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В статье анализируются данные литературы, посвященные роли молекулярных обонятельных рецеп-
торов и цАМФ в формировании топографической организации обонятельной сенсорной системы.
Сенсорная информация до передачи ее в мозг организована уже в периферическом отделе по принципу
“один нейрон–один рецептор”, распространяющийся и на гломерулы в обонятельной луковице (ОЛ),
которые подчиняются закону “одна гломерула–один рецептор”. В настоящее время важную роль в
формировании сенсорной карты стали приписывать обонятельным рецепторам, играющим двойную
роль в организации обонятельной системы, поскольку локализуются как в обонятельных жгутиках, так
и в мембране конуса роста аксона одного и того же обонятельного сенсорного нейрона (ОСН), и опре-
деляют мишени для аксонов ОСН в ОЛ. Вместе с тем существуют убедительные доказательства цен-
тральной роли внутриклеточной сигнальной системы цАМФ в развитии сенсорной карты. Методом ге-
нетической мутации с отменой синтеза цАМФ выявили, что аксоны, несущие эту мутацию, никогда не
проникают в гломерулярный слой, а остаются в слое обонятельного нерва. При этом аксоны ОСН на-
целиваются на ОЛ, но не могут сформировать отчетливые и четко определенные гломерулы, многие из
которых становятся гетерогенными, поскольку содержат волокна, принадлежащие ОСН, экспрессиру-
ющим обонятельные рецепторы к разным одорантам. Таким образом, цАМФ, синтезируемый в кон-
чике аксона ОСН, под действием сигналов из ОЛ регулирует экспрессию молекул его навигации к сво-
ей мишени в ОЛ, а также образует интрабульбарные химические и электрические синапсы, формируя
нейронные цепи. Многочисленные клинические и экспериментальные данные позволили заключить,
что патогенетические механизмы развития некоторых психических заболеваний связаны с нарушени-
ем регуляции цАМФ.

Ключевые слова: обонятельные рецепторы, обонятельные сенсорные нейроны, обонятельная луковица,
ринотопическая карта, циклонуклеотид-зависимые каналы, цАМФ
DOI: 10.31857/S0044452923050030, EDN: KKSTPE

Список сокращений
цАМФ – циклический аденозинмонофосфат
ОР – обонятельный рецептор
ОЛ – обонятельная луковица
ОЖ – обонятельные жгутики
ОСН – обонятельные сенсорные нейроны
ОЭ – обонятельный нейроэпителий
АЦ – аденилатциклаза
CNG-каналы – цикло-нуклеотид зависимые ка-

налы
ПК-А – протеинкинала А
PEBP1 – фосфатидилэтаноламин-связывающий

белок 1
ФДЭ – фосфодиэстераза

ВВЕДЕНИЕ
Восприятие запаха осуществляется ОСН, рас-

положенными в обонятельном нейроэпителии
(ОЭ). ОСН экспрессируют специфический для
данной пахучей молекулы (одоранта) ОР. ОСН с
ОР для одного и того же одоранта располагаются
по поверхности ОЭ в одной из зон, внутри которой
они перемешиваются с клетками, экспрессирую-
щими ОР к другим пахучим молекулам, в случай-
ном порядке. Строгий топографический порядок
устанавливается в ОЛ. Аксоны ОСН проецируются
в определенные области ОЛ (гломерулы), где фор-
мируются синапсы с постсинаптическими клетка-
ми. Причем аксоны ОСН, в которых локализуются
ОР к одному и тому же одоранту, посылают проек-
ции на одну и ту же гломерулу, формируя дискрет-
ную сенсорную карту [1–3]. Таким образом, на
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уровне ОЛ образуются нейронные сети, связываю-
щие между собой ОСН с гломерулами, а также раз-
ные гломерулы между собой и ОЛ с центрами более
высокого порядка. Факт того, что аксоны, принадле-
жащие обонятельным клеткам, несущим одинаковые
ОР, конвергируют на специфические гломерулы в
ОЛ и формируют таким образом топографическую
сенсорную карту, установлен давно. Вместе с тем в
настоящее время активно изучаются специфиче-
ские молекулярные механизмы навигации аксонов
к своим мишеням, в которых важную роль выпол-
няют ОР, локализованные в мембране аксонного
холмика ОСН, а также цАМФ, синтезируемый в
этой области клетки и регулирующий процесс хемо-
таксиса аксонов. Поэтому важно знать, какие про-
цессы активируются в кончике аксонов, которые ре-
гулируют синтез рецепторов к молекулам наведения
с участием ОР и цАМФ.

1. ХАРАКТЕРИСТИКА ОБОНЯТЕЛЬНЫХ 
СЕНСОРНЫХ НЕЙРОНОВ

Обонятельная система представляет собой очень
древнюю и эволюционно высококонсервативную
систему. У наземных млекопитающих пахучие моле-
кулы (одоранты) представляют собой летучие, не-
большие (как правило, с молекулярной массой менее
400 Да) и преимущественно органические молекулы,
растворенные в воздухе [4]. В водной среде молекулы
пахучих веществ в основном представляют собой
аминокислоты [2, 3].

Одоранты воспринимаются обонятельными
клетками, расположенными в основном в ОЭ.
В его составе помимо рецепторных имеются базаль-
ные и опорные клетки [5]. ОСН являются первично-
чувствующими (нейросенсорными) рецепторами.
От апикального полюса биполярной обонятельной
клетки отходит дендрит длиной 20–90 мкм и диамет-
ром 0.8–4.0 мкм, который простирается до апикаль-
ной поверхности ольфакторного эпителия. На вер-
шине он образует утолщение – булаву, снабжен-
ную ОЖ. В них экспрессируются ОР, которые
связываются с одорантами и запускают передачу
электрохимического сигнала. От базального полю-
са ОСН начинается тонкий немиелинизирован-
ный и неразветвленный аксон, толщиной 0.1–
0.3 мкм. Он, образуя обонятельный нерв, связыва-
ющий рецепторные клетки с первичными обоня-
тельными центрами, проецируется непосредствен-
но в ОЛ, место начальной обработки обонятельной
информации [4].

2. ОБОНЯТЕЛЬНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ
Согласно современной теории обоняния вос-

приятие запаха начинается с взаимодействия паху-
чей молекулы с молекулярным ОР, преобразую-
щим химические раздражители из внешнего мира в
электрические сигналы. В 1991 г. Buck и Axel кло-

нировали и охарактеризовали подгруппу мульти-
генного семейства ОР, связанных с G-белками
(GPCR), экспрессия которых была ограничена ОЭ
[6–9]. ОР экспрессируются на клеточной поверх-
ности ОЖ, концентрируясь в их дистальной части,
и распознают размер, форму и функциональную
группу одоранта [10–13].

Все больше накапливается данных в пользу ги-
потезы о том, что каждый ОСН экспрессирует
только один тип ОР из репертуара более чем
1000 генов ОР [11]. Считается, что механизмом, ко-
торый обеспечивает экспрессию одного типа ОР в
каждом ОСН, является взаимоисключающая и мо-
ноаллельная экспрессия рецепторных генов. В ре-
зультате такого генетического паттерна экспрес-
сии ОР возникает правило: “один ОСН – один
ОР”. Как было показано методом in situ гибридиза-
ции, ОР экспрессируются в обонятельных клетках
грызунов уже на ранней стадии развития (Е12) не-
зависимо от созревания клетки, когда перифериче-
ский отросток еще не прорастает к апикальной по-
верхности обонятельной клетки, и присутствуют в
ней задолго до возникновения обнаружения запаха
[14]. Но выбранный паттерн экспрессии данного
рецептора сохраняется на протяжении всей жизни
клетки [2, 3].

Вместе с тем у позвоночных значительная часть
семейства генов для ОР является псевдогенами.
На них у гоминидов приходится около 50%, у мышей
и собак – 20%, а у приматов – 25–35% генов ОР [13].
Вероятно, улучшение зрительных возможностей сде-
лало обоняние частично излишним, приводя к инак-
тивации функциональных генов [15]. Кроме того, эти
различия в рецепторных псевдогенах, по-видимому,
отражают поведенческие и экологические различия
обонятельных стимулов среди видов [2, 3].

Следует отметить еще одну функцию ОР. Пока-
зано, что в ОСН мыши они вовлекаются в меха-
низм реакции на механическое воздействие – ра-
нее неизвестный механизм механотрансдукции.
Полагают, что ОР, связанные с G-белком, облада-
ют функцией механических датчиков, которые
устанавливают молекулярный механизм, посред-
ством которого афферентный сигнал, связанный с
дыханием, поступает из полости носа к мозгу, что-
бы синхронизировать активность дельта/тета-диа-
пазона в определенных участках мозга с дыханием
[16]. Таким образом, ОР могут быть полимодаль-
ными, выполняя роль не только химических, но и
механических датчиков. Следовательно, в обоня-
тельной сенсорной системе может кодироваться
как информация о запахе, так и о воздушном пото-
ке, которая поступает от ОСН, которые экспресси-
руют рецепторы с разной чувствительностью к за-
пахам и механическим раздражителям [16, 17].
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3. МЕХАНИЗМ ОБОНЯТЕЛЬНОЙ 
ТРАНСДУКЦИИ

Сигнальный каскад, запускаемый запахами, хо-
рошо охарактеризован (рис. 1). Одоранты, связы-
ваясь с ОР в мембране ОЖ ОСН, активируют кас-
кад обонятельной трансдукции, который осу-
ществляется через сопряженный с ольфакторным
рецептором G-белком [18]. В ОЭ идентифициро-
ван специфический для обоняния Golf-белок. ОЖ
обогащены им главным образом в дистальной ча-
сти, и, хотя его свойства сходны со стимуляторны-
ми G-белками в других тканях, он является особой
разновидностью для ОЭ. Golf-белок обладает уни-
кальной для ольфакторного G-протеина конфигу-
рацией ГТФ-связывающего сайта, а его альфа-
субъединица способна стимулировать аденилат-
циклазу (АЦ) [2, 13, 19–21].

Golf представляет собой периферический белок
цилиарной плазматической мембраны, гетеротри-
мер, состоящий из альфа-, бета- и гамма-субъеди-
ниц [22, 23].

Белком-мишенью для Golf-белка в каскаде оль-
факторной трансдукции является аденилатцикла-
за. У млекопитающих клонировано и охарактери-
зовано около 9 близкородственных изоформ аде-
нилатциклаз (АЦ). В ОЖ помимо АЦ 3-го типа
(АЦ-3) экспрессируются АЦ 2-го типа (АЦ-2) и
АЦ 4-го типа (АЦ-4) [24, 25]. Они активируются
различными (непахучими) стимулами. Однако
именно АЦ-3 является ключевым ферментом,
участвующим в продукции циклического адено-
зинмонофосфата в обонянии. Впервые ее обнару-
жили именно в ОЭ, где она локализуется в ОЖ [26].

Активированная АЦ-3 гидролизует АТФ, синтези-
руя цАМФ (рис. 1) [18, 27–30].

Вместе с тем роль АЦ-3 не сводится к прямому
участию в процессе восприятия запаха в качестве
компонента механизма обонятельной трансдук-
ции. Свое влияние на обонятельную рецепцию
этот фермент способен оказывать косвенным пу-
тем, поддерживая структуру ОЖ. В частности,
опыты на нокаутных мышах обнаружили, что АЦ-
3 вовлекается в регуляцию длины ОЖ, и удаление
АЦ-3 нарушает целостность цилиарной структуры,
модулируя жгутиковую архитектуру в ОСН [31].
Таким образом, помимо основного компонента в
механизме обонятельной трансдукции АЦ-3 игра-
ет незаменимую роль в постнатальном созревании
ОСН и поддержании ультраструктуры ОЖ у грызу-
нов в течение всего взрослого периода [32, 33]. Де-
фекты в структуре или функции ОЖ приводят к тя-
желым сенсорным нарушениям, проявляющимся в
аносмии. Поэтому для терапевтического лечения
обонятельных нарушений важно понимать, как в
ОСН регулируются цилиарная архитектура (т.e.
длина и/или форма) и функция [34, 35]. Одним из
таких приемов может быть, вероятно, регуляция
активности АЦ-3.

В процессе обонятельной трансдукции в резуль-
тате гидролиза АТФ синтезируется цАМФ (рис. 1).
Он получил характеристику вездесущего вторич-
ного мессенджера, поскольку выполняет разнооб-
разные функции в клетках. Этот циклонуклеотид
способен регулировать большое количество кле-
точных процессов, включая важные механизмы
поддержания клеточного гомеостазиса, активность
различных ферментов, а также ряд специфических
функций, связанных с сокращением и расслабле-

Рис. 1. Схема обонятельной трансдукции. Схема ОСН и схема цАМФ-опосредованного каскада трансдукции в мембране
обонятельных жгутиков.
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нием мышц, секрецией желез, пластичностью ней-
ронов, иммунным ответом, клеточной пролифера-
цией и апоптозом [36–40]. В ОСН цАМФ в зависи-
мости от своей концентрации может определять
морфологию и сохранение ОЖ. Большую роль при
этом играет способность цАМФ поддерживать ба-
зальные внутрицилиарные уровни (0.1–0.3 мкм) в
отсутствие обонятельной стимуляции [41]. Полага-
ют, что базальная продукция цАМФ связана с по-
следующей транскрипцией генов, сопряженных со
жгутиками, что, в свою очередь, регулирует их мор-
фологию, а следовательно, и механизм обонятель-
ной трансдукции [31].

Из вышеизложенного следует, что цАМФ обла-
дает плейотропными эффектами. Как в таком слу-
чае достигается специфичность передачи сигналов
в различных типах клеток, включая ОСН, способ-
ная вызывать характерный и соответствующий
клеточный ответ? Поскольку константа диффузии
цАМФ находится в диапазоне 270–780 мкм2/с,
цАМФ считался мессенджером дальнего действия,
способным распространяться на большие расстоя-
ния и передавать информацию в отдаленные места.
В настоящее время считают, что этот циклический
нуклеотид действует в пределах отдельных субкле-
точных доменов, которые ограничивают его диф-
фузию [42, 43].

В обонятельной трансдукции цАМФ выполняет
миссию внутриклеточного мессенджера, и его де-
фицит приводит к многообразным нарушениям
обонятельной функции [44]. Это означает, что для
поддержания нормального процесса восприятия
запаха необходимо регулировать уровень внутри-
цилиарного цАМФ, который зависит как от его
синтеза, так и от деградации (рис. 1). Как известно,
функцию поддержания внутриклеточных градиен-
тов цАМФ выполняет фосфодиэстераза (ФДЭ),
которая так же, как АЦ-3 и цАМФ, вовлекается в
механизм обонятельной трансдукции [42, 45].

Таким образом, в ходе обонятельной рецепции
стимуляция Golf-белка, сопряженного с ОР, акти-
вируя АЦ-3, продуцирует цАМФ. Увеличение его
содержания деполяризует рецепторные нейроны
посредством открытия циклонуклеотид-зависи-
мых каналов (CNG-каналов) в цилиарной мембра-
не. Было показано, что они играют решающую
роль в обонянии. В результате их открытия входящий
ток ионов кальция инициирует Ca2+-зависимый ток
Cl-, усиливающий деполяризацию, вызванную Са2+.
Результирующая деполяризация генерирует локаль-
ный рецепторный потенциал, способный с декре-
ментом распространяться к аксону ОСН [17, 46].

Механизм усиления сигнала имеет важное зна-
чение для увеличения обонятельной чувствитель-
ности, ведь в интактных обонятельных жгутиках
продукция цАМФ невелика (максимально около
200 000 молекул на стимул на клетку). Это означа-
ет, что обонятельные клетки обладают низким уси-

лением в энзиматическом каскаде, невыгодным
для сигнальной трансдукции, но этот уникальный
механизм, как полагают, необходим для снижения
потерь АТФ. Однако образование небольшого ко-
личества вторичных посредников в обонятельных
клетках не уменьшает эффективности процесса
внутриклеточной сигнализации. С одной стороны,
большой вклад вносят ОЖ, имеющие высокое от-
ношение объема к поверхности. За счет жгутиков
плотность рецепторной поверхности ОЭ у быка со-
ставляет 20 см3/см2. С другой стороны, в обонятель-
ную трансдукцию вовлекается нелинейное усиление
благодаря последовательному открытию CNG-кана-
лов и Са2+-зависимых Cl–каналов, используя Са2+ в
качестве третичного посредника [47].

Возникающий в дистальной области ОЖ рецеп-
торный потенциал, распространяясь по ОСН, ге-
нерирует потенциал действия в аксонном холмике
ОСН, и нервные импульсы распространяются в
ОЛ. Аксоны ОСН образуют прямые проекции из
ОЭ в ОЛ, где они конвергируют на гломерулы. Из
ОЛ аксоны нейронов второго порядка посылают
прямые проекции в ипсилатеральную пириформ-
ную и энторинальную кору, миндалину, гиппо-
камп и орбитофронтальную кору.

4. ТОПОГРАФИЯ ОБОНЯТЕЛЬНОЙ 
СЕНСОРНОЙ СИТЕМЫ

Ринотопическая карта в ОЭ

У грызунов в основном ОЭ лишь малая часть от
всей популяции ОСН реагирует на один и тот же
одорант. Так, исследования с помощью in situ ги-
бридизации показали, что как у рыб, так и у грызу-
нов, ген каждого ОР экспрессируется в небольшой
клеточной фракции. Три различных субсемейства
генов для ОР обнаружены только в 0.1–0.2% клеток
[48]. На изолированных обонятельных клетках
тритона методом пэтч-клэмп выявили, что из
1569 тестируемых клеток только 1.6% реагировали
на лилиаль, а из 896 ОСН только 1.7% – на лираль.
Из общего числа рецепторных клеток ОЭ клетки,
чувствительные к лиралю и лилиалю, занимают
около 2% [49]. Это означает, что рецепторные ней-
роны, реагирующие на один и тот же запах, зани-
мают небольшую часть от всех рецепторных клеток
в составе ОЭ. Методами генетического анализа при
гибридизации in situ с использованием зондов, спе-
цифических к ОР, в эпителии носа крысы были то-
пологически идентифицированы обонятельные
клетки, специфически экспрессирующие опреде-
ленный подтип мембранного рецептора [50].

Топографически группы сенсорных нейронов,
экспрессирующих один и тот же ОР, располагают-
ся в больших, но ограниченных зонах вдоль дорсо-
медиальной и вентролатеральной эпителиальной
оси. Внутри одной зоны ОСН, экспрессирующие
разные ОР, смешиваются [2, 3], образуя простран-
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ственные группы. В этих зонах выделяют дополни-
тельные ОР I и II класса, причем ОР II класса экс-
прессируются по всей поверхности ОЭ, тогда как
экспрессия ОР I класса ограничивается дорсаль-
ной частью ОЭ [1]. То есть, обонятельные клетки,
имеющие ген одного и того же рецептора, окруже-
ны обонятельными клетками с геном другого ОР, и
эти группы не перемешиваются между зонами.
В результате уже на уровне ОЭ создаются условия,
обеспечивающие в дальнейшем проецирование ак-
сонов, принадлежащих ОСН с ОР к данному одо-
ранту, в определенную зону ОЛ. Следовательно, на
поверхности ОЭ рецепторные клетки образуют
“пространственные карты запахов” [48]. Таким об-
разом, сенсорная информация до передачи ее в
мозг организована в периферическом отделе, по-
скольку определенной зоной ограничены рецеп-
торные клетки, реагирующие на свой специфиче-
ский пахучий стимул [51, 52].

Таким образом, ОЭ представляет собой мозаику
ОР, реагирующих на различные одоранты. Экс-
прессия ОР является непрерывной и перекрывает-
ся в различных зонах по всей дорсомедиальной и
вентролатеральной оси ОЭ [2, 3]. При этом ОЖ
разных клеток могут перекрываться. Поэтому в
пределах одной зоны цилиарная сеть может содер-
жать сложный ассортимент ОР, принадлежащих
различным ОЖ.

Топография обонятельной луковицы
Как было отмечено, уже на уровне ОЭ создают-

ся условия, обеспечивающие проецирование аксо-

нов, принадлежащих ОСН с ОР к данному одоран-
ту, в определенную зону ОЛ. В результате в ней до-
стигается пространственный порядок (рис. 2).
Здесь аксоны нейронов, экспрессирующих один и
тот же ОР, конвергируют, образуя синапсы с постси-
наптическими клетками в гломерулах на медиальной
и латеральной стороне каждой ОЛ. Конвергенция
подобных аксонов с образованием гломерул в ОЛ бы-
ла напрямую визуализирована посредством направ-
ленного мутагенеза на генетически модифициро-
ванной линии мышей P2-IRES-Tau-LacZ. У этой
линии эндогенный P2-ОР коэкспрессировался с
репортерным геном Tau-lacZ, в результате легко
идентифицировались P2-нейроны в ОЭ и соответ-
ствующих гломерулах в ОЛ [53]. В последующих
исследованиях замена Tau-LacZ зеленым флуорес-
центным белком (GFP) позволила напрямую визу-
ализировать ОСН и соответствующие гломерулы
[2]. Таким образом, на уровне ОЛ происходит про-
странственное разделение сенсорных афферентов,
организуя обонятельную топографическую карту,
которая определяет качество и интенсивность сен-
сорных стимулов [54]. А принцип “один нейрон–
один рецептор” распространяется и на гломерулы,
которые подчиняются закону “одна гломерула–
один рецептор”. В результате такой организации
отличительной чертой зрелых гломерул является
то, что они образованы исключительно волокна-
ми ОСН, экспрессирующими один и тот же ОР.
Такие гломерулы обозначают как гомогенные
клубочки [52, 55].

Гломерулу определяют как функциональную
единицу, которая обрабатывает сенсорную инфор-

Рис. 2. Ринотопическая карта в ОЭ (olfactory epithelium). Проекции ОСН (olfactory sensory neurons) на ОЛ (olfactory bulb).
ОСН (olfactory sensory neurons), экспрессирующие данный ОР (обозначены каплями одинакового цвета), ограничены од-
ной из частично перекрывающихся зон, в которых ОЭ делится вдоль дорсо-вентральной (DV) оси. Внутри каждой зоны
ОСН (olfactory sensory neurons), экспрессирующие разные ОР (обозначены каплями разных цветов), перемешаны.
ОСН (olfactory sensory neurons), экспрессирующие ОР того же типа, образуют гломерулы (заштрихованные круги того же
цвета, что и соответствующие ОСН (olfactory sensory neurons)) в специфических локусах ОЛ (olfactory bulb). Имеется со-
ответствие между зональной организацией эпителия по ходу дорсо-вентральной (D-V) оси [2].

OLFACTORY EPITHELIUM (MOE) OLFACTORY BULB (OB)
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Homogeneous
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мацию, связанную с тем ОР, который экспрессиру-
ется в ОСН, посылающим свой аксон в данную
гломерулу. Эти функциональные единицы образуют
“обонятельные колонки”, в которых пространствен-
ная сегрегация сенсорных афферентов формирует
топографическую карту OЛ (рис. 2) [1, 2, 56, 57].

В экспериментах по функциональной визуали-
зации выявили, что одорант кодируется простран-
ственным паттерном активированных гломерул в
соответствии с архитектурой топографической
карты и характером комбинаторного кода [58, 59].
Следовательно, для правильного кодирования за-
пахов необходимы конкретное расположение и ор-
ганизация гломерул на карте OЛ (рис. 2). А это, в
свою очередь, связано с тем, что каждый клубочек
получает информацию только от одного типа ОР, и
его спектр реакций на запах определяется лиганд-
связывающими свойствами этого рецептора в ОСН
[1]. Из этого следует, что гломерула является цен-
тральным представителем различных ОР с высо-
кой специфичностью в организации ольфактор-
ных проекций и функциональной специализаци-
ей. ОР занимают определенные области в ОЛ и
тесно вовлекаются в механизмы формирования
этого паттерна проекции. Полагают, что ОР обес-
печивают навигацию конуса роста аксонов в ОЛ
[53, 60].

Поскольку ОСН, которые экспрессируют один
и тот же рецептор, с исключительной точностью
конвергируют к специфическим клубочкам на по-
верхности ОЛ: один на медиальной и один на лате-
ральной стороне каждой ОЛ, пространственный
порядок в ней достигается быстро. Этот паттерн
конвергенции аксонов формирует анатомическую
основу обонятельной сенсорной карты [11].

Таким образом, информация о молекуле одо-
ранта обрабатывается локальными нейрональны-
ми цепями, в которых участвуют синаптические
взаимосвязи внутри гломерулы, а также между ни-
ми в ОЛ. Образованное внутрибульбарное звено
обеспечивает второй уровень топографии ОЛ [2, 3].

Из вышесказанного следует: фундаментальным
шагом в обонятельном кодировании считают пре-
образование молекулярных характеристик одоран-
та в пространственную карту активности нейро-
нов. Суть процесса кодирования информации о за-
пахе заключается в том, что вызываемая пахучим
стимулом активность рецепторных нейронов, рас-
пределенных по всему ОЭ, трансформируется в
пространственно организованный паттерн входа в
гломерулы ОЛ. Далее эта карта ввода, вероятно,
преобразуется синаптической обработкой внутри
клубочков и между ними по мере того, как обоня-
тельная информация передается на нейроны вто-
рого порядка (выходные) в ОЛ [59]. Полагают, что
изменение эффективности дендро-дендритиче-
ских синаптических соединений между специфи-
ческими подгруппами митральных и пучковых

клеток может быть одним из основных механизмов
обонятельной памяти.

5. МЕХАНИЗМЫ, ЛЕЖАЩИЕ В ОСНОВЕ 
ФОРМИРОВАНИЯ СЕНСОРНОЙ КАРТЫ

Роль обонятельных рецепторов

В настоящее время на основе серий генетиче-
ских экспериментов важную роль в формировании
сенсорной карты стали приписывать ОР. Было по-
казано, что для создания топографической карты
качества запаха ольфакторные нейроны, экспрес-
сирующие данный ОР, посылают свои проекции
точно к 2 из 1800 гломерул в ОЛ. Но делеции или
non-sense мутации в гене ОР Р2 приводят к блужда-
нию аксонов этих клеток. Они отклоняются от сво-
его маршрута, а не сходятся на конкретной гломе-
руле. При замещении гена P2 кодирующей обла-
стью гена P3 приводят к проекции аксонов P3 → P2
на гломерулу клубочкового слоя Р3 дикого типа.
Следовательно, изменения последовательности
ОР приводят к изменению конвергенции сенсор-
ных нейронов и нарушению сенсорной карты [51,
61]. Таким образом, рецептор одоранта играет ин-
формативную роль в установлении топографиче-
ской карты.

Согласно современным представлениям, одни и
те же ОР локализуются как в ОЖ ОСН, так и в мем-
бране конуса роста аксона этого рецепторного ней-
рона. Доказательством этого послужили иммуно-
гистохимические исследования и исследования с
двойным мечением с использованием линий
трансгенных мышей. На серийных срезах ОЛ ли-
ний mOR37-трансгенных мышей эксперименты с
двойной меткой показали, что отдельные иммуно-
реактивные клубочки соответствуют гломерулам,
на которые нацелены нейроны, экспрессирующие
определенный член подсемейства рецепторов
mOR37. Эти данные указывают на то, что белки ОР
действительно присутствуют в аксональных от-
ростках и ОЖ обонятельных нейронов. Таким об-
разом, получены убедительные подтверждения
представлений о том, что ОР участвуют в молеку-
лярных процессах, лежащих в основе нацеливания
обонятельных аксонов на ОЛ. Следовательно, оль-
факторные рецепторы, расположенные в разных
областях обонятельной клетки, обладают разными
функциями: обнаруживают запахи в ОЭ и обеспе-
чивают электрохимическое сопряжение для после-
дующей генерации потенциалов действия, распро-
страняющихся в ОЛ, тогда как эти же ОР на аксо-
нальном конусе роста, определяют мишени для
аксонов ОСН в ОЛ [62].

Конус роста ОСН рассматривают как автоном-
ный компартмент, где локально транслируются и
экспрессируются молекулы, участвующие в нави-
гации аксона, наделяя окончание аксона способ-
ностью быстро реагировать на сигналы, встречаю-
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щиеся на пути к его цели. Поэтому уникальная
особенность организации обонятельной системы
состоит в том, что ОР в ней играют двойную роль
[2, 3, 63].

Механизм, лежащий в основе роли ОР в навига-
ции аксона, изучен недостаточно. В одной из моде-
лей предполагают, что ОР функционирует как рецеп-
тор наведения аксонов, способный распознавать мо-
лекулярные сигналы, происходящие из клеток в ОЛ,
предоставляя аксону информацию для хемотакси-
са. Согласно другой модели, для конвергенции
сходных аксонов с образованием клубочков в спе-
цифических локусах в ОЛ в первую очередь необ-
ходимо создать взаимодействие между аксонами,
экспрессирующими один и тот же ОР (гомотипи-
ческими аксонами). Полагают, что обе эти модели
могут сосуществовать, но, возможно, на разных
этапах процесса регуляции аксонального наведе-
ния. На разных стадиях могут доминировать раз-
ные механизмы [11].

Сигнальный путь, связанный с цилиарными
ОР, хорошо известен. Он вовлекает цАМФ и Ca2+.
Функциональные характеристики ОР на аксональ-
ных конусах роста стали исследовать гораздо поз-
же. Пространственно-временной анализ динами-
ки цАМФ и Ca2+ в ОСН in vitro и in situ выявил, что
ольфакторные рецепторы в конусе роста, так же,
как и в ОЖ, способны связывать запахи и активи-
ровать аналогичный механизм трансдукции, во-
влекающий стимуляцию АЦ-3, синтез цАМФ, ко-
торый обеспечивает приток Ca2+ через CNG-кана-
лы. Однако в этой зоне ОСН ионы кальция
включаются в процесс экзоцитоза медиатора глу-
тамата, а локальное повышение цАМФ иницииру-
ет активацию и транслокацию протеинкиназы А
(ПК-А) в ядро. Эти данные свидетельствуют также
о том, что Ca2+ и цАМФ, связанный с ОР аксонов,
может оказывать свое действие в двух разных ме-
стах. Во-первых, локально, регулируя динамику
цитоскелета для модуляции удлинения и поворота
конуса роста аксона. Во-вторых, в ядре, посредством
активации ПK-A для регулирования экспрессии мо-
лекул, участвующих в процессе наведения аксонов
[11, 64]. Таким образом, были определены функцио-
нальные свойства ОР на конусе роста. Они играют
роль в конвергенции аксонов и формировании
сенсорной карты.

Эти данные свидетельствуют о том, что цАМФ,
образующийся в результате активации ОР в аксо-
нах, может оказывать свое действие в двух разных
местах: локально, в области пресинапса, и в ядре
[65]. Полагают, что локальный синтез цАМФ, ини-
циируемый аксональными ОР, указывает на роль
цАМФ в регуляции наведения аксонов, поскольку
Gs-опосредованные сигналы цАМФ регулируют
транскрипцию генов, кодирующих молекулы наве-
дения аксонов, которые, в свою очередь, определя-
ют расположение клубочков. Известно, что эти

вторичные мессенджеры играют ключевую роль в
удлинении и повороте аксонов в нескольких систе-
мах, включая обонятельную [26, 33, 66].

Топографическое строение ОЛ требует четкого
соответствия между ОСН, экспрессирующими
данный ОР, со специфической гломерулой в оль-
факторной луковице. Таким образом, формирова-
ние обонятельной карты зависит от тесной коорди-
нации между экспрессией определенных навига-
ционных молекул и определенных ОР. Однако
механизм активации и функции рецептора запаха
на конце аксона до сих пор неизвестен. Полагают,
что существуют различные, специфические для
мишени наборы рецепторов наведения, экспрес-
сируемых в каждой категории нейронов [67].
Утверждают, что аксональные ОР могут действо-
вать как сигналы наведения аксонов, активируясь
молекулами, экспрессируемыми в ОЛ. Первым
предполагаемым лигандом для них методом масс-
спектрометрии был идентифицирован фосфатидил-
этаноламин-связывающий белок 1 (PEBP1).
PEBP1 представляет собой небольшую молекулу
(около 21 кДа), экспрессирующуюся в нейронах и
ненейрональных клетках во многих областях мозга
[61, 68]. В ОЛ мышей и крыс PEBP1 локализуется в
основном в перигломерулярных клетках, взаимо-
действующих с входящими сенсорными аксонами.
Свидетельством того, что PEBP1 является лиган-
дом для аксональных ОР, послужили данные, в ко-
торых было показано, что его аппликация на кон-
чик аксона ОСН и клетки HEK, экспрессирующих
специфические ОР, вызывала в этой области уве-
личение содержания Ca2+. Однако несмотря на то,
что получены убедительные доказательства непо-
средственного участия аксональных ОР в навига-
ции аксонов ОСН к их мишени [68], непонятно,
являются ли они одорантами для этих ОР, и нет
сведений о том, синтезируются ли подобные сиг-
нальные молекулы, обладающие аналогичным за-
пахом, в обонятельной слизи. То есть пока остается
неясным, как это происходит на молекулярном
уровне.

Полагают, чтобы управлять нацеливанием аксо-
на ОСН, ОР взаимодействуют с несколькими мо-
лекулярными сигналами наведения. При этом ОР
играют инструктивную роль в формировании сен-
сорной карты, в которой необходимо не только
найти место для аксонов, экспрессирующих оди-
наковые ОР, но расположить эти гломерулы в
определенном порядке в ОЛ. В этом процессе
участвуют такие лиганды, как эфрины, особенно
эфрин А3 и А5, и соответствующие им рецепторы
Eph, а также рецептор Neuropilin1 (Nrp1) и его ли-
ганд Semaphorine3A (Sema3A). Они экспрессиру-
ются на конусе роста аксонов ОСН и определяют
гломерулярную локализацию вдоль переднезадней
бульбарной оси [2, 66]. Сигналами для навигации
ОСН вдоль дорсо-вентральной оси служат молеку-
лы Robo-2-Slit-1. Robo-2, рецептор хеморепеллен-
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тов Slit, экспрессируется с высоким дорсомедиаль-
ным и низким вентролатеральным градиентом в
ОЛ. Slit-1-Robo2 способствуют дорсальному наце-
ливанию ОСН. Slit-1 и Slit-3 необходимы для пра-
вильной иннервации вентральных бульбарных об-
ластей [2]. Neuropilin2 (Nrp2)-Semaphorine3F (Se-
ma3F) также направляет аксоны к дорзальной
области ОЛ [2]. Известно, что эти молекулы дей-
ствуют как сигналы наведения аксонов для не-
скольких типов нейронов во время развития [69].

Необходимо отметить, что способность к про-
странственной сегрегации сенсорных афферентов
вдоль переднезадней оси сильно коррелирует с
экспрессией определенного типа ОР. ОСН, экс-
прессирующие один и тот же ОР, конвергируют с
образованием гломерул на определенной стороне
(медиальной или латеральной) каждой ОЛ. Таким
образом, формируются две симметричные карты
клубочков [2, 3]. Глобулярное расположение вдоль
дорсо-вентральной оси ОЛ определяется местом
ОСН в ОЭ. То есть ОСН, расположенные в самой
дорсальной эпителиальной зоне, проецируют свои
аксоны на самую дорсальную бульбарную часть, а
ОСН в самой вентральной области ОЭ проецируют
аксоны в вентральную область OЛ [48, 70, 71].

Таким образом, формирование обонятельной
карты представляет собой многоэтапный процесс.
Для этого процесса необходимы молекулы клеточ-
ной адгезии, экспрессия которых коррелирует с
экспрессией ОР. Ими оказались молекулы адгезии
Kirrel2/Kirrel3 и лиганды Ephrin-A и EphA. Они
участвуют в конечном процессе привлечения аксо-
нов, экспрессирующих один и тот же рецептор, для
формирования индивидуальных гломерул [52].

Следует отметить, что в механизме наведения
аксонов ОР играют инструктивную роль, дальней-
шую функцию на себя берет цАМФ. Он активирует
ПК-А, транслоцирующуюся в ядро для синтеза мо-
лекулярных рецепторов, реагирующих с молекула-
ми наведения и молекулами адгезии. цАМФ в ко-
нусе роста, как уже отмечалось, синтезируется в
результате активации ОР, расположенного в этой
области ОСН. Доказано, что ОР в ОЖ и кончике
аксона аналогичны. Однако пока неясно, если
этим лигандом является тот же одорант, который
активирует ОР на ОЖ, то как он оказывается в об-
ласти конуса роста?

Область-мишень в ОЛ в значительной степени
определяют факторы навигации, связанные с эпи-
телиальной областью или “зоной”, в которой экс-
прессируется ОР. Если эти условия нарушаются на
уровне рецепторного аппарата, это может привести
к неправильному формированию нейронных свя-
зей в центральных отделах обонятельной сенсор-
ной системы, а, следовательно, к нарушению обо-
няния. Возможно, этим можно объяснить ослабле-
ние обоняния вплоть до его отсутствия у людей,
перенесших COVID-19. С одной стороны, у них

преобладают незрелые рецепторные нейроны в
ОЭ, а следовательно, меньше экспрессируется ОР.
С другой стороны, у них может нарушаться синтез
факторов наведения [72].

