд) и Венгеровский район 
(Вен)) через 48 часов после перорального заражения споро-кри-
сталлической смесью бактерий B. thuringiensis ssp. morrisoni 
(Орд+B.thuringiensis; Вен+ B.thuringiensis). Данные представляют 
собой среднее арифметическое значение и его ошибку. Досто-
верность различий определяли с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа тестом Тьюки. *** – p < 0.001 – по срав-
нению с незараженными насекомыми Ордынского района (Орд 
контроль); **** – p < 0.0001 – по сравнению с незараженными 
насекомыми Ордынского (Орд контроль) и Венгеровского рай-
онов (Вен контроль).
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рии в кишечнике отсутствуют. В работе Polenogova 
и соавт. отмечена высокая относительная числен-
ность бактерий Spiroplasma leptinotarsae (до 95%) в 
кишечнике личинок колорадского жука, собранно-
го с частных картофельных полей (Новосибирская 
область, 53°44′3.534″ с.ш., 77°39′0.0576″ в.д.) [24]. 
Известно, что бактерии рода Spiroplasma являются 
облигатным эндосимбионтом колорадского жу-
ка [62]. Географическое расположение популяции 
насекомых может быть фактором, влияющим на 
уровень эндосимбионтов кишечника насекомых. В 
частности, в популяциях табачной белокрылки Be-
misia tabaci численность кишечных эндосимбион-
тов рода Candidatus, Portiera, Hamiltonella и Rickettsia 
варьировала в зависимости от географического ме-
стоположения тестируемой популяции насекомого 
[63]. Также в популяциях каштанового долгоносика 
Curculio sikkimensis местный климат был фактором, 
влияющим на присутствие эндосимбионтных бак-
терий Sodalis, Wolbachia и Rickettsia [64]. Кроме того, 
было показано значительное различие микробных 
сообществ колорадского жука, собранного из раз-
ных мест в Китае [23]. 

Роль микробиоты насекомых в устойчивости к 
бактериальным и грибным инфекциям, химиче-
ским инсектицидам во многом зависит от видового 
состава микроорганизмов, условий выращивания 
хозяина и типа патогена [65–68]. Так, показано, что 
кишечные симбионты рода Burkholderia опосреду-
ют устойчивость к инсектицидам у клопа Riptortus 
pedestris (Hemiptera), которая может передаваться 
горизонтально другим насекомым [66, 69]. Установ-
лено, что некоторые штаммы бактерий Citrobacter 
sp., выделенные из кишечника мух Bactrocera dorsalis 
(Diptera), способны разлагать трихлорфон, повы-
шали устойчивость насекомых к химическому ин-
сектициду [70].

Симбиотические микроорганизмы могут играть 
важную роль в защите насекомых от паразитов и 
патогенов [71]. Было показано, что симбионты мо-
гут повысить устойчивость хозяина к чужеродным 
агентам, стимулируя или запуская иммунную си-
стему насекомых [72, 73]. Исследования показали, 
что бактерии рода Spiroplasma могут активировать 
иммунные реакции у плодовых мух, запускать Toll-
путь активации синтеза антимикробных белков [74, 
75]. Показано, что бактерии рода Spiroplasma защи-
щают Drosophila neotestacea от стерилизующего воз-
действия паразитической нематоды Howardula как 
в лаборатории, так и в полевых условиях [76]. Ис-
следования свидетельствуют о том, что бактерии 
рода Spiroplasma распространяются в североамери-
канских популяциях мух D. neotestacea и происходят 
адаптивные изменения в защитных реакциях насе-
комых [76]. Было показано, что влияние бактерий 
данного рода на развитие инфекции связано с син-

тезом протеаз, которые задействованы в активации 
иммунитета хозяина, и такое влияние может быть 
защитным, нейтральным или отрицательным, в за-
висимости от возбудителя инфекции насекомых. 
Исходя из этого, можно сделать предположение о 
том, что повышенный уровень базовых показате-
лей ГСТ и неспецифических эстераз в кишечнике 
Ордынской группы насекомых может быть связан 
с доминированием в кишечной микробиоте эндо-
симбионта рода Spiroplasma, который запускает ак-
тивацию данных ферментов.

Популяции колорадского жука из Ордынского 
и Венгеровского районов Новосибирской области 
демонстрируют одинаковый уровень чувствитель-
ности к бактериям B. thuringiensis, при этом полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что бак-
териальная инфекция на уровне 30% смертности 
приводит к активации защитных реакций и раз-
личиям в иммунном ответе у насекомых из разных 
районов. 