Как уже было сказано выше, ОР играют две раз-
ные роли в функционировании ОСН: обнаружива-
ют пахучие молекулы и определяют выбор аксо-
нов-мишеней в ОЛ. Таким образом, ОР не только
преобразовывают химические раздражители из
внешнего мира в электрические сигналы, но и
определяют передачу этой информации в мозг, на-
правляя формирование нейронной цепи в ОЛ по-
средством хемотаксиса кончика аксона в градиенте
концентрации хемоаттрактанта. Следует отметить,
что ОР как “хемосенсорный рецептор” функцио-
нирует также в сперме, где он модулирует движе-
ния жгутиков, влияющие на хемотаксис спермато-
зоидов [73, 74]. ОР участвует в хемотаксисе самих
ОЖ, увеличивая вероятность взаимодействия с
одорантом, а, следовательно, обонятельную чув-
ствительность [11, 17, 63]. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что хемотаксические функции ОР со-
храняются и, таким образом, используются не-
сколькими системами для регуляции процессов,
включающих подвижность и навигацию [75]. Од-
нако процесс формирования обонятельной топо-
графической карты эффективен, если имеются для
этого важные условия – аминокислотная последо-
вательность OР, уровень экспрессии рецепторного
белка и время его экспрессии, которые являются
важными детерминантами сортировки. Для кон-
вергенции аксонов ОСН в гломерулах необходимо
также сопряжение ОР с G-белком [34]. Нарушения
сортировки аксонов в ОЛ, связанные с мутацией
Golf, могут приводить к дисфункции обоняния. Ве-
роятно, это может являться одной из причин
ослабления обоняния при шизофрении, при кото-
рой мутирует Golf [76, 77].

Таким образом, уникальной особенностью ор-
ганизации обонятельной системы является двой-
ная роль ОР: они улавливают запахи в эпителии
носа и играют инструктивную роль в конвергенции
аксонов ОСН в специфических локусах, т.е. гломе-
рулах ОЛ.

Роль цАМФ

Факт того, что аксоны, принадлежащие обоня-
тельным клеткам, несущим одинаковые ОР, кон-
вергируют на специфические гломерулы в ОЛ и
формируют таким образом топографическую сен-
сорную карту, установлен давно. Вместе с тем в на-
стоящее время активно изучаются специфические
молекулярные механизмы навигации аксонов к
своим мишеням. Помимо роли, которую играют в
этом процессе ОР, локализованные в аксонном
холмике, внимание исследователей к хемотаксису
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аксонов привлекает участие цАМФ, синтезируе-
мого в этой области ОСН.

Из вышеизложенного следует, что внутрикле-
точный сигнальный путь на конусе роста аксонов
аналогичен таковому на ОЖ [11, 61, 63, 64, 68, 78].

Существуют убедительные доказательства цен-
тральной роли цАМФ в развитии сенсорной карты
[33, 79, 80]. Методом генетической мутации с отме-
ной синтеза цАМФ выявили, что аксоны, несущие
эту мутацию, никогда не проникали в гломеруляр-
ный слой, а оставались в слое обонятельного нерва.
Эта линия мышей была полностью лишена обоня-
ния, и у них было изменено слияние сенсорных ак-
сонов с образованием гломерул. Формирование и
организация клубочков нарушались таким обра-
зом, что аксоны ОСН нацеливались на ОЛ, но не
могли сформировать отчетливые и четко опреде-
ленные гломерулы. Кроме того, многие клубочки
были гетерогенными, поскольку содержали волок-
на, принадлежащие ОСН, экспрессирующим ОР к
разным одорантам [66, 80, 81].

Это означает, что цАМФ, синтезируемый в кон-
чике аксона ОСН под действием сигналов из ОЛ,
регулирует экспрессию молекул его навигации к
своей мишени в ОЛ [33, 81]. Одним из источников
бульбарных сигналов, как полагают, являются ран-
ние дифференцирующиеся проекционные нейро-
ны, митральные клетки [82]. Каким образом
цАМФ регулирует направленное движение аксона
в градиенте концентрации хемоаттрактанта, т.e.
хемотаксис аксона? Одним из предлагаемых спе-
цифических механизмов регуляции аксонального
хемотаксиса является регуляция посредством изме-
нения уровней цАМФ. Таким путем регулируются
транскрипция и экспрессия таких молекул наведе-
ния аксонов, как Nrp1 и Sema3A, Kirrel2/3, эфрин-
A/EphA [1, 78, 83]. При этом ОСН, экспрессирующие
разные ОР, могут содержать разные уровни цАМФ.
Именно от этого будет зависеть экспрессия тех мо-
лекул наведения, которые будут нацеливать аксо-
ны в заданном направлении: по переднезадней или
дорсо-вентральной оси ОЛ [84]. Процессы тран-
скрипции осуществляются в ядре. Выше уже гово-
рилось о том, что помимо локального действия
цАМФ может функционировать на ядерном уров-
не. Активация аксональных ОР и повышение
уровней цАМФ на кончике аксона активируют
транслокацию ПК-А в ядро. Здесь этот ключевой
фермент цАМФ-сигнального пути регулирует экс-
прессию генов молекул навигации аксона [11, 63].

Таким образом, цАМФ играет центральную
роль в установлении нейронных связей в ОЛ. Если
будут созданы соответствующие связи, нейрон
продолжит свое созревание и выживет. Однако ес-
ли соединения не установлены, возможно, из-за
неправильного нацеливания, нейрон погибает под
действием каспазы-8 [11].

Вместе с тем необходимо учитывать и то обсто-
ятельство, что ОСН живут около 35 дней и погиба-
ют. Затем пул рецепторных клеток восстанавлива-
ется из базальных клеток. То есть ОЭ подвергается
нейрогенезу на протяжении всей жизни [85, 86].
Поэтому для организации обонятельной топогра-
фической карты важен контроль за ее постоянным
уточнением. Этот процесс регулируется сложным
взаимодействием между активностью нейронов и
молекулярными сигналами. Суть его заключается в
том, что экспрессию рецепторов на поверхности
растущих аксонов контролирует активность ОСН.
Это позволяет аксонам дифференцированно изме-
нять свои реакции на различные молекулы адгезии
и наведения, экспрессируемые на аксонах, глии,
внеклеточном матриксе и внутри ОЛ [84]. Нейрон-
ная активность, вызываемая стимуляцией одоран-
том, служит для непрерывного уточнения гломеру-
лярной карты, тем самым предотвращая накопле-
ние ошибок навигации [87]. Однако вызванная
запахом нейронная активность оказывает лишь
ограниченное влияние на конвергенцию на клу-
бочки, и, следовательно, на топографию ОЛ [11].
Она не оказывает существенного влияния на фор-
мирование сенсорной карты, что продемонстриро-
вано в экспериментах на нескольких трансгенных
линиях мышей, несущих генетические мутации та-
ких ключевых элементов пути обонятельной тран-
сдукции, как CNG-каналы [78, 88] или Golf [89].
При мутации в генах, кодирующих CNG-каналы и
Golf, исчезают реакции на одоранты, но синтез
цАМФ сохраняется, обеспечивая нормальное раз-
витие сенсорной карты. Из этого следует, что если
в ОСН сохраняется способность продуцировать
цАМФ, то сохраняется возможность организации
бульбарной топографической карты.

Оказалось, что важную роль в уточнении и под-
держании топографической организации ОЛ игра-
ет спонтанная афферентная активность [63, 90–
92]. Было установлено, что она играет важную роль
не только в развитии, но и в поддержании топогра-
фии ОЛ и в обработке сенсорной информации [52,
90]. Нарушение спонтанной афферентной активно-
сти изменяет исходное нацеливание аксонов обоня-
тельных клеток на ольфакторную луковицу [11].

Источником спонтанной активности служит
наличие электропроводности в ОСН в “покое”.
Известно, что мембраны ОСН земноводных в от-
сутствие пахучей стимуляции (“покой”) обладают
электропроводностью порядка 158 пСм, которая
обусловлена проницаемостью для ионов калия и
кальция [93, 94]. В мембране ОСН обнаружены
4 типа K+-каналов с разной электропроводностью
[95]. Однако от 20 до 40% электропроводности ци-
лиарной мембраны связаны с токами, текущими
через CNG-каналы, открытыми в “покое”. В изо-
лированных нестимулируемых обонятельных
клетках рыб, лягушек, крыс генерируются спон-
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танные потенциалы действия с частотой 100 в
1 мин. С ними связывают чувствительность к сла-
бым стимулам [93]. Показано, что в “покое” ОЖ
двигаются. У земноводных движения совершаются
с участием механочувствительных, потенциал-
зависимых и CNG-Са-каналов, открытых в от-
сутствие одорантов [17]. При этом спонтанная
активация ОР в спонтанной активности ОСН не
участвует. Эксперименты на специально создан-
ной трансгенной линии мышей, экспрессирую-
щих бета-адренергические рецепторы, доказали,
что спонтанная активность ОСН поддерживает-
ся цАМФ [96].

Таким образом, в покоящихся ОСН, вероятно,
благодаря двигательной активности ОЖ поддер-
живается определенный уровень цАМФ, участвую-
щий в уточнении и поддержании топографической
организации ОЛ [97].

Нейронные сети в ОЛ

В ОЛ образуются специфические связи, необхо-
димые для нормальной работы мозга. В ней инфор-
мация о запахе, закодированная в обонятельной
карте, обрабатывается в локальных нейронных це-
пях, а затем передается митральными и пучковыми
клетками в различные области обонятельной коры.

Развитие обонятельной карты регулируется
сложным взаимодействием в пространстве и времени
между молекулами навигации аксонов и активно-
стью нейронов. Отличительной чертой зрелых
гломерул (что представляет собой отличитель-
ную особенность в организации ОЛ) является то,
что они иннервируются волокнами, экспрессиру-
ющими исключительно один и тот же ОР. Аксоны
ОСН образуют синаптические соединения с не-
сколькими мишенями в ОЛ, включая юкстагломе-
рулярные, митральные и пучковые клетки, образуя
внутригломерулярную сеть [1].

Различные типы клеток ОЛ образуют столбча-
тую структуру, при этом каждая гломерула вносит
свой вклад в свою собственную колонку клеток.
Поэтому “обонятельную колонку” определяют как
функциональную единицу ОЛ. Эксперименты с
сенсорной депривацией показали, что внутрибуль-
барная карта сохраняет высокий уровень пластич-
ности на протяжении всей жизни. Аналогичный
гломерулярной обонятельной карте уровень точ-
ности повторяется в карте второго порядка, состо-
ящей из центральных нейронов [11].

Обонятельная кора интерпретирует карты запа-
хов от ОЛ и переводит обонятельную информацию
в поведенческие реакции. Каким образом? Синапти-
ческие входы от ОСН получают два типа проекцион-
ных нейронов в каждом клубочке: митральные и пуч-
ковые клетки. Поскольку каждая митральная/пучко-
вая клетка посылает один первичный дендрит в
специфическую гломерулу, каждая клетка специа-

лизируется для обработки обонятельных входов от
одного вида ОР [57].

Синаптическая передача с аксонов ОСН на ми-
шени в ОЛ осуществляется с участием цАМФ.
Свои эффекты он проявляет посредством актива-
ции обонятельных пресинаптических CNG-кана-
лов. Показано, что высокие концентрации цАМФ
ингибируют синаптическую передачу с обонятель-
ного нерва на эти мишени. Но циклонуклеотиды
могут как подавлять, так и стимулировать синаптиче-
скую передачу посредством активации зависимых от
них каналов. Поэтому CNG-каналы способны моду-
лировать нейротрансмиссию. Следовательно, поми-
мо регуляции сенсорной трансдукцией цАМФ мо-
жет играть более широкую роль в ЦНС, нацеливая
аксоны в нужном направлении и образуя интра-
бульбарные химические синапсы [46].

Вместе с тем методом электронно-микроскопи-
ческой реконструкции было показано, что в ОЛ
формируются электрические синапсы. Щелевые
контакты образуются между дендритами митраль-
ных и юкстагломерулярных клеток и дендритами
перигломерулярных клеток и между дендритами
митральных и юкстагломерулярных клеток и денд-
ритами других типов интернейронов [98]. Это
означает, что в формирование нейронных сетей в
ОЛ помимо химических включаются электриче-
ские синапсы, которые способствуют синхронно-
сти нейрональной активности в ОЛ, формируя ло-
кальные интрагломерулярные нейронные цепи
[98–101]. И здесь цАМФ играет важную роль в
установлении синаптических связей, а следова-
тельно, в формировании нейронных цепей. Это
связано с тем, что цАМФ регулирует механизм
транспорта щелевых соединений для биогенеза
функциональных электрических синапсов. На них
приходится почти 20% связи в зрелой нервной си-
стеме [102].

Гломерула – функциональная единица для обра-
ботки обонятельной информации. Тонкая настройка
уровней выходного сигнала от каждой гломерулы
важна для процесса обработки ольфакторной инфор-
мации в обонятельной сенсорной системе. Взаимо-
действие между нейрональными элементами в гло-
меруле может быть одним из основных механизмов,
регулирующим этот уровень выходного сигнала [98].
Внутригломерулярные взаимодействия могут из-
менять силу сигнала в постсинаптических нейро-
нах и изменять пространственный паттерн актив-
ности, вызванной запахом. Возбуждающие связи в
клубочках в форме как щелевых, так и химических
синаптических соединений могут приводить к уси-
лению сигнала. Внутриклубочковое торможение
может служить механизмом контроля усиления,
действующим пресинаптически на синапсы ОСН
или через постсинаптическое торможение основ-
ных клеток [1].
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Если нарушается организация сенсорной карты
в ОЛ, то могут изменяться связи между гомологич-
ными гломерулами. В результате возможного не-
полного уточнения или неправильного нацелива-
ния аксональных проекций внутрибульбарная
связь может быть менее точной, а результирующая
топографическая карта более размытой на ранних
стадиях развития. Причиной неправильного фор-
мирования связей внутри ОЛ является ослабление
спонтанной активности клеток. Как было сказано
выше, нарушенная спонтанная активность влияет
на уровни таких вторичных мессенджеров, как
Ca2+ и циклические нуклеотиды, которые, как из-
вестно, играют критическую роль в нацеливании
аксонов в ОЛ [90, 103]. Следовательно, можно
предположить, что образование внутрибульбарных
нейрональных цепей и организация анатомиче-
ских и функциональных карт ОЛ будут зависеть от
цАМФ. Их изменения будут влиять на обонятель-
ное поведение [90]. Это означает, что дисфункция
внутриклеточной сигнальной системы цАМФ в
ОСН может влиять на обоняние.

Так, например, при шизофрении в обонятель-
ном сенсорном эпителии обнаруживается значи-
тельное снижение экспрессии АЦ-3, а следова-
тельно, сниженная продукция цАМФ. Неслучайно
эти пациенты страдают пониженной обонятельной
чувствительностью [104]. Кроме того, при некото-
рых психических заболеваниях затрудняется про-
цесс распознавания запахов, свидетельствуя об
ослаблении когнитивной функции [105]. Это свя-
зано с тем, что ОЭ тесно связан с важными лимби-
ческими и нейроэндокринными областями голов-
ного мозга. Таким образом, механизмы обучения и
памяти и механизмы обонятельного восприятия
имеют общий анатомический субстрат. Цитоархи-
тектурные аномалии в нем приводят к ослаблению
обучения и памяти. Поэтому структурные наруше-
ния в них будут сопровождаться обонятельной дис-
функцией, а при ослаблении обоняния, в свою
очередь, ухудшается познавательная деятельность,
рабочая память, развивается депрессия, изменяют-
ся эмоции [106, 107].

В процессе запоминания, как известно, уста-
навливаются новые синаптические связи с образо-
ванием новых нейронных сетей. Синаптогенез не
обходится без цАМФ. Его недостаток, по-видимо-
му, формирует грубую связность сенсорной карты,
отражающуюся на обонянии и способности к запо-
минанию информации [97, 102]. Нейронная сеть
организована более сложно в центральном отделе
обонятельного анализатора. Из ОЛ информация о
запахе передается на обонятельную кору, в кото-
рую проецируют свои аксоны митральные и пучко-
вые клетки. При этом информация о разных одо-
рантах передается к определенным зонам коры, и в
зависимости от области могут по-разному интер-
претировать бульбарную карту запахов. То есть в
пириформной коре выявили наличие простран-

ственной организации, или кластеобразование,
нейронов передней пириформной коры, возника-
ющее от одного типа ОР у мышей. Следовательно,
пространственное представительство одорантов в
ОЛ может сохраняться в обонятельной коре [108].
Так, например, в обонятельном бугорке вместе с
прилежащим вентральным полосатым телом фор-
мируется мотивационное поведение, связанное с
запахом пищи и страхом. Выходные нейроны обо-
нятельного бугорка проецируют свои аксоны на
вентральный паллидум, нейроны которого, в свою
очередь, посылают аксоны к дофаминергическим
нейронам в вентральной области покрышки. Сле-
довательно, информация о запахе пищи, обрабо-
танная в обонятельном бугорке, по-видимому,
влияет на дофаминергические цепи ожидания воз-
награждения [56]. Таким образом, целостность
нейронных связей будет определять обонятельное
поведение и, в конечном итоге, выживание вида.
Пириформная кора сохраняет топографическую
организацию пространственного кодирования за-
паха, которое возникает в гломерулах ОЛ.

Многие психические расстройства, к которым
относится, например, шизофрения, связывают с
нарушением синаптогенеза и пластичности [109].
В экспериментах на мышах с нокаутом показано,
что при потере щелевых контактов развиваются
дефекты электрических синапсов в мозжечке,
вызывающие нарушения двигательной функции.
Отсутствие электрических синапсов в гиппокам-
пе нарушает процессы долгосрочной потенциа-
ции, сопровождаясь ослаблением обучения и па-
мяти. Отсутствие щелевых контактов в коре приво-
дит к десинхронизации корковых интернейронов и
нарушению функции коры в зрительной и обоня-
тельной сенсорных системах. Дисфункция элек-
трических синапсов способствует этиологии таких
расстройств, как аутизм и эпилепсия [110]. Сле-
довательно, можно предположить, что в их осно-
ве лежит нарушение функции внутриклеточной
системы цАМФ в нейронах. Подтверждением
этого служит анализ многочисленных клиниче-
ских и экспериментальных данных, который при-
вел исследователей к выводу, что патогенетические
механизмы развития шизофрении связаны с нару-
шением регуляции цАМФ [111].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обнаружение пахучих сигналов из окружающей

среды и формирование соответствующих поведен-
ческих реакций в ответ на эти сигналы характери-
зуют функцию обонятельной сенсорной системы.
ОСН, расположенные в полости носа, проецируют
аксоны, которые синаптически соединяются с
дендритами нейронов второго порядка в ОЛ, кото-
рые, в свою очередь, передают собранную инфор-
мацию в области мозга более высокого порядка.
Образующиеся соединения между рецепторными
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клетками и ОЛ удивительно точны. Аксоны ОСН,
экспрессирующие один и тот же ОР, иннервируют
специфические клубочки внутри сложной трех-
мерной структуры ОЛ, локализующихся в опреде-
ленных координатах в ее дорсо-вентральной, пе-
реднезадней и медиолатеральной осях.

Таким образом, связи между ОСН и специфиче-
скими для данного ОР гломерулами, образующие
“обонятельные колонки”, межглобулярные связи
и связи между ОЛ и обонятельными центрами бо-
лее высокого порядка образуют нейронные сети, в
формировании которых участвует цАМФ. Их нару-
шение в результате разрегулирования системы
цАМФ вызывает нарушение функции нейронов
ЦНС с последующим дефицитом когнитивной
функции при психических заболеваниях.
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THE ROLE OF CAMP IN THE TOPOGRAPHIC ORGANIZATION
OF THE OLFACTORY SYSTEM
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The article analyzes the literature data on the role of molecular olfactory receptors (OR) and cAMP in the for-
mation of the topographic organization of the olfactory sensory system. Before its transmission to the brain, sen-
sory information is already organized in the peripheral region according to the “one neuron–one receptor” prin-
ciple, which also extends to the glomeruli in the olfactory bulb, which obey the “one glomerulus–one receptor”
law. At present, an important role in the formation of the sensory map has been attributed to ORs, which plays a
dual role in the organization of the olfactory system, since they are localized both in the olfactory cilia (OC) and
in the membrane of the axon growth cone of the same olfactory sensory neuron (OSN), and determine the target
for the axons of the OSN in the olfactory bulb (OB). However, there is strong evidence for the central role of the
intracellular cAMP signaling system in sensory map development. Using the method of genetic mutation with
the abolition of cAMP synthesis, it was revealed that the axons carrying this mutation never penetrate the glo-
merular layer, but remain in the layer of the olfactory nerve. At the same time, OSN axons target the OB but fail
to form distinct and well-defined glomeruli, many of which become heterogeneous because they contain fibers
belonging to OSNs expressing ORs for different odorants. Thus, cAMP synthesized in the tip of the RSN axon,
under the action of signals from the OB, regulates the expression of molecules of its navigation to its target in the
OB, and also forms intrabulbar chemical and electrical synapses, forming neuronal circuits. Numerous clinical
and experimental data have led to the conclusion that the pathogenetic mechanisms of the development of some
psychiatric diseases are associated with dysregulation of cAMP.

Keywords: olfactory receptors, olfactory sensory neurons, olfactory bulb, rhinotopic map, cyclonucleotide-de-
pendent channels, cAMP
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АТЛАНТИЧЕСКОГО ГЛУПЫША FULMARUS GLACIALIS ПРИ ИНВАЗИИ 
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Изучено влияние инвазии Tetrabothrius minor (Cestoda: Tetrabothriidae) на протеолитическую актив-
ность в слизистой оболочке тонкого кишечника атлантического глупыша Fulmarus glacialis. Рассмотре-
ны аспекты изменения общей активности протеаз и протеаз различных подклассов (металлопротеаз,
сериновых и цистеиновых протеаз) при инвазии тетработриидами, проведена оценка способности
T. minor инактивировать протеазы из слизистой оболочки кишечника птиц и коммерческий трипсин.
Установлено, что в местах локализации T. minor (проксимальных и медиальных фрагментах тонкого
кишечника) протеолитическая активность снижена за счет уменьшения активности сериновых проте-
аз и металлопротеаз. Обнаружена обратная зависимость значений протеолитической активности в сли-
зистой оболочке тонкого кишечника хозяина от показателей заражения цестодами – чем выше интен-
сивность инвазии T. minor, тем ниже активность протеаз, в том числе металлопротеаз и сериновых про-
теаз. Отмечены способность гомогенатов T. minor ингибировать активность протеаз из слизистой
оболочки кишечника глупыша и активность коммерческого трипсина разной концентрации.

Ключевые слова: Tetrabothrius minor, Fulmarus glacialis, активность протеаз, трипсин, сериновые проте-
азы, ингибирование
DOI: 10.31857/S0044452923050054, EDN: NDDTWL

ВВЕДЕНИЕ
Атлантические глупыши – морские птицы,

большую часть своей жизни проводящие в море и
появляющиеся на побережье только в период раз-
множения [1]. Глупыши добывают корм в поверх-
ностных горизонтах воды на глубине не более 1 м,
а основу их рациона составляют головоногие мол-
люски, отходы рыбного промысла, рыба и полихе-
ты [1, 2]. В баренцевоморском регионе колонии
глупышей отмечены в Северной части Баренцева
моря на архипелагах Новая Земля и Земля Франца-
Иосифа [3, 4].

По данным паразитологических исследований
установлено, что в гельминтофауне атлантических
глупышей Баренцева моря доминируют черви
Tetrabothrius minor (Cestoda: Tetrabothriidae) [2]. Высо-
кие показатели инвазии T. minor у глупышей отмече-
ны и в западной, и в восточной частях открытой аква-
тории Баренцева моря, а также в его прибрежных
районах. Ленточные черви T. minor используют ат-
лантического глупыша в качестве окончательного
хозяина. Тетработрииды локализуются в тонком
кишечнике птиц, активно растут и продуцируют
большое количество яиц для успешной реализации

жизненного цикла. В комфортной среде кишечни-
ка с постоянной температурой и питательными ве-
ществами цестоды, тем не менее, должны активно
противостоять воздействию как иммунной систе-
мы, так и пищеварительных ферментов хозяина.

По данным ранее проведенных исследований
отмечены определенные изменения в обмене ве-
ществ атлантических глупышей при заражении
T. minor [5]. В плазме крови повышались концен-
трации общего белка, мочевой кислоты, гамма-
глобулинов, модифицированной формы альбуми-
на и активности трансаминаз у птиц, инвазирован-
ных половозрелыми цестодами. Указанные изме-
нения биохимических показателей крови свиде-
тельствуют об активизации белкового обмена и
иммунной системы, а также об интоксикации ор-
ганизма хозяина при длительном паразитировании
цестод T. minor.

Инвазия цестодами вызывает у позвоночных
животных заметные изменения в активности пи-
щеварительных протеаз [6–10]. Так, повышение
активности протеаз зафиксировано при паразити-
ровании цестод, сколекс которых оснащен мощ-
ным прикрепительным аппаратом с крупными за-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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якоривающимися крючьями. В частности, увели-
чение протеолитической активности наблюдалось
в кишечнике моевок (Rissa tridactyla) при зараже-
нии Alcataenia larina, в кишечнике щуки (Esox lu-
cius) при заражении Triaenophorus nodulosus [8, 9].
Снижение активности протеаз показано для боль-
шинства случаев инвазии цестодами, сколекс ко-
торых оснащен только присосками или ботридия-
ми [9–13]. Более того, установлено, что общее сни-
жение активности протеаз происходит, прежде
всего, за счет уменьшения активности сериновых
протеаз (трипсина и химотрипсина) [9, 10].

Цель работы – определение общей активности
протеаз и их подклассов (сериновых и цистеино-
вых протеаз, металлопротеаз) в слизистой оболоч-
ке тонкого кишечника атлантического глупыша
F. glacialis при инвазии цестодами T. minor, а также
изучение способности T. minor ингибировать про-
теолитическую активность.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Атлантический глупыш
F. glacialis и ленточные черви T. minor послужили в
качестве материала исследования. Птицы (n = 10)
отловлены на акватории Баренцева моря в июле
2015 г. Глупышей добывали с разрешения Феде-
ральной службы по надзору в сфере природополь-
зования России (№ 14/2015). Соблюдены все при-
менимые международные, национальные и/или
институциональные руководящие принципы по
уходу и использованию животных.

Птиц усыпляли хлороформом и взвешивали.
Желудочно-кишечный тракт вырезали, отделяли
печень и тонкий кишечник, которые затем очища-
ли от брыжеек и жира и взвешивали. Тонкий ки-
шечник делили на три фрагмента: проксимальный
(от пилорического сфинктера), медиальный и ди-
стальный. Химус собирали и использовали для па-
разитологического анализа. Слизистую оболочку
каждого отдела снимали шпателем для биохимиче-
ского анализа. Процедуру вскрытия птиц проводи-
ли при температуре +4°С.

Паразитологический анализ. Из каждого фраг-
мента тонкого кишечника извлекали обнаруженных
ленточных червей, подсчитывали их количество,
проводили систематическую идентификацию и
определяли степень их зрелости. Устанавливали ин-
тенсивность инвазии (ИИ – количество экземпля-
ров данного вида паразита в одной особи хозяина),
рассчитывали экстенсивность инвазии (ЭИ – от-
ношение количества птиц, зараженных паразитом
данного вида, к общему количеству птиц в выбор-
ке) и среднюю интенсивность инвазии (СИИ). ИИ
и СИИ вычисляли как для особей птиц, так и для
каждого фрагмента тонкого кишечника. Обнару-
женных червей использовали для эксперименталь-
ных исследований. Для этого гельминтов трижды

промывали охлажденным раствором Рингера для
теплокровных животных и взвешивали.

Приготовление гомогенатов червей и слизистой
оболочки кишечника птиц. Навески слизистой ки-
шечника и ленточных червей гомогенизировали в
охлажденном растворе Рингера для теплокровных
животных в соотношении 1:20 (для слизистой ки-
шечника) и 1:10 (для ленточных червей). Затем
полученные гомогенаты центрифугировали при
9000 об/мин в течение 5 мин при 4°С на центрифу-
ге Centurion Scientific CR4000R (Britain). Получен-
ные супернатанты использовали для определения
протеолитической и ингибиторной активностей.

Определение протеолитической активности. Ак-
тивность протеаз (АП) (трипсин КФ 3.4.21.4, хи-
мотрипсин КФ 3.4.21.1 и дипептидазы КФ 3.4.12.18)
в гомогенате слизистой кишечника и активность
коммерческого трипсина (MP Biomedicals, USA)
измеряли с использованием 0.3% раствора азоказе-
ина (Sigma, USA) в качестве субстрата, приготов-
ленного на 0.05 М трис-HCl буфере, рН 7.5 [14].
К 0.5 мл гомогената слизистой оболочки добавляли
1.0 мл 0.3% раствора азоказеина. Смесь инкубиро-
вали при 40°С в течение 1 ч. Реакцию останавлива-
ли добавлением 1.0 мл 0.3М ТХУ. Затем центрифу-
гировали при 9000 об/мин в течение 5 мин. Опти-
ческую плотность супернатанта измеряли в кювете
толщиной 1 см при длине волны 440 нм на спек-
трофотометре Jenway 6305 un/vis (Britain).

Одновременно проводили реакции для опреде-
ления подклассов протеаз. Использовали ингиби-
торы: 100 мМ PMSF (фенил-метил-сульфонил-
флуорид) (Sigma, USA), растворенный в DMSO
(диметилсульфоксид) (Sigma, USA) – ингибитор
сериновых протеаз; 0.5 М ЭДТА (Sigma, USA), рас-
творенный в 1 М NaOH – ингибитор металлопроте-
аз; 1 мМ Е-64 (Sigma, USA) – ингибитор цистеино-
вых протеаз. К 0.5 мл гомогената слизистой оболочки
добавляли 50 мкл определенного ингибитора, пере-
мешивали и инкубировали в течение 15 мин при
комнатной температуре. Затем проводили измере-
ния протеолитической активности с использова-
нием 0.3% раствора азоказеина.

Активность ферментов представлена в виде
условных единиц (усл. ед.) (разность оптической
плотности субстрата и холостой пробы на грамм
влажной массы ткани слизистой кишечника за
час). Рассчитано соотношение (%) подклассов
протеаз.

Определение ингибирующей способности червей.
Для изучения ингибирующей активности червей
использовали их гомогенаты T. minor, а в качестве
источника протеаз служили гомогенаты слизистой
оболочки кишечника атлантического глупыша и
коммерческий трипсин (MP Biomedicals, USA) в
концентрации 0.005, 0.01, 0.015 и 0.02 мг/мл, приго-
товленные на 0.05 М трис-HCL буфере, рН 7.5. Для
определения ингибиторной активности к 0.5 мл го-
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могената слизистой или к 0.5 мл раствора трипсина
с определенной концентрацией добавляли 100 мкл
гомогената ленточных червей, инкубировали в те-
чение 15 мин при комнатной температуре. Одно-
временно в контрольную пробу добавляли специ-
фичный ингибитор сериновых протеаз (100 мМ
PMSF) в объеме 100 мкл, а в холостую пробу – ана-
логичный объем раствора Рингера для теплокров-
ных животных. Протеолитическую активность во
всех пробах измеряли с использованием 0.3% рас-
твора азо-казеина. Результаты представлены в про-
центах от исходных значений протеаз (гомогенат
слизистой кишечника и раствор трипсина).

Статистическая обработка результатов. Ре-
зультаты морфометрических измерений, показате-
ли активностей ферментов и СИИ представлены в
виде среднего значения ± ошибки средней (±SE).
Статистический анализ выполнен с помощью про-
граммных пакетов “Microsoft Excel 2010” и STATIS-
TICA 6.0 (StatSoft, Inc., Талса, Оклахома, США).
Сравнения между значениями активностей фер-
ментов в тонком кишечнике атлантического глу-
пыша, СИИ, массы червей, а также морфометри-
ческих измерений птиц проводили с использова-
нием непараметрического критерия Уилкоксона–
Манна–Уитни. Взаимосвязь между долей серино-
вых протеаз в слизистой оболочке кишечника и до-
лей инактивации протеаз гомогенатами цестод
T. minor проверяли с помощью корреляционного
анализа. Зависимость между ингибирующей спо-
собностью и концентрацией трипсина изучали при
помощи регрессионного анализа, а достоверность
различий между влиянием гомогенатов половозре-
лых и молодых червей на активность трипсина про-
веряли с использованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Установлено, что в тонком кишечнике атланти-

ческого глупыша паразитировали ленточные черви
Tetrabothrius minor (Cestoda: Tetrabothiidae). Экстен-
сивность инвазии составила 100%, интенсивность
инвазии варьировала от 79 до 696 экз. Большая
часть червей обнаружена в проксимальном фраг-
менте кишечника (рис. 1), СИИ в проксимальном
фрагменте превышала СИИ в медиальном отделе
более чем в 8 раз (р < 0.01). Отмечено, что в прокси-
мальном фрагменте паразитировали неполовозре-
лые особи T. minor. Их стробилы имели небольшой
размер: длина изменялась от 1 до 5.7 см, а средняя
масса червей в проксимальном фрагменте кишеч-
ника составляла 0.65 ± 0.15 г. В медиальном фраг-
менте обнаружены главным образом половозрелые
цестоды T. minor, в их стробилах были членики со
зрелыми яйцами. Длина стробил превышала 20 см,
средняя масса червей в медиальном фрагменте со-
ставляла 0.24 ± 0.05 г. В дистальном фрагменте ки-
шечника встречались одиночные экземпляры це-
стод.

Проведено сравнение значений активностей
протеаз в проксимальном и медиальном фрагмен-
тах тонкого кишечника с аналогичными показате-
лями дистального фрагмента (рис. 2). Установле-
но, что в слизистой кишечника проксимального и
медиального фрагментов активности протеаз име-
ли более низкие значения (р < 0.05). Отмечены раз-
личия в значениях активности подклассов протеаз
и в их соотношении для каждого фрагмента кишеч-
ника. Зафиксировано снижение активностей сери-
новых протеаз в проксимальном и медиальном
фрагментах, металлопротеаз – в проксимальном
фрагменте, цистеиновых протеаз – в медиальном
фрагменте относительно параметров дистального
фрагмента (р < 0.05).

Как уже отмечалось выше, все исследованные
глупыши заражены цестодами T. minor, поэтому
для проведения сравнительного анализа птицы бы-
ли разделены на две группы в соответствии с пока-
зателями инвазии – ИИ и СИИ (табл. 1). Выделе-
ны глупыши с низкими (группа I) и высокими
(группа II) параметрами заражения. СИИ у птиц из
группы II превышало СИИ у птиц из группы I в
3.7 раза (р < 0.05). У птиц группы II были ниже зна-
чения массы тела, а массы их тонкого кишечника и
слизистой оболочки кишечника, напротив, выше
по сравнению с аналогичными показателями у
птиц группы I (р < 0.05).

Установлено, что АП слизистой оболочки ки-
шечника в проксимальном и медиальном фрагмен-
тах кишечника у птиц с высокими показателями
заражения (группа II) была ниже (более чем в два
раза) по сравнению с АП птиц группы I (р < 0.05)
(табл. 2). Аналогичная тенденция прослежена для
сериновых протеаз и металлопротеаз (р < 0.05).
Следует отметить отсутствие активности цистеи-

Рис. 1. Распределение ленточных червей Tetrabothrius
minor в тонком кишечнике атлантического глупыша.
На графике представлены показатели средней интен-
сивности инвазии T. minor для каждого фрагмента ки-
шечника.

100

50

150

250

200

300

0

Ind

Proximal Medial
Intestinal sections

Distal



364

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 5  2023

КУКЛИНА, КУКЛИН

новых протеаз в слизистой кишечника прокси-
мального и медиального фрагментов у птиц из
группы I. У птиц из группы II во всех трех фрагмен-
тах отмечена активность цистеиновых протеаз.
Не зафиксировано статистически достоверных
различий между значениями активностей протеаз
и их подклассов (металлопротеаз, сериновых и ци-
стеиновых протеаз) в слизистой оболочке кишеч-
ника дистального фрагмента у птиц из групп I и II.
Процентное соотношение подклассов протеаз (ме-
таллопротеазы, сериновые и цистеиновые проте-
азы) в дистальном фрагменте кишечника не отли-
чалось у глупышей независимо от интенсивности
инвазии (рис. 3). Доли сериновых протеаз в прок-
симальном и медиальном фрагментах кишечника
не имели достоверных различий у птиц из обеих
групп. У птиц из группы II доля прочих протеаз бы-
ла выше в местах локализации червей (прокси-
мальный и медиальный фрагменты) по сравнению

с аналогичными параметрами у птиц из группы I
(р < 0.05).

Экспериментальные исследования показали,
что гомогенаты цестод T. minor способны ингиби-
ровать активность протеаз в слизистой оболочке
тонкого кишечника атлантического глупыша.
В среднем гомогенатом червей ингибируется 8.1 ±
± 0.8% активности протеаз, функционирующих в
слизистой оболочке кишечника. В то же время при
воздействии PMSF на слизистую кишечника отме-
чено снижение активности протеаз на 28.1 ± 3.1%.
По итогам изучения способности T. minor ингиби-
ровать активность протеаз из разных фрагментов
тонкого кишечника глупыша максимальный про-
цент инактивации гомогенатами цестод T. minor за-
регистрирован для протеаз из слизистой дисталь-
ного фрагмента кишечника (рис. 4). Согласно ре-
зультатам корреляционного анализа показателей
инактивации протеаз слизистой кишечника гомо-
генатами цестод T. minor и ингибитором сериновых
протеаз (PMSF), выявлена слабая положительная
корреляция между долей сериновых протеаз в сли-
зистой кишечника и долей инактивации протеаз
гомогенатами цестод T. minor (r = 0.37).

В ходе экспериментального исследования уста-
новлено, что гомогенаты как неполовозрелых, так
и половозрелых цестод T. minor способны ингиби-
ровать активность трипсина (рис. 5). Регрессион-
ный анализ и вычисленный коэффициент детер-
минации установили зависимость изменения сте-
пени инактивации трипсина от его концентрации в
среде (R2 = 0.89 для неполовозрелых червей, R2 =
= 0.85 для половозрелых червей). Сравнение зна-
чений двух прямых регрессии показало, что инги-
биторная активность цестод T. minor не зависела от
стадии зрелости червей.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе исследования установлено, что в тонком

кишечнике атлантического глупыша паразитиро-
вали ленточные черви T. minor с высокими показа-
телями инвазии (ЭИ – 100%, ИИ 79–696 экз.).

Рис. 2. Активность протеаз вдоль тонкого кишечника
атлантического глупыша. Влияние ингибиторов на ак-
тивность протеаз слизистой тонкого кишечника ат-
лантического глупыша (проксимальный, медиаль-
ный и дистальный фрагменты). PMSF – сериновые
протеазы, EDTA – металлопротеазы, E-64 – цистеи-
новые протеазы. Сравнительный анализ результатов
представлен относительно показателей дистального
фрагмента (р < 0.05).
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Таблица 1. Характеристики групп атлантического глупыша с различными показателями заражения ленточными
червями Tetrabothrius minor

* Достоверность различия показателей относительно показателей птиц группы I, р < 0.05.

Признаки I группа II группа

ИИ, экз. 79–234 368–696
СИИ, экз. 143.4 ± 25.7 537.8 ± 49.9*
Масса червей, г 0.5 ± 0.07 1.1 ± 0.19*
Масса тела глупыша, г 839.0 ± 30.2 775.0 ± 43.3*
Масса печени глупыша, г 34.8 ± 2.8 42.4 ± 1.7
Масса тонкого кишечника глупыша, г 32.2 ± 2.0 42.4 ± 2.6*
Масса слизистой тонкого кишечника глупыша, г 3.8 ± 0.23 6.1 ± 0.7*
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В местах локализации T. minor в проксимальном и
медиальном фрагментах кишечника птиц отмече-
но снижение активности протеаз по сравнению с
показателями дистального фрагмента. С одной
стороны, этот факт (повышение активности проте-
аз в проксимально-дистальном направлении) мо-
жет свидетельствовать о неравномерном распреде-
лении протеаз вдоль тонкого кишечника глупыша.
Имеется информация о том, что распределение ак-
тивности протеаз вдоль тонкого кишечника отлича-
ется у разных видов птиц и зависит от их возраста,
спектра питания, сезона [8, 11–13, 15–17]. Повыше-
ние активности протеаз вдоль тонкого кишечника в
проксимально-дистальном направлении отмечено
у взрослых моевок и у толстоклювой (Uria lomvia) и
тонкоклювой кайр (U. aalge) [8, 13]. У указанных
морских птиц рыба и ракообразные составляли осно-
ву спектра питания. Но при этом у птенцов моевки, в
желудках которых обнаружены только рыбные остат-
ки, активность протеаз, напротив, уменьшалась в на-
правлении от проксимального фрагмента к дисталь-
ному [8]. Экспериментальные исследования пока-
зали, что у миртового лесного певуна (Dendroica
coronate), диету которого составляли насекомые,
активность аминопептидазы N увеличивается в
проксимально-дистальном направлении, а при
кормлении его фруктами или семенами активность
фермента имела максимальное значения в меди-
альном фрагменте кишечника [15]. В то же время
активность аминопептидазы N у всеядного домаш-
него воробья (Passer domesticus) повышалась в
проксимально-дистальном направлении, и такое
распределение не изменялось независимо от соста-
ва диеты [16, 17].

С другой стороны, снижение активности проте-
аз в направлении от проксимального фрагмента к
дистальному может быть связано с паразитирова-
нием цестод в передних фрагментах кишечника у
глупыша. Так, у незараженных взрослых серебри-
стых чаек (Larus argentatus) активность протеаз
снижалась от проксимального к дистальному фраг-
ментам кишечника, а при заражении цестодами
Tetrabothrius erostris активность протеаз в слизистой
у серебристых чаек, напротив, повышалась в прок-
симально-дистальном направлении [12]. При этом
черви T. erostris паразитировали в проксимальном и
медиальном фрагментах кишечника серебристых
чаек. При изучении взаимоотношений в системе
атлантический глупыш – T. minor максимальные
значения активности кислых и щелочных протеаз
отмечены в проксимальном фрагменте, а в меди-
альном и дистальном фрагментах эти значения не
имели достоверных различий независимо от ста-
дии зрелости ленточных червей [5]. В представлен-
ном исследовании более низкая активность проте-
аз установлена в проксимальном и медиальном
фрагментах кишечника глупыша при инвазии
T. minor. Эти различия в изменениях активности
протеаз вдоль кишечника исследованных птиц
можно объяснить тем, что показатели инвазии це-
стодами T. minor у глупышей, использованных при
проведении предыдущего исследования, были зна-
чительно ниже аналогичных параметров у птиц,
изученных в настоящей работе [5].

Корректное изучение влияния инвазии на ак-
тивность протеолитических ферментов глупышей
провести затруднительно из-за 100% заражения це-
стодами T. minor. Птиц, свободных от инвазии

Таблица 2. Активность протеаз в тонком кишечнике атлантического глупыша в зависимости от показателей зараже-
ния Tetrabothrius minor: группа I (ИИ 79–234 экз.) и группа II (ИИ 368–696 экз.)

* Достоверность различия показателей относительно показателей птиц группы I, р < 0.05.

Группы птиц
Фрагменты кишечника

Проксимальный Медиальный Дистальный

Общая активность протеаз, усл. ед.

группа I 3.8 ± 0.7 6.0 ± 1.4 7.5 ± 0.8
группа II 1.7 ± 0.5* 2.3 ± 0.9* 6.5 ± 2.5

Активность сериновых протеаз, усл. ед.

группа I 0.9 ± 0.2 1.7 ± 0.5 3.6 ± 0.9
группа II 0.5 ± 0.1* 0.8 ± 0.4* 3.0 ± 0.8

Активность металлопротеаз, усл. ед.

группа I 2.1 ± 0.3 3.7 ± 0.9 4.1 ± 0.6
группа II 0.6 ± 0.3* 1.1 ± 0.4* 3.4 ± 1.8

Активность цистеиновых протеаз, усл. ед.

группа I 0 0 0.12 ± 0.06
группа II 0.1 ± 0.08 0.02 ± 0.01 0.1 ± 0.03
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T. minor, обнаружено не было. В связи с этим всех
исследованных глупышей разделили на 2 группы в
зависимости от интенсивности инвазии (см. “Ре-
зультаты”). Показано, что при высокой ИИ (368–
696 экз.) снижалась активность протеаз в прокси-
мальном и медиальном фрагментах кишечника у
глупышей из группы II по сравнению со значением
протеолитической активности птиц из группы I.

Снижение активности протеолитических фер-
ментов при цестодных инвазиях неоднократно от-
мечалось в работах, посвященных изучению влия-
ния заражения ленточными червями на пищевари-
тельную активность в кишечнике окончательных
хозяев – рыб и морских птиц [7–9, 11–13, 18]. При

заражении цестодами T. erostris отмечено снижение
активности протеаз в местах локализации парази-
тов в тонком кишечнике морских птиц (взрослых
моевок и их птенцов, взрослых серебристых чаек и
их птенцов) [8, 11]. При заражении взрослых сереб-
ристых чаек крупной цестодой Diphyllobothrium
dendriticum (место локализации – медиальный
фрагмент) активность протеаз уменьшалась по
всей длине кишечника [12]. Изменение протеоли-
тической активности зарегистрировано авторами
при изучении влияния заражения у рыб цестодами,
использующих их в качестве окончательных хозяев
[7, 9, 10, 18, 19]. При инвазии цестодами Proteoceph-
alus torulosus у синца (Ballerus ballerus), Caryophyllae-
us laticeps у леща (Abramis brama); Eubothrium rugosum
у налима (Lota lota) уменьшались активности про-
теаз в слизистой кишечника. При этом показано
снижение активности протеаз вдоль кишечника у
налима и леща при заражении E. rugosum и C. lati-
ceps соответственно [18, 19]. В то же время связь
между распределением червей C. laticeps и активно-
стью протеаз не обнаружена [18]. Установлено, что
чем выше интенсивность инвазии E. rugosum, тем
ниже активность протеаз в слизистой кишечника
налима [19].

Наряду с этим показано, что, помимо снижения
протеолитической активности в слизистой кишеч-
ника, при инвазии цестодами T. minor происходили
изменения активности подклассов протеаз: умень-
шение активности сериновых протеаз и металло-
протеаз, а также повышение активности цистеино-
вых протеаз. Аналогичные результаты получены
при изучении влияния инвазии E. rugosum и P. toru-
losus на активность подклассов протеаз из слизи-
стой кишечника у налима и у синца соответственно
[7, 9]. В местах паразитирования C. laticeps в слизи-
стой кишечника у леща отмечены наиболее замет-

Рис. 3. Доля подклассов протеаз в слизистой оболочке
тонкого кишечника (проксимального, медиального и
дистального фрагментах) атлантического глупыша в за-
висимости от показателей заражения Tetrabothrius mi-
nor: группа I (ИИ 79–234 экз.) и группа II (ИИ 368–
696 экз.). PMSF – сериновые протеазы, EDTA – метал-
лопротеазы, E-64 – цистеиновые протеазы.
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точных червей 100 мкл Tetrabothrius minor (1) и
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ные изменения по соотношению различных под-
классов протеаз по сравнению с контролем [18].

Исследователи подчеркивали, что протеазы
наиболее чувствительны к заражению ленточными
червями, а для объяснения уменьшения активно-
сти ферментов гидролиза белков в слизистой ки-
шечника хозяина выдвинули два предположения
[7]. Первое заключается в том, что цестоды способ-
ны адсорбировать на своей поверхности ферменты
хозяина. Характерной особенностью цестод за-
ключается утрата этими животными пищевари-
тельной системы [20]. Поглощение нутриентов че-
рез тегумент представляет собой единственный
способ получения питательных веществ, необхо-
димых для их активной жизнедеятельности. Но це-
стоды не только могут активно поглощать пита-
тельные вещества (аминокислоты, глюкозу и др.),
но способны адсорбировать на своем тегументе
ферменты хозяина [21]. Тегумент цестод содержит
большое количество ферментов, что свидетель-
ствует о его значительной роли в различных мета-
болических процессах. Эта группа паразитов обла-
дает механизмом мембранного пищеварения и ак-
тивного транспорта. Раннее установлено, что на
тегументе T. minor, паразитирующих в тонком ки-
шечнике атлантического глупыша, протекают про-
цессы мембранного пищеварения с участием ще-
лочных и кислых протеаз [5]. В связи с этим можно
предположить, что снижение активности протеаз в
проксимальном и медиальном фрагментах тонкого
кишечника глупыша объясняется этим фактом.
Цестоды T. minor адсорбируют на своей поверхно-
сти протеазы глупыша, тем самым уменьшают ак-
тивность протеаз хозяина в местах локализации.

Второе предположение сводится к тому, что
снижение активности протеаз в слизистой кишеч-
ника в местах локализации T. minor, а также при
увеличении интенсивности инвазии этими цесто-
дами может быть связано со способностью червей
ингибировать активность протеаз. По результатам
настоящего исследования установлено, что цесто-
ды T. minor инактивировали активность протеаз
слизистой оболочки кишечника глупыша и ком-
мерческого трипсина. При этом процент ингиби-
рования активности цестодами T. minor невысок по
сравнению с аналогичной способностью других
видов червей [22]. Так, например, гомогенат лен-
точных червей T. erostris из кишечника серебристых
чаек и моевок инактивировал трипсин на 79.0 ± 2.1%,
а гомогенат T. minor из кишечника глупышей – в
среднем на 45.3 ± 2.3%. Аналогичная тенденция
прослеживалась и при ингибировании активности
протеаз из слизистой кишечника птиц: гомогенат
T. erostris ингибировал в среднем на 25.2 ± 0.3%, го-
могенат T. minor – на 8.1 ± 0.8%. Низкая способ-
ность гомогената T. minor ингибировать активность
протеаз из слизистой и активность трипсина могут
быть связаны с тем, что система атлантический
глупыш – T. minor обладает устойчивым равнове-

сием. Во-первых, T. minor представляет собой спе-
цифичного паразита атлантического глупыша,
полностью доминирующего в его цестодофауне, и
практически не встречается у других птиц из ба-
ренцевоморского региона [2]. Во-вторых, интен-
сивность инвазии глупышей этими ленточными
червями, как правило, очень высока (до 1531 экз.)
[2]. Соответственно, высокая интенсивность зара-
жения, узкая специфичность к окончательному хо-
зяину и отсутствие конкуренции со стороны других
видов цестод могут определять невысокую ингиби-
торную активность гомогената T. minor.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлено, что в местах локализации
T. minor (проксимальных и медиальных фрагментах
тонкого кишечника) протеолитическая активность
снижена за счет уменьшения активности серино-
вых протеаз и металлопротеаз. Обнаружено, что
чем выше интенсивность инвазии T. minor, тем ни-
же активность протеаз, в том числе металлопротеаз
и сериновых протеаз. Отмечены способность гомо-
генатов T. minor ингибировать активность протеаз
из слизистой оболочки глупыша и активность ком-
мерческого трипсина разной концентрации.
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PROTEASE ACTIVITY IN THE SMALL INTESTINE
OF THE NORTHERN FULMAR FULMARUS GLACIALIS BY INFECTION 

OF TETRABOTHRIUS MINOR (CESTODA: TETRABOTHRIIDAE)
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The effect of infection of Tetrabothrius minor (Cestoda: Tetrabothriidae) on the protease activity of the mucous
membrane of the small intestine of the Northern Fulmar Fulmarus glacialis was studied. Aspects of changes in
the activity of proteases and protease subclasses (metalloproteases, serine proteases and cysteine proteases) by in-
fection of T. minor, and the ability of T. minor to inactivate proteases from the intestinal mucosa and commercial
trypsin were evaluated. It has been established that in the localization of T. minor (proximal and medial sections
of the small intestine) decreased protease activity due to a decrease in the activity of serine proteases and metal-
loproteases. The dependence of the decrease of protease activity in the mucous membrane of the small intestine
of the host on the parameters of infection with cestodes was found – the higher the infection intensity of T. minor,
the lower the activity of proteases, including metalloproteases and serine proteases. The ability of T. minor ho-
mogenates to inhibit the activity of proteases from the mucosa of Northern Fulmar and the activity of commer-
cial trypsin of different concentrations was noted.

Keywords: Tetrabothrius minor, Fulmarus glacialis, protease activity, trypsin, serine proteases, inhibition
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Исследована ингибирующая способность по отношению к протеазам экстрактов плероцеркоидов из
печени окуня (Perca fluviatilis Linnaeus), а также экскреторно-секреторных продуктов и экстрактов не-
зрелых и зрелых цестод Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781), из кишечника щуки (Esox lucius Linnaeus).
Установлено, что ингибирующей способностью по отношению к протеазам в различной степени обла-
дают экскреторно-секреторные продукты и экстракты как незрелых, так и зрелых цестод T. nodulosus.
Достоверное снижение активности отмечено при действии исследуемых образцов на активность ком-
мерческого трипсина. Большей ингибирующей способностью по сравнению с экскреторно-секретор-
ными продуктами обладают экстракты червей. При этом экстракт незрелых червей ингибирует актив-
ность протеаз сильнее, чем таковой зрелых. В большей степени ингибирующая способность связана с
экстрактом червей, лишенных щеточной каймы, чем с фракцией щеточной каймы тегумента.

Ключевые слова: рыбы, цестоды, протеолитическая активность
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ВВЕДЕНИЕ
Ленточные черви (Cestoda) – плоские черви

(Neodermata) обитают в организме различных позво-
ночных, при этом около 1000 видов паразитируют на
пластиножаберных и почти 500 встречаются у взрос-
лых костистых рыб. Они паразитируют в рыбах, как
во взрослом состоянии, так и на личиночных стади-
ях, но лишь немногие взрослые ленточные черви
действительно патогенны для рыб-хозяев [1].

Ленточные черви рода Triaenophorus – широко
распространенные паразиты пресноводных рыб.
Они отличаются сложным циклом развития, кото-
рый протекает со сменой окончательного и двух
промежуточных хозяев, обитающих в водной сре-
де. Развитие процеркоидов происходит в полости
тела первых промежуточных хозяев – веслоногих
рачков отряда Copepoda. Triaenophorus nodulosus
имеет широкий круг вторых промежуточных хозя-
ев и встречается в рыбах, относящихся к 17 семей-
ствам [2]. Плероцеркоиды в большинстве случаев
локализуются в печени. Некоторые виды Triaeno-
phorus представляют серьезную опасность для рыб,
в ряде случаев вызывая на стадии плероцеркоида
массовые заболевания и даже гибель ценных про-
мысловых рыб, главным образом в прудовых хо-
зяйствах [1, 2]. В Рыбинском водохранилище, как и
во многих других водоемах, основным вторым про-
межуточным хозяином Т. nodulosus служит окунь

Perca fluviatilis, в печени которого развивается пле-
роцеркоид. Окончательный хозяин Т. nodulosus –
щука Esox lucius, в ее кишечнике паразит завершает
свое развитие. Полизоичные черви, попадающие в
окончательного хозяина, быстро растут и развива-
ются. Сколекс и шейка цестод содержат ткани, из
которых формируются новые проглоттиды, более
молодые проглоттиды находятся в переднем отделе, в
более старых происходит органогенез и в заднем от-
деле наступает половое созревание. Полностью со-
зревшая стробила представляет собой возрастной
градиент от молодых тканей в отделе шейки до старе-
ющих тканей задних зрелых проглоттид [3].

Взаимодействие паразит-хозяин происходит
посредством различных физиологически активных
веществ, продуцируемых обоими партнерами.
Способности гельминтов проникать, мигрировать
и выживать внутри хозяина способствует ряд их
экскреторных/секреторных белков [4]. Один из ос-
новных компонентов секреторных продуктов па-
разита – ингибиторы сериновых протеаз [5].
Они играют важную роль в выживании паразита за
счет способности ингибировать ферменты хозяина
и в норме присутствуют в микроокружении и/или
секретируются иммунными эффекторными клет-
ками [6]. Эти ингибиторы регулируют активность
протеаз и контролируют различные процессы, свя-
занные с их активностью, в том числе защиту от

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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пищеварительных ферментов хозяина [6, 7]. По
данным некоторых авторов белки – наиболее важ-
ная группа иммунорегуляторных веществ парази-
тов, к которым, в числе прочих, относятся и инги-
биторы протеаз [8].

Ранее нами установлено, что зрелые черви
Т. nodulosus в кишечнике окончательного хозяина–
щуки способны ингибировать протеолитические
ферменты [9, 10]. Среда инкубации, в состав кото-
рой входят экскреторно-секреторные продукты
цестод, и экстракт зрелых T. nodulosus большее вли-
яние оказывают на активность трипсина по срав-
нению с протеолитической активностью слизи-
стой оболочки кишечника хозяина [9].

В связи с этим целью настоящего исследования
было попытаться выяснить, какие стадии зрелости
червя T. nodulosus обладают способностью ингиби-
ровать протеазы, а также определить способность ин-
гибировать протеолитическую активность фракция-
ми щеточной каймы тегумента и экстракта червя,
лишенного щеточной каймы тегумента.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Приготовление препаратов

Объектом исследований служили взрослые це-
стоды Triaenophorus nodulosus, обитающие в кишеч-
нике щуки Esox lucius и плероцеркоиды из печени
промежуточного хозяина – окуня Perca fluviatilis –
из Рыбинского водохранилища. Для исследований
отобрано 32 щуки длиной 38–65.5 см; 58 заражен-
ных плероцеркоидами окуней длиной 16–24 см.
Вскрытие извлеченных из щук кишечников и пече-
ни окуня, а также дальнейшее приготовление пре-
паратов осуществляли на ледяной бане. Число чер-
вей в одной щуке колебалось от 1 до 20 экз.; плеро-
церкоидов в печени окуня, как правило, – по
одному экземпляру. Взрослые черви различались
по стадии зрелости и условно были разделены на
“незрелых” и “зрелых”, содержащих гравидные
проглоттиды. Извлеченных из печени плероцерко-
идов и из кишечника хозяина взрослых цестод 3 ра-
за тщательно промывали в растворе Рингера для
холоднокровных животных, рН 7.5 (6 г NaCl; 0.14 г
KCl; 0.5 мл 10% CaCl2; 0.54 г Na2HPO4; 0.02 г KH2-
PO4; 0.16 г MgSO4 в 1 л дистиллированной воды) с
целью удаления ферментов хозяина, адсорбиро-
ванных на их поверхности. Масса плероцеркоидов,
использованных в качестве одной пробы, колеба-
лась от 0.27 до 0.64 г. Масса “незрелых” червей, ис-
пользованных в качестве одной пробы, колебалась
от 0.27 до 0.68 г, “зрелых” – от 0.4 до 1.67 г. Пять
проб “зрелых” червей были использованы в опытах
по разрушению щеточной каймы тегумента, мето-
дика которой описана ниже. Остальные шестна-
дцать проб “незрелых” и “зрелых” червей инкуби-
ровали в 2 мл раствора Рингера каждую в течение
24 ч. Все инкубации проводили при температуре
7°С с целью получения секреторных/экскреторных

продуктов цестод. В течение всего времени инку-
бации черви оставались живыми. Извлеченных и
отмытых плероцеркоидов и взрослых червей после
инкубации гомогенизировали с помощью гомоге-
низатора Ultra-Turrax T 10 basic (IKA, Германия) и
гомогенат разводили раствором Рингера в соотно-
шении масса: объем 1: 4. Гомогенаты центрифуги-
ровали при 7500 g в течение 5 мин при 4°C, для
дальнейших исследований использовали суперна-
тант (экстракт червей). Среды инкубации и экс-
тракты замораживали и хранили при –20°С. Таким
образом, для дальнейших исследований было по-
лучено 5 проб экстрактов плероцеркоидов, по
6 проб сред инкубации и экстрактов “незрелых”
и по 10 проб сред инкубации и экстрактов “зре-
лых” червей.

Для приготовления гомогената слизистой обо-
лочки кишечника щук его вскрывали, удаляли хи-
мус и скребком снимали слизистую оболочку, ко-
торую гомогенизировали и разводили раствором
Рингера в соотношении масса : объем 1: 19. Гомо-
генаты центрифугировали при 7500 g в течение
5 мин при 4°C.

Разрушение щеточной каймы тегумента

Для разрушения щеточной каймы тегумента
был модифицирован метод дифференциального
центрифугирования, предложенный для ее отделе-
ния у цестод Hymenolepis diminuta [11]. Каждую из
5 групп червей T. nodulosus, извлеченных из ки-
шечника щук и трижды отмытых в растворе Рин-
гера, помещали в 0.2% раствор Тритон Х-100 в
0.2 М трис-HCl буфере, рН 7.4 в соотношении
масса : объем 1 : 9 и инкубировали при 4°С в тече-
ние 10 мин. Затем пробирки встряхивали с помощью
вортекса (V-1 plus, BioSan) в течение 60 сек. Червей
извлекали из раствора детергента, который в даль-
нейшем использовали для получения фракции ще-
точной каймы тегумента. Для этого раствор детерген-
та центрифугировали при 2500 g в течение 15 мин,
супернатант еще раз центрифугировали при
20000 g в течение 90 мин, осадок для дальнейших ис-
следований не использовали. Центрифугирование
проводили при 4°C. Кроме того, из червей, лишен-
ных щеточной каймы тегумента, готовили экстракт
в соотношении масса : объем 1 : 9, как описано вы-
ше. Таким образом, для дальнейших исследований
получали две фракции: (1) щеточная кайма тегу-
мента (5 проб) и (2) тело червя, лишенного щеточ-
ной каймы (5 проб).

Определение количества белка

В среде инкубации цестод, экстрактах червей и
гомогенатах слизистой оболочки кишечника опре-
деляли концентрацию белка методом Бредфорда
[12] при 595 нм на спектрофотометре SPECTROstar
Nano (BMG LABTECH, Германия). Для построе-
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ния калибровочной кривой использовали бычий
сывороточный альбумин (ПанЭко).

Определение активности ферментов
Суммарную активность протеиназ в гомогенате

слизистой оболочки кишечника рыб (активность
трипсина КФ 3.4.21.4, химотрипсина КФ 3.4.21.1 и
дипептидаз КФ 3.4.13.18) и активность коммерче-
ского трипсина (MP Biomedicals, USA) определяли
с использованием в качестве субстрата 0.3%-ного
раствора азо-казеина в трис-HCl буфере, рН 7.5
[13, 14]. Субстрат и ферментативно активный пре-
парат инкубировали 60 мин при 20–22°С. Реакцию
останавливали добавлением 0.3 М раствора три-
хлоруксусной кислоты (ТХУ), образовавшийся
осадок из негидролизованного белка удаляли цен-
трифугированием при 7500 g в течение 5 мин. Ин-
тенсивность развивающегося окрашивания, про-
порционального активности ферментов, измеряли
в супернатанте при 425 нм. Активность протеаз
рассчитывали как разность показаний спектрофо-
тометра для пробы с субстратом и холостой пробы
для минутного интервала на г влажной массы (для
общей протеолитической активности) или мг бел-
ка (для специфической активности).

Активность трипсина (КФ 3.4.21.4) определяли
в течение 10 мин при 22°С, при 407 нм с использо-
ванием BAPNA (N-α-бензоил-dl-аргинин p-нит-
роанилид, PanReac-AppliChem) в качестве субстра-
та (0.1 мМ раствор в DMSO – диметилсульфоксид)
в 100 мМ трис-HCl буфере с добавлением 150 мМ
NaCl и 20 мМ CaCl2, рН 8.0. За единицу активности
трипсина принимали 1 мкмоль субстрата, гидроли-
зованного за 1 мин в 1 мл образца при 407 нм и тем-
пературе 20–22°C [15]. Активность химотрипсина
(КФ 3.4.21.1) определяли в течение 10 мин при
22°С, при 256 нм с использованием BTEE (бензо-
ил-тирозин-этил-эстер, Sigma-Aldrich) в качестве
субстрата (1 мМ раствор в 50%-ном метаноле) в
80 мМ трис-HCl буфере с добавлением 100 мМ Ca-
Cl2, рН 7.8. За единицу активности химотрипсина
принимали 1 мкмоль субстрата, гидролизованного
за 1 мин в 1 мл образца при 256 нм и температуре
20–22°C [16].

Определение ингибирующей 
способности препаратов T. nodulosus

В качестве источника ингибиторов протеолити-
ческой активности использовали среду инкубации,
экстракт гельминтов и фракции, полученные при
разрушении щеточной каймы тегумента. Для опре-
деления ингибиторной способности в опытную
среду, содержащую 100 мкл гомогената слизистой
оболочки кишечника щуки или 100 мкл раствора
трипсина, добавляли 10 мкл инкубационной среды
или экстракта червей и инкубировали в течение
15 мин при температуре 20–22°C. Одновременно в
соответствующую контрольную пробу добавляли

аналогичный объем буфера. После этой инкубации
в пробах определяли протеолитическую актив-
ность как описано выше. Для этой серии опытов
использовали коммерческий препарат бычьего
трипсина (HiMedia) в концентрации 0.1 мг/мл.

Расчеты ферментативной активности проведе-
ны двумя способами: на г влажной массы слизи-
стой оболочки кишечника (общая ферментативная
активность) и на мг белка (специфическая актив-
ность), содержащегося в г влажной массы слизи-
стой оболочки кишечника или в мл раствора ком-
мерческого препарата трипсина.

Все биохимические измерения проводили в трех
повторностях.

Статистическая обработка
Результаты представлены в виде средних и их

стандартных ошибок. Обработка результатов вы-
полнена с помощью статистических пакетов “Mic-
rosoft Excel 2010” и STATISTICA 8 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK). Ингибиторный эффект оценивали при
помощи однофакторного дисперсионного анализа с
использованием критерия Тьюки для множествен-
ного сравнения средних значений при p < 0.05.

Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
циям Комиссии по биоэтике Федерального госу-
дарственного бюджетного учреждения науки Ин-
ститута биологии внутренних вод им. И.Д. Папа-
нина Российской академии наук (Протокол № 7 от
10 марта 2022 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние различных стадий зрелости цестод 
на активность протеолитических ферментов
Ингибирующую способность процеркоидов в

связи с их микроскопическими размерами доступ-
ными физиологическими методами не было воз-
можности исследовать. Поэтому наши усилия бы-
ли сосредоточены на изучении способности плеро-
церкоидов и различных стадий зрелости взрослых
цестод T. nodulosus влиять на протеолитическую ак-
тивность слизистой оболочки кишечника хозяина
и коммерческий препарат трипсина. Показано, что
на протеолитическую активность слизистой обо-
лочки кишечника щуки исследованные препараты
T. nodulosus достоверного влияния не оказывают,
p > 0.05, хотя и отмечается тенденция снижения
этой активности (рис. 1).

Однако при исследовании влияния этих препа-
ратов на активность коммерческого трипсина (при
попарном сравнении с контрольным значением)
отмечено статистически значимое снижение его
активности под действием всех использованных
препаратов, кроме экстракта плероцеркоидов, p <
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< 0.05 (рис. 2). Следует отметить, что влияние экс-
трактов незрелых червей было достоверно больше
по сравнению с другими исследованными препа-
ратами (p < 0.05). При этом активность трипсина
уменьшается от 12.7 ± 1.5 до 52.2 ± 5.5% в зависи-
мости от исследованного препарата. Зависимость
сохраняется как при расчете общей, так и при рас-
чете специфической активности. При этом наибо-
лее сильное ингибирующее действие на активность
трипсина оказывает экстракт незрелых червей
(52.2 ± 5.5%). Экстракты оказывают большее инги-
бирующее влияние на активность трипсина (на
26.5 ± 1.3% для экстракта плероцеркоида и на
52.2±5.5% для экстракта незрелого червя), чем сре-
ды инкубации червей (на 13.5 ± 2.7% для среды ин-
кубации незрелого червя и на 12.7 ± 1.5% для тако-
вой зрелого).

Влияние фракций щеточной каймы тегумента
и экстракта тела червей, лишенных щеточной 

каймы, на активность протеолитических ферментов

Мы предприняли попытку определить, щеточная
кайма тегумента или тело червя, лишенное щеточной
каймы, в большей степени обладают ингибирующей
способностью по отношению к протеиназам. С этой
целью щеточная кайма тегумента была разрушена,
как описано в разделе “Методы исследования”. Спо-
собность ингибировать протеиназы была исследова-
на у фракции щеточной каймы и у экстракта тела чер-

вя, лишенного щеточной каймы. Несмотря на тен-
денцию снижения протеолитической активности
слизистой оболочки кишечника щуки под действием
фракции червя, лишенного щеточной каймы тегу-
мента, достоверного влияния исследованных фрак-
ций на общую и специфическую протеолитическую
активность слизистой оболочки кишечника хозяи-
на–щуки не обнаружено p > 0.05 (рис. 3).

Кроме того, было исследовано действие полу-
ченных фракций червей на активность трипсина и
химотрипсина, функционирующих в слизистой
оболочке кишечника щуки с использованием спе-
цифических для этих ферментов субстратов (рис. 4).
Обнаружено, что фракция червя, лишенного ще-
точной каймы тегумента, достоверно снижала ак-
тивность трипсина и химотрипсина в слизистой
оболочке кишечника щуки (рис. 4).

Также при действии на раствор коммерческого
трипсина обе исследованные фракции достоверно
снижали его активность p < 0.05 (рис. 5). При этом
активность трипсина под влиянием фракции чер-
вя, лишенного щеточной каймы, снижалась на
58.4 ± 4.9%, а под влиянием фракции щеточной
каймы тегумента – на 17.8 ± 2.6%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Поскольку ранее мы установили, что взрослые

черви в кишечнике окончательного хозяина спо-
собны ингибировать протеолитические ферменты

Рис. 1. Влияние экскреторно-секреторных продуктов и
экстрактов цестод T. nodulosus различных стадий зрело-
сти на протеолитическую активность слизистой обо-
лочки кишечника щуки. На (a): общая активность
ΔAbs г–1 мин–1; на (b): специфическая активность,
ΔAbs мг–1 мин–1. По горизонтали: 1 – контроль, 2 –
экстракт плероцеркоидов, 3 – среда инкубации незре-
лых червей, 4 – экстракт незрелых червей, 5 – среда ин-
кубации зрелых червей, 6 – экстракт зрелых червей.
Представлены средние значения ± стандартная ошибка.
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Рис. 2. Влияние экскреторно-секреторных продуктов и
экстрактов цестод T. nodulosus различных стадий зрело-
сти на общую и специфическую активность трипсина.
На (a): общая активность ΔAbs г–1 мин–1; на (b): специ-
фическая активность, ΔAbs мг–1 мин–1. По горизонта-
ли: 1 – контроль, 2 – экстракт плероцеркоидов, 3 – сре-
да инкубации незрелых червей, 4 – экстракт незрелых
червей, 5 – среда инкубации зрелых червей, 6 – экс-
тракт зрелых червей. Представлены средние значения
± стандартная ошибка.
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Рис. 3. Влияние различных фракций цестод T. nodulosus на протеолитическую активность слизистой оболочки кишечника
щуки. На (a): общая активность ΔAbs г–1 мин–1; на (b): специфическая активность, ΔAbs мг–1 мин–1. По горизонтали: I –
контроль, II – экстракт червя, лишенного щеточной каймы тегумента, III – фракция щеточной каймы тегумента. Пред-
ставлены средние значения ± стандартная ошибка.
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Рис. 4. Влияние различных фракций цестод T. nodulosus на активность трипсина и химотрипсина слизистой оболочки ки-
шечника щуки. На (a): общая активность ΔAbs г–1 мин–1; на (b): специфическая активность, ΔAbs мг–1 мин–1. I – кон-
троль, II – экстракт червя, лишенного щеточной каймы тегумента, III – фракция щеточной каймы тегумента. Представ-
лены средние значения ± стандартная ошибка.
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[9, 10], встал вопрос о том, на какой стадии разви-
тия или зрелости червя у него проявляется эта спо-
собность. Стоит отметить, что ингибиторы серино-
вых протеаз – один из ключевых компонентов сре-
ди секреторных продуктов многих видов паразитов
[17]. Они играют важную роль в выживании пара-
зита за счет способности ингибировать ферменты
хозяина и в норме присутствуют в микроокруже-
нии и/или секретируются иммунными эффектор-
ными клетками [6]. Эти ингибиторы регулируют
активность протеаз и контролируют разнообраз-
ные процессы, связанные с их активностью, в том
числе они играют существенную роль в защите па-
разита от пищеварительных ферментов хозяина.

Не обнаружено достоверного влияния на про-
теолитическую активность экстрактов плероцер-
коидов. Возможно, это связано с наличием у них
капсулы, которая должна защищать червей от вли-
яния хозяина. Плероцеркоиды локализуются в пе-
чени, где происходит инкапсуляция паразита пу-
тем разрастания соединительной ткани вокруг не-
го. Образование капсулы – защитная реакция

хозяина на внедрение паразита. Плероцеркоиды в
печени окуня могут жить не более двух лет. Отме-
чен разный уровень взаимной адаптации плеро-
церкоидов с хозяином в различных популяциях
окуня, что определяется типом циркуляции гель-
минта в конкретных экосистемах [18]. Благодаря
высокой активности стенок капсулы, образующей-
ся вокруг паразита в печени хозяина, и обилию ка-
пилляров она играет роль полупроницаемой обо-
лочки, которая, с одной стороны, обеспечивает
благоприятные условия для питания, роста и раз-
вития паразита, с другой – надежно защищает от
его воздействия ткани хозяина [2].

В то же время заражение плероцеркоидами вли-
яет на жизнедеятельность хозяина – окуня. Так,
показано, что у зараженных плероцеркоидами
T. nodulosus сеголетков окуня активность протеоли-
тических и гликолитических ферментов ниже, чем у
незараженных, причем в переднем отделе кишечника
активность пищеварительных гидролаз снижается
особенно заметно. Снижение активности гидролаз
может быть связано с нарушениями в функциониро-
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вании гепатопанкреаса у зараженных рыб и, как
следствие, снижением синтеза и поступления зимо-
генов протеолитических ферментов и амилазы в ки-
шечник [19]. Установлено, что заражение окуней
старших возрастных групп плероцеркоидами T. nodu-
losus снижает активность ферментов, обеспечиваю-
щих начальные этапы ассимиляции белковых ком-
понентов пищи у рыб. Показано снижение доли се-
риновых и металлопротеаз, а также значительное
увеличение доли неидентифицированных протеаз в
кишечнике зараженных рыб [20].

В настоящем исследовании установлено, что
как незрелые, так и зрелые цестоды T. nodulosus об-
ладают способностью ингибировать основной
протеолитический фермент – трипсин. Большее
влияние на активность трипсина экстракта незре-
лых червей по сравнению с таковым зрелых гель-
минтов может объясняться тем фактом, что пер-
вым для продолжения жизненного цикла предсто-
ит дольше находиться в агрессивной среде хозяина
– кишечнике. Зрелые черви готовы к дестробиля-
ции и выходу яиц, возможно по этой причине спо-
собность их экстрактов ингибировать протеазы
ниже, чем у незрелых червей. Полученные в насто-
ящем исследовании данные согласуются с ранее
установленным большим влиянием среды инкуба-
ции и экстракта зрелых T. nodulosus на активность
трипсина по сравнению с протеолитической ак-
тивностью слизистой оболочки кишечника хозяи-
на [9]. Кроме того, установлено, что добавление
экстрактов цестод T. nodulosus приводит к немед-
ленному достоверному снижению активности рас-
твора коммерческого препарата трипсина. Чем
больше концентрация экстракта червей, тем боль-
ший эффект ингибирования он оказывает на ак-
тивность трипсина. Наличие ингибиторов протеаз
необходимо обитающим в кишечнике цестодам
для защиты от постоянного воздействия протеоли-
тических ферментов хозяина. Стоит отметить, что
в транскриптоме T. nodulosus были обнаружены
различные молекулярные шапероны, протеолити-

ческие ферменты, ингибиторы протеаз (ингибито-
ры Кунитц-подобных протеаз, ингибиторы сери-
новых протеаз и серпинов) и антиоксидантных
ферментов [21], что согласуется с полученными на-
ми данными. Сравнение белкового состава плеро-
церкоидов и взрослых паразитов T. crassus и T. no-
dulosus показало значительное сходство протеом-
ной организации Triaenophorus sp. во вторых про-
межуточных и конечных хозяевах [22], что также
согласуется с полученными нами данными.