Известно, что клеточные и гуморальные иммун-
ные реакции насекомых могут быть активированы 
системно в гемолимфе [14, 77, 78], а также локально 
в месте развития инфекции через синтез антими-
кробных пептидов, активацию детоксицирующих 
ферментов и регенерацию в кишечнике, кутикуле, 
трахеях [79–81]. Был показан вклад клеточных и гу-
моральных иммунных реакций при развитии бак-
териальной инфекции, вызванной B. thuringiensis, у 
личинок большой вощинной огневки G. mellonella, 
а также у личинок колорадского жука [14, 15, 77, 78].  
Результаты проведенного нами исследования сви-
детельствуют, что общее количество гемоцитов у 
личинок колорадского жука Венгеровского райо-
на достоверно выше, чем у насекомых из Ордын-
ского района, при этом заражение бактериями  
B. thuringiensis приводит к достоверному увеличению 
общего количества гемоцитов в гемолимфе насеко-
мых из Ордынского района по отношению к неза-
раженным. Гемоциты принимают активное участие 
в таких клеточных иммунных реакциях, как фаго-
цитоз, инкапсуляция, синтез антимикробных бел-
ков и реакция меланизации. Повышенный базовый 
уровень общего количества гемоцитов у насекомых 
из Венгеровского района дает преимущество насе-
комым при защите от патогена, в отличии от попу-
ляции, насекомые которой вынуждены расходовать 
ресурс на пролиферацию клеток гемолимфы во вре-
мя развития инфекционного процесса. 

Кроме того, необходимо отметить, что у личинок 
колорадского жука Венгеровского района досто-
верно более высокая лизоцим-подобная антибак-
териальная активность в гемолимфе по сравнению 
с личинками Ордынского района. Лизоцим синте-
зируется постоянно в организме насекомых в раз-
личных тканях и органах, и его продукция увели-
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чивается в ответ на инфекцию. Антимикробные 
пептиды могут действовать синергетически и при-
водить к бактериостатическому или бактериолити-
ческому эффекту, главным образом, путем наруше-
ния целостности клеточной стенки [16, 81]. 

Одна из ключевых защитных реакций насеко-
мых при повреждении целостности тканей и при 
проникновении патогена, считается меланизация, 
опосредованная деятельностью ФО-активирую-
щего каскада. Меланин и активные формы кисло-
рода – продукты меланогенеза, которые образуют-
ся в процессе каскада ферментативных реакций, 
способны предотвратить рост микроорганизмов 
[82, 83]. При заражении бактериями B. thuringiensis 
личинок колорадского жука Ордынского и Венге-
ровского районов было отмечено увеличение фер-
ментативной активности ФО в гемолимфе инфи-
цированных насекомых. Повышение активности 
фенолоксидаз – одна из первых реакций защиты у 
насекомых при заражении бактериями B. thuringiensis 
[10, 78, 84]. Cублетальная и полулетальная инфекция 
B. thuringiensis личинок колорадского жука приводит 
к увеличению активности ФО в гемолимфе и экс-
прессии проФО в кишечнике [10, 15], что свидетель-
ствует о важной роли данных ферментов в защите 
насекомых от бактериальной инфекции. Необходи-
мо учитывать, что изменение активности ФО в ге-
молимфе при бактериальной инфекции может быть 
связано с активацией иммунной системы при ток-
сическом действии бактериальных метаболитов [15, 
78, 84, 85]. Повышенный уровень базовых показате-
лей клеточного и гуморального иммунного ответа у 
личинок Венгеровского района может указывать на 
потенциально большую устойчивость к энтомопато-
генам различной природы по сравнению с насеко-
мыми Ордынского района. 

Ранее установлено, что синтез и повышение ак-
тивности неспецифических эстераз и ГСТ проис-
ходит для инактивации токсинов и токсических ме-
таболитов при развитии бактериальной инфекции  
B. thuringiensis у личинок колорадского жука в жиро-
вом теле, как основном органе детоксикации [15], 
и в кишечнике, как первом и наиболее важном ба-
рьере при пероральной инфекции [10]. Кроме того, 
необходимо отметить, что повышенная активность 
данных ферментов является одним из ключевых 
факторов метаболической устойчивости насеко-
мых к химическим инсектицидам [86, 87]. Ряд ис-
следований указывают на то, что неспецифические 
эстеразы играют важную роль в механизмах фор-
мирования устойчивости в кишечнике личинок  
G. Mellonella и H. armigera к бактериям B. thuringiensis 
[18, 88]. Основная функция ГСТ заключается в за-
щите клеток от ксенобиотиков и продуктов пере-
кисного окисления липидов, что подтверждается в 
исследовании активности данного фермента у ли-

чинок колорадского жука при заражении спорами, 
токсином и споро-кристаллической смесью бакте-
рий B. thuringiensis [10]. В нашей работе зарегистри-
рована более высокая базовая активность неспец-
ифических эстераз и ГСТ в кишечнике личинок 
колорадского жука Ордынского района по сравне-
нию с популяцией из Венгеровского района. Мож-
но предположить, что более высокая активность 
детоксицирующих ферментов в кишечнике бу-
дет способствовать защите организма Ордынской 
группы насекомых при проникновении бактерий 
B. thuringiensis.