Кроме того, в экстрактах T. nodulosus выявлено
два новых белка типа Кунитца, потенциально от-
ветственных за ингибирующую способность лен-
точных червей по отношению к трипсину, что рас-
ширило список цестод, использующих белки типа
Кунитца во взаимодействиях с хозяином [10]. Из-
вестно, что ингибиторы протеаз, в том числе се-
мейство Кунитца, участвуют в процессах коагуля-
ции, фибринолиза и воспалительного процесса и
включают ингибиторы цистеиновой и аспаратил-
протеаз [23]. По мнению этих авторов, ингибиторы
протеазы типа Кунитца – единственные эндогенные
ингибиторы воспалительного каскада. Благодаря
этому ингибиторы протеаз паразитов способны дей-
ствовать, регулируя различные физиологические ме-
ханизмы хозяина. Эти ингибиторы вносят большой
вклад в изучение воспалительных патологий. Ин-
фекции ленточных червей влияют на иммунную
систему хозяина на нескольких уровнях, и регуля-
торные эффекты паразита и его выделений могут
не ограничиваться местами заражения. По этой
причине возможность того, что специфические мо-
лекулы гельминтов обладают мощным модулирую-
щим эффектом, может стать важным ресурсом для
разработки будущих иммунотерапевтических средств
для контроля воспалительных заболеваний [23].

Разрушение щеточной каймы тегумента при ис-
пользовании описанного метода доказано для раз-
личных видов цестод [12, 24, 25]. В отличие от ин-
гибирующей способности цестод Eubothrium rugo-
sum, паразитирующих в кишечнике налима,

Рис. 5. Влияние различных фракций цестод T. nodulosus на активность коммерческого трипсина. На (a): общая активность
ΔAbs г–1 мин–1; на (b): специфическая активность, ΔAbs мг–1 мин–1. По горизонтали: I – контроль, II – экстракт чер-
вя, лишенного щеточной каймы тегумента, III – фракция щеточной каймы тегумента. Представлены средние значе-
ния ± стандартная ошибка.
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которая связана исключительно со щеточной кай-
мой тегумента [24], аналогичная способность у
T. nodulosus обнаружена как во фракции щеточной
каймы, так и во фракции тела червя, лишенного
щеточной каймы. То есть полученные нами дан-
ные свидетельствуют о различной локализации
белков, ответственных за ингибирующую способ-
ность, у этих двух видов цестод.

Знание биохимии гельминтов позволяет вы-
явить различные ферменты или метаболические
пути, которые могут стать как мишенями для но-
вых терапевтических средств, так и молекулярны-
ми маркерами для использования в диагностике
[26]. Накопление сведений о спектре белков у
различных гельминтов на разных стадиях разви-
тия показывает разнообразие этих белков [8, 27].
В экскреторно-секреторных продуктах метаце-
стоды Taenia solium обнаружено 76 белков [28].
Victor и соавт. предположили, что факт обнаруже-
ния у этих червей белков, участвующих в выжива-
нии паразитов, и описанных для других гельмин-
тов, указывает на то, что экскреторно-секретор-
ный протеом может не сильно различаться между
видами или даже родственными родами. Кроме то-
го, в числе обнаруженных белков отмечены белки,
обладающие как эндопептидазной, так и ингиби-
торной по отношению к эндопептидазам активно-
стями [28]. Накопленные к настоящему времени
сведения свидетельствует о необходимости расши-
рения исследований в этом направлении, как за
счет увеличения количества видов червей, так и за
счет более глубокого изучения каждого из них.
Возможно, это позволит найти общие закономер-
ности или, наоборот, уникальность приспособле-
ний каждого вида паразита к существованию в ор-
ганизме хозяина.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлено, что ингибирующей спо-
собностью по отношению к протеазам в различной
степени обладают среды инкубации, т.е. экскре-
торно-секреторные продукты, и экстракты как не-
зрелых, так и зрелых цестод T. nodulosus. Достовер-
ное снижение активности отмечено при действии
исследуемых образцов на активность коммерческого
трипсина. Большей ингибирующей способностью
обладает экстракт червей, при этом экстракт незре-
лых червей ингибирует активность протеаз сильнее,
чем экстракт зрелых. При разрушении щеточной
каймы тегумента показано, что ингибирующая
способность в большей степени связана с фракци-
ей экстракта червей, лишенных щеточной каймы,
чем со щеточной каймой тегумента.
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METABOLIC ADAPTATION OF FISH INTESTINAL HELMINTHS:
INHIBITORY ABILITY TOWARDS PROTEASES
IN CESTODES TRIAENOPHORUS NODULOSUS

T. V. Frolovaa,#, and G. I. Izvekovaa

aPapanin Institute for Biology of Inland Waters, Yaroslavl Region, Borok, Russia
#e-mail: bianka28061981@gmail.com

The inhibitory ability towards proteases was studied in the extracts of plerocercoids from the liver of perch (Perca
fluviatilis Linnaeus), as well as in the excretory-secretory products and extracts of mature and immature cestodes
Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781) from the intestine of pike (Esox lucius Linnaeus). It was found that excre-
tory-secretory products and extracts of both mature and immature T. nodulosus display varying degrees of inhib-
itory ability against proteases. A significant decrease in activity was noted under the action of the studied samples
on the activity of commercial trypsin. Tapeworm extracts exhibit a greater inhibitory ability compared to excre-
tory-secretory products. At the same time, the extract of immature worms inhibits the activity of proteases more
strongly than that of mature ones. The inhibitory ability is more closely associated with the extract of worms lack-
ing the brush border than with the tegumental brush border fraction.

Keywords: fish, cestodes, proteolytic activity
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Известно, что ряд системных сердечных заболеваний различной этиологии (хроническая ишемия, аор-
тальный стеноз, гипертензия, диабетическая кардиомиопатия, реперфузионное повреждение после
ишемии и др.), ведущих к развитию сердечной недостаточности, сопровождается выраженной реорга-
низацией Т-системы кардиомиоцитов как у человека, так и у животных. Однако изменения в электро-
генезе клеточной мембраны Т-системы кардиомиоцитов при этих заболеваниях практически не изуче-
ны. Целью работы было выяснить динамику изменений электрогенеза различных отделов мембраны
кардиомиоцитов субэпикарда на разных сроках после ишемии-реперфузии (ИР) левого желудочка
(ЛЖ) у крыс с использованием метода внеклеточной регистрации и оценить морфологические измене-
ния Т-системы с использованием конфокальной микроскопии. Исследование проводили через один
день, две и четыре недели после ИР. Было установлено, что сразу после ИР наблюдается изменение
внеклеточно регистрируемых потенциалов действия первого типа (вПД1, характеризующиеся одним
негативным пиком), регистрируемых в зоне мембраны кардиомиоцитов субэпикарда, свободной от
входов в t-трубочки. Начиная с 24 часов, вплоть до четырех недель после ИР происходило увеличение
длительности времени спада (T90) и частоты встречаемости фазы следовой гиперполяризации вПД1,
достигающих максимальных значений к четырем неделям после ИР. Помимо этого, в течение четырех
недель после ИР отмечается выраженное снижение амплитуды второго пика внеклеточно регистриру-
емых потенциалов действия второго типа (вПД2, характеризующиеся наличием двух негативных пи-
ков), регистрируемых в зоне мембраны кардиомиоцитов субэпикарда, имеющей входы t-трубочек. Од-
нако изменений в структурной организации Т-системы обнаружено не было. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что функциональные модификации Т-системы эпикардиальных кардиомиоцитов после
ИР могут предшествовать их структурным модификациям.

Ключевые слова: миокард, ишемия, реперфузия, кардиомиоциты, внеклеточный потенциал действия,
Т-система
DOI: 10.31857/S004445292305008X, EDN: KQFEOG

ВВЕДЕНИЕ
Ишемически-реперфузионное повреждение

миокарда является ключевым звеном патогенеза
инфаркта миокарда (ИМ) и восстановления коро-
нарного кровотока в сердце после ИМ. Непосред-
ственно в зоне нарушенного кровотока происходит
смерть кардиомиоцитов, которая прогрессирует с
увеличением продолжительности ишемического
инсульта от более восприимчивого субэндокарда к
менее уязвимому субэпикарду [1, 2]. Это приводит
к расширению зоны ИМ от сравнительно ограни-
ченной области мертвых кардиомиоцитов в субэн-
докарде и средней части миокарда после 30–45 мин

коронарной окклюзии до более обширного и часто
трансмурального ИМ при ишемии более 60–
90 мин [3–6]. Поэтому скорейшее восстановление
кровотока имеет критическое значение при лече-
нии ИМ. Парадоксально, однако, что восстановле-
ние кровотока (реперфузия) связано с феноменом
дополнительного повреждения миокарда, ведуще-
го к увеличению зоны повреждения. Согласно су-
ществующим данным, до 50% окончательного раз-
мера зоны ИМ (зоны некроза) обусловлено имен-
но реперфузионным повреждением [7]. Кроме
того, ИМ сопровождается процессом ремоделиро-
вания миокарда, характеризующимся постепен-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ным увеличением сердца, сердечной дисфункцией
и метаболическими изменениями [8].

Электровозбудимая мембрана кардиомиоцитов
является важным элементом процесса ремодели-
рования миокарда. В частности, имеются данные о
том, что Т-система (система инвагинаций, или
t-трубочек, поверхностной мембраны миоцита
внутрь клетки) претерпевает существенные струк-
турные изменения при ряде сердечных патологий
различной этиологии (хроническая ишемия, аор-
тальный стеноз, гипертензия, диабетическая кар-
диомиопатия, ишемия-реперфузия (ИР) и др.),
проявляющиеся в дилатации t-трубочек, утрате
четкой поперечной ориентации и снижении плот-
ности их расположения [9–16].

Тубулярный компартмент радикально отлича-
ется от остальной части плазматической мембраны
кардиомиоцитов по плотности и экспрессии различ-
ных ионных каналов, транспортеров и рецепторов.
Именно в Т-системе сконцентрированы потенциал-
зависимые Ca2+-каналы L-типа. Распространяю-
щийся по t-трубочкам вглубь кардиомиоцита ПД за-
пускает открытие данных каналов и вход внеклеточ-
ного Ca2+ в цитоплазму кардиомиоцита, что ведет к
выбросу саркоплазматического Ca2+ в цитоплазму
(calcium-induced calcium release, CICR) и последу-
ющему сокращению кардиомиоцита. Релаксация
клетки достигается тем, что высвобожденный Ca2+

захватывается обратно в саркоплазматический рети-
кулум Ca2+-АТФазой (SERCA), а также выводится из
клетки Na+/Ca2+-обменником (NCX) клеточной
мембраны кардиомиоцита [17, 18]. Последователь-
ность и синхронность активации всех вышеуказан-
ных электрогенных механизмов имеют важное зна-
чение для работы сердца в норме и при патологии.
В этой связи особый интерес представляют не
только структурные, но и функциональные изме-
нения в тубулярном компартменте мембраны на
разных сроках после ИР.

До недавнего времени, однако, не существовало
прямых методов исследования электрической ак-
тивности непосредственно в тубулярном компарт-
менте кардиомиоцитов in situ. Используемые элек-
трофизиологические методы регистрации с помо-
щью контактных макроэлектродов характеризуют
интегральную электрическую активность агломе-
ратов клеток сердца. Эксперименты с внутрикле-
точной регистрацией токов или потенциалов дей-
ствия всей мембраны клетки обычно проводятся
на изолированных из нормального окружения
клетках сердца без возможности дискриминации
электрогенных механизмов, локализованных в
субмембранных компартментах плазматической
мембраны интактных кардиомиоцитов, что еще
более ограничивает интерпретацию результатов
этих исследований [19–21].

Ранее апробированный нами в экспериментах
на изолированных скелетных мышцах лягушки

[22] и изолированном сердце крысы [23, 24] метод
внеклеточной регистрации потенциалов действия
(вПД) с использованием стеклянных электродов с
тонким кончиком с наружным диаметром до
5 микрон представляется подходом, позволяющим
эффективно преодолевать многие из перечислен-
ных выше ограничений.

Таким образом, целью данной работы было ис-
следование динамики изменений в электрогенезе
функционально различных отделов мембраны кар-
диомиоцитов субэпикарда левого желудочка (ЛЖ)
у крыс на разных сроках после ИР с использовани-
ем метода внеклеточной регистрации и сопостав-
ление с данными об изменениях Т-системы, полу-
ченными с использованием конфокальной микро-
скопии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Модель ИР у крыс, выбранная для данной рабо-

ты, хорошо охарактеризована и считается наиболее
релевантной по отношению к клинической прак-
тике [25].

Исследования выполнялись на сердцах лабора-
торных крыс-самцов линии Wistar (возраст и вес на
начало эксперимента 2–4 месяца и 250–300 г соот-
ветственно). Во время эксперимента животные со-
держались в виварии Института эволюционной
физиологии и биохимии РАН в стандартных усло-
виях и при свободном доступе к воде и пище. Всего
в работе было использовано 27 крыс.

ЭКГ исследование проводилось на крысах, обез-
движенных с помощью ингаляции изофлурана
(Laboratories Karizoo, S.A., Испания) через маску.
Ингаляционная анестезия была выбрана в соответ-
ствии с ранее опубликованными рекомендациями
для проведения электрокардиографических иссле-
дований на крысах [26]. Регистрация ЭКГ осу-
ществлялась в трех стандартных отведениях с ис-
пользованием одноразовых игольчатых электро-
дов, подключенных к электрокардиографу для
ветеринарии Поли-Спектр –8/В. Во время реги-
страции ЭКГ животных размещали на подогревае-
мом столике (38°C). Запись кардиограмм осу-
ществлялась перед операцией и перед выведением
животных из эксперимента через 2 и 4 нед после
ИР. Длительность регистрации составляла 5 мин.
Затем в полученных для каждого животного запи-
сях ЭКГ осуществлялось усреднение PQRS ком-
плексов для более точной оценки исследуемых па-
раметров.

Коронароокклюзия с последующей реперфузией
(ИР-группа) выполнялась на животных, наркоти-
зированных с помощью золетила (40 мг/кг веса жи-
вотного; Virbac, Франция) с добавлением ксилани-
та (10 мг/кг веса животного; Нита-Фарм, Россия) в
соответствии с ранее описанной методикой [27].
В ИР-группе животных лигатура ослаблялась через
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45 мин после окклюзии левой коронарной артерии.
У ложнооперированных животных (ЛО-группа)
лигатура вокруг артерии размещалась в точности,
как и в случае ИР-крыс, но без окклюзии артерии.
Для проведения искусственной вентиляции лег-
ких с помощью аппарата ИВЛ (Kent Scientific
TOPOTM Dual Mode Ventilator; частота дыхания –
60/мин, дыхательный объем в пределах от 1.5 до
3 мл/ 100 г массы) проводилась интубация трахеи с
предварительной обработкой гортани 2% раство-
ром лидокаина. Окклюзия артерии подтвержда-
лась подъемом сегмента ST на ЭКГ [25].

Изоляция сердца для электрофизиологических
исследований проводилась на сроках 24 ч, 2 и 4 нед
после ИР. По окончании этих исследований серд-
ца использовались для приготовления поперечных
срезов, окрашиваемых для определения размера
зоны некроза через 24 после ИР и рубца на более
поздних сроках после операции.

Электрофизиологические исследования. Экспери-
менты проводились на изолированных сердцах
крыс в условиях сохраненного синусового ритма
при постоянной перфузии сердца аэрируемым фи-
зиологическим раствором по методу Лангендорфа.
Животных анестезировали с помощью раствора
хлоралгидрата (400 мг/кг; Chemical Point UG, Гер-
мания), после чего сердце извлекалось и помеща-
лось на установку для ретроградной перфузии, сов-
мещенную с системой микроэлектродной реги-
страции [24]. Перфузионный раствор представлял
собой аэрированный карбогеном (95% О2 и 5%
СО2) раствор Тироде со следующим составом:
140 мМ NaCl, 4.5 мМ KCl, 1 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2,
10 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, pH 7.4. Экспери-
менты проводили при температуре 36–37°С путем
контролируемого подогрева перфузирующего рас-
твора. Скорость перфузии составляла 5–7 мл/мин.
Удаление из экспериментальной камеры избыточ-
ного раствора осуществляли через силиконовую
трубочку диаметром 1 мм, подключенную к аспи-
ратору. Изготовление микроэлектродов (патч-пи-
петок) с диаметром кончика 5 μм производили с
использованием программируемого пуллера
(Sutter Instr., Model P-1000, США) из трубочек бо-
росиликатного стекла с наружным диаметром
1.5 мм и внутренним диаметром 0.86 мм. После
этого микроэлектрод заполняли раствором Тиро-
де. Сопротивление кончика микроэлектрода, за-
полненного раствором Тироде, составляло около
2 МОм. Устранение сократительных ответов обес-
печивалось добавлением в перфузирующий рас-
твор блокатора миозиновой АТФазы 2,3-бутанди-
он моноксима (Sigma-Aldrich, США) в концентра-
ции 30 мМ. Микроэлектрод, подключенный к
входу усилителя AM-1500 (National Instruments,
США), подводили к различным участкам поверх-
ности ЛЖ исследуемых сердец при помощи высо-
копрецизионного микроманипулятора NMH-21

(Narishige, Япония). При образовании устойчивого
контакта кончика микроэлектрода с поверхностью
сердца, как показано на рис. 1a, регистрировались
авторитмические систолические вПД с частотой в
диапазоне 0.3–1 Гц.

Длительность непрерывной регистрации вПД
от конкретной точки по времени могла составлять
один и более часа. После регистрации от данной
точки 10–20 последовательных вПД кончик мик-
ропипетки перемещался с шагом 50–100 μм в со-
седнюю точку регистрации в пределах того же
участка. Размер каждого участка составлял
≈500 × 500 μм. В среднем в каждом эксперименте
выполнялось картирование 10–12 участков от ба-
зального участка ЛЖ в направлении к верхушке
сердца с аналогичным числом регистрируемых то-
чек в пределах исследуемого участка. Таким обра-
зом, в целом от каждого сердца суммарно осуществ-
лялось от 100 до 144 отведений в различных участках
ЛЖ. Регистрируемые сигналы оцифровывались с
частотой 10 кГц при помощи аналого-цифрового
преобразователя NI USB-6211 (National Instruments,
США) и анализировались с помощью программно-
го пакета WinWCP 5 (SIPBS, Великобритания).

Оценка размера ИМ. Сердце разрезали на 5–
6 поперечных срезов, которые после окраски визу-
ализировались под цифровым USB-микроскопом
со штативом (модель МИКМЕД 5.0, Россия).
Для оценки размера зоны некроза через 24 ч после
ИР и доли рубцовой ткани через 2–4 нед после опе-
рации использовались поперечные срезы сердца
контрольных, ЛО- и ИР-крыс, окрашенные три-
фенилтетразолием хлористым (1% раствор трифе-
нилтетразолия хлористого в 0.2 М Tris, pH 7.8) в со-
ответствии с ранее описанной методикой [28].
Пример такого окрашенного среза сердца крысы
ИР-группы (четыре недели после ИР) представлен
на рис. 1b. Анализ полученных изображений про-
водился планиметрическом методом при помощи
программы Fiji – ImageJ. Доля некротической или
рубцовой ткани миокарда ЛЖ определялась как от-
ношение площади некротической/рубцовой ткани
к общей площади стенок ЛЖ для каждого попереч-
ного среза. Затем производился расчет среднего
значения для всего сердца.

Анализ распределения t-трубочек кардиомиоцитов
изолированного сердца с использованием конфокаль-
ной микроскопии. Кардиомиоциты субэпикарда ис-
следовали, используя инвертированный лазерный
сканирующий конфокальный микроскоп Leica
TCS SP5, оборудованный резонансным сканнером
(8000 Hz) и 20–60x (NA = 1.3) объективы (Leica,
Germany, Wetzlar), в соответствии с ранее описан-
ным методом [16]. Коротко, в каждом экспери-
менте получали снимки 7–15 случайно выбранных
на поверхности ЛЖ полей (205 × 205 μм). Изолиро-
ванное сердце, окрашенное с помощью перфу-
зии флуоресцентным красителем DI-8-ANEPPS
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(10 мкМ, Santa Cruz Biotechnology, США) и обра-
щенное ЛЖ в сторону объектива микроскопа, рас-
полагалось на столике микроскопа в специальной
чашечке Петри с тонким (60 микрон) стеклянным
дном. Для облучения образца использовали арго-
новый лазер (при 80% мощности). Регистрация
флуоресцентных сигналов велась с использовани-
ем 600–690 nm оптических фильтров. Поскольку
интенсивность фоновой флуоресценции зависит
от многих факторов, включая плотность капилляр-
ной сети и соединительной ткани в поле наблюде-
ния, смещение и чувствительность PMT-детектора
подбирались индивидуально для каждого случая,
чтобы сигнал находился в пределах линейного диа-
пазона детектора. Выбранный диаметр точечной
диафрагмы (pinhole) системы составлял 100 мик-
рон. В каждом эксперименте флуоресцентный сиг-
нал регистрировался в нескольких произвольно
выбранных в пределах первого слоя кардиомиоци-
тов субэпикарда ЛЖ сердца полях наблюдения, как
показано на рис. 1c. Первичный анализ всех на-
копленных в этих исследованиях данных произво-
дился с помощью Fiji – ImageJ программного обес-
печения. Для каждого исследованного кардиомио-

цита анализировалось распределение интервалов
между соседними t-трубочками в пределах узкого
(1 μм шириной) района интереса, параллельного
длинной оси клетки, и рассчитывались средняя
длина интервалов между t-трубочками и доля ин-
тервалов, длина которых превышает 3 μм (т.е. доля
интервалов с выпадающими t-трубочками).

Все данные проверяли на нормальность распре-
деления (тест Шапиро–Уилка) и, в соответствии с
результатами этой проверки, различия между зна-
чениями в контрольной и экспериментальных
группах оценивали как достоверные при p < 0.05,
используя соответствующий параметрический или
непараметрический тест. Представленные в тексте
данные приведены в виде средних значений вели-
чин с их стандартными ошибками.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ.

ЭКГ-исследования. Наиболее заметные измене-
ния в электрокардиограммах были отмечены у
крыс ИР-группы через 2–4 нед после операции по
сравнению с группой ЛО-крыс и контролем (ЭКГ,
снятые до операции; рис. 2). Анализ усредненных

Рис. 1. Изолированное сердце крысы через четыре недели после ИР с подведенным к ЛЖ микроэлектродом для регистра-
ции вПД (a) и поперечный срез сердца с рубцовой тканью (границы рубцовой ткани обозначены пунктирной линией),
окрашенный раствором трифенилтетразолия хлористого (b). Микрофотография окрашенного DI-8-ANEPPS участка
миокарда ЛЖ, полученная с использованием конфокального микроскопа (c). SE – субэпикард.

(а)

(c)

(b)

se

5 мм

25 мкм
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записей II стандартного отведения ЭКГ показал
достоверные изменения ряда параметров по срав-
нению с контролем, а именно снижение амплиту-
ды S-зубца, R-зубца, T-зубца (табл. 1). Также у
крыс ИР-группы с интрамуральным ИМ отмеча-
лось значительное увеличение амплитуды Q-зубца,
который в ЭКГ крыс либо отсутствует, либо крайне
мал в норме (рис. 2). Помимо этого, амплитуда S- и
T- зубца ЭКГ крыс после ИР достоверно была ниже
аналогичных значений в группе ЛО-крыс. У неко-
торых животных через 2–4 нед после ИР наблюда-
лась инверсия зубца Т (рис. 2c) Достоверных отли-
чий между исследованными параметрами ЭКГ
крыс контрольной и ЛО-групп выявлено не было.

Электрофизиологические исследования. В элек-
трофизиологических экспериментах были иссле-
дованы изолированные сердца ЛО-крыс (5 крыс),
и сердца крыс через 24 ч (6 крыс), через 2 нед
(3 крысы) и через 4 нед (4 крысы) после ИР. На
рис. 3 представлены суперпозиция нормализован-
ных ответов от индивидуальных точек регистрации
вПД1 и вПД2 от субэпикардиальных кардиомио-
цитов ЛЖ ЛО-крысы и их усредненные значения.

Видно, что профили вПД кардиомиоцитов ЛЖ
сердца ЛО-группы крыс представляли собой сиг-
налы двух типов. Сигналы первого типа (вПД1),
характеризующиеся наличием одного быстрого не-
гативного пика (Р1), встречались относительно
редко (15.2 ± 2.1% от всех регистраций, 5 крыс).
Значительно чаще (85.4 ± 3.2% от всех регистра-

ций, 5 крыс) регистрировались вПД второго типа
(вПД2), которые характеризовались наличием двух
выраженных негативных пиков: первого – быстро-
го (Р1), и второго (Р2), сильно варьирующего от
точки регистрации к точке как по амплитуде, так и
по длительности пика. Средние значения времени
спада до 90% до базовой линии (Т90) вПД1 и вПД2
ЛО-крыс составляли 6.05 ± 0.65 и 41.4 ± 6.5 мс со-
ответственно. Это близко к значениям, получен-
ным нами ранее у контрольных крыс [24, 29, 30].

Спустя сутки после ИР наблюдались достовер-
ные изменения ряда исследуемых параметров
вПД1 и вПД2 кардиомиоцитов поверхности ЛЖ.
Так, у вПД1 после его окончания отчетливо наблю-
далось появление позитивной фазы следовой ги-
перполяризации (СГ), а у вПД2 отмечалось сниже-
ние амплитуды второго пика (рис. 4).

Через четыре недели после ИР указанные изме-
нения достигали максимальных значений с одно-
временным увеличением длительности T90 вПД1
(рис. 5). При этом СГ наблюдалась и у вПД2. Ча-
стота встречаемости вПД1 и вПД2 на всех сроках
после ИР достоверно не отличалось от значений ЛО-
крыс (p > 0.05; дисперсионный анализ Краске-
ла–Уоллиса) и составляла в среднем 17.2 ± 3.1 и
83.4 ± 6.2%.

Оценка размера ИМ. Установлено, что доля руб-
цовой ткани, рассчитанная на основе анализа по-
перечных срезов стенки ЛЖ, варьировала в диапа-

Рис. 2. Примеры усредненных комплексов QRS II стандартного отведения у крысы до операции (a), сразу после опе-
рации (b) и через 4 нед после ИР (c).
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Таблица 1. Изменения основных исследованных параметров ЭКГ крыс ИР-группы через 2–4 нед после операции

* – достоверное отличие от контрольных значений (p < 0.05; one-way ANOVA с апостериорным тестом Тьюки); 
# – достоверное отличие от параметров ЭКГ ЛО-крыс (p < 0.05; one-way ANOVA с апостериорным тестом Тьюки);
n – количество животных в каждой группе.

Контроль (n = 24) ЛО (n = 6) ИР (n = 12)

Амплитуда Q зубца, мВ –0.012 ± 0.002 –0.011 ± 0.005 –0.051 ± 0.019*

Амплитуда R зубца, мВ 0.667 ± 0.035 0.574 ± 0.028 0.425 ± 0.037*

Амплитуда S зубца, мВ –0.222 ± 0.027 –0.289 ± 0.082 –0.081 ± 0.017* #

Амплитуда Т зубца, мВ 0.106 ± 0.013 0.089 ± 0.007 0.011 ± 0.019* #
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зоне от 5 до 35% от общей площади стенок ЛЖ, при
этом средние значения относительного размера зо-
ны некроза через 24 ч после ИР (5 крыс) достовер-
но отличалось от доли рубцовой ткани через 4 нед
(7 крыс) после операции (30.8 ± 1.7% и 13.8 ± 3.8%
соответственно; p < 0.05; one-way ANOVA с апостери-
орным тестом Тьюки).

На разных сроках после ИР как зона некроза,
так и рубцовая ткань, как правило, не затрагивают
субэпикард (интрамуральный инфаркт), от кар-
диомиоцитов которого проводилась регистрация
вПД. Это соответствует данным о том, что ишемия
менее 45 мин сопровождается минимальной гибе-
лью клеток субэпикарда [31, 32].

Рис. 3. Cуперпозиция нормализованных профилей вПД1 (a) и вПД2 (b) от индивидуальных точек регистрации (в пределах
одного участка) субэпикарда ЛЖ сердца ЛО крысы и их усредненные значения (панели (с) и (d) – вПД1 и вПД2 соответ-
ственно). Все сигналы нормализованы к величине их первого и единственного для вПД1 негативного пика (P1). Р2 – мет-
ка второго негативного пика в составе вПД2 сигнала.
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Поскольку у крыс, использовавшихся в элек-
трофизиологических экспериментах, зоны некроза
могли появиться в ходе перфузии изолированного
сердца, были исследованы срезы сердец трех здо-
ровых (контрольных) крыс по завершении равной
по времени процедуры перфузии и микроэлек-
тродного картирования (3 ч). Во всех этих исследо-
ваниях не было выявлено некротических зон, что
позволяет говорить об отсутствии дополнительно-
го, повреждающего миокард воздействия в период
проведения электрофизиологических эксперимен-
тов на изолированном сердце.

Анализ распределения t-трубочек кардиомиоцитов
изолированного сердца с использованием конфокаль-
ной микроскопии. В экспериментах, направленных
на изучение целостности структуры тубулярного
аппарата кардиомиоцитов, были изучены сердца

ЛО- (3 крысы) и ИР-крыс (3 крыс) через четыре не-
дели после операции. Результаты этого анализа не
показали статистически значимых отличий между
экспериментальными группами ни по среднему
интервалу, ни в частоте встречаемости длинных
интервалов между соседними t-трубочками (p >
> 0.05; t-критерий Стьюдента; табл. 2). При этом
параметры интервалов между соседними t-трубоч-
ками у ЛО-крыс сходны с данными, полученными
для контроля нами ранее [16].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе эксперимента было установлено, что
средние значения размеров зоны некроза миокарда
ЛЖ через 24 ч и рубцовой ткани через 4 нед
после ИР достоверно различались между собой

Рис. 5. Значения характеристик вПД1 и вПД2 ЛЖ сердец ЛО-крыс (Sham) и крыс через 24 ч, 2 и 4 нед после ИР (5, 6, 3 и
4 сердца в каждой из групп соответственно, 100–144 регистрации в каждом сердце). (a) – T90 вПД1; (b) – T90 вПД2; (c) –
относительная амплитуда 2-го пика вПД2 (% от амплитуды первого негативного пика сигнала); (d) – относительная пи-
ковая амплитуда СГ (AHP) вПД1 (% от амплитуды негативного пика сигнала). * – достоверные отличия средних зна-
чений от среднего значения аналогичных параметров ЛО-крыс. (p < 0.05; one-way ANOVA с апостериорным тестом
Тьюки).
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Таблица 2. Среднее значение длины интервалов между соседними t-трубочками и доля интервалов, длина которых
превышает 3 μм, в группе ЛО-крыс и через 4 нед после ИР

Средний интервал между соседними
t-трубочками, μм Доля длинных (>3 μм) интервалов, %

ЛО-крысы (n = 3) 2.04 ± 0.08 14.47 ± 0.74
ИР-крысы (n = 3) 1.87 ± 0.19 11.92 ± 2.54
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(30.8 ± 1.7 и 13.8 ± 3.8% соответственно). Более
низкое среднее значение доли рубцовой ткани че-
рез 4 недели после ИР по сравнению с некротиче-
ской зоной через сутки после операции может быть
объяснено замещением инфарктного миокарда
рубцовой тканью. Данный процесс сопровождает-
ся снижением толщины стенки ЛЖ в инфарктной
области в результате резорбции некротизирован-
ного участка миокарда [33].

Некроз и формирование рубца после ИМ со-
провождается изменением параметров ЭКГ [34–
37]. В наших экспериментах во II стандартном от-
ведении ЭКГ у крыс амплитуда Q-зубца в норме
была крайне мала, однако в группе ИР-крыс про-
исходит ее значительное увеличение. Предыдущие
исследования на крысах показали значительные
изменения сегмента ST при инфаркте миокарда
[34] и при ишемии миокарда [35], однако четких
критериев изменений сегмента ST не установлено
[36]. В наших экспериментах после ИР амплитуды
S- и T-зубца были ниже контрольных значений и
значений амплитуд в группе ЛО-крыс. Также у жи-
вотных ИР-группы встречались инвертированные
Т-зубцы, что и могло быть причиной снижения
среднего значения амплитуды этого зубца. Появле-
ние выраженного Q-зубца одновременно с инвер-
сией Т-зубца является признаком развития транс-
мурального инфаркта [37].

Изменения в электрогенезе кардиомиоцитов
субэпикарда значительно растянуты во времени.
Начиная с 24 ч и вплоть до четвертой недели после
ИР происходило увеличение длительности T90
вПД1 и амплитуды позитивной фазы СГ, достига-
ющее максимальных значений к четырем неделям
после ИР. На этом же сроке (четыре недели после
ИР) выраженная СГ является компонентом и
вПД2. Кроме того, с 24 ч после ИР выявляется до-
стоверное укорочение Т90 вПД2 по сравнению с
ЛО-крысами (см. рис. 4).

В соответствии с нашими предыдущими иссле-
дованиями с использованием данного метода в
сердцах контрольных животных регистрировались
сигналы двух, различных по количеству негатив-
ных пиков, типов вПД: вПД1 и вПД2 [24, 29, 30].
Все имеющиеся данные, касающиеся техники вне-
клеточной регистрации, структурной организации
Т-системы кардиомиоцитов желудочков сердца и
распределения различных ионных каналов и элек-
трогенных транспортеров в поверхностной мем-
бране и в мембране Т-системы кардиомиоцита
свидетельствуют в пользу того, что тип внеклеточ-
но регистрируемых ПД в наших условиях опреде-
ляется в основном позицией кончика регистриру-
ющего электрода на поверхности кардиомиоцита
по отношению к позиции выходов (устьев) t-трубо-
чек [24]. А именно, вПД1 регистрируются в тех слу-
чаях, когда электрод был помещен в участок мем-
браны кардиомиоцита, не содержащий устьев t-

трубочек и, соответственно, его основной негатив-
ный пик формируется входящими токами, идущи-
ми через каналы поверхностной мембраны клетки:
в основном через натриевые потенциал-чувстви-
тельные каналы. В том же случае, если кончик ре-
гистрирующей пипетки был помещен в участок
мембраны кардиомиоцита, содержащий одно или
более устьев t-трубочек, регистрируется более
сложный вПД2 сигнал, в котором присутствие вто-
рого негативного пика отражает активность элек-
трогенных механизмов, локализованных в мембра-
не Т-системы кардиомиоцита. Это, в первую оче-
редь, Са2+-каналы L-типа, Na+/Са2+-обменник и
некоторые подтипы К+-каналов [38, 39]. Работа ка-
ких конкретно ионных механизмов претерпевает
изменения, приводя к продлению спада вПД1,
снижению амплитуды второго пика вПД2 и появ-
лению СГ после ИР, предстоит еще выяснить.

Ранее было показано, что при стрептозотоцино-
вом диабете (СТЗ-СД) ПД желудочковых кардио-
миоцитов крыс замедлены из-за подавления К+-
токов. А именно, были приведены свидетельства
сниженной в кардиомиоцитах СТЗ-СД-крыс ак-
тивности/экспрессии трех типов К+-каналов: ка-
налов выходящего выпрямления, каналов сверх-
медленного тока (quasi-steady-state, Iss) и каналов
тока обратного выпрямления (IK1) [40–42].

Наши недавние результаты предполагают, что
патогенез СТЗ-СД в отношении изменений ион-
ных проводимостей желудочковых кардиомиоци-
тов более сложен, и наряду с подавлением части
потенциал-зависимых К+-каналов существует так-
же и активация (возможно, компенсаторная) К+-
каналов реполяризационного резерва, обеспечива-
ющих появление/усиление фазы СГ вПД. В част-
ности, такими каналами могут быть апамин-чув-
ствительные Са2+-зависимые К+-каналы низкой
проводимости (SK каналы), формирующие фазу
СГ ПД [15, 16, 30].

Имеющий место в представленных результатах
рост СГ также может быть связан с экспрессией SK
каналов в желудочковых кардиомиоцитах, что под-
тверждается работами других авторов, выполненных
на сердцах человека и животных моделях с сердечной
недостаточностью и после инфаркта [43–46].

Важное различие в ремоделировании вПД после
ИР по сравнению с диабетической кардиомиопа-
тией заключается в том, что частота встречаемости
вПД1 и вПД2 после ИР не изменялась, тогда как
при развитии СТЗ-СД наблюдались существенное
увеличение доли регистраций вПД1 и снижение
доли регистраций вПД2 [15], что может быть ассоци-
ировано с дезорганизацией Т-системы кардиомио-
цитов и уменьшением плотности распределения
устьев t-трубочек на поверхности. Отсутствие таких
изменений может свидетельствовать об отсутствии
морфологических изменений в этом мембранном
компартменте субэпикардиальных кардиомиоцитов
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после ИР, что подтверждается и результатами, полу-
ченными с использованием конфокальной микро-
скопии. Хотя структурное ремоделирование Т-ту-
булярной системы характерно для широкого спек-
тра сердечных патологий, включая ИР [10, 12–14],
и порой даже предшествует клиническим прояв-
лениям желудочковой дисфункции [9], в нашей
работе достоверных различий в исследованных
параметрах организации t-трубочек между ЛО- и
ИР-крысами выявлено не было. Возможно, это
обусловлено сравнительно небольшой выборкой
экспериментальных животных. Также отсут-
ствие признаков структурного ремоделирования
Т-системы на четвертой неделе после ИР вкупе с
изменениями параметров вПД могут указывать на
то, что функциональные модификации Т-системы
эпикардиальных кардиомиоцитов после ИР могут
предшествовать их структурным изменениям.

Существенное увеличение на этом фоне Т90
вПД1 и снижение амплитуды второго пика у вПД2
предположительно могут свидетельствовать о пе-
рераспределении потенциал-зависимых Ca2+-ка-
налов L-типа между поверхностной мембраной и
мембраной тубулярного компартмента кардио-
миоцитов. Однако это предположение еще пред-
стоит проверить.
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REMODELING OF EXTRACELLULARLY RECORDED ACTION POTENTIALS
OF RAT HEART SUBEPICARDIAL CARDIOMYOCYTES 

AFTER ISCHEMIA REPERFUSION INJURY

A. V. Stepanova,#, M. G. Dobretsova, E. V. Novikova, Yu. A. Filippova, A. A. Panov, and I. V. Kubasova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia
#e-mail: botanik2407@gmail.com

A number of systemic heart diseases leading to the development of heart failure (aortic stenosis, hypertension,
diabetic cardiomyopathy, reperfusion injury etc.) are accompanied by a pronounced reorganization of the T-sys-
tem of cardiomyocytes, both in humans and animals. However, structural-functional changes within this mem-
brane compartment of cardiomyocytes following ischemia-reperfusion (IR) have not been thoroughly studied.
The aim of the work was to study the remodeling of the T-system in the subepicardial cardiomyocytes of the left
ventricle of the rat heart after IR injury using confocal microscopy and extracellular recording methods. The
study was carried out after 24 hours, two weeks, and four weeks following IR. A remodeling of action potentials,
recorded extracellularly in the cardiomyocyte membrane patches devoid of t-tubule entrances (type 1 eAP), was
observed. Starting from 24 hours up to 4 weeks after IR, there was an increase in the duration of their decline time
(T90) and the formation of eAP after-hyperpolarization phase, reaching maximum values by the fourth week after
IR. A decrease in the second peak’s amplitude of eAPs, measured from cardiomyocyte surface locations with t-
tubule openings, was also noticed four weeks after IR. In this investigation, no observable changes in the struc-
tural organization of the T-system were found. These data suggest that functional modifications of the epicardial
cardiomyocyte T-system after IR injury may precede its structural modifications.

Key words: myocardium, ischemia, reperfusion, cardiomyocytes, extracellular action potential, T-system



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2023, том 59, № 5, с. 389–402

389

ПРОГНОЗИРУЕМАЯ ПРЕДСТАВЛЕННОСТЬ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЕЙ 
СИНТЕЗА ВИТАМИНОВ И КОРОТКОЦЕПОЧЕЧНЫХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 

ПРИ ОЖИРЕНИИ У ВЗРОСЛЫХ
© 2023 г.   А. В. Шестопалов1,2,3,4, Л. А. Ганенко5,*, И. М. Колесникова1,2, Т. В. Григорьева6,

И. Ю. Васильев6, Ю. Л. Набока5, Н. И. Волкова5, О. В. Борисенко1, С. А. Румянцев1,2,4

1Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Москва, Россия
2Национальный медицинский исследовательский центр эндокринологии

Министерства здравоохранения Российской Федерации, Москва, Россия
3Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии 

и иммунологии имени Дмитрия Рогачева Министерства здравоохранения 
Российской Федерации, Москва, Россия

4Центр Молекулярного Здоровья, Москва, Россия
5Ростовский государственный медицинский университет Министерства здравоохранения Российской Федерации, 

Ростов-на-Дону, Россия
6Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия

*e-mail: ganenko.lilia@yandex.ru
Поступила в редакцию 08.02.2023 г.

После доработки 30.06.2023 г.
Принята к публикации 27.07.2023 г.

Кишечная микробиота и ее метаболиты, такие как короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК) и
витамины, участвуют в поддержании энергетического гомеостаза, что актуально в контексте ожире-
ния. Целью работы стало проведение скрининга прогнозируемой представленности путей биосинтеза
витаминов и КЦЖК на основании данных метагеномного секвенирования микробиоты больных с ме-
таболически здоровым ожирением (МЗО) и метаболически нездоровым ожирением (МНЗО). Все
участники исследования (n = 263) были разделены на две группы: контрольная группа (n = 130) и паци-
енты с ожирением (n = 133), которая в свою очередь была разделена по метаболическому фенотипу
ожирения на подгруппы с МЗО (n = 38) и МНЗО, (n = 55). У пациентов проводилась оценка представ-
ленности метаболических путей образования витаминов и КЦЖК в фекалиях (PICRUSt2). У пациен-
тов с ожирением наблюдалось увеличение представленности путей синтеза витаминов В1, В2, В5, В6,
В7, В9 и витамина К, а также угнетение основных путей синтеза витамина В12. При этом характер из-
менений определялся метаболическим фенотипом ожирения. МЗО сопровождалось развитием дисба-
ланса в путях синтеза В1 и увеличенной представленностью путей образования витамина К. Тогда как
МНЗО приводило к большим метаболическим возможностям микробиоты продуцировать витамины
В1, В2, В5, В6, В7, В9 и К, а также к депрессии В12-синтезирующих путей. Кроме того, при МНЗО от-
мечалось увеличение представленности путей синтеза таких КЦЖК, как ацетат, пропионат и бутират,
что не было характерно для лиц с МЗО. В целом изменение представленности метаболических путей у
кишечной микрофлоры на фоне ожирения является результатом “селекции” микроорганизмов под
действием специфических факторов, более выраженных при МНЗО. Таким образом, дисбаланс в пу-
тях синтеза витаминов и короткоцепочечных жирных кислот кишечной флоры отражает нарушение
метаболического симбиоза в рамках суперорганизма (“микробиота-макроорганизм”).
Ключевые слова: кишечный микробиом, ожирение, PICRUSt2, метаболически здоровое ожирение, ме-
таболически нездоровое ожирение, короткоцепочечные жирные кислоты, витамины
DOI: 10.31857/S0044452923050078, EDN: KPNYNI

ВВЕДЕНИЕ
Осложнения, ассоциированные с ожирением,

такие как сахарный диабет II типа (СДII) и сердеч-
но-сосудистые заболевания являются одной из ве-
дущих причин смертности во всем мире [1]. Сооб-
щается, что в настоящее время примерно 2.1 мил-

лиарда (30%) человек в мире страдают ожирением
[2]. Тренд на снижение этой доли отсутствует, и по
прогнозам на 2030 г., проблема охватит до 50%
взрослого населения [3]. Из потенциальных этио-
логических факторов ни один не может полностью
объяснить столь стремительное распространение

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ожирения во всем мире [4]. Помимо этого, оказа-
лось, что ожирение является гетерогенным заболе-
ванием, включающим в себя несколько фенотипов
в зависимости от наличия метаболических наруше-
ний, а именно, выделяют фенотип метаболически
здорового ожирения (МЗО) и метаболически не-
здорового ожирения (МНЗО) [5].

Структура кишечной микробиоты у пациентов с
ожирением отличается от таковой у здоровых лиц
[4]. По данным литературы, ожирение связано с
обилием Firmicutes и Bacteroidetes и соотношением
Firmicutes/Bacteroidetes, но их изменения противоре-
чивы в различных исследованиях [6]. Проведенное
ранее нами исследование выявило как количествен-
ные, так и качественные изменения в микробиоме
кишечника не только у пациентов с ожирением по
сравнению со здоровыми лицами, но и между па-
циентами с разными фенотипами ожирения [7].
В частности, при сравнении количественных показа-
телей изучаемых филотипов микроорганизмов тол-
стой кишки у здоровых лиц и пациентов с ожирением
были выявлены статистически значимые отличия
для 7 филотипов: повышение Bacteroidetes, Рroteo-
bacteria, Cyanobacteriа и снижеие – Actinobacteria,
Firmicutes, TM7 (Saccharibacteria) и Fusobacteria. В то
же время в группе пациентов с ожирением досто-
верно чаще (p < 0.05) верифицировали Tenericutes,
Planctomycetes и Lentisphaerae. При МЗО встречае-
мость филотипа Lentisphaerae была статистически
значимо выше при сравнении с МНЗО. Количе-
ство Bacteroidetes было выше, а Firmicutes ниже при
МНЗО, по сравнению с МЗО. В настоящее время
микробиота кишечника рассматривается в каче-
стве самостоятельного органа с собственным мета-
болизмом, который не только потребляет пита-
тельные вещества, но и производит их, являясь
важной или неотъемлемой частью таких процес-
сов, как энергетический обмен, модуляция гомео-
стаза глюкозы и липидов, а также синтез витами-
нов [8]. Связь между ожирением и микробиомом
кишечника является двунаправленной, поскольку
изменения микробного сообщества тесно связан-
ны с развитием ожирения, а роль самого заболева-
ния может рассматриваться и как их причина, и
как следствие [9].

Взаимодействие микроорганизмов с макроорга-
низмом может проявляться в различных формах
симбиоза, включая мутуализм, комменсализм и
паразитизм. Симбиотические взаимодействия поз-
воляют макроорганизму и/или бактериям исполь-
зовать недоступные питательные вещества [9, 10].
Наиболее яркой иллюстрацией “метаболического
мутуализма” является витамин-синтетическая
функция микроорганизмов.

Недавние исследования показали, что кишечная
микробиота и ее метаболиты, такие как короткоце-
почечные жирные кислоты (КЦЖК) и витамины мо-
гут участвовать в развитии ожирения и метаболиче-

ских нарушений [11]. В контексте изучения проблем
ожирения наиболее интересны прототрофные
микробы, синтезирующие витамин К и витамины
группы B [9], которые могут иметь отношение к
возникновению чувства голода, стимулировать
чрезмерное потребление энергии, а в случае с ниа-
цином (витамин В3) – провоцировать непереноси-
мость глюкозы, резистентность к инсулину и по-
вреждение печени [12].

Особая роль метаболической функции симбио-
тической микробиоты в поддержании гомеостаза
макроорганизма принадлежит КЦЖК. Они явля-
ются продуктом бактериальной ферментации
сложных полисахаридов. Более 95% КЦЖК, выра-
батываемых в кишечнике, представляют собой
ацетат, пропионат и бутират [13]. Ацетат способен
проникать через гематоэнцефалический барьер и
участвует в подавлении аппетита [14], принимает
участие в липогенезе и является важным энергети-
ческим субстратом для сердца, мозга, почек, мышц
и других периферических тканей. Пропионат явля-
ется второй КЦЖК по распространенности после
ацетата, подобно ему также влияет на чувство голо-
да и насыщение, возможно, повышая уровень леп-
тина, что приводит к снижению потребления энер-
гии [14]. Помимо этого, пропионат в гепатоцитах
участвует в глюконеогенезе и липидном обмене.
КЦЖК, в первую очередь бутират, улучшает ки-
шечный барьер, предотвращая транслокацию бак-
терий и липополисахаридов из просвета кишечни-
ка в кровяное русло путем стимулирования синтеза
муцина, секреции слизи, а также индукции у коло-
ноцитов и фагоцитов продукцию антимикробных
пептидов, которые препятствуют прикреплению и
инвазии бактерий через слизистую оболочку ки-
шечника. Также установлено, что бутират обрати-
мо снижает проницаемость слизистой оболочки
кишки за счет активации в клетках АМФ-протеин-
киназы, сопровождающейся усилием связи между
колоноцитами. Бутират меньше всего всасывается
из кишечника, он действует в основном локально и
является основным энергетическим субстратом
для колоноцитов [13, 14].

Таким образом, метаболизм микробиоты ки-
шечника тесно вплетается в метаболические пути
человека и имеет возможность непосредственно
влиять на общий баланс энергии, витаминов и пи-
тательных веществ, а также на саму способность к
их усвоению посредством регуляции проницаемо-
сти мукозального барьера кишечника [8, 14].

Для оценки микробиома рекомендуется ис-
пользовать настолько большое число разнообраз-
ных методов, насколько это представляется воз-
можным для создания интегральной модели, в ко-
торой каждый показатель имеет вес. Тем не менее
центральное место в исследованиях такого рода
всегда занимают данные о последовательностях
ДНК микроорганизмов, поскольку именно по ним
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проще охарактеризовать состояние микробного
сообщества на уровне представленности отдель-
ных таксонов. В то же время доля представленно-
сти каждого конкретного таксона представляет со-
бой интерес не только для определения экологиче-
ских характеристик микробиома. Современное
положение дел в отрасли метагеномных исследова-
ний таково, что за каждым известным таксоном,
как правило, закрепляется какой-либо метаболи-
ческий профиль, который представляет собой со-
вокупность информации о метаболических путях
таксонов, полученной как прямо, на основании ре-
зультатов мультиомиксных исследований, так и
косвенно, путем интерполяции таких результатов
для филогенетически близких таксонов. Эти дан-
ные можно использовать для реконструкции той
части метаболического профиля всего микробио-
ма, в которые данный таксон вносит свой вклад,
неизбежно растущий по мере увеличения его пред-
ставленности в таком микробиоме и наоборот [15].
Таким образом, целью настоящей работы стал
скрининг прогнозируемой представленности пу-
тей биосинтеза витаминов и КЦЖК на основании
данных метагеномного секвенирования микро-
биоты больных с такими фенотипами ожирения,
как МЗО и МНЗО.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Проведено одномоментное исследование в пе-

риод 2018–2022 гг. на базе ФГБОУ ВО РостГМУ
Минздрава России, ООО “Центр молекулярного
здоровья” и ФГАОУ ВО “Казанский (Приволж-
ский) федеральный университет”, в которое были
включены 263 участника. Критериями включения
в исследование были: возраст старше 18 лет, отсут-
ствие приема антибиотиков, пробиотических и
пребиотических препаратов в течение 6 мес до
включения в исследование и подписанное добро-
вольное информированное согласие на участие в
исследовании. Критериями исключения участни-
ков из исследования были: тяжелые соматические
заболевания (хроническая почечная недостаточ-
ность, хроническая печеночная недостаточность,
хроническая сердечная недостаточность), заболе-
вания желудочно-кишечного тракта, алкоголизм,
беременность, депрессия, а также любое заболева-
ние в острой форме.

Все участники исследования были разделены на
две исследуемые группы. Группа 1 (n = 130, кон-
трольная группа) была сформирована из здоровых
доноров с индексом массы тела (ИМТ) от 18.5 до
24.9 кг/м2, без признаков метаболических наруше-
ний и артериальной гипертензии. Группу 2 соста-
вили пациенты с ожирением (n = 133), имеющие
ИМТ более 30 кг/м2 и окружность талии более
102 см у мужчин и более 88 см у женщин. Пациенты
группы 2 были разделены в зависимости от метабо-
лического фенотипа ожирения в соответствии с

критериями NCEP-ATP III на подгруппы с метабо-
лически здоровым ожирением (МЗО) и с метабо-
лически нездоровым ожирением (МНЗО) [16].
Ожирение считалось метаболически нездоровым, ес-
ли для пациента были характерны два и более крите-
риев: 1) триглицериды сыворотки (≥1.7 ммоль/л);
2) холестерол ЛПВП (♂ < 1.03 ммоль/л; ♀ <
< 1.29 моль/л); 3) артериальное давление (sys ≥
≥ 130 мм рт.ст.; dia ≥ 85 мм рт.ст.); 4) глюкоза нато-
щак (≥16.1 ммоль/л). В подгруппу пациентов с МЗО
вошли 38 человек, тогда как подгруппу с МНЗО со-
ставили 55 пациентов. Для 40 пациентов не было
получено убедительных данных для включения их
в одну из подгрупп, поэтому их результаты не были
включены в анализ метаболических возможностей
кишечной микробиоты при различных метаболи-
ческих фенотипах ожирения. Сбор образцов фека-
лий участников всех обследуемых групп проводил-
ся согласно справочному пособию под редакцией
В.В. Меньшикова [17]. С целью минимизации вли-
яния климатических условий, характера питания и
этнических факторов на кишечный микробиом, в
исследование были включены пациенты, прожива-
ющие на одной территории (Ростовская область и
г. Ростов-на-Дону) в летнее-осенний период. До-
ставленные в медицинское учреждение образцы
фекалий были помещены в морозильную камеру
для длительного хранения. Длительное (до 30 сут)
хранение осуществлялось при температуре не вы-
ше –18°С для транспортировки образцов в лабора-
торию. Из образцов фекалий проводили выделение
бактериальной ДНК с использованием наборов
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Германия). Полученную бактериальную ДНК ам-
плифицировали с использованием праймеров,
специфичных к вариабельному участку v3–v4 гена
16S рРНК. После очистки смеси парамагнитными
частицами AMPure XP (Beckman Coulter, США)
ПЦР-продукты индексировали с помощью ис-
пользования индекс-праймеров Nextera XT Index
Kit (Illumina, Inc., США). Повторно выполняли
очистку смеси парамагнитными частицами и
сформированные библиотеки секвенировали на
платформе MiSeq (Illumina, Inc., США) согласно
протоколу производителя. Полученные риды были
проанализированы программой QIIME2 v.2020.8 [18]
с использованием референсной базы данных после-
довательностей генов рРНК SILVA v.138 [19] c поро-
гом кластеризации близких последовательностей
97%. Для предсказания метаболических возмож-
ностей кишечной микробиоты был использован
PICRUSt2 [15], позволивший оценить представ-
ленность генов ферментов и метаболических пу-
тей, нормализованную на количество копий ридов
16S рРНК. Для адекватного сравнения метаболи-
ческих возможностей кишечной микробиоты у ис-
следуемых групп пациентов был использован внут-
ренний контроль, величина представленности
фермента EC: 2.7.7.7 ДНК-полимеразы, позволив-
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ший унифицировать полученные результаты. По-
добный выбор был обусловлен несколькими при-
чинами. Во-первых, предсказание наличия данно-
го фермента было характерно для кишечной
микробиоты каждого участника исследования. Во-
вторых, величина представленности ДНК-полиме-
разы была значительно выше представленности
других ферментов. Кроме того, все микроорганиз-
мы экспрессируют ДНК-полимеразу как основной
фермент репликации ДНК. Таким образом, при
сравнении метаболических возможностей были
использованы значения отношений представлен-
ности отдельных метаболических путей к пред-
ставленности ДНК-полимеразы, рассчитанные
для каждого пациента.

Статистическая обработка данных проводилась
с использованием программного обеспечения
MedCalc v. 20.210 (MedCalc Software Ltd, Бельгия).
Все полученные массивы данных были проверены
на нормальность распределения с использованием
критерия Шапиро–Уилка. Ввиду преобладания
ненормального распределения данные были пред-
ставлены в качестве медианы [25 перцентиль –
75 перцентиль]. В сравнительный анализ были
включены метаболические пути, характерные для
25 и более процентов пациентов, хотя бы одной из
групп. Сравнительный анализ проводили с ис-
пользованием непараметрического критерия Кру-
скела–Уоллиса. Кроме того, в случае необходимо-
сти сравнения частоты представленности метабо-
лических путей использовался Хи-квадрат анализ.

Выявленные различия считались статистически
значимыми при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ прогнозируемой представленности ме-
таболических путей синтеза водорастворимых ви-
таминов выявил ряд изменений в микробиоме у
больных с ожирением (рис. 1). У пациентов Груп-
пы 2 наблюдалось увеличение представленности
путей синтеза и/или сохранения витаминов В1, В2,
В5, В6, В7 и В9, а также их активных форм. Кроме
того, при ожирении наблюдалось увеличение пред-
ставленности ферментов минорного пути синтеза
активной формы В3 – биосинтеза NAD II (из трип-
тофана) (0.0 [0.0–0.00006] против 0.0 [0.000–
0.000007] у Группы 1, p < 0.05). Следует отметить,
что подобные различия были связаны с большей
частотой представленности данного метаболиче-
ского пути в кишечном микробиоме Группы 2–
42.9%, тогда как в Группе 1 такая частота составила
только 26.2% (p < 0.005).

Вместе с тем для пациентов Группы 2 было от-
мечено угнетение основных путей синтеза В12
(рис. 1). При этом следует отметить, что при ожи-
рении наблюдалось усиление минорных путей
синтеза В12 и его активных форм: биосинтеза аде-
нозилкобаламина II (позднее включение кобальта)
(0.0 [0.0–0.00008] против 0.0 [0.0–0.00003] у
Группы 1, p < 0.01) и биосинтеза a,c-диамида
коб(II)ирината II (позднее включение кобальта)

Рис. 1. Изменения прогнозируемой представленности путей синтеза водорастворимых витаминов кишечной микробиоты
при ожирении. Примечание: здесь и далее, столбцы диаграмм построены на основании медиан, а “усы” указывают на 25 и
75 перцентили.
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(0.0 [0.0–0.00005] против 0.0 [0.0–0.00002] у Груп-
пы 1, p < 0.01). Эти отличия также были обусловле-
ны большей частотой представленности данных
метаболических путей у пациентов Группы 2 –
42.1% против 26.9% у Группы 1 (p < 0.05). Таким об-
разом, в микробном сообществе кишечника проис-
ходит не только снижение синтеза собственного ви-
тамина В12, но и повышение использования пище-
вого. То есть микробиота вступает в потенциальную
конкуренцию за витамин В12 с макроорганизмом.
Такой переход от одного метаболического профиля
микробиоты к другому следует объяснить как сме-
щение ее видового баланса с условно нормальны-
ми уровнями представленности активных проду-
центов витамина В12 в сторону, где преобладает
микрофлора, синтезирующая его в меньших коли-
чествах, либо вовсе поглощающая его из пищи. Это
может объяснить неоднократно описываемый де-
фицит данного витамина, наблюдаемый при ожи-
рении [8]. Также имеются данные, что уровень ви-
тамина В12 в сыворотке крови повышается при
снижении веса, на фоне низкокалорийной диеты
[20].

В то же время обнаружилась связь между такими
изменениями метаболического профиля микро-
биоты с метаболическим фенотипом ожирения
(рис. 2). МЗО приводило к развитию дисбаланса в
синтезе и сохранении витамина В1: на фоне сни-
жения метаболических способностей сохранения
тиамина II и синтеза тиазола (E. coli) у таких паци-
ентов наблюдалось увеличение представленности
суперпутей синтеза тиаминдифосфата I и II.
МНЗО сопровождалось более выраженными изме-
нениями путей синтеза витаминов. Для таких па-
циентов были характерны большие метаболиче-
ские возможности кишечной микробиоты к обра-
зованию витаминов В1, В2, В5, В6, В7 и В9. Также
и снижение возможности синтеза В12 наблюдалось
только при МНЗО, что согласуется с данными дру-
гих авторов и может объяснить предиктивную зна-
чимость гиповитаминоза В12 в развитии СДII [21].

При анализе влияния ожирения на метаболиче-
ские возможности синтеза жирорастворимых вита-
минов мы обнаружили у Группы 2 увеличение
представленности ферментов путей биосинтеза ви-
тамина К (рис. 3). При этом ожирение не затронуло
метаболический потенциал микробиоты продуциро-
вать другие жирорастворимые витамины: А, D и Е.

В отличие от путей синтеза водорастворимых
витаминов, увеличение представленности путей
синтеза витамина К было характерно как для паци-
ентов с МНЗО, так и для лиц с МЗО (рис. 4).

Таким образом, в целом микробиота больных с
ожирением обладает потенциально значительно
большими возможностями витамин-синтетических
процессов и снабжением организма витаминами, а
соответственно и активацией анаболических процес-
сов, в том числе липогенеза и адипогенеза.

Большой интерес представляют пути образова-
ния КЦЖК, так как последние являются не только
основным энергетическим субстратом для колоно-
цитов и регулятором проницаемости мукозального
барьера кишечника, но и энергетическим субстра-
том для клеток печени, миокарда и других тканей
[13]. Основными КЦЖК являются ацетат (C2),
пропионат (C3) и бутират (C4) [14]. Для пациентов
с ожирением был характерен ряд изменений в ме-
таболических возможностях синтеза КЦЖК (рис. 5).
По данным проведенного исследования, у пациен-
тов с ожирением отмечалось перераспределение в
метаболическом профиле микробиоты путей био-
синтеза ацетата из пирувата к альтернативным пу-
тям производства С2 в цикле трикарбоновых кис-
лот VII. Также наблюдался дисбаланс в путях обра-
зования бутирата: на фоне снижения производства
С4 из ацетил-КоА у пациентов с ожирением была
отмечена большая представленность ферментов
образования бутирата из пирувата и деградации
4-аминобутирата. Кроме того, ожирение сопро-
вождалось увеличением метаболических возмож-
ностей образования пропионата.

Разделение пациентов Группы 1 по метаболиче-
скому фенотипу позволило выявить, что измене-
ния в прогностической представленности путей
синтеза ацетата, пропионата и бутирата характер-
ны только для пациентов с МНЗО, но не для лиц с
МЗО (рис. 6).

Таким образом, микробиом больных с ожире-
нием, особенно с МНЗО, характеризуется дисба-
лансом в метаболизме короткоцепочечных жир-
ных кислот, что может отражаться на состоянии
мукозального барьера кишечника.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В последнее время возник растущий интерес к
роли витаминов в контексте ожирения, поскольку
многие исследования показали, что ожирение и ас-
социированные с ним метаболические нарушения
связаны с дефицитом или неоптимальными кон-
центрациями ряда витаминов в сыворотке крови
[22]. Кишечная микрофлора представляет собой
“метаболический орган”, одной из функций кото-
рого в рамках мутуалистических отношений с орга-
низмом человека является синтез витаминов.

Результаты настоящего исследования свиде-
тельствуют о росте представленности путей био-
синтеза витаминов В1, В2, В5, В6, В7, фолиевой
кислоты и снижении – витамина В12 в метаболи-
ческих профилях микробиоты пациентов, страда-
ющих ожирением, причем с более ярко выражен-
ным характером для фенотипа МНЗО. Ранее Duan
и соавт. выявили большую представленность в
микробиоме кишечника путей синтеза фолиевой
кислоты, В2, В5 и В6 у больных с ожирением [6],
однако полученные нами данные свидетельствуют



394

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 5  2023

ШЕСТОПАЛОВ и др.

о более широком спектре изменений в синтезе ви-
таминов. Также наши результаты частично согла-
суются с результатами сравнения метаболических
путей у больных с МНЗО и МЗО, проведенного
коллегами из Южной Кореи (Kim и соавт.), кото-

рые выявили увеличение представленности путей
синтеза витамина В1 и фолиевой кислоты [23]. Мы
обнаружили, что МНЗО приводит также к увеличе-
нию представленности путей синтеза витаминов
В2, В5, В6, и В7, но, что важно, снижению возмож-

Рис. 2. Изменения прогнозируемой представленности путей синтеза водорастворимых витаминов кишечной микробиоты
у пациентов с МЗО и МНЗО.
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Рис. 3. Изменения прогнозируемой представленности путей синтеза витамина К кишечной микробиоты при ожирении.
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ности синтеза витамина В12, при этом подобные
изменения не были характерны для МЗО.

Интересно, что МНЗО сопровождается умень-
шением разнообразия кишечной флоры, тогда как
при МЗО, напротив, наблюдается увеличение ее
разнообразия [7]. Однако снижение разнообразия

микробиома кишечника при МНЗО тем не менее
способствует сохранению таксонов-продуцентов
В1, В2, В5, В6, В7 и В9, что может указывать на
большую потребность микробного сообщества
и/или макроорганизма в этих витаминах. Кроме
того, мы выявили у пациентов с ожирением увели-

Рис. 4. Изменения прогнозируемой представленности путей синтеза витамина К кишечной микробиоты у пациентов с
МЗО и МНЗО.
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Рис. 5. Изменения прогнозируемой представленности путей синтеза КЦЖК кишечной микробиоты при ожирении.

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14

Group 1 Group 2

p < 0.05

p < 0.05

p < 0.05

p < 0.05

p < 0.005

p < 0.01
C2

C3

C4

pyruvate fermentation to acetate and lactate II

TCA cycle VII (acetate-producers)

pyruvate fermentation to propanoate I

pyruvate fermentation to butanoate

acetyl-CoA fermentation to butanoate II

4-aminobutanoate degradation V

Рис. 6. Изменения прогнозируемой представленности путей синтеза КЦЖК кишечной микробиоты у пациентов с МЗО
и МНЗО.
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чение представленности минорного пути синтеза
активной формы витамина В3, для которого была
показана прямая корреляция с характеристиками
альфа-разнообразия [24].

Тиамин (В1) является важным участником
энергетического обмена (окислительное декарбок-
силирование пирувата, цикл трикарбоновых кис-
лот), а также необходим для образования рибозы-
5-фосфата в пентозофосфатном пути и, как след-
ствие, для синтеза нуклеотидов ДНК и РНК [25].
Дефицит тиамина достаточно распространен у лю-
дей с ожирением, что, с одной стороны, может
быть результатом недостаточного потребления
цельно-зерновых продуктов – источников В1, а с
другой стороны, следствием повышенной потреб-
ности в этом витамине при ожирении [26]. Более
того, сообщалось, что до 75% пациентов с СДII ти-
па имеют низкую концентрацию витамина В1 в сы-
воротке [27]. Таким образом, увеличение метабо-
лических возможностей синтеза В1 на фоне МНЗО
можно рассматривать как адаптивное изменение
кишечной микробиоты у таких пациентов, имею-
щее в целом позитивный характер, и направленное
на восполнение дефицита данного витамина в си-
стеме “микробиота-макроорганизм”.

Рибофлавин (В2) – предшественник кофермен-
тов оксидоредуктаз играет значительную роль в
энергетическом обмене. Обычно ожирение не свя-
зывают с дефицитом рибофлавина, однако было
показано, что активность глутатион редуктазы
эритроцитов (один из способов оценки недостатка
В2) отрицательно коррелирует с уровнями систо-
лического артериального давления, общего холе-
стерола и холестерола ЛПВП, повышенные значе-
ния которых являются признаками МНЗО [22].
Кроме того, В2 способен снижать продукцию про-
воспалительных цитокинов в культуре мышиных
адипоцитов и макрофагов [28]. Учитывая, что для
МНЗО характерно развитие дислипидемии и более
выраженное системное воспаление, чем у МЗО
[29], больший потенциал к синтезу рибофлавина
представляется позитивным изменением со сторо-
ны кишечной микробиоты и, возможно, является
одним из механизмов противовоспалительного от-
вета в компенсации вялотекущего системного вос-
паления в системе “микробиота-макроорганизм”.

Витамин В5 (пантотеновая кислота) является
неотъемлемым участником обмена жирных кис-
лот, участвуя как в их синтезе и депонировании,
так и окислении [30]. Учитывая влияние на систе-
му “макроорганизм-микробиота” жировой диеты,
обычно характерной для пациентов с ожирением,
увеличение потребности микробиоты в этом вита-
мине становятся понятным. Производные В5 сти-
мулируют катаболизм жирных кислот и проявляют
гипогликемический эффект [31], кроме того, пан-
тотенат усиливает экспрессию термогенина в бу-
рой жировой ткани, что способствует расходу

энергии [32]. Такие эффекты производных панто-
теновой кислоты делают ее потенциально полез-
ной в терапии ожирения.

Основной биохимической функцией пиридок-
сина (В6) является участие в обмене аминокислот,
включая синтез заменимых аминокислот и нейро-
медиаторов [30]. Обычно у лиц с ожирением на-
блюдается нормальный уровень сывороточного
В6, однако при тяжелом ожирении были выявлены
дефицит пиридоксина и его отрицательная корре-
ляция с ИМТ [22]. Прием пиридоксина женщина-
ми с ожирением привел к снижению уровней инсу-
лина, общего холестерола, холестерола ЛПНП,
триглицеридов сыворотки и увеличению концен-
трации адипонектина, что указывает на улучшение
метаболического профиля пациентов [33]. Неиз-
вестно, способно ли увеличение метаболических
возможностей синтеза В6 микрофлорой на фоне
МНЗО оказывать положительный эффект на мета-
болический профиль таких пациентов, однако по-
добные изменения не являются потенциально не-
благоприятными.

Биотин (В7) представляет собой кофермент ря-
да карбоксилаз, играющих значительную роль как
в катаболизме, так и анаболизме человека и микро-
биоты [34]. Кроме того, биотин необходим для
биотинилирования гистонов, что регулирует экс-
прессию генов [35]. Было показано, что тяжелое
ожирение сопровождается снижением уровня био-
тина в сыворотке, а также отрицательной корреля-
цией между ИМТ и экспрессией биотин-зависи-
мых карбоксилаз в жировой ткани [36]. Исследова-
ния Belda и соавт. [36] также продемонстрировали
снижение абсолютного количества продуцентов
биотина в микробиоме лиц с тяжелым ожирением,
что на первый взгляд противоречит полученным
нами данным. Подобные различия могут быть
следствием разницы методических подходов: наше
исследование базировалось на изучении относи-
тельной представленности метаболического пути
по отношению к ЕС: 2.7.7.7 ДНК-полимеразе, т.е.
доли таксономических единиц в микробиоме, об-
ладающих конкретными метаболическими путя-
ми, тогда как работа Belda и соавт. [36] исследовала
абсолютные количества, когда количество клеток
было преобразовано в микробную нагрузку на
грамм биоматериала. А учитывая общее истощение
кишечной флоры при ожирении, можно заключить,
что несмотря на абсолютное снижение биотин-
продуцирующих микроорганизмов при ожире-
нии, их доля в микробном сообществе возраста-
ет. Возможно, именно способность этих микро-
организмов к синтезу В7 дает им метаболическое
преимущество перед другими представителями
микробного сообщества в специфических услови-
ях, создаваемых при МНЗО.

Производные фолиевой кислоты (В9) вовлече-
ны в перенос одноуглеродных фрагментов, что
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имеет особое значение в метаболизме гомоцистеи-
на и синтезе нуклеотидов [37]. У лиц с ожирением
обычно наблюдаются нормальные или сниженные
уровни фолатов в сыворотке, что может быть след-
ствием их повышенного использования, избыточ-
ной экскрецией с мочой, изменением распределе-
ния по органам и тканям, а также недостаточного
употребления растительной пищи [32, 38]. Недо-
статок В9 сопровождается развитием гипергомо-
цистеинемии, что повышает риск развития сердеч-
но-сосудистых заболеваний, риск которых значи-
тельно выше у пациентов с МНЗО [5, 22]. Если
предположить недостаток потребления раститель-
ной пищи или усиленное всасывание фолатов мак-
роорганизмом, как компенсация их дефицита, вы-
явленное нами увеличение прогнозируемой пред-
ставленности путей синтеза В9 у микрофлоры
пациентов с МНЗО может носить адаптационный
характер.

У человека кобаламин (В12) участвует в процес-
се образования метионина из гомоцистеина (на-
равне с В9) и изомеризации метилмалонил-КоА в
сукцинил-КоА при деградации жирных кислот с
нечетным количеством углеродных атомов [39].
Уровень витамина В12 связан с ожирением, и име-
ются данные о наличии негативной связи между
ИМТ и концентрацией кобаламина в сыворотке [3,
21]. Более того, некоторые авторы обнаружили
тенденцию к снижению концентрации витамина
В12 в сыворотке крови у пациентов с МНЗО по
сравнению с МЗО [8]. Было показано, что дефицит
кобаламина ассоциирован с гипергомоцистеине-
мией, инсулинорезистентностью, дислипидемией
и повышением риска сердечно-сосудистых заболе-
ваний, которые в большей степени характерны для
пациентов с МНЗО [3, 40]. Кроме того, накопление
метилмалонил-КоА блокирует карнитин-зависи-
мый транспорт жирных кислот в митохондрию для
их последующего окисления, тем самым способ-
ствуя депонированию жиров [40]. Обнаруженный
нами меньший потенциал к образованию В12 у ки-
шечной микробиоты пациентов с МНЗО может
вносить свой вклад в прогрессирование метаболи-
ческих нарушений у таких пациентов. Однако сле-
дует учитывать, что место всасывания кобаламина
(подвздошная кишка) значительно удалено от ос-
новного места обитания кишечной флоры (тол-
стый кишечник), что ограничивает биодоступ-
ность бактериального В12 [39]. В то же время дан-
ное обстоятельство может нивелироваться, так как
тонкая кишка обладает своим микробным сообще-
ством, а при ожирении частым является развитие
феномена “избыточного бактериального роста” и
заселение тонкой кишки представителями микро-
биоты толстой кишки [41]. Интересным представ-
ляются последствия снижения возможности син-
тезировать В12 для самой кишечной микробиоты.
Было показано, что прием В12 положительно ассо-
циирован с альфа-разнообразием и обилием ки-

шечной микробиоты [39]. Таким образом, можно
предполагать, что меньшая способность синтези-
ровать кобаламин у кишечной микробиоты при
МНЗО может быть одной из причин ее деградации
и истощения, отмеченного нами ранее у таких па-
циентов [7].

Хорошо известной функцией витамина К (фил-
лохинон, менахиноны) является участие в синтезе
белков системы свертывания крови и костной тка-
ни. Также он играет роль в таких процессах, как
пролиферация и дифференцировка клеток, им-
мунный ответ, воспаление, окислительный стресс
и ряде других [42]. Обычно ожирение не ассоции-
руют с изменением концентрации витамина К, од-
нако известно, что низкий ИМТ может быть связан
с высоким потреблением этого витамина ввиду
большего употребления зеленых овощей – основ-
ных источников филлохинона [22]. Следует отме-
тить, что филлохинон и менахиноны являются
важной частью энергетического обмена микро-
флоры, принимая участие в бактериальном дыха-
нии [43]. Интересно, что увеличение метаболиче-
ских возможностей микробиоты синтезировать ви-
тамин К было характерно как для пациентов с
МНЗО, так и для лиц с МЗО. С одной стороны, это
может быть следствием несбалансированного пи-
тания, в частности недостатка зеленых овощей в
рационе пациентов с ожирением, вследствие чего в
микробиоме активируется пролиферация таксо-
нов, способных к синтезу витамина К, т.е. имею-
щие метаболические преимущества. С другой сто-
роны, гиперкалорийная диета, характерная для
лиц, страдающих ожирением, предоставляет больше
энергетических субстратов микрофлоре, которой
требуется больше витамина К для ее катаболизма, что
также может способствовать увеличению в микро-
биоме филлохинон и менахинон-продуцентов. Не
известно, дает ли какие-то преимущества повышен-
ная продукция кишечным микробиомом витамина К
макроорганизму. Например, Liu и соавт. [44] не об-
наружили какой-либо связи между интенсивно-
стью синтеза витамина К микробиомом и клини-
ческой картиной остеоартрита, несмотря на имею-
щиеся данные, о способствовании дефицита
витамина К развитию и/или прогрессированию
данной патологии.