Антиоксидантная система имеет решающее зна-
чение для контроля окислительно-восстановитель-
ного баланса, поскольку ферментативные и нефер-
ментативные антиоксиданты контролируют уровень 
АФК во время развития инфекционных процессов 
и иммунных реакций насекомых [10, 47, 89]. Следу-
ет отметить, что каталаза принимает участие в инак-
тивации перекиси водорода [90, 91]. В кишечнике 
личинок колорадского жука было показано, участие 
неферментативных тиоловых антиоксидантов в за-
щите от бактериоза, вызванного B. thuringiensis [10]. 
При изучении бактериальной инфекции на вощин-
ной огневке было зарегистрировано достоверное 
снижение активности каталазы в кишечнике, ав-
торы предполагают, что это связано с подавлением 
активности данного фермента в результате высоко-
го уровня образования супероксидных радикалов 
во время окислительного стресса на острой стадии 
бактериоза [47]. Поддержание окислительно-вос-
становительного баланса в кишечнике личинок ко-
лорадского жука, регулируемое антиоксидантной 
системой, имеет решающее значение как для защит-
ных насекомых от Bt, так и для защиты собственных 
клеток от АФК [10]. Мы установили, что у насеко-
мых Ордынского района понижены базовые показа-
тели гуморального и клеточного иммунного ответа 
по сравнению с Венгеровской группой насекомых, 
несмотря на это, вероятно, защита при развитии 
бактериальной инфекции, может эффективно осу-
ществляться за счет более высокой базовой активно-
сти ферментов детоксицирующей системы, а имен-
но неспецифических эстераз и ГСТ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Популяции колорадского жука из Ордынского 

и Венгеровского районов Новосибирской обла-
сти демонстрируют одинаковый уровень чувстви-
тельности к бактериям B. thuringiensis. Вероятно, в 
связи с тем, что личинки колорадского жука Вен-
геровского района имеют изначально более высо-
кий базовый уровень показателей иммунитета, при 
проникновении патогена происходит повышение 
активности защитных реакций для ликвидации 
последствий заражения и предотвращения вторич-



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 6       2024

ТЕРЕЩЕНКО и др.660

ного заражения. При этом присутствие симбио-
тических бактерий рода Spiroplasma в кишечнике 
Ордынской группы насекомых, а также высокие 
базовые показатели ферментов детоксицирующей 
системы могут быть задействованы в защите от 
бактериальной инфекции B. thuringiensis. Это сви-
детельствуют о том, что насекомые одного вида из 
разных частей ареала могут эффективно “перестра-
ивать” защитную стратегию от энтомопатогенов, за 
счет баланса между конституциональными и инду-
цированными показателями резистентности.
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BEETLE LEPTINOTARSA DECEMLINEATA

D. S. Tereshchenkoa,  E. V. Grizanovaa,  E. V. Shelikhovaa,  T. J. Alikinab,   
M. R. Kabilovb,  and  I. M. Dubovskiya, #

aNovosibirsk State Agrarian University, Department of Plant Protection, 630039, Novosibirsk, Russia. 
bInstitute of Chemical Biology and Fundamental Medicine of the Siberian Branch  

of the Russian Academy of Sciences, 630090, Novosibirsk, Russia. 
#e-mail: dubovskiy2000@yahoo.com

Biological insecticides based on Bacillus thuringiensis (Bt) bacteria are highly specific in their action against var-
ious types of insects and are considered safe for the environment. One of the most common pests of nightshade 
crops worldwide is the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata. Due to its wide distribution across dif-
ferent climatic regions and rapid development of resistance to chemical insecticides, it raises questions about the 
mechanisms behind its ecological plasticity and rapid resistance formation to biological insecticides. In this study, 
we investigated indicators of cellular and humoral immunity, enzyme activity in the antioxidant and detoxification 
systems, gut microbiota, and susceptibility to Bt bacteria in larvae of Colorado potato beetles from different areas 
of the Novosibirsk Region (NSO). The total number of hemocytes and lysozyme-like antibacterial activity in 
the hemolymph of insects from the Vengerovsky district of NSO was 1.5–2 times higher than in larvae from the 
Ordynsky district of NSO. The activity of detoxification enzymes in the intestines and fat body of larvae from Or-
dynsky increased by 1.7–2.5 times compared to the Hungarian insect group. It has been shown that bacteria of the 
family Enterobacteriaceae and genera Citrobacter are the dominant groups of intestinal microbiota in both regions 
of NSO, but bacteria of the genus Spiroplasma predominate in larvae from Ordynsky. It was also found that insects 
did not differ in their level of sensitivity to B. thuringiensis, the development of bacterial infection in the intestines 
of Colorado potato beetles from different parts of their range causes a two- to three-fold increase in phenoloxidase 
activity in the hemolymph, while a 1.5-fold increase in the total number of hemocytes has also been recorded in 
insects from the Ordynsky district in NSO. This suggests that insects from different geographical populations are 
able to effectively develop a protective strategy against entomopathogens through a balance between innate and 
induced resistance mechanisms.

Keywords: Resistance, phenoloxidase, hemocytes, entomopathogens, intestinal immunity, metabarcoding, 16S 
rRNA gene
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