Таким образом, изменение метаболических воз-
можностей синтеза витаминов кишечной флорой
при ожирении, по-видимому, является результа-
том “селекции” таксонов под действием факторов,
специфичных для данной патологии. Увеличение
прогнозируемой представленности синтеза вита-
минов В1, В2, В5, В6, В7, В9 и витамина К у паци-
ентов с МНЗО и витамина К у лиц с МЗО на осно-
вании имеющихся литературных данных можно
рассматривать как нейтральное или позитивное
для макроорганизма. Тогда как депрессия путей
синтеза В12 при МНЗО может иметь негативный
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характер как для микробного сообщества кишеч-
ника, так и для организма-хозяина.

На сегодняшний день не существует единой ги-
потезы, способной полностью охватить взаимо-
связь между составом микробного сообщества, ко-
личеством и соотношением КЦЖК и их ролью в
патогенезе ожирения и сопутствующих метаболи-
ческих нарушениях [14]. КЦЖК являются значи-
мым энергетическим субстратом и представляют
собой важный медиатор в системе “микробиота-
макроорганизм” [45–47]. КЦЖК проявляют про-
тивовоспалительное действие, снижая экспрессию
TNFα, IL6 и IL12 и повышая – IL10, а также инду-
цируют образование белков плотных контактов,
что уменьшает кишечную проницаемость [47, 48].
Кроме того, КЦЖК выступают в качестве медиато-
ров в оси “микробиота–кишечник–мозг”, кото-
рые, стимулируя экспрессию анорексигенных бел-
ков (лептин, глюкагоноподобный пептид 1 типа,
пептид YY), подавляют аппетит [47]. Было показа-
но, что у лиц с ожирением в кале возрастают кон-
центрации ацетата, пропионата и бутирата [14, 49].
Возможно, это связано с тем, что микробный дис-
баланс при ожирении приводит к менее эффектив-
ному всасыванию КЦЖК или же микробиота ки-
шечника при ожирении обладает повышенной
способностью к продукции КЦЖК [50].

Изменения метаболических возможностей об-
разования КЦЖК были характерны исключитель-
но для пациентов с МНЗО, но не для МЗО. Микро-
биота пациентов с МНЗО в меньшей степени была
способна продуцировать ацетат из пирувата, что,
по-видимому, компенсируется большей возмож-
ностью синтезировать эту КЦЖК из этанола, о чем
свидетельствует высокая представленность цикла
трикарбоновых кислот VII (ацетат-продуценты).
Следует отметить, что оценка метаболической воз-
можности микробиоты синтезировать ацетат пред-
ставляет значительные сложности, так как уксус-
ная кислота является интермедиатом или продук-
том деградации большинства субстратов, включая
углеводы, жирные кислоты, аминокислоты и т.д.
Однако полученные данные указывают, что пиру-
ват у пациентов с МНЗО меньше используется
кишечной микробиотой для синтеза ацетата и
больше – для образования пропионата и бутирата.
Кроме того, кишечный микробиом таких пациен-
тов обладал большими метаболическими возмож-
ностями продуцировать бутират из сукцината и
при катаболизме 4-аминобутаноата. Sanna и соавт.
[51] обнаружили, что представленность пути дегра-
дации 4-аминобутаноата (метаболический путь
PWY-5022) в кишечном микробиоме позитивно ас-
социирована с повышенной секрецией инсулина,
измеренной в тесте толерантности к глюкозе, при
этом генетическая предрасположенность к боль-
шей продукции пропионата была связана с повы-
шенным риском развития СДII. Таким образом,
можно рассматривать увеличение синтеза бутирата

кишечной флорой как позитивное изменение, а
избыточное производство пропионата – как нега-
тивное. При этом надо учитывать, что избыточное
накопление бутирата может оказать и негативный
эффект на слизистую толстой кишки, индуцируя
апоптоз стволовых клеток кишечника [52, 53], и на
костную ткань, подавляя остеогенную дифферен-
цировку мезенхимальных стволовых клеток [54].
Регуляция последней при МНЗО претерпевает не-
которые изменения, о чем свидетельствует появле-
ние положительной ассоциации между остеокри-
ном и миостатином, характерной только для такого
фенотипа ожирения [55].

Взаимодействие между микробиомом и иммун-
ной системой не является односторонним, и как
микробиота способствует формированию перифе-
рической толерантности (например, благодаря
продукции КЦЖК), так и мукозальный иммунитет
осуществляет надзор за микробиотой, в т.ч. регули-
рует ее численность [56]. Одним из ключевых раз-
личий между метаболическими фенотипами ожи-
рения является формирование системного воспа-
ления, характерного для пациентов с МНЗО, но не
с МЗО [29]. Возможно, активация иммунной си-
стемы у пациентов с МНЗО затрагивает и кишеч-
ник, что может быть одной из причин истощения
кишечной микробиоты у таких пациентов. Таким
образом, накопление в кишечном микробиоме
таксонов, способных к продукции КЦЖК, можно
рассматривать как результат “селекции” микроор-
ганизмов и защитную реакцию микробного сооб-
щества на активацию иммунной системы. При
этом последствия такой трансформации микро-
флоры для макроорганизма представляются неод-
нозначными, что требует дальнейшего динамиче-
ского изучения.

ВЫВОДЫ
Ожирение оказывает влияние на метаболиче-

ские возможности микробиоты синтезировать ви-
тамины и короткоцепочечные жирные кислоты,
которое наиболее выражено при метаболически
нездоровом ожирении. Вне зависимости от мета-
болического фенотипа ожирение сопровождается
большей продукцией витамина К кишечной мик-
робиотой. У микробиота пациентов с МНЗО также
обладает большей представленностью путей синте-
за витаминов В1, В2, В5, В6, В7 и В9, что может да-
вать метаболические преимущества как микробно-
му сообществу, так и макроорганизму. При этом у
таких пациентов прогнозируется снижение синте-
за витамина В12, что может рассматриваться как
неблагоприятный фактор, как для микробиоты,
так и для организма-хозяина.

Изменения в прогнозируемой представленно-
сти путей синтеза ацетата и увеличение метаболи-
ческих возможностей продукции пропионата и бу-
тирата наблюдались только у пациентов с МНЗО,
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но не с МЗО. Учитывая неоднозначное потенци-
альное влияние КЦЖК на макроорганизм необхо-
димы дальнейшие исследования для оценки по-
добных изменений.

В целом изменение представленности метабо-
лических путей у кишечной микрофлоры на фоне
ожирения является результатом “селекции” мик-
роорганизмов под действием специфических фак-
торов, более выраженных при МНЗО. Таким обра-
зом, дисбаланс в путях синтеза витаминов и корот-
коцепочечных жирных кислот кишечной флоры
отражает нарушение метаболического симбиоза в
рамках суперорганизма (“микробиота-макроорга-
низм”).
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Gut microbiota and its metabolites such as short-chain fatty acids (SCFAs) and vitamins are involved in main-
taining energy homeostasis, which is relevant in the context of obesity. The aim was to screen the predicted rep-
resentation of vitamin and SCFAs biosynthesis pathways based in patients with metabolically healthy obesity
(MHO) and metabolically unhealthy obesity (MUHO). The study included two groups: a control group
(n = 130) and obese patients (n = 133), which was divided into subgroups with MHO (n = 38) and MUHO
(n = 55). The predicted representation of metabolic pathways for the biosynthesis of vitamins and SCFAs in feces
was studied using PICRUSt2. Obese patients had an increase in the representation of the synthesis of vitamins
B1, B2, B5, B6, B7, B9 and vitamin K pathways, as well as a decrease in the pathways for the vitamin B12 syn-
thesis. At the same time, the identified changes were determined by the metabolic phenotype of obesity. MHO
was accompanied by an imbalance in the B1 synthesis pathways and an increased representation of vitamin K
formation pathways. Whereas MUHO led to an increase in the ability of the gut microbiota to synthesize vitamins
B1, B2, B5, B6, B7, B9 and K, as well as to inhibition of the B12-synthesizing pathways. In addition, patients
with MUHO had an increase in the representation of the pathways for the SCFAs synthesis such as acetate, pro-
panoate, and butanoate, which was not observed in MHO patients. In general, the change in the metabolic path-
ways representation of gut microbiota in obese patients is the result of the microorganism’s “selection” under the
influence of specific factors, which are more pronounced in MUHO. Thus, the imbalance in the pathways for
the vitamins and short-chain fatty acids biosynthesis of the gut microbiome reflects a violation of the metabolic
symbiosis within the superorganism (“microbiota-macroorganism”).

Keywords: gut microbiome, obesity, PICRUSt2, metabolically healthy obesity, metabolically unhealthy obesity,
short-chain fatty acids, vitamins
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Стрессорные воздействия на беременных матерей нарушают поведение и когнитивные функции у их
потомков не только первого, но и последующих поколений. Сходное трансгенерационное влияние
на фенотип потомков могут оказывать различные стрессорные факторы, действующие на отцов до
зачатия. Цель исследования: выявление трансгенерационного эффекта стрессирования самок крыс
с 15–19 день беременности на память и экспрессию гена инсулиноподобного фактора роста 2 (Igf2)
в мозге потомков мужского пола и их потомков самцов и самок, а также влияние дополнительного
стрессирования в парадигме “стресс–рестресс” пренатально стрессированных самцов крыс до спари-
вания с интактными самками на память и экспрессию в мозге Igf2 их потомков обоего пола. Мы пока-
зали, что пренатально стрессированные самцы и их потомки мужского пола демонстрируют улучшение
памяти в тесте реакция пассивного избегания, повышение экспрессии Igf2 в гиппокампе и неокортек-
се. Самки – потомки пренатально стрессированных самцов, напротив, демонстрировали снижение
длительности сохранения памяти и экспрессии Igf2 в гиппокампе и неокортексе. Дополнительное
стрессирование пренатально стрессированных самцов до спаривания с интактными самками ухудшало
память и длительность ее сохранения, снижало экспрессию Igf2 в мозге потомков обоего пола. Сделано
заключение, что трансгенерационные эффекты пренатального стресса на память и экспрессию Igf2 в
мозге зависят от пола потомков, а сам пренатальный стресс у самцов способствует ухудшению памяти
и снижению экспрессии Igf2 в мозге потомков, если таких самцов дополнительно стрессировали до
спаривания.

Ключевые слова: пренатальный стресс, трансгенерационный эффект, память, инсулиноподобный фак-
тор роста 2, гиппокамп, неокортекс, крыса
DOI: 10.31857/S0044452923050066, EDN: KPHMSE

ВВЕДЕНИЕ

Многочисленными исследованиями было уста-
новлено влияние неблагоприятных факторов
(стресс, нарушение питания, гипоксия, воздействие
токсикантами и многих других) на беременных мате-
рей в отношении поведения и гормональных функ-
ций потомков не только первого, но и последующих
поколений [1–3]. Сходное трансгенерационное вли-
яние на фенотип потомков могут оказывать раз-
личные неблагоприятные факторы, действующие
на отцов до зачатия [4–7]. Важно отметить, что воз-
действие окружающей среды на одно поколение
(F0) может сохраняться в течение нескольких по-
колений, даже когда потомство (F1) выращивается
в “контрольных” условиях, т.е. в отсутствие сигна-
ла, запускающего реакцию в поколении F0. Не-

смотря на то что трансгенерационное наследова-
ние признаков в нескольких поколениях может
быть неселективным, другими словами, все внуки
в равной степени подвержены влиянию среды сво-
их бабушек и дедушек [8], соответствующие изме-
нения могут избирательно сохраняться из поколе-
ния в поколение в зависимости от того, кто подвер-
гался воздействию факторов среды – мужские или
женские особи – и иметь специфичность в зависи-
мости от пола потомков. Например, у людей на
внуков влияет диета их дедушки по отцовской ли-
нии, а на внучек – диета их бабушки по отцовской
линии [9].

Показано, что материнский стресс вызывает на-
рушение пространственного обучения и памяти
потомков [1, 10, 11]. Так, было показано, что воз-
действие на крыс хронического умеренного не-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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предсказуемого стресса в течение всей беременно-
сти вызывает у их потомков нарушения обучения и
памяти в водном лабиринте Морриса и в Y-лаби-
ринте [12]. Выявленные нарушения сопровожда-
лись снижением экспрессии гена инсулиноподоб-
ного фактора роста 2 (ИФР2, Igf2) и самого белка
этого ростового фактора в гиппокампе. Данный
факт представляет значительный интерес, по-
скольку установлено, что ИФР2 в гиппокампе иг-
рает важную роль в консолидации памяти у лабора-
торных грызунов [13, 14], улучшает способность к
обучению и память, а также предотвращает забыва-
ние [15]. ИФР 2 в префронтальной коре также
участвует в когнитивных процессах. При исследо-
вании post mortem головного мозга пациентов,
больных шизофренией и имевших значительные
когнитивные нарушения, было показано сниже-
ние экспрессии Igf2 в префронтальной коре [16].
Ранее нами было установлено, что пренатально
стрессированные самцы – потомки матерей, кото-
рых подвергали иммобилизационному стрессу с 15
по 19 день гестации – характеризуются не только
измененными гормональными функциями [17, 18],
но и проявляют повышенную чувствительность к
травматическому стрессу [19, 20]. Также нами было
показано, что травматический стресс с последую-
щим рестрессом (парадигма “стресс-рестресс”) у
самцов крыс в период сперматогенеза вызывает у
их потомков мужского пола нарушение памяти в
тесте реакция пассивного избегания и снижает
экспрессию Igf2 в гиппокампе и неокортексе [21].
Можно полагать, что добавочный стресс самцов,
родившихся от стрессированных во время бере-
менности матерей, может оказывать более значи-
тельное влияние на память их потомков в зависи-
мости от пола. Однако такие исследования ранее
не проводились.

В связи с этим цель настоящего исследования
состояла в выявлении трансгенерационного эф-
фекта пренатального стресса на память и экспрес-
сию Igf2 в мозге потомков мужского пола и их по-
томков самцов и самок следующего поколения, а
также влияние дополнительного стрессирования с
использованием парадигмы “стресс-рестресс” в
период сперматогенеза самцов крыс, родившихся
от стрессированных матерей, на память и экспрес-
сию Igf2 в мозге их потомков обоего пола.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа выполнена на крысах Вистар из

ЦКП “Биоколлекция Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН для исследования интегра-
тивных механизмов деятельности нервной и вис-
церальных систем”. В исследовании использовали
самцов крыс весом 250–280 г и самок весом 220–
230 г. Все процедуры, проведенные с животными,
соответствовали этическим стандартам, утвер-
жденным правовыми актами РФ, принципам Ба-

зельской декларации и рекомендациям Комиссии
по гуманному обращению с животными Института
физиологии им. И.П. Павлова РАН. Животных со-
держали в пластиковых клетках по 4–5 штук на
стандартной диете (гранулированный комбикорм)
при свободном доступе к воде и пище и 12-часовом
режиме смены дня и ночи (9–00/21–00).

Моделирование пренатального 
психоэмоционального стресса

Половозрелых первородящих самок (n = 20) по-
парно ссаживали с половозрелыми самцами и начи-
ная со следующего дня осуществляли ежедневный
забор влагалищных мазков с целью определения ста-
дии эстрального цикла и обнаружения сперматозои-
дов. День, когда в мазке были выявлены спермато-
зоиды на стадии проэструс – эструс, считали нуле-
вым днем беременности. Оплодотворенных самок
отсаживали в отдельные клетки и содержали груп-
пами по 5 штук. Часть самок (n = 10) с 15 по
19 день беременности подвергали ежедневному
иммобилизационному стрессу в узких пластико-
вых пеналах в течение 1 ч по методике, описан-
ной ранее [18]. Остальные самки оставались ин-
тактными, а их потомки служили контролем для
потомков стрессированных самок. На 20-й день
беременности самок помещали в индивидуаль-
ные клетки и содержали поодиночке вместе с по-
метами. На 2-й день жизни число крысят в поме-
тах выравнивали до 8–10 животных с равным со-
отношением полов. Потомков отнимали от
матерей в 30-дневном возрасте и далее содержали в
группах по 4–5 животных в соответствии с полом и
пометом. Для дальнейших экспериментов использо-
вали половозрелых самцов в возрасте 2.5 мес – по-
томков стрессированных во время беременности
матерей и потомков контрольных самок. Из каж-
дого помета случайным образом отбирали одного
самца для получения потомства следующего поко-
ления или для дополнительного стрессирования.
По два самца из пометов групп пренатальный
стресс и контроль использовали для изучения па-
мяти, и еще по два самца из пометов исследован-
ных групп – для изучения экспрессии Igf2 в мозге.

Получение следующего поколения
пренатально стрессированных самцов

Пренатально стрессированных самцов (n = 5)
ссаживали с двумя интактными самками, далее
осуществляли забор вагинальных мазков с целью
контроля дня наступления беременности. Оплодо-
творенных самок до 20-го дня беременности содер-
жали группами по 5 животных, а с 20-го дня бере-
менности индивидуально. Сходным образом было
получено потомство от интактных самцов (n = 5) и
интактных самок, которое служило контролем для
следующего поколения пренатально стрессиро-
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ванных самцов. Дальнейшие манипуляции с поме-
тами осуществляли, как указано выше. Следующие
эксперименты по изучению памяти и экспрессии
Igf2 в мозге выполняли на половозрелых потомках
обоего пола в возрасте 2.5 мес, отбирая из каждого
помета случайным образом по два животных соот-
ветствующего пола.

Моделирование стресса отца до зачатия
и получение потомства от стрессированных отцов

Пренатально стрессированных самцов (n = 7)
подвергали комбинированному стрессу и последу-
ющему рестрессу по методике, описанной ранее
[20]. Комбинированный стресс состоял из двухча-
совой иммобилизации в узких пластиковых пена-
лах, двадцатиминутного плавания в стеклянных
цилиндрах, заполненных водой с температурой
24 ± 2°С, и эфирного стресса в течение 1 мин. Че-
рез 6 сут после комбинированного стресса самцов
подвергали 30-минутному иммобилизационному
стрессированию (рестресс). На 46–48-е сут после
рестресса каждого самца ссаживали с двумя ин-
тактными самками, находящимися в стадии про-
эструс-эструс, контролировали наступление бере-
менности и получали потомство так, как описано
выше. Аналогичным образом было получено
потомство от интактных самцов (n = 5) и самок, ко-
торое служило контрольной группой для потомков
пренатально стрессированных отцов, подвергну-
тых дополнительному стрессорному воздействию в
период сперматогенеза. Дальнейшие эксперимен-
ты выполняли на половозрелых потомках обоего

пола в возрасте 2.5 мес, отбирая из каждого помета
случайным образом по два животных соответству-
ющего пола. Схема эксперимента представлена на
рис. 1.

Методика оценки памяти крыс

Для исследования памяти животных использо-
вали тест реакция пассивного избегания (РПИ).
РПИ вырабатывали в камере, состоящей из светло-
го (50 × 50 см) и темного (15 × 15 см) отсеков, раз-
деленных перегородкой с отверстием и дверцей.
Пол темного отсека состоял из металлических пру-
тьев, подключенных к источнику тока. В первый
день проводили обучение РПИ: крысу помещали в
светлый отсек, через 10 с дверцу в темный отсек от-
крывали. После перехода крысы в темный отсек
она получала электрокожное раздражение 0.9 мА
длительностью 2 с (первая сессия). На следующий
день проводили тестирование памяти (вторая сес-
сия), где животное снова помещали в светлый от-
сек и повторяли процедуру первой сессии, при
этом удар электрическим током не наносили. Для
исследования угашения РПИ крыс тестировали
трижды с разницей в одну неделю, повторяя проце-
дуру второй сессии по методике, описанной ранее
[21]. В каждом тесте фиксировали латентный пери-
од входа крысы в темный отсек. Общее время те-
стирования в каждой сессии составляло 300 с.
Тесты выполняли с 13: 00 до 17: 00. В каждой экспе-
риментальной группе число животных составляло
10 особей.

Рис. 1. Схема эксперимента получения потомства пренатально стрессированных (а) и контрольных крыс (b). Условные
обозначения: PA – реакция пассивного избегания; Igf2 – изучение экспрессии Igf2 в мозге потомков.
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ОРДЯН и др.

Метод изучения экспрессии Igf2 
в гиппокампе и неокортексе крыс

Изучение экспрессии Igf2 проводили с исполь-
зованием ПЦР в режиме реального времени у от-
дельных групп потомков, не участвовавших в тесте
РПИ.

Животных декапитировали, извлекали мозг, из
которого на льду выделяли гиппокамп и часть
неокортекса, содержащую префронтальную об-
ласть неокортекса (от брегмы: 2.5 мм кпереди,
0.5 мм латерально, 4 мм вентрально) и фронталь-
ную область (от брегмы: 2.5 мм кпереди, 2.8 мм ла-
теральнее, 1 мм в глубину, согласно атласу Пакси-
носа и Ватсона, 2007). Полученные области мозга
помещали в пробирки с раствором для стабилиза-
ции РНК (“Евроген”, Россия) и хранили до выде-
ления РНК при –80°С. Забой самок проводили в
стадию диэструс, которую определяли по клеточ-
ному составу окрашенных азур-эозином вагиналь-
ных мазков.

Тотальную РНК выделяли с помощью набора
PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,
США) согласно протоколу фирмы производителя.
Обратную транскрипцию проводили с использова-
нием набора High Capacity Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific, США). Каждую реакцию
проводили в объеме 20 мкл, в присутствии 10 мМ
dNTP, 200 Ед/мл обратной транскриптазы MMLV,
рассеянной затравки (3 мг/мл) и с добавлением от
100 до 500 нг тотальной РНК. Полученную кДНК
использовали для проведения ПЦР в реальном
времени.

ПЦР в реальном времени выполняли на прибо-
ре Real-Time PCR System 7500 (Applied Biosystems,
США) с использованием расходных материалов
производства ThermoFisher Scientific, США.
Для исследования экспрессии Igf2 использовали
набор зондов и праймеров (TaqMan® Gene Expres-
sion Assays, Rn01454518_m1). В качестве внутренне-
го контроля использовали ген Hprt1 (TaqMan®
Gene Expression Assays, Rn01527840_m1), который
ранее применяли в качестве гена домашнего хозяй-
ства при исследовании экспрессии Igf2 в мозге
крыс [22]. Относительный уровень экспрессии
мРНК в экспериментальных группах рассчитыва-
ли методом ΔΔСt с использованием программы Ex-
pressionSuit V1.0.3 (ThermoFisher Scientific, США),
принимая экспрессию мРНК в контрольной груп-
пе, равной 1.0. Данные представлены как относи-
тельный уровень мРНК (RQ – relative quantity, от-
носительное количество). Измерения проводили
не менее чем в 3 параллельных пробах для каждого
опыта. В каждой группе число животных n = 7.

Методы статистического анализа
Статистический анализ проводили с использо-

ванием дисперсионного анализа ANOVA и про-

граммы “STATISTICA 12.0”. В связи с тем, что для
каждой экспериментальной группы животных ис-
пользованы соответствующие группы контроль-
ных крыс, были проведены отдельные анализы для
двух поколений самцов стрессированных матерей;
для самцов и самок – потомков пренатально стрес-
сированных отцов и потомков пренатально стрес-
сированных самцов с дополнительным стрессиро-
ванием до спаривания.

Для проверки гипотезы нормальности распре-
деления данных в выборках использовали крите-
рий Шапиро–Уилка. В связи с тем, что показатели
тестов РПИ не соответствовали нормальному рас-
пределению, их приводили к нормальному распре-
делению, логарифмируя по основанию 2. Далее для
статистического анализа результатов РПИ потом-
ков стрессированных матерей двух поколений ис-
пользовали двухфакторный ANOVA для повторных
измерений (день тестирования х поколение); для
потомков пренатально стрессированных самцов и
пренатально стрессированных самцов с дополни-
тельным стрессированием до спаривания – факто-
риальный ANOVA (отец х пол в зависимости от дня
тестирования) с последующими парными post-hoc
сравнениями (тест Тьюки) результатов отдельных
тестов.

Для оценки межгрупповых различий результа-
тов показателей экспрессии Igf2 применяли одно-
факторный ANOVA с последующими парными
post-hoc сравнениями (тест Тьюки) значений в каж-
дой группе животных в соответствии с полом. Ста-
тистически значимыми считали различия при p <
< 0.05. Данные представлены в виде M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты тестирования РПИ самцов первого
и второго поколения стрессированных во время
беременности самок представлены на рис. 2. Двух-
факторный ANOVA результатов теста РПИ прена-
тально стрессированных самцов двух поколений и
контрольных самцов показал достоверное влияние
фактора день тестирования (F(4.149) = 6.5, p < 0.001)
и поколение (F(2.149) = 3.5, p < 0.01) на латентный пе-
риод захода в темный отсек камеры. Выявлено вза-
имодействие факторов день тестирования/поколе-
ние (F(8.149) = 2.9, p < 0.05). Последующие парные
post-hoc сравнения показали, что пренатально
стрессированные самцы, а также их потомки сле-
дующего поколения статистически значимо отли-
чаются от контрольных самцов повышенным ла-
тентным периодом захода в темный отсек камеры в
первую сессию тестирования памяти. При этом
влияние пренатального стресса в первом и следую-
щем поколении на латентный период в последую-
щие дни тестирования по сравнению с контроль-
ными самцами не обнаружено.
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Дисперсионный анализ ANOVA результатов те-
ста РПИ потомков обоего пола пренатально стрес-
сированных самцов и пренатально стрессирован-
ных самцов, которых до ссаживания с интактными
самками подвергали стрессированию, показал ста-
тистически значимое влияния фактор пол (F(5.299) =
= 3.7, p < 0.01) и фактора отец (F(5.299) = 3.4, p <
< 0.001) на латентный период захода в темный от-
сек камеры. Выявлено взаимодействие указанных
факторов (F(10.299) = 2.4, p < 0.05). Post hoс анализ по-
казал статистически значимое снижение латентно-
го периода захода в темный отсек камеры в ознако-
мительную сессию (1-й тест) у самцов, родившихся
от пренатально стрессированных отцов с дополни-
тельным стрессированием до спаривания по срав-
нению с пренатально стрессированными самцами
второго поколения, что может свидетельствовать о
повышении у них уровня тревожности (рис. 3а).
Снижение латентного периода обнаружено так же
и во второй день тестирования по сравнению с пре-
натально стрессированными самцами второго по-
коления. Кроме того, угашение РПИ у этой группы
самцов было ускорено: уже через две недели они
демонстрировали сниженный латентный период
по сравнению с другими группами самцов и по это-
му показателю не отличались от соответствующего
показателя в ознакомительную сессию.

Самки – потомки пренатально стрессирован-
ных самцов отличались от контрольных самок сни-
женным латентным периодом захода в темный от-
сек камеры только через три недели после первого
тестирования (рис. 3b). Если пренатально стресси-
рованных самцов дополнительно подвергали

стрессу до зачатия потомства, то у их потомков са-
мок выраженность угашения РПИ была еще выше,
поскольку уже на 14-й день теста их латентный пе-
риод захода в темный отсек камеры не отличался от
соответствующего показателя в ознакомительную
сессию. Кроме того, у этих самок латентный пери-
од захода в темный отсек камеры в ознакомитель-
ную сессию был ниже, чем у других групп самок,
что позволяет заключить о повышении их уровня
тревожности. Следует отметить, что статистически
значимые межполовые различия в тесте РПИ у
сходных групп потомков были обнаружены только
для потомков пренатально стрессированных самцов
с дополнительным стрессированием до спаривания и
только через 3 недели после обучения (p < 0.05).

Рис. 2. Влияние пренатального стресса на память по-
томков самцов по мужской линии в тесте реакция пас-
сивного избегания. По оси абсцисс – день тестирова-
ния; по оси ординат – log2 длительности латентного
периода захода в темный отсек камеры (c). Светлые
столбики – потомки интактных крыс (контрольные
животные); столбики со штриховкой – пренатально
стрессированные самцы; темные столбики – потомки
пренатально стрессированных самцов. * – статистиче-
ски значимые отличия от контрольных крыс (p < 0.05).
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Рис. 3. Выработка реакции пассивного избегания у
самцов (a) и самок (b) – потомков пренатально стрес-
сированных самцов и пренатально стрессированных
самцов с дополнительным стрессированием с исполь-
зованием парадигмы “стресс-рестресс” до зачатия по-
томков. По оси абсцисс – день тестирования; по оси
ординат – log2 длительности латентного периода захо-
да в темный отсек камеры (c). Светлые столбики – по-
томки интактных крыс (контрольные животные); тем-
ные столбики – потомки пренатально стрессирован-
ных самцов; столбики со штриховкой – потомки
пренатально стрессированных самцов, испытавших
воздействие стресса до спаривания с интактными сам-
ками. * – статистически значимые отличия от кон-
трольных крыс (p < 0.05), ** – p < 0.01, *** – p < 0.001. # –
статистически значимые отличия от потомков прена-
тально стрессированных самцов (p < 0.05), ## – p < 0.01.
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Результаты анализа уровня экспрессии Igf2 в
гиппокампе и неокортексе самцов контрольной
группы и пренатально стрессированных самцов
двух поколений представлены на рис. 4. Однофак-
торный ANOVA показал статистически значимое
влияние фактора поколение на экспрессию Igf2 в
гиппокампе (F(2.20) = 6.7, p < 0.01) и неокортексе
(F(2.20) = 6.03, p < 0.05). Последующие парные post
hoc сравнения показали, что пренатально стресси-
рованные самцы, а также их потомки статистиче-
ски значимо отличаются от контрольных самцов
повышенной экспрессией Igf2 как в гиппокампе
(рис. 4а), так и в неокортексе (рис. 4b).

Обнаружено также влияние фактора отец на
экспрессию данного гена в обеих областях мозга
самцов, родившихся от контрольных, пренатально
стрессированных и пренатально стрессированных

с дополнительным стрессом отцов (F(2.20) = 6.1, p <
< 0.01 – гиппокамп; F(2.20) = 5.2, p < 0.05 – неокор-
текс). Парный post-hoc тест выявил снижение экс-
прессии Igf2 в гиппокампе и неокортексе самцов,
родившихся от пренатально стрессированных от-
цов с дополнительным стрессированием до зача-
тия, по сравнению с пренатально стрессированны-
ми самцами второго поколения (рис. 5а).

У самок однофакторный ANOVA показал стати-
стически значимое влияние фактора отец на экс-
прессию данного гена в гиппокампе (F(2.20) = 8.1,
p < 0.01) и неокортексе (F(2.20) = 6.2, p < 0.01), а пар-
ные post-hoc сравнения выявили снижение экс-
прессии Igf2 в обеих мозговых структурах самок
экспериментальных групп по сравнению с кон-
трольными самками (рис. 5b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Проведенные нами исследования показали, что

стрессирование беременных самок крыс путем ча-
совой иммобилизации с 15-го по 19-й день геста-
ции оказывает положительное влияние на память
их потомков мужского пола, которое сохраняется и
в следующем поколении потомков самцов. При
этом мы наблюдали улучшение памяти таких по-
томков, что проявлялось в статистически значи-
мом увеличении латентного периода захода в тем-
ный отсек камеры во второй день теста. Суще-
ственных различий в скорости угашения РПИ
между потомками самцами стрессированных мате-
рей и потомками контрольных животных мы не об-
наружили. Указанное улучшение памяти в тесте
РПИ пренатально стрессированных самцов и их
потомков мужского пола сопровождалось более
высокой экспрессией Igf2 в гиппокампе и неокор-
тексе.

Следует отметить, что большинство работ, где
проводили исследование влияния материнского

Рис. 4. Действие материнского стресса на экспрес-
сию Igf2 в гиппокампе (a) и неокортексе (b) потомков
2 поколений по мужской линии. По оси ординат –
RQ (relative quantity, относительное количество), отн. ед.
Светлые столбики – потомки интактных крыс (кон-
трольные животные); столбики со штриховкой–
пренатально стрессированные самцы; темные стол-
бики – потомки пренатально стрессированных сам-
цов. * – статистически значимые отличия от кон-
трольных крыс (p < 0.05); ** – p < 0.01.
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Рис. 5. Действие пренатального стресса на экспрессию Igf2 в мозге потомков самцов (a) и потомков самок (b) по мужской
линии. 1 – гиппокамп; 2 – неокортекс. Светлые столбики – потомки интактных крыс (контрольные животные); темные
столбики – потомки пренатально стрессированных самцов; столбики со штриховкой – потомки пренатально стрессиро-
ванных отцов, испытавших воздействие стресса до спаривания с интактными самками. По оси ординат – RQ (relative
quantity, относительное количество). * – статистически значимые отличия от контрольных крыс (p < 0.05), ** – p < 0.01. # – ста-
тистически значимые отличия от потомков пренатально стрессированных самцов (p < 0.05), ** (p < 0.01).
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стресса на способность к обучению и память по-
томков, посвящено изучению пространственного
обучения и памяти. Показано, что данный вид обу-
чения ухудшается у пренатально стрессированных
животных [1, 12, 23]. Причем данный эффект на
ориентацию в пространстве пренатально стресси-
рованных особей зависел от длительности стресси-
рования и периода беременности, когда тот или
иной тип стресса использовали. Например, было
установлено, что пространственное обучение и па-
мять в большей мере страдают у потомков, когда
стрессирование беременных самок проводили в
первый триместр беременности [24]. Сходные дан-
ные были получены в исследовании, где беремен-
ных самок стрессировали весь период беременности
[12]. Стрессирование самок мышей с 13–18-го дня
беременности (иммобилизационный стресс в тече-
ние 24 мин трижды в день) не вызывало ухудшение
пространственного обучения в водном лабиринте
Морриса у взрослых потомков самцов [25]. В ис-
следовании, где изучали память потомков стресси-
рованных матерей в тесте РПИ, выявлен факт ухуд-
шения памяти у потомков таких матерей, но в воз-
расте 30–31 день [11]. В данном исследовании
беременных самок крыс подвергали иммобилиза-
ционному стрессу начиная с 11-го дня беременно-
сти. Сходный результат был получен в экспери-
менте, где беременных самок стрессировали с 13-го
по 20-й день беременности [26], причем у взрослых
потомков стрессированных матерей нарушение
памяти в тесте РПИ было обнаружено только у по-
томков самок, но не самцов. В другом исследова-
нии беременных самок подвергали физическому
или психическому стрессу с 6-го по 16-й день бере-
менности [27]. У взрослых потомков этих матерей
показано ухудшение памяти в данном тесте.

Несмотря на то что использованный нами тип
стрессирования и дни гестации (15–19 день), когда
беременных матерей подвергали иммобилизации,
в ряде случаев перекрывается с упомянутыми выше
исследованиями, мы обнаружили улучшение па-
мяти в тесте РПИ у пренатально стрессированных
самцов. Отметим, что в выполненных нами ранее
исследованиях с использованием потомков сам-
цов, родившихся от стрессированных с 15-го по
19-й день беременности матерей, мы показали
иные результаты изменения поведения таких по-
томков, чем в работах других авторов. Так, наши
пренатально стрессированные самцы характеризо-
вались повышенной двигательной активностью и
сниженной тревожностью в новой обстановке [19]
по сравнению с контрольными самцами, хотя в
большинстве исследований, напротив, отмечено
повышение тревожности пренатально стрессиро-
ванных животных при применении к беременным
самкам стрессорных воздействий большей интен-
сивности и длительности [1, 25]. По всей видимо-
сти, эффекты стресса матери на поведенческий фе-
нотип и когнитивные способности потомков опре-

деляются как периодом беременности, так и
длительностью стрессорного воздействия.

Улучшение показателя памяти в тесте РПИ у
пренатально стрессированных самцов и их потом-
ков сопровождалось повышением экспрессии гена
Igf2 в гиппокампе и неокортексе, что соответствует
участию ИФР2 в консолидации памяти и длитель-
ности ее сохранения в тесте РПИ [15]. При этом у
самцов, родившихся от пренатально стрессирован-
ных самцов с дополнительным стрессированием до
спаривания с самками, показано ухудшение памя-
ти и длительности ее сохранения, а также сниже-
ние экспрессии Igf2 в мозге.

В отличие от самцов – потомков пренатально
стрессированных самцов, у самок, которые роди-
лись от таких самцов, мы обнаружили только уси-
ленное угашение РПИ. Причем у самок, родив-
шихся от пренатально стрессированных самцов, на
21-й день тестирования латентный период захода в
темный отсек камеры соответствовал этому пока-
зателю в первый “ознакомительный” день тести-
рования. У самок, которые родились от пренаталь-
но стрессированных самцов, испытавших допол-
нительное стрессорное воздействие до спаривания
с интактными самками, угашение РПИ происхо-
дило уже через 2 нед. Соответственно экспрессия
Igf2 в гиппокампе и неокортексе подопытных са-
мок была снижена по сравнению с самками – по-
токами интактных родителей. Следует отметить,
что несмотря на снижение экспрессии Igf2 в мозге
подопытных самок мы выявили у них только более
быстрое угашение РПИ, но не ухудшение самой
памяти, поскольку во второй день теста эти самки
не отличались от контрольных самок латентным
периодом захода в темный отсек камеры. Мы пред-
полагаем, что у самок по сравнению с самцами суще-
ствует своя специфика участия ИФР2 в процессах,
связанных с формированием памяти и длительно-
стью ее сохранения. Однако данное предположение
нуждается в дальнейших исследованиях.

В исследованиях, выполненных нами ранее, по-
казано, что стрессирование самцов крыс с исполь-
зованием парадигмы “стресс-рестресс” вызывает у
их потомков самцов, но не самок, ухудшение памя-
ти в тесте РПИ и снижение экспрессии Igf2 в гип-
покампе и неокортексе [28]. В случае, когда сход-
ному стрессированию подвергали самцов, рожден-
ных от стрессированных во время беременности
матерей, эффекты на память и экспрессию Igf2
проявлялись у потомков обоего пола. Вероятно,
более выраженное влияние стресса отца на иссле-
дованные нами функции связано с повышенной и
длительной стрессорной реакцией пренатально
стрессированных самцов [19], в том числе, и в па-
радигме “стресс-рестресс” [20].

Обращает на себя внимание тот факт, что транс-
генерационный эффект пренатального стресса по
мужской линии по-разному проявляется у самцов
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и самок. Так, у самцов второго поколения, рожден-
ных от пренатально стрессированных самцов так
же, как и у их отцов мы выявили улучшение памяти
и увеличение экспрессии Igf2 в мозге, тогда как у
самок – потомков пренатально стрессированных
самцов, напротив, обнаружены нарушение дли-
тельности сохранения РПИ и снижение экспрес-
сии Igf2. Мы пришли к заключению, что трансге-
нерационная передача признаков является зависи-
мой от пола потомков. В качестве подтверждения
данного заключения можно привести исследова-
ния, выполненные на пресноводной популяции
трехиглой колюшки (Gasterosteus aculeatus), где бы-
ли изучены последствия визуального сигнала рис-
ка нападения хищников у самцов и самок с после-
дующим определением антихищнического поведе-
ния потомства обоего пола [29]. Эти исследования
показали, что у отцов, подвергавшихся воздей-
ствию хищников, рождались сыновья, более
склонные к “риску” (высокая двигательная и ис-
следовательская активность), в то время как у мате-
рей, подвергавшихся воздействию хищников, рож-
дались более тревожные сыновья и дочери. Авторы
продолжили данное исследование и изучили, мо-
жет ли подвергание самцов риску нападения хищ-
ников повлиять на внуков через сперму в зависи-
мости от пола потомков. Оказалось, что эффекты
неблагоприятного воздействия на самца F0 в отно-
шении особенностей поведения их потомков F2 за-
висели от пола таких потомков и в большей мере
проявлялись у самок F2 [7]. Зависимость трансге-
нерационной передачи признаков от пола потом-
ков была получена и при исследовании 3 поколе-
ний самцов и самок морских свинок, родившихся
от матерей, у которых стресс моделировали введе-
нием синтетического глюкокортикоида [4].

В настоящее время в качестве основного меха-
низма трансгенерационного переноса признаков
по отцовской линии рассматривается эпигенетиче-
ская модификация генома в сперматозоидах, свя-
занная с метилированием ДНК, модификацией ги-
стонов и экспрессией микроРНК [30]. В исследо-
ваниях, выполненных нами ранее, показано, что
стрессирование самцов с использованием той же
парадигмы, что и в настоящем исследовании, при-
водит к значительному изменению содержания в
их сперме микроРНК, в том числе тех, которые
взаимодействуют с генами, связанными с ИФР2
(Igf2, Igf2bp2, Igf2r) [31]. Вопрос о том, может ли
стрессорное воздействие в пренатальном онтоге-
незе вызывать изменение экспрессии микроРНК в
сперматозоидах самцов и способствовать модифи-
кации функций их потомков в зависимости от по-
ла, остается открытым и нуждается в дальнейшем
исследовании.
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TRANSGENERATIONAL EFFECTS OF PRENATAL STRESS ON MEMORY
AND EXPRESSION OF THE INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR 2 GENE

IN THE OFFSPRING BRAIN
N. E. Ordyana,#, E. D. Shigalugovaa, O. V. Malyshevaa,b, S. G. Pivinaa,

V. K. Akulovaa, and G. I. Kholovaa

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
bOtt Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russia

#e-mail: neo@infran.ru

Stress effects on pregnant female disrupt the behavior and cognitive abilities of their offspring not only of the
first, but also of the subsequent generations. A similar transgenerational effect on the offspring phenotype can be
exerted by various stress factors that affect fathers before conception. The purpose of the study was to reveal the
transgenerational effect of stress in female rats from 15–19 days of pregnancy on memory and expression of the
insulin-like growth factor 2 (Igf2) gene in the brain of male and female offspring, as well as the effect of additional
stress in the stress-restress paradigm in prenatally stressed male rats before conception on the memory and ex-
pression in the brain Igf2 of their offspring of both sexes. We have shown that prenatally stressed males and their
next-generation male offspring show improved memory in the passive avoidance test, increased Igf2 expression
in the hippocampus and cortex. Females, descendants of prenatally stressed males, on the contrary, showed a de-
crease in the duration of memory retention, Igf2 expression in the hippocampus and cortex. Additional stressing
of prenatally stressed males before mating with intact females worsened memory and the duration of its retention,
reduced Igf2 expression in the brain of the offspring of both sexes. We concluded that the transgenerational ef-
fects of prenatal stress on memory and Igf2 expression in the brain depend on the sex of the offspring, and pre-
natal stress itself in males contributes to memory impairment and a decrease in Igf2 expression in the offspring
brain if such males were additionally stressed before mating.

Keywords: prenatal stress, transgenerational effects, offspring, memory, insulin-like growth factor 2, hippocam-
pus, cortex, rat
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Инсулин является одним из наиболее перспективных нейропротекторов. Существенным пробелом в
понимании механизма его действия является отсутствие данных о том, способен ли он предотвращать
аутофагическую гибель нейронов. Целью нашей работы были оценка вклада аутофагии и апоптоза в
гибель нейронов коры мозга крыс в культуре при окислительном стрессе и изучение способности
инсулина предотвращать эту гибель и ингибировать процессы аутофагии и апоптоза в нервных
клетках. Изучено влияние перекиси водорода и инсулина на уровень двух основных маркеров
аутофагии (LC3BII и SQSTM1/p62) и маркера апоптоза (расщепленная каспаза-3). Для оценки жиз-
неспособности нейронов использовали МТТ-тест, для измерения уровня маркерных белков применя-
ли иммуноблоттинг. Найдено, что окислительный стресс вызывает активацию аутофагии и апо-
птоза в нейронах. Это проявляется в достоверном увеличении маркеров аутофагии LC3B-II и апо-
птоза (расщепленной каспазы-3) и в снижении уровня белка SQSTM1/p62. Содержание
SQSTM1/p62, участвующего в образовании аутофагосом, снижается при активации аутофагии, т.к.
белок подвергается деструкции в лизосомах. Перекись водорода вызывает аутофагическую и апо-
птотическую гибель нейронов, о чем свидетельствует значительное увеличение жизнеспособности
нейронов в условиях окислительного стресса при действии ингибиторов аутофагии (3-метиладе-
нина) и апоптоза (z-DEVD-FMK). В свою очередь инсулин, предотвращая гибель нейронов при окис-
лительном стрессе, препятствует развитию аутофагии, вызывая снижение уровня липидированной
формы LC3B-II и увеличение уровня SQSTM1/p62, и апоптоза, уменьшая уровень расщепленной кас-
пазы-3. Защитное действие инсулина опосредуется активацией специфических сигнальных путей, свя-
занных с рецепторами инсулина и IGF-1. Так, ингибитор рецепторов инсулина и IGF-1 BMS-754807
полностью блокирует нейропротекторный эффект инсулина. Таким образом, ярко выраженная акти-
вация аутофагии при окислительном стрессе является одной из причин гибели нейронов, а защита
нейронов инсулином связана с подавлением не только апоптотической, но и аутофагической гибели
этих клеток.

Ключевые слова: нейроны коры мозга, окислительный стресс, инсулин, аутофагия, апоптоз
DOI: 10.31857/S0044452923050091, EDN: KQJTPT

ВВЕДЕНИЕ
Инсулин, относящийся к числу основных ро-

стовых и трофических факторов, в настоящее вре-
мя рассматривается как один из наиболее перспек-
тивных нейропротекторов. Так, было показано,
что при его интраназальном введении он оказывает
защитный эффект на нейроны мозга и улучшает
когнитивные функции при таких нейродегенера-
тивных болезнях, как болезнь Альцгеймера и Пар-
кинсона. Позитивный эффект интраназального
введения инсулина (ИВИ) в большой мере обу-
словлен тем, что при таком способе доставки он
попадает непосредственно в мозг, минуя гематоэн-

цефалический барьер [1, 2]. При этом хорошо вы-
раженный защитный эффект такого введения ин-
сулина выявлен не только в опытах на животных [3,
4], но и при клинических испытаниях ИВИ людям
(см., например, [5–7]).

Защитный эффект инсулина при его интрацере-
бровентрикулярном [8] и системном введении
(см., например, [9, 10]) показан и при ишемиче-
ском поражении мозга млекопитающих. Но рабо-
ты по изучению способности интраназально вве-
денного инсулина предотвращать гибель нейронов
мозга при его ишемическом поражении и последу-
ющей реперфузии практически отсутствуют. Ис-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ключением являются лишь несколько работ нашей
лаборатории, посвященных изучению способно-
сти инсулина нормализовать метаболические на-
рушения у молодых и старых крыс при глобальной
ишемии переднего мозга [11, 12].

Влияние инсулина, введенного животным или
людям, на аутофагическую гибель нейронов мозга
при нейродегенеративных и ишемических воздей-
ствиях на мозг остается пока почти не изученным.
Серьезным пробелом в изучении механизма ней-
ропротекторного эффекта инсулина является так-
же отсутствие данных о его влиянии на процессы
аутофагии и аутофагической гибели нервных кле-
ток, вызванной токсическими воздействиями, в
опытах in vitro. И это, несмотря на большой инте-
рес в современных научных исследованиях к той
роли, которую играет аутофагия в гибели нейронов
при патологических процессах различной этиоло-
гии. Долгое время полагали, что активация аутофа-
гии носит преимущественно защитный характер.
При этом считалось, что для понимания протек-
торного действия тех или иных соединений на
нервные клетки важно расшифровать преимуще-
ственно механизмы их антиапоптотического и ан-
тинекротического действия. Но затем во многих
работах было показано, что чрезмерная активация
аутофагии может приводить к гибели нейронов, а
вещества, ингибирующие процессы аутофагии, об-
ладают свойствами нейропротекторов [13–17].
Стало ясно, что невозможно достичь понимания
нарушений в мозге при различных видах патологи-
ческих процессов и оценить механизм защитного
действия нейропротекторов без изучения в том
числе и аутофагической гибели нейронов. По-ви-
димому, сигнальные молекулы и внутриклеточные
каскады, ответственные за регуляцию аутофагии,
могут стать одной из важнейших терапевтических
мишеней при лечении различных поражений ЦНС
[18–20]. Недавно нами было впервые показано
[21], что интраназальное введение инсулина кры-
сам практически предотвращает аутофагическую и
апоптотическую гибель нейронов в CA1 районе
гиппокампа при глобальной ишемии переднего
мозга и уменьшает ее в коре мозга. Актуальным яв-
ляется дальнейшее изучение способности инсули-
на подавлять процессы аутофагии и аутофагиче-
ской гибели нейронов при неблагоприятных воз-
действиях в опытах in vivo и in vitro, а также
расшифровка механизмов его ингибирующего
влияния. Так, в литературе пока отсутствуют дан-
ные о том, что инсулин способен нормализовать
изменения в нервных клетках основных маркеров
аутофагии, таких как LC3B-II, SQSTM1/p62 или
Beclin-1, свидетельствующие о ее активации, вы-
званной какими-либо патологическими воздей-
ствиями на нейроны.

Целью настоящей работы было определение
влияния инсулина, перекиси водорода и ингибито-
ров аутофагии и апоптоза (3-MA и z-DEVD-FMK

соответственно) на жизнеспособность нейронов
коры мозга крыс in vitro, а также на содержание в
них маркеров аутофагии и апоптоза. Для понима-
ния возможного механизма этих эффектов инсули-
на интерес представляют данные о модуляции ин-
сулином ряда протеинкиназ, полученные нами на
культуре нейронов коры мозга крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы. 3-(4,5–диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолия бромид (МТТ), перекись во-
дорода, инсулин и додецилсульфат натрия были
приобретены у фирмы Sigma (США). Диметилфор-
мамид закуплен у фирмы Вектон (Россия). Среда
для культивирования нейронов “Нейробазаль-
ная”, аланил-глутамин и бессывороточная росто-
вая добавка “НейроМакс” изготовлены компанией
ООО НПП “ПанЭко” (Россия), тогда как росто-
вой комплимент B-27 без инсулина был куплен
у фирмы Invitrogen (США). Ингибиторы ауто-
фагии 3-метиладенин (3-MA) и тирозинкиназно-
го домена рецепторов IGF-1 и инсулина BMS-
754807 были получены от фирмы Sigma (США),
ингибитор каспазы-3 и апоптотической гибели
клеток z-DEVD-FMK – от BLDpharm (Китай).
Экспрессию маркеров аутофагии LC3B-II и
SQSTM1/p62, активность ряда протеинкиназ и со-
держание про- и антиапоптотических белков Bax и
Bcl-2, соответственно, изучали с помощью специ-
фических антител, характеристика которых пред-
ставлена в разделе методов исследования, описы-
вающих иммуноблоттинг.

Выделение и культивирование нейрональных кле-
ток из коры мозга эмбрионов крыс. Нейрональные
клетки выделяли из развивающегося мозга эмбри-
онов крыс линии Вистар на 17–18-й день разви-
тия с помощью модифицированного метода Дих-
тера [22], как это описано ранее [23]. Выделен-
ные клетки высеивали в 48-луночные планшеты,
покрытые поли-D-лизином, по 2.9 × 105 кле-
ток/лунку для определения жизнеспособности
МТТ-методом и в 12-луночные планшеты в кон-
центрации 1.1 × 106 клеток/лунку для анализа экс-
прессии белков методом иммуноблоттинга. Для
этого использовали Нейробазальную среду
(ПанЭко, Россия), содержащую 2% ростовой до-
бавки НейроМакс, 1% аланил-глутамин, пеницил-
лин G (100 U/мл)/стрептомицин (100 мкг/мл)
(полная ростовая среда). Клетки снабжали свежей
средой каждые 3 дня, для этого отбирали половину
объема из каждой лунки и добавляли аналогичный
объем свежей среды. Опыты начинали проводить
на 6–7-й день культивирования клеток.

Определение жизнеспособности нейронов коры
мозга в культуре МТТ-методом. Прежде чем перей-
ти к опытам по определению жизнеспособности
нейронов, первичную культуру дважды промывали
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стерильным фосфатным буфером (DPBS). Затем
клетки переводили в Нейробазальную среду, со-
держащую 1% ростовой добавки B-27 без инсулина
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, США), в этой
среде их оставляли на ночь. На следующий день ней-
роны преинкубировали с 1 мкМ инсулина в течение
1 ч или с 5 мМ 3-MA или с 5 мкМ z-DEVD-FMK в те-
чение 0.5 ч в Нейробазальной среде, содержащей
1% ростовой добавки B-27 без инсулина. По окон-
чании преинкубации с инсулином и ингибиторами
окислительный стресс, длительность которого со-
ставляла 8 ч, инициировали 50 мкМ Н2О2. Опреде-
ление жизнеспособности нейронов проводили, ис-
пользуя МТТ метод, основанный на восстановле-
нии митохондриями жизнеспособных клеток МТТ
в окрашенный МТТ-формазан [24]. В клеточную
среду вносили МТТ в конечной концентрации
0.5 мг/мл за 2 ч до окончания инкубации (с переки-
сью водорода или без нее). Для солюбилизации кри-
сталлов формазана в лунки добавляли по 150 мкл ли-
зирующего буфера, представляющего собой 20%-ный
раствор додецилсульфата натрия в 50%-ном диме-
тилформамиде в 0.1 N соляной кислоте. Экстинк-
цию контрольных проб принимали за 100%, экс-
тинкции остальных проб выражали в процентах от
контроля. Для определения защитного эффекта
инсулина и других соединений рассчитывали, ги-
бель какого числа нейронов при токсическом дей-
ствии перекиси водорода удалось предотвратить
благодаря применению каждого из протекторов
(“rescue rates”). Для этого вычисляли разницу меж-
ду значениями экстинкций проб, выраженных в %
по отношению к 100%-ному контролю, при дей-
ствии на нейроны одной перекиси водорода и это-
го прооксиданта после преинкубации клеток с ин-
сулином. Эту величину делили на разницу между
значением контрольных проб (100%) и соответству-
ющим значением проб, подвергнутых действию пе-
рекиси водорода. Полученный результат умножали
на 100. При отсутствии защитного эффекта инсули-
на числитель равен 0, как и процент клеток, гибель
которых была предотвращена инсулином.

Определение влияния инсулина на уровень марке-
ров аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62) и апоптоза
(расщепленной каспазы-3, соотношение Bax/Bcl-2),
на активность протеинкиназы B (Akt), киназы гли-
когенсинтазы-3бета (GSK-3beta), аденозин моно-
фосфат-активируемой протеинкиназы (AMPK) в
нейронах коры мозга методом иммуноблоттинга.
Для иммуноблоттинга нейроны коры мозга высеи-
вали в 12-луночные планшеты в количестве
1.1 × 106 клеток/лунку в полной ростовой среде. За
12 ч до начала эксперимента нейрональную культу-
ру после 2 кратной промывки DPBS переводили в
Нейробазальную среду, содержащую 1% ростовой
добавки B-27 без инсулина. На следующий день
клетки преинкубировали с 1 мкМ инсулина в тече-
ние 1 ч. Для определения активности протеинки-
назы B (Akt), GSK-3beta, AMPK по уровню их фос-

форилированных форм, а также соотношения
уровня Bax и Bcl-2 окислительный стресс иниции-
ровали 100 мкМ Н2О2 в течение 6 ч и в ряде случаев
в течение более короткого промежутка времени,
как это указано на рис. 4 и 5. По окончании воздей-
ствия нейроны коры мозга промывали 2 раза охла-
жденным фосфатным буфером. Клетки лизирова-
ли в 60 мкл буфера, содержащего 50 мМ Трис
(рН 8.0), 150 мМ NaCl, 1% NP-40, 0.25% деоксихо-
лата натрия, 50 мМ NaF, 1 мМ Na3VO4, 1 мМ пиро-
фосфата натрия, 1 мМ глицерофосфата натрия,
1 мМ фенилметилсульфонил фторида (PMSF) и
протеазный ингибиторный коктейль (Roche,
Швейцария). Концентрацию белка в пробах опре-
деляли по модифицированному методу Лоури [25].
Белки разделяли в 13%-ном полиакриламидном ге-
ле, после чего осуществляли перенос на PVDF
мембрану с размером пор 0.2 мкм (Bio-Rad, США).
Сайты неспецифического связывания мембран
блокировали, как описано ранее [26].

О влиянии инсулина на процессы аутофагии и
апоптоза судили по уровню экспрессии маркерных
белков LC3B-II и SQSTM1/p62, а также накопле-
нию расщепленного фрагмента каспазы-3 (cleaved
caspase-3 с молекулярной массой 17-19 kDa) с по-
мощью специфических антител к LC3B-II (1: 1000,
Cell Signaling, США), SQSTM1/p62 (1: 1000, Ser-
viceBio, Китай) и к cleaved-Casp-3 (1: 1000, Cell Sig-
naling, США). Для учета вариативности при загруз-
ке проб осуществлялась нормализация с помощью
антитела к GAPDH (1: 3000, Affinity Biosciences,
Китай), которая выполнялась после стриппинга.
Для изучения роли аутофагии и апоптоза в гибели
нейронов и при исследовании экспрессии маркер-
ных белков аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62) и
апоптоза (расщепленная каспаза-3 с молекулярной
массой 17–19 kDa) в условиях окислительного
стресса использовались ингибиторы аутофагии
(3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK). Действие ин-
сулина блокировалось с помощью ингибитора ти-
розинкиназного домена рецепторов IGF-1 и инсу-
лина 1 мкМ BMS-754807.

Об активности протеинкиназ судили по количе-
ству их фосфорилированных форм, выявляемых с
помощью специфических моноклональных анти-
тел. Степень активации протеинкиназы В (Akt)
определяли по уровню pAkt (Ser473) (1: 1000, Cell Sig-
nalling, США), степень инактивации GSK 3-beta – по
количеству pGSK-3beta (Ser9) (1: 1000, Cell Signal-
ling, США), степень активации протеинкиназы
AMPK – по уровню pAMPK (Thr172) (1: 1000, Cell
Signalling, США). Уровень проапоптотического
белка Bax и антиапоптотического белка Bcl-2 вы-
являли с помощью антител к данным белкам
(1:1000, Cell Signalling, США). Для нормализации
данных мембраны после стриппинга инкубирова-
ли с антителами к суммарной форме протеинкиназ
Akt, GSK-3beta, AMPK-альфа (1:1000, Cell Signalling,
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США). Для нормализации данных по уровню сум-
марной формы ферментов применяли альфа-тубу-
лин (1: 2000, Cell Signalling, США) или GAPDH. Дан-
ные представляли в виде соотношения pAkt
(Ser473)/Akt, pGSK-3beta (Ser9)/GSK-3beta, pAMPK-
alpha (Thr172)/AMPK-alpha, Bax/альфа-тубулин,
Bcl-2/альфа-тубулин, которое принимали за 1.0 в
контрольных клетках. Также рассчитывали соот-
ношение Bax/Bcl-2, которое в контрольных клет-
ках принималось за 100%.

В качестве вторичных антител использовали ан-
тимышиные или антикроличьи IgG, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (Cell Signaling Tech-
nology, США). Сигнал пероксидазы хрена усилива-
ли с помощью реагентов Novex ECL HRP
Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen,
США). Пленки с сигналом хемилюминесценции
сканировались на сканере Canon (CanoScan
8800F). Для количественного определения оптиче-
ской плотности иммунопозитивных полос исполь-
зовали программу Bio7.

Статистическая обработка. Статистическую
достоверность различий определяли, используя t
критерий Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при р < 0.05. Все данные представлены как
среднее арифметическое значение ± стандартная
ошибка среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Одной из целей нашего исследования было изу-
чение способности инсулина, c одной стороны, и
ингибиторов аутофагии (5 мМ 3-МА) и апоптоза
(5 мкМ z-DEVD-FMK), с другой стороны, умень-
шать гибель нейронов коры мозга крыс в культуре
от токсического действия перекиси водорода. Ре-
зультаты выражали в “rescue rates”, величинах, по-

казывающих, гибель какой части нейронов от ток-
сического действия перекиси водорода удалось
предотвратить тому или иному протектору (табл. 1).
Поясним это на основании одного из опытов, в ко-
торых мы определяли защитный эффект инсулина.
Количество клеток в контроле (и, соответственно,
экстинкцию проб) принимали за 100%. При дей-
ствии на нейроны коры мозга крыс 50 мкМ пере-
киси водорода живыми в этом опыте оставались
75.3% нейронов (погибали 24.7% нейронов). А по-
сле преинкубации клеток с 1 мкМ инсулина при
последующем действии той же концентрации пе-
рекиси водорода число выживших нейронов соста-
вило 88.3% от контроля (погибали 11.7% нейро-
нов). Эти данные показывают, что при преинкуба-
ции нейронов с инсулином погибло от действия
перекиси водорода на 13% меньше нейронов от их
общего числа в контроле (24.7% – 11.7% = 13%).
При этом их гибель от действия одной перекиси
водорода составляет 24.7% от числа клеток в кон-
троле, поэтому “rescue rate” составляет для инсули-
на в этом опыте 52.6% [(13.0/24.7) × 100].

При усреднении данных, полученных в 6 опы-
тах, мы получаем величину “rescue rate” для инсу-
лина, равную 50.2 ± 8.0% (табл. 1). Эти данные по-
казывают, что инсулин спасает от гибели при ток-
сическом действии перекиси водорода на нейроны
коры мозга в условиях наших опытов в среднем
примерно половину клеток.

Таким же образом, как и для инсулина, на-
ми вычислялись “rescue rates” для 3-МА и для
z-DEVD-FMK. Полученные данные показали, что
аутофагия и апоптоз являются основными причи-
нами гибели нейронов при действии на них пере-
киси водорода. Так, ингибитор аутофагии 3-MA
при действии на нейроны предохранял от гибели
34.8 ± 6.3% клеток, что, как мы считаем, отражает,
какой процент нейронов коры мозга гибнет от
чрезмерной активации аутофагии в условиях окис-
лительного стресса в опытах in vitro (табл. 1). Не
меньший процент клеток, по-видимому, гибнет от
апоптоза. Так, найдено, что ингибитор каспазы-3
z-DEVD-FMK при преинкубации с ним нейронов
предохраняет от гибели 38 ± 7.5% нейронов
(табл. 1). Различия в числе клеток, гибнущих от
аутофагии и апоптоза, не являются достоверными.

Интересно, что при совместном действии инсу-
лина и ингибитора аутофагии 3-MA защитный эф-
фект (“rescue rates”) был достоверно выше (табл. 2),
чем при действии одного ингибитора или одного
инсулина (p < 0.05 по t критерию Стьюдента мето-
дом попарных сравнений). Эти данные получены в
отдельной серии опытов. В этой серии наблюда-
лись более низкие значения “rescue rates” для инсу-
лина (27.8 ± 5.0% при n = 3 и 41.0 ± 5.5% при n = 4
по сравнению с 50.2 ± 5.0% при n = 6 в табл. 1). Это
свидетельствует о существенном разбросе данных
по защитному эффекту инсулина между отдельны-

Таблица 1. Защитный эффект инсулина и ингибиторов
аутофагии (3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK) в нейро-
нах коры мозга крыс в условиях окислительного стресса

Примечание. Данные представляют собой среднее ± SEM из
6‒8 опытов. Нейроны преинкубировали с 1 мкМ инсулина в
течение 1 ч или с 5 мМ 3-MA или с 5 мкМ z-DEVD-FMK в те-
чение 0.5 ч, затем на них воздействовали 50 мкМ перекиси во-
дорода в течение 8 ч. Определение жизнеспособности нейро-
нов проводили, используя МТТ метод. Для определения за-
щитного эффекта вычисляли, гибель какого процента
нейронов от токсического действия перекиси водорода уда-
лось предотвратить благодаря применению каждого из про-
текторов (“rescue rates”).

Протектор Достоверность 
защитного эффекта

1 мкМ инсулин 50.2 ± 8.0% p < 0.01
5 мМ 3-MA 34.8 ± 6.3% p < 0.001
5 мкМ 
z-DEVD-FMK

38.4 ± 7.5% p < 0.01
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ми опытами, которые ставились в разные дни, ино-
гда с большим разрывом по срокам их проведения.
При этом, если бы в каждой серии опытов было бы
проведено по 6 опытов, как в табл. 1, то, по-види-
мому, различия не были бы столь заметны, как при
3 или 4 опытах. При действии инсулина и z-DEVD-
FMK совместная способность этих соединений
предотвращать гибель нейронов коры мозга была
также выше (табл. 2), чем защитный эффект каж-
дого из этих соединений (p < 0.05). Совокупность
полученных данных позволяет полагать, что инсу-
лин способен предотвращать как аутофагическую,
так и апоптотическую гибель нейронов в условиях
окислительного стресса.

Наряду с этим необходимо было также показать
способность инсулина нормализовать уровень
маркеров аутофагии в нейронах коры мозга крыс в
культуре, измененный при активации аутофагии
под действием перекиси водорода на эти клетки.
Нами было изучено влияние перекиси водорода и
преинкубации с инсулином на разных сроках воз-
действия прооксиданта на уровень двух маркеров
аутофагии LC3B-II и SQSTM1/p62 в нейронах. Как
видно из данных, приведенных на рис. 1а, досто-
верное увеличение в нейронах уровня такого мар-
кера аутофагии, как LC3B-II, представляющего
липидированную форму LC3B (в отличие от рас-
творимой формы LC3B-I), наблюдается через 4 и
6 ч после инициации окислительного стресса, но
уже через 1 и 2 ч после начала действия перекиси
водорода проявляется тенденция к увеличению в
нейронах уровня этого маркера. Хотя инсулин не
оказывает воздействия на уровень LC3B-II в кон-
трольных нейронах, но он достоверно снижает экс-
прессию этого маркера уже через 1 и 2 ч после на-
чала действия перекиси водорода (рис. 1a). Осо-
бенно большое и также достоверное снижение
содержания этого маркера аутофагии до контроль-
ных величин наблюдается через 4 и 6 ч после начала
действия перекиси водорода. Эти данные неопро-

вержимо свидетельствуют о способности инсулина
подавлять чрезмерную активацию аутофагии в
нейронах коры мозга, подвергнутых действию пе-
рекиси водорода, в опытах in vitro.

Такого рода данные были подтверждены и при
изучении динамики изменения другого маркера
аутофагии SQSTM1/p62 (рис. 1b). Содержание
убиквитин-связывающего каркасного белка
SQSTM1/p62, участвующего в образовании ауто-
фагосом, напротив, имеет обратную корреляцию с
активацией аутофагии, так как этот белок подвер-
гается деструкции в лизосомах. Как известно, этот
маркер достоверно снижается в клетках или тканях
при активации процессов аутофагии и возрастает
при ее подавлении. Как видно из данных, пред-
ставленных на рис. 1b, уровень этого маркера при
действии одной перекиси водорода мало меняется
по сравнению с контролем через 0.5, 1 и 2 ч от на-
чала действия перекиси водорода на нейроны.
При этом через 4 и 6 ч после инициации окисли-
тельного стресса происходит значительное, почти
двукратное снижение уровня этого маркера в ней-
ронах. Это, как и увеличение уровня LC3B-II, сви-
детельствует о значительной активации процессов
аутофагии в нервных клетках на этих сроках после
начала воздействия прооксиданта. Преинкубация
с инсулином значительно и достоверно повышает
уровень SQSTM1/p62 в нейронах до контрольных
величин через 4 и 6 ч после начала действия пере-
киси водорода. Статистически значимое повыше-
ние уровня этого маркера под влиянием инсулина
имеет место и через 2 ч после начала действия про-
оксиданта. Таким образом, данные, полученные
при изучении изменения уровня двух маркеров
аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62), свидетель-
ствуют об ингибировании инсулином чрезмерной
активации процессов аутофагии в условиях окисли-
тельного стресса, о способности инсулина снижать
ее интенсивность практически до уровня контроля.

Таблица 2. Защитный эффект совместного применения инсулина и 3-MA или инсулина и z-DEVD-FMK при окис-
лительном стрессе

Примечание. Данные представлены как среднее ± SEM из 3–4 опытов. Достоверность различий вычисляли, используя метод по-
парных сравнений по t критерию Стьюдента. Нейроны преинкубировали с 1 мкМ инсулина в течение 1 ч или с 5 мМ 3-MA или
с 5 мкМ z-DEVD-FMK в течение 0.5 ч или с инсулином и одним из ингибиторов. Остальная информация приведена в примеча-
нии к табл. 1.

Протектор Rescue rates Число опытов
Достоверность различий по сравнению 

с защитным эффектом одного
из соединений

1 мкМ инсулин 32.5 ± 10.1% n = 3
5 mM 3-MA 27.8 ± 5.0% n = 3
1 мкМ инсулин + 5мМ 3-MA 57.4 ± 10.5% n = 3 p < 0.05 vs эффект 1 мкМ инсулина

p < 0.05 vs эффект 5 мМ 3-MA
1 мкМ инсулин 41.0 ± 5.5% n = 4
5 мкМ z-DEVD-FMK 38.9 ± 2.5% n = 4
1 мкМ инсулин + 5 мкМ z-DEVD-FMK 62.3 ± 5.9% n = 4 p < 0.05 vs эффект 1 мкМ инсулина

p < 0.05 vs эффект 5мкМ z-DEVD-FMK
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Следует отметить, что в присутствии BMS-
754807, ингибитора рецепторов инсулина и IGF-1,
эффект инсулина на уровень маркеров аутофа-
гии LC3B-II и SQSTM1/p62 полностью пропадал
(рис. 2b и 2d), в этом случае уровень маркеров
аутофагии при действии на нейроны инсулина и
перекиси водорода достоверно не отличался от их
уровня при действии одного прооксиданта. Эти
данные свидетельствуют о том, что нейропротек-
торное действие инсулина при чрезмерной актива-
ции аутофагии в нервных клетках опосредуется че-
рез рецепторы самого инсулина и IGF-1.

Изучалось также воздействие ингибиторов
аутофагии и апоптоза на уровень маркеров аутофа-
гии в нейронах коры мозга в условиях окислитель-
ного стресса. Ингибитор аутофагии (3-MA) досто-
верно снижал содержание LC3B-II в нейронах,
увеличенное под действием перекиси водорода
(рис. 2b) до уровня, характерного для контроля.
При этом этот ингибитор, напротив, достоверно
повышал, практически также до контрольных ве-
личин, уровень другого маркера аутофагии –

SQSTM1/p62, который значительно и достоверно
снижался в нейронах при действии на них переки-
си водорода (рис. 2d). Эти данные показывают, что
при действии такого прооксиданта, как перекись
водорода, в нейронах коры мозга происходит акти-
вация аутофагии, тогда как преинкубация клеток с
ингибитором аутофагии, как и следовало ожидать,
предотвращает изменения экспрессии характер-
ных для данного процесса маркеров, делая их уро-
вень сходным с уровнем в контроле.

Представляло интерес также проверить, оказы-
вает ли влияние интенсивность апоптотических
процессов, развивающихся при действии проокси-
данта, на интенсивность аутофагии. Однако нами
не выявлено достоверных изменений в уровне обо-
их изученных маркеров аутофагии под воздействи-
ем z-DEVD-FMK, ингибитора каспазы-3 и апо-
птотических процессов (рис. 2b и 2d). Уровень
LC3B-II и SQSTM1/p62 в нейронах коры мозга под
воздействием перекиси водорода и z-DEVD-FMK
достоверно не отличался от их уровня, наблюдав-
шегося при действии одной перекиси водорода.

Рис. 1. Эффект инсулина и перекиси водорода на уровень маркеров аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62) в нейронах коры
мозга крыс на разных этапах развития окислительного стресса. (a) и (b) – изменение уровня LC3B-II, (c) и (d) – измене-
ние уровня sqstm1/p62. (a) и (c) – иммуноблоты, (b) и (d) – результаты денситометрии проведенных опытов (n = 4–5)
представлены как среднее ± SEM. Нейроны коры мозга крыс преинкубировали в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, а затем
подвергали воздействию 100 мкМ перекиси водорода в течение разного времени. Сокращения на рисунке: HP – перекись
водорода, Ins – инсулин. Различия достоверны по сравнению с контрольными величинами: * – p < 0.05, ** – p < 0.02, по
сравнению с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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Перекись водорода достоверно увеличивала
(более, чем в 2 раза) активность каспазы-3 (содер-
жание расщепленного фрагмента 17–19 кДа) в ней-
ронах коры мозга (p < 0.02) через 6 ч после ее добав-
ления (рис. 3a). Через 4 ч после аппликации про-
оксиданта активность каспазы-3 возрастала в
1.5 раза, но большой разброс данных делал это уве-
личение недостоверным. Инсулин достоверно
снижал активность каспазы-3, а значит и апопто-
тическую гибель клеток через 6 ч после апплика-
ции перекиси водорода (рис. 3a). На некоторых бо-
лее ранних сроках окислительного стресса, напри-
мер, через 2 ч после начала действия перекиси
водорода, наблюдалась тенденция к снижению
расщепленной каспазы-3 (17–19 кДа), но различия
не были достоверными (p = 0.06).

Нами было показано (рис. 3b) увеличение ак-
тивности каспазы-3 через 6 ч после аппликации
перекиси водорода, и снижение активации каспа-

зы-3 под влиянием преинкубации с инсулином на
этом сроке воздействия перекиси водорода (p < 0.02).
Интересно отметить, что в присутствии ингибито-
ра рецепторов инсулина и IGF-1 (BMS-754807) эф-
фект инсулина полностью исчезал (рис. 3d).
Это свидетельствует о том, что инсулин осуществ-
ляет свое антиапоптотическое действие на нейро-
ны коры мозга в культуре, взаимодействуя со свои-
ми рецепторами и рецепторами IGF-1 на этих
клетках.

Мы попытались также выявить, используя ин-
гибитор 3-MA, влияние ингибирования аутофагии
на интенсивность апоптоза и апоптотической ги-
бели клеток. Однако в условиях окислительного
стресса в присутствии ингибитора аутофагии 3-МА
накопление расщепленного фрагмента каспазы-3
(17–19 кДа), показывающее степень гибели нейро-
нов от апоптоза, в условиях наших опытов не пре-
терпевало достоверных изменений (рис. 3d).

Рис. 2. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK) на уровень маркеров аутофагии
(LC3B-II and SQSTM1/p62) в нейронах коры мозга крыс в культуре, подвергнутых действию перекиси водорода. (a) и (b) – из-
менение уровня LC3B-II, (c) и (d) – изменение уровня SQSTM1/p62. (a) и (c) – иммуноблоты, (b) и (d) – результаты ден-
ситометрии проведенных опытов (n = 6) представлены как среднее ± SEM. Нейроны коры мозга крыс преинкубировали
в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, либо в течение 30 мин с 5 мМ 3-MA или 5 мкМ z-DEVD-FMK, а затем подвергали воз-
действию 100 мкМ перекиси водорода в течение 6 ч. Сокращения на рисунке: HP – перекись водорода, 3-MA – 3-мети-
ладенин, BMS – BMS-754807 (ингибитор рецепторов инсулина и IGF-1). Различия достоверны по сравнению с контроль-
ными величинами: * – p < 0.05, ** – p < 0.02, по сравнению с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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Перед нами стояла также задача выявить, влия-
нием на какие сигнальные пути можно объяснить
ингибирование инсулином аутофагии и аутофаги-
ческой гибели клеток, а также апоптоза и апопто-
тической гибели клеток. Для этого мы проверили,
как влияют в условиях наших опытов перекись во-
дорода и инсулин на активность протеинкиназ Akt,
GSK3-beta и AMPK и на соотношение проапопто-
тического белка Bax и антиапоптотического белка
Bcl-2 (Bax/Bcl-2).

Как видно из представленных на рисунке дан-
ных, активность протеинкиназы B (Akt) в нейронах
коры мозга через 6 ч после аппликации перекиси
водорода мало отличается от контрольных величин
(рис. 4b). Но, если клетки в культуре преинкубиро-

вали с инсулином, то активность Akt остается
очень высокой и через 6 ч после воздействия пере-
киси водорода, при этом она более, чем в 6 раз пре-
вышает активность в контроле и при действии од-
ной перекиси водорода (рис. 4a). Активация Akt ле-
жит в основе защитного действия инсулина.
Хорошо известно и документировано антиапопто-
тическое действие инсулина, основанное на акти-
вации Akt. В его реализации важную роль играет
инактивация при действии Akt протеинкиназы
GSK-3beta благодаря ее фосфорилированию по
Ser9. Как видно из данных, представленных на ри-
сунке, через 6 ч после аппликации перекиси водо-
рода активность этой протеинкиназы в нейронах
мало отличается от контрольных величин. Но, если

Рис. 3. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK) на уровень расщепленной каспа-
зы-3 (маркер апоптоза) в нейронах коры мозга крыс в культуре, подвергнутых действию перекиси водорода. (a) и (b) – эф-
фект инсулина и перекиси водорода на уровень расщепленной каспазы-3 (17–19 кДа) в нейронах на разных этапах разви-
тия окислительного стресса. (с) и (d)– эффект инсулина, 3-MA и z-DEVD-FMK на уровень расщепленной каспазы-3 (17–
19 кДа) в нейронах на позднем этапе действия перекиси водорода (6 ч). (a) и (c) – иммуноблоты, (b) и (d) – результаты
денситометрии проведенных опытов (n = 4–5 для B и n = 6 для D) представлены как среднее ± SEM. Нейроны коры мозга
крыс преинкубировали в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина или в течение 30 мин c 3-MA или с z-DEVD-FMK, а затем подвер-
гали воздействию 100 мкМ перекиси водорода в течение разного времени. Сокращения на рисунке: HP – перекись водо-
рода, Ins – инсулин, 3-MA – 3-метиладенин, BMS – BMS-754807 (ингибитор рецепторов инсулина и IGF-1). Разли-
чия достоверны по сравнению с контрольными величинами: * и ** – по сравнению с эффектом одной перекиси во-
дорода: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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нейроны преинкубировали с инсулином, то на
этом сроке действия перекиси водорода в пробах
достоверно и довольно значительно повышен уро-
вень этого фермента, фосфорилированного по Ser9

(рис. 4b). Это свидетельствует о том, что под влия-
нием инсулина происходит инактивацтия GSK-
3beta, что очень важно для поддержания жизнеспо-
собности нейронов, т.к. при активации этой проте-
инкиназы нарушаются функции митохондрий этих
клеток, что может приводить к их апоптотической
гибели.

Нужно также отметить, что активация Akt мо-
жет приводить к ингибированию аутофагических
процессов, к предотвращению чрезмерной актива-
ции аутофагии, приводящей к гибели нервных кле-
ток. Так, активация сигнального пути Akt–mTOR,
как известно, приводит к ингибированию процес-
сов аутофагии.

Для объяснения механизма защитного эффекта
инсулина, связанного с подавлением процессов
аутофагии и аутофагической гибели нервных кле-
ток, важно было также изучить влияние инсулина
на активность AMPK (рис. 4c). Как известно, акти-
вация этой протеинкиназы является триггером

процесса аутофагии. Как видно из данных, пред-
ставленных на рис. 4с, инсулин достоверно и более
чем в 2 раза уменьшает активность AMPK через 1 и
2 ч после начала действия перекиси водорода. Че-
рез 6 ч после начала действия перекиси водорода
наблюдается тенденция к снижению инсулином
активности этой протеинкиназы (p < 0.1, но
p > 0.05), но его эффект становится недостовер-
ным. По-видимому, значительное снижение ак-
тивности фермента инсулином через 1 ч и 2 ч после
начала действия перекиси водорода приводит к
уменьшению интенсивности аутофагического
процесса не только на этих, но и на последующих
временных промежутках.

Нами также показаны значительное увеличение
отношения проапоптотического белка Bax к анти-
апоптотическому белку Bcl-2 (Bax/Bcl-2) под дей-
ствием на нейроны коры мозга перекиси водорода
и нормализация этого отношения под влиянием
инсулина (рис. 5b и c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Аутофагия представляет собой “самопоедание”,

катаболический путь, с помощью которого долго-

Рис. 4. Влияние перекиси водорода и инсулина на активность протеинкиназы B (Akt), GSK-3beta и AMPK в нейронах ко-
ры мозга крыс. (a) и (b)– aктивность протеинкиназы В (Akt) определяли по уровню pAkt (Ser473), (c) и (d) – степень инак-
тивации GSK 3-beta – по уровню pGSK-3beta (Ser9), (e) и (f) – активность протеинкиназы AMPK – по уровню pAMPK
(Thr172). (a), (c) и (f) – иммуноблоты, (b), (d) и (f) – результаты денситометрии проведенных опытов (n = 5–7) представ-
лены как среднее ± SEM. Данные выражали в виде соотношения содержания фосфорилированного фермента к его обще-
му содержанию: pAkt (Ser473)/Akt (a), pGSK-3beta (Ser9)/GSK-3beta (b), pAMPK-alpha (Thr172)/AMPK-alpha (c). Нейроны
коры мозга крыс преинкубировали в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, а затем подвергали воздействию 100 мкМ перекиси
водорода в течение 6 ч. Сокращения на рисунке: HP – перекись водорода, Ins – инсулин. Различия достоверны по срав-
нению с контрольными величинами: ** – p < 0.02 по сравнению с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05, xx –
p < 0.02.
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живущие белки, поврежденные клеточные орга-
неллы и неправильно свернутые белки подверга-
ются деградации и затем вновь используются для
поддержания гомеостаза клеток и их нормального
функционирования. Для доставки подлежащих
утилизации белков или компонентов клетки в ли-
зосомы для их дальнейшего использования приро-
да создала специальные частицы – аутофагосомы.
Они представляют собой покрытые двойной обо-
лочкой вакуоли, содержащие цитоплазму клеток с
включенными в нее митохондриями или другими
органеллами. Долгое время считалось, что аутофа-
гия играет только защитную роль, в том числе и в
ЦНС, предохраняя нейроны и другие клетки мозга
от пагубного влияния стрессорных воздействий, в
том числе от ишемии мозга и его последующей ре-
перфузии. При этом защитный эффект нейропро-
текторов при разных формах ишемии и реперфузии
приписывали преимущественно их способности
противостоять апоптотической и некротической ги-
бели нервных клеток. Но в настоящее время пред-
ставления об исключительно защитном воздей-
ствии аутофагии на клетки разных органов пере-
смотрены. Так, в современной литературе есть
многочисленные примеры того, что активация
аутофагии может приводить к гибели нейронов
при различных поражениях мозга, особенно при
сильных воздействиях на него. Так, получены сви-
детельства того, что защитный эффект многих ней-
ропротекторов при ишемии и реперфузии мозга
связан прежде всего с их способностью ингибиро-
вать и аутофагические, и апоптотические процес-
сы, предотвращая таким образом гибель нервных
клеток мозга. К таким протекторам относятся не-
которые флавоноиды, ганглиозид GM1, финголи-
мод (аналог сфингозин-1-фосфата), N-ацетил-се-
ротонин (предшественник мелатонина) и многие
другие соединения [13–17, 27, 28].

Настоящая работа посвящена изучению роли
антиаутофагического и антиапоптотического эф-
фектов инсулина в его нейропротекторном дей-
ствии на нейроны коры мозга в культуре в условиях
окислительного стресса. Было найдено, что основ-
ными причинами гибели нейронов коры мозга
крыс в культуре при токсическом действии на них
перекиси водорода являются аутофагия и апоптоз.
Показано повышение жизнеспособности нейро-
нов при действии на них ингибитора аутофагии (3-
MA) или апоптоза (z-DEVD-FMK). При этом ней-
ропротекторный эффект инсулина более выражен,
чем эффект ингибиторов аутофагии или апоптоза
по отдельности. Интересно отметить, что при сов-
местном действии на нейроны коры мозга в куль-
туре ингибитора аутофагии и инсулина защитный
эффект был достоверно выше, чем при действии
одного из этих двух протекторов. А также при сов-
местном действии ингибитора апоптоза и инсули-
на защитный эффект был выше, чем при действии
одного из этих соединений. В совокупности полу-

ченные данные позволяют прийти к выводу, что
инсулин способен снижать как аутофагическую,
так и апоптотическую гибель нейронов коры мозга
в опытах in vitro.

Рис. 5. Влияние инсулина и перекиси водорода на уро-
вень антиапоптотического белка Bcl-2 и отношение
Bax/Bcl-2 в нейронах коры мозга крыс в культуре. (a) и
(b)– влияние инсулина и перекиси водорода на уровень
Bcl-2 в нейронах коры мозга крыс. (c) – влияние инсу-
лина и перекиси водорода на отношение Bax/Bcl-2
в нейронах коры мозга крыс. (a) – иммуноблоты,
(b) и (с) – результаты денситометрии проведенных
опытов (n = 8) представлены как среднее ± SEM.
Нейроны коры мозга крыс преинкубировали в тече-
ние 1 ч с 1 мкМ инсулина, а затем подвергали воздей-
ствию перекиси водорода в течение 6 ч. Сокращения на
рисунке: HP – перекись водорода, Ins – инсулин.
Различия достоверны по сравнению с контрольными
величинами: * – p < 0.05, ** – p < 0.02, по сравнению
с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05,
xx – p < 0.02.
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Способность инсулина ингибировать процессы
аутофагии (и, соответственно, аутофагической ги-
бели нейронов при патологических воздействиях,
приводящих к чрезмерной активации этого про-
цесса) была подтверждена в опытах по изучению
воздействия инсулина на уровень маркеров ауто-
фагии LC3B-II и SQSTM1/p62. В настоящей работе
найдено, что такой прооксидант, как перекись во-
дорода, достоверно увеличивает в нейронах уро-
вень маркера аутофагии LC3B-II, и, напротив,
уменьшает уровень другого маркера SQSTM1/p62,
для которого характерно снижение его уровня при
активации аутофагии. Впервые показано, что ин-
сулин при этом нормализует уровень маркеров
аутофагии в нейронах, изменяя их содержание
практически до контрольных значений. Таким об-
разом, впервые показано, что инсулин способен
ингибировать процессы аутофагии в нейронах, ак-
тивированные при неблагоприятном воздействии
на эти клетки.

Найдено, что в условиях наших опытов пере-
кись водорода активировала процессы аутофагии и
апоптоза, что приводило к гибели нейронов коры
мозга. В присутствии ингибиторов аутофагии или
апоптоза (3-MA или z-DEVD-FMK, соответствен-
но) гибель нейронов значительно и достоверно
снижалась (более чем на 35% в присутствии каждо-
го из ингибиторов). Это свидетельствует о том, что
активация каждого из этих процессов приводит к
гибели значительной части нейронов. Инсулин же
в случае преинкубации с ним нейронов коры мозга
в значительно большей мере, чем ингибитор ауто-
фагии или апоптоза, повышал жизнеспособность
нейронов коры мозга. При этом он снижал интен-
сивность аутофагии и апоптоза, нормализуя уро-
вень маркеров аутофагии (LCB3-II и p62) и апопто-
за (расщепленная каспаза-3). Совокупность этих
данных позволяет сделать вывод, что инсулин спо-
собен достоверно снижать интенсивность аутофа-
гии и апоптоза и в значительной мере предотвра-
щать не только апоптотическую, но и аутофагиче-
скую гибель нейронов коры мозга в условиях
окислительного стресса в опытах in vitro.

Наши данные согласуются с данными других ав-
торов, в литературе есть свидетельства того, что ин-
сулин ингибирует процессы аутофагии в экстра-
невральных клетках и органах. Так, найдено, что
этот протектор ингибирует процессы аутофагии в
скелетных мышцах, усиливая фосфорилирование
протеинкиназы ULK-1 по Ser757 (ингибирующий
сайт) [29]. Наряду с этим найдено, что инсулин ин-
гибирует процессы аутофагии в хондроцитах чело-
века [30]. В этих клетках инсулин уменьшает уро-
вень LC3-II и усиливает фосфорилирование Akt и
рибосомной S6 киназы, активируя эти протеинки-
назы, ингибирующие процессы аутофагии [30].

Получены также данные о том, что инсулин
снижает в нейронах уровень одного из маркеров

апоптоза (расщепленной каспазы-3). Эти данные
согласуются с аналогичными данными, получен-
ными ранее другими авторами, свидетельствую-
щими о том, что нейропротекторный эффект инсу-
лина в большой мере зависит от его способности
ингибировать апоптотические процессы в нервных
клетках [31–33].

Среди сигнальных систем, регулирующих про-
цессы аутофагии, важную роль играет протеинки-
наза AMPK, способная инициировать процессы
аутофагии при накоплении аденозинмонофосфата
(AMP), которое может происходить, в частности,
при недостатке пищи. Наряду с этим в регуляции
процессов аутофагии у млекопитающих активно
участвует mTOR комплекс 1 (mTORC1), ингибиру-
ющий процессы аутофагии, благодаря в том числе
фосфорилированию регуляторно-ассоциирован-
ного с mTOR белка Raptor или TSC2. При нор-
мальных условиях существования нервных кле-
ток и достаточном количестве пищи уровень
AMP и, соответственно, активность AMPK отно-
сительно низки, а комплекс mTORC1 гиперакти-
вирован. Напротив, при различных стрессорных и
неблагоприятных воздействиях на мозг, в том чис-
ле при ишемии и реперфузии мозга, либо при не-
благоприятных воздействиях на нервные клетки в
культуре, происходит активация AMPK. К этим
стрессорным факторам относятся увеличение
уровня AMP, уменьшение уровня ATP, увеличение
образования активных форм кислорода (АФК) и
концентрации цитозольного кальция. Все эти факто-
ры способствуют активации протеинкиназы AMPK и
ингибированию Akt и mTOR, что запускает аутофа-
гию.

Для выяснения механизма действия инсулина
важно было показать, как он влияет на активность
протеинкиназ AMPK-alpha и Akt. Нами найдено,
что в условиях наших опытов перекись водорода
достоверно активировала, а инсулин ингибировал
активность протеинкиназы AMPK-alpha через 1 и
2 ч после аппликации перекиси водорода (рис. 4c).
Через 6 ч после аппликации перекиси водорода на-
блюдались тенденция к увеличению активности
AMPK-alpha под влиянием перекиси водорода и
тенденция к уменьшению активности этого фер-
мента под влиянием инсулина, но различия не бы-
ли достоверными из-за большего разброса данных,
чем на более ранних этапах воздействия проокси-
данта. Ранее способность инсулина ингибировать
активность AMPK-alpha была показана in vivo в ря-
де районов гиппокампа при изучении механизмов
регуляции пищевого поведения животных [34].
Ингибирование инсулином активности AMPK-al-
pha было ранее отмечено также в экстраневраль-
ных клетках и органах (см., например, [35]).

Наряду с этим в настоящей работе показано, что
инсулин активирует сигнальный путь PI3K-Akt1
(рис. 4a), который активирует комплекс mTORC1,
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являющийся действенным ингибитором аутофа-
гии. Нами показано, что в условиях наших опытов
через 6 ч после добавления к нейронам коры мозга
перекиси водорода ее эффект на активность Akt не
выражен. На более ранних этапах своего воздей-
ствия перекись водорода способна активировать
эту протеинкиназу [36]. Но и при этом относитель-
но длительном сроке воздействия перекиси водо-
рода инсулин многократно активирует эту проте-
инкиназу. Активация Akt инсулином лежит в осно-
ве его защитного эффекта на клетки, подвергнутые
действию токсических веществ.

Способность инсулина противостоять апопто-
тической гибели нейронов в условиях окислитель-
ного стресса показана в ряде ранее опубликован-
ных работ [см., например, [31–33]. В настоящей
работе нами найдено, что перекись водорода до-
стоверно увеличивает, а инсулин достоверно сни-
жает активность каспазы-3 в нейронах коры мозга
через 6 ч после аппликации перекиси водорода
(рис. 3a, 3b, 3c, 3d). Что касается механизма анти-
апоптотического эффекта инсулина, то в основе
его, по-видимому, лежит способность активиро-
вать Akt (рис. 4a), которая затем фосфорилирует по
Ser9 и таким образом инактивирует GSK-3beta. Де-
ло в том, что чрезмерная активация этого фермента
приводит к нарушению метаболизма и функций
митохондрий в клетках, в том числе в нервных [37].
Способность инсулина фосфорилировать по Ser9 и
таким образом инактивировать GSK-3beta в ней-
ронах была до нас показана и в других работах (см.,
например, [37, 38]). Нейропротекторный эффект
активации Akt инсулином заключается также в
способности активированной Akt увеличивать
синтез антиапоптотического белка митохондрий
Bcl-2 и снижать отношение Bax/Bcl-2 в нейронах.
В этом отношении наши данные согласуются с
данными Дуарте и соавт. [39].

Таким образом, в основе способности инсулина
ингибировать чрезмерную активацию аутофагии и
аутофагическую гибель нейронов в условиях окис-
лительного стресса лежит, очевидно, его способ-
ность ингибировать активность энергетического
сенсора AMPK-alpha и активировать протеинкиназу
Akt, которая, в свою очередь, обладает способностью
активировать комплекс mTORC1, ингибирующий
процессы аутофагии. Способность же инсулина про-
тивостоять апоптотической гибели нейронов при
окислительном стрессе определяется, очевидно,
прежде всего его способностью активировать про-
теинкиназу Akt которая, фосфорилируя протеин-
киназу GSK-3beta по Ser9, приводит к ее инактива-
ции и таким образом предотвращает нарушение
функций митохондрий. Активация Akt также спо-
собствует увеличению синтеза антиапоптотиче-
ского белка Bcl-2.
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THE INHIBITION OF AUTOPHAGY AND APOPTOSIS BY INSULIN AS A BASIS 
OF ITS NEUROPROTECTIVE ACTION ON RAT BRAIN CORTICAL NEURONS 

UNDER CONDITIONS OF OXIDATIVE STRESS IN VITRO
I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa, D. K. Avrovaa, and N. F. Avrovaa,*

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of Russian Academy of Science, Saint-Petersburg, Russia
#e-mail: avrova@iephb.ru

Insulin is one of the most promising neuroprotectors. A significant gap in understanding the mechanism of its
action is the lack of data on whether it is able to prevent autophagic neuronal death. The aim of our work was to
evaluate the contribution of autophagy and apoptosis to the death of rat cerebral cortex neurons in culture under
oxidative stress and to study the ability of insulin to prevent this death and inhibit autophagy and apoptosis in
neurons. The influence of hydrogen peroxide and insulin on the level of two main autophagy markers (LC3B-II
and SQSTM1/p62) and apoptosis marker (cleaved сaspase-3) was studied. To assess the viability of neurons, the
MTT test was used, and Western blotting was applied to measure the level of marker proteins. It was found that
oxidative stress caused the activation of autophagy and apoptosis in neurons. This is manifested in a significant
increase of the autophagy marker LC3B-II and apoptosis marker (cleaved сaspase-3) and in a decrease in the
SQSTM1/p62 protein level. The content of SQSTM1/p62, which is involved in the formation of autophago-
somes, decreases with the activation of autophagy, as this protein is degraded in lysosomes. Hydrogen peroxide
causes autophagic and apoptotic death of neurons, as the inhibitors of autophagy (3-methyl adenine) and apop-
tosis (z-DEVD-FMK) were shown to increase the viability of neurons in conditions of oxidative stress. Insulin,
in its turn, prevents the death of neurons and hinders autophagy, causing a decrease of the level of lipidated form
LC3B-II and the increase of the SQSTM1/p62 protein level, it hinders apoptosis as well decreasing the level of
cleaved caspase-3. The protective effect of insulin is mediated by the activation of specific signaling pathways as-
sociated with receptors of insulin and IGF-1, as the inhibitor of these receptors BMS-754807 completely blocks
the neuroprotective effect of insulin. Thus, the pronounced activation of autophagy under oxidative stress is one
of the causes of neuron death, and the protection of neurons by insulin is associated with the suppression of not
only apoptotic, but also autophagic cell death.

Keywords: brain cortical neurons, oxidative stress, insulin, autophagy, apoptosis



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2023, том 59, № 5, с. 427–440

427
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ГЛУТАМАТЕРГИЧЕСКОЙ ТРАНСМИССИИ В ГИППОКАМПЕ КРЫС 
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Для височной эпилепсии характерно развитие сопутствующих неврологических нарушений и психи-
ческих заболеваний. Одной из возможных причин их возникновения, очевидно, являются нарушения
в балансе возбуждающих и тормозных нейротрансмиттерных систем гиппокампа. Хронические нару-
шения в молекулярных механизмах регуляции активности глутаматергической системы гиппокампа
при височной эпилепсии в настоящее время малоизучены. В настоящей работе мы использовали крыс
линии Крушинского–Молодкиной (КМ), подвергнутых многократным аудиогенным судорожным
припадкам, для моделирования височной эпилепсии. Анализ молекулярных механизмов регуляции
продукции глутамата нейронами гиппокампа был проведен через неделю после окончания стандарт-
ного (14 судорожных припадков) и длительного (21 судорожных припадков) киндлинга. В гиппокампе
крыс КМ в результате киндлинга происходит активация ERK1/2-киназ, а также активация транскрип-
ционного фактора CREB, усиление экспрессии глутаминазы и везикулярных транспортеров глутамата
VGLUT1 и 2 и транскрипционного фактора Fra1, т.е. белков, отвечающих за продукцию глутамата. Эти
данные свидетельствуют о повышении активности глутаматергических нейронов гиппокампа, сохра-
няющейся в течение недели после завершения последней аудиогенной стимуляции. Также показано
усиление экспрессии mGluR1-рецепторов глутамата, активация которых приводит к высвобождению
Ca2+ и может вызывать эксайтотоксичность. Долговременное усиление глутаматергической трансмис-
сии, вызванное многократными эпилептиформными припадками, является причиной не только даль-
нейшего эпилептогенеза, но и может лежать в основе развития нейродегенерации.

Ключевые слова: эпилепсия, крысы линии Крушинского–Молодкиной, аудиогенный киндлинг, глута-
мат, гиппокамп
DOI: 10.31857/S0044452923050029, EDN: KJRGJR

ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия является широко распространен-
ным неврологическим заболеванием. При этом для
эпилепсии характерна высокая распространен-
ность сопутствующих заболеваний, в том числе по-
казано, что многочисленные психические и сома-
тические заболевания чаще встречаются и более
опасны у людей, больных эпилепсией. Наиболее
серьезные патологические последствия эпилепсии
включают структурные и функциональные заболе-
вания центральной нервной системы, такие как
инсульт, деменция и мигрень. Также среди боль-
ных эпилепсией часто встречаются сопутствующие
психические заболевания – депрессия и повышен-
ная тревожность [1, 2].

Подобные неврологические и психические на-
рушения выявлены и на экспериментальных моде-
лях эпилепсии [3]. Одной из таких моделей эпи-
лепсии является формирование киндлинга, когда
ежедневная электрическая стимуляция определен-
ных областей мозга, введение пороговых доз хемо-
конвульсантов или звуковая стимуляция животных,
предрасположенных к аудиогенной эпилепсии, при-
водят к постепенному развитию и усилению лимби-
ческих генерализованных судорог. При различных
видах киндлинга также наблюдаются нарушения в
пространственном ориентировании, снижение ис-
следовательской активности, повышенная тревож-
ность и депрессивно-подобное поведение, сохра-
няющиеся длительное время [4–8]. Причем даже
формирование киндлинга при небольшом числе

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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стимуляций вызывает устойчивые изменения в
эмоциональном поведении у крыс, выражающиеся
в усилении тревожности и оборонительного пове-
дения и сохраняющиеся, по крайней мере, в тече-
ние двух месяцев после последней стимуляции [9].
Таким образом, при моделировании развития ви-
сочной эпилепсии наблюдаются длительно сохра-
няющиеся неврологические нарушения.

В основе неврологических нарушений при по-
вторяющихся эпилептических припадках лежат
прогрессирующие патологические и функцио-
нальные изменения в нервной системе, возникаю-
щие за счет нарушений молекулярных механизмов
регуляции пластичности нейронов, обеспечиваю-
щих преобразование краткосрочной активности в
долгосрочные изменения. При эпилепсии проис-
ходит кратковременная активация рецепторов, ко-
торая вызывает нарушения в работе внутриклеточ-
ных сигнальных каскадов, это приводит к измене-
нию экспрессии генов в нейронах, что, вероятно,
является причиной прогрессирующей патологии
[10]. Активация генов, сопровождающаяся повы-
шенной транскрипцией матричной РНК, в последу-
ющие часы приводит к усилению синтеза белков,
что, в свою очередь, вызывает морфологические и
анатомические изменения [10]. На пациентах и на
экспериментальных моделях показаны аномаль-
ное прорастание мшистых волокон, синаптическая
реорганизация, потеря нейронов и глиоз в различ-
ных отделах мозга, в частности, в гиппокампе [10–
12]. На фармакологических моделях эпилепсии на
животных гранулярные клетки зубчатой извилины
гипервозбуждаются как сразу после развития эпи-
лептического статуса [13], так и во время латентно-
го периода, что было показано на модели развития
височной эпилепсии [14]. Повышенная возбуди-
мость гранулярных клеток также была зарегистри-
рована во время хронической формы височной
эпилепсии в гиппокампе человека и на модели
эпилепсии, сопровождающейся гиппокампаль-
ным склерозом [15].

Несмотря на очевидность существования мно-
гочисленных нарушений в активности вторичных
сигнальных каскадов, отвечающих за состояние
нейронов при эпилепсии, в настоящее время край-
не мало данных о хронических нарушениях в моле-
кулярных механизмах регуляции активности ней-
ротрансмиттерных систем лимбической системы, в
частности, гиппокампа. Однако очевидно, что воз-
никновение подобных хронических нарушений
может приводить к дальнейшему усилению тяже-
сти заболевания, а также к развитию сопутствую-
щих психических и соматических заболеваний. В
настоящей работе мы использовали крыс линии
Крушинского-Молодкиной (КМ), подвергнутых
длительной ежедневной экспозиции действию зву-
ка, вызывающей феномен киндлинга, для модели-
рования височной эпилепсии, что приводило к
развитию лимбических генерализованных судорог.

Анализ молекулярных механизмов регуляции про-
дукции глутамата нейронами гиппокампа через не-
делю после окончания стандартного (14 судорож-
ных припадков) и длительного (21 судорожный
припадок) аудиогенного киндлинга позволил вы-
явить хронические нарушения в состоянии нейро-
нов, возможно, являющиеся субстратом не только
дальнейшего эпилептогенеза, но и возникновения
неврологических нарушений.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

В экспериментах использовали взрослых крыс
КМ с полностью сформированной судорожной го-
товностью (Московский государственный универ-
ситет, Россия). Крыс содержали по 4–5 животных
в клетке при цикле день/ночь 12 ч/12 ч со свобод-
ным доступом к пище и воде.

Экспериментальные группы

Для оценки вызванных судорогами изменений в
глутаматергической нейротрансмиссии в гиппокам-
пе использовали аудиогенный киндлинг, модель
лимбической эпилепсии. Аудиогенные судороги ин-
дуцировали один раз в день звуковой стимуляцией с
частотой 10 кГц с помощью компьютерной програм-
мы NCH Tone Generator (© NCH Software, Австра-
лия). Каждую крысу помещали в тестовую камеру
для адаптации на 5 мин и затем подвергали воздей-
ствию акустического стимула. Проверяли на нали-
чие и продолжительность стадий судорожного
припадка, включающих латентный период, дикий
бег, клонические и тонические судороги. Если в те-
чение 1 мин стимуляции у животного не возникало
судорог, его исключали из эксперимента, но доля
таких животных составляла меньше одного про-
цента. После повторных звуковых раздражений у
животных появлялись дополнительная судорож-
ная фаза, посттонический (лимбический) клонус,
что свидетельствовало о возникновении лимбиче-
ских припадков [16].

Было проведено два независимых эксперимента.
1. 14-дневная экспозиция действию звука. Крыс

КМ подвергали 14 судорожным припадкам, что соот-
ветствует стадии развития лимбических генерализо-
ванных припадков. Крыс выводили из эксперимента
через 7 дней (период отдыха) после последнего при-
падка (n = 5), группа 14 + 7.

2. 21-дневная экспозиция действию звука. Крыс
КМ подвергали 21 судорожному припадку, что явля-
лось моделью полностью развившейся лимбической
эпилепсии со стабильными и тяжелыми лимбиче-
скими припадками. Крыс выводили из эксперимента
через 7 дней (период отдыха) после последнего при-
падка (n = 5), группа 21 + 7.
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3. Контрольные крысы КМ без опыта аудиоген-
ных судорожных припадков (n = 10), наивная груп-
па. Эти животные были выведены из эксперимента
одновременно с экспериментальными крысами.

Поведенческий анализ
Во время аудиогенного киндлинга все судорож-

ные припадки записывались на видео с последую-
щим анализом продолжительности и тяжести всех
стадий. Для оценки тяжести лимбических судорог,
развивающихся во время аудиогенного киндлинга,
мы ранее модифицировали шкалу Расина для крыс
КМ [17]. Считалось, что у животных развивается
лимбическая эпилепсия после того, как они де-
монстрировали 7 и более последовательных лим-
бических припадков (не менее 2–3 балла по шкале)
[17]. Крысы, подвергавшиеся аудиогенной стимуля-
ции в течение 14 и 21 дня не отличались достоверно
по представленности проявлений компонентов лим-
бических судорог (4–5 баллов), но продолжитель-
ность лимбических судорог значительно возрастала
после длительной экспозиции действию звука.

Материалы 1-го эксперимента использовали
только для гистологического анализа, а материалы
2-го использовали для вестерн-блота и гистологи-
ческого анализа эксперимента.

Подготовка материала для анализа
Крыс из 1-й группы (n = 5), половину крыс из

2-й группы (n = 5) и половину контрольных (наив-
ных) крыс (n = 5) наркотизировали смесью золе-
тил/ксилазин (60 мг/кг + 10 мг/кг; Virbac, Франция).
Затем животных перфузировали транскардиально
охлажденным 0.01 М фосфатно-буферным солевым
раствором PBS, содержащим (в мМ) 137 NaCl,
2.7 KCl, 10 Na2HPO4, 1.76 KH2PO4, pH 7.4, затем
5%-ным раствором формалина и декапитировали.
Мозг всех животных извлекали, постфиксировали
в 5%-ном растворе формалина при 4°C в течение
5 дней, затем погружали в 20%-ный раствор сахаро-
зы/PBS для криозащиты (4°C, 3 дня), далее замора-
живали и хранили при –80°C до дальнейшего ис-
пользования.

Гистологический анализ
Срезы гиппокампа толщиной 10 мкм были изго-

товлены с помощью криостата (Leica, Германия).
Изготовляли 15 чередующихся серий препаратов,
содержащих фронтальные срезы дорсальных гип-
покампов на одном уровне в ростро-каудальном
направлении. После стандартных предваритель-
ных процедур срезы одной из 15 серий инкубирова-
ли с первичными антителами к каждому исследуе-
мому белку. Анализ глутаматергических клеток
проводили с использованием антител против
ERK1/2 (Thr202/Tyr204, Cell Signaling Technolo-

gy,#4376; кроличьи, 1: 250); Fra1 (Invitrogen, # PA5-
40361, кроличьи, 1: 100); CREB (Ser133, Novusbio,
# NB300-273, кроличьи, 1:200); глутаминазы (No-
vusbio, #NBP2-67683, кроличьи, 1: 100); VGLUT1
(Millipore, # MAB5502, мышиные, 1: 500); VGLUT2
(Millipore, # MAB5504, мышиные, 1: 500); GAD67
(Millipore, # MAB5406, мышиные, 1–500); GluN2B
(Invitrogen, # PA3-104, 1: 500). Затем срезы промы-
вали в PBS и инкубировали в течение 1 ч с биоти-
нилированными вторичными антителами (1:300,
Vector Laboratories Inc.), после чего следовала часо-
вая инкубация со стрептавидин-пероксидазным
комплексом (1: 500, Supelco, #S2438). Пероксидаз-
ную реакцию выявляли в буфере, содержащем
0.05% 3.3' диаминобензидина (DAB, Sigma-Aldrich,
#D5637) и перекись водорода (0.01%).

Для анализа уровня активности глутаматергиче-
ских нейронов проводили двойное иммуноокра-
шивание с использованием первичных антител
против GAD67 (Millipore, # MAB5406, мышиные,
1: 500) и Fra1 (Invitrogen, # PA5-40361, кроличьи, 1:
100), что позволило исключить из обсчетов ГАМК-
ергические нейроны. В этом случае после инкуба-
ции с первичными моноклональными антителами
против GAD67 срезы промывали в PBS и подверга-
ли стандартной обработке биотинилированными
вторичными моноклональными антителами (1:300,
Vector Laboratories Inc.), после чего следовала часовая
инкубация со стрептавидин-пероксидазным ком-
плексом (1:500, Supelco, #S2438). Пероксидазную ре-
акцию выявляли в буфере, содержащем 0.05% 3.3'-
диаминобензидина (DAB, Sigma-Aldrich, #D5637) и
перекись водорода (0.01%). Затем срезы инкубирова-
ли с первичными поликлональными антителами
против Fra1 и также проводили последующую им-
муногистохимическую реакцию. В этом случае
пероксидазную реакцию выявляли с помощью
коммерческого набора SK4700 (Vector® SG Sub-
strate Kit, Peroxidase (HRP), что позволяло полу-
чить синее окрашивание продукта иммуногисто-
химической реакции.

Вестерн-блот анализ

Половину крыс из 2 группы (n = 5) и половину
наивных крыс (n = 5) декапитировали, гиппокам-
пы препарировали и гомогенизировали для даль-
нейшего биохимического анализа. Экспрессию и
активность белков, регулирующих активность глу-
таматергических нейронов, исследовали с помо-
щью Вестерн-блот анализа. Гиппокампы гомоге-
низировали в буфере для лизиса при 4°C (20 мМ
Tris pH 7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА,
1 мМ ЭГТА) с ингибиторами протеаз (Sigma-Al-
drich, #P8340) и фосфатаз (Roche, #04 906 837 001).
Нерастворимый осадок удаляли центрифугирова-
нием. Общее содержание белка в образцах опреде-
ляли методом Лоури с бычьим сывороточным аль-
бумином (БСА) в качестве стандарта. Супернатант
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смешивали в соотношении 2 : 1 с 3-загрузочным
буфером (0.2 М Трис-HCl pH 6.7, 6% додецилсуль-
фата натрия, 15% глицерина, 0.003% бромфеноло-
вого синего и 10% β-меркаптоэтанола) и инкуби-
ровали в течение 10 мин при 96°С. Равные количе-
ства проб (10 мкг белка на линию) загружали для
электрофореза. Белки разделяли в 10%- или 12%-
ном полиакриламидном геле, а затем переносили
на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz Bio-
technology, #sc-3718). Мембраны инкубировали в
5%-ном обезжиренном молоке или в 3%-ном БСА
в Tris буфере с добавлением Tween (TBST; 0.1%
Tween 20, 20 мМ Tris, 137 мМ NaCl; pH 7. 4) в тече-
ние 1 ч и затем инкубировали в течение ночи с
первичными антителами против актина (1:2000;
Abcam, #ab3280,); mGluR1 (Invitrogen, # PA-4516,
1: 1000); mGluR5 (Invitrogen, # MA5-32155, 1: 1000);
GluA1 (Millipore, # MAB-2263, 1: 1000); GluN2B
(Invitrogen, # PA3-104, 1: 1000); GluN2A (Invitrogen,
# PA5-35377, 1: 1000). Затем мембраны промывали
в буфере TBST и инкубировали со вторичными по-
ликлональными (1: 10000; Sigma-Aldrich, #A5420)
или моноклональными (1: 40000; Sigma-Aldrich,
#A9044) антителами в течение 1 ч при комнатной
температуре. Специфические белки визуализиро-
вали с помощью хемилюминесцентной реакции с
субстратом SuperSignal™ West Dura Extended Dura-
tion Substrate (ThermoFisher Scientific, #34075) с ис-
пользованием ChemiDoc MP Imaging System
(#12003154, Bio-Rad). Относительную плотность
каждой белковой полосы оценивали количествен-
но с помощью программного обеспечения Im-
ageLab (версия 6.0; Bio-Rad Laboratories Inc., Her-
cules, CA, США).

Оценка иммуногистохимической реакции 
и статистический анализ

Обработку срезов проводили в стандартных
условиях в каждом эксперименте, т.е. контрольные
и экспериментальные группы в каждом экспери-
менте собирали, фиксировали и обрабатывали од-
новременно. Для изучения специфичности имму-
ноокрашивания проводили отрицательный кон-
троль (тот же протокол без первичных антител),
который не показал иммунореактивности. Анализ
срезов проводили с микроскопа Zeiss Axio Imager
A1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH).

Изменения, вызванные судорожной активно-
стью, анализировали в гранулярном, внутреннем
молекулярном слоях и в хилусе зубчатой извили-
ны, а также в stratum lucidum поля СА3–4 гиппо-
кампа. Для каждого животного анализировали
пять срезов на одном уровне исследуемой зоны.
Экспрессию интересующих белков при Вестерн-
блот анализе оценивали по соотношению каждого
исследуемого белка к актину или β-тубулину.

Статистическую обработку данных проводили с
помощью U-теста Манна–Уитни и теста Краске-

ла–Уоллиса с последующим апостериорным те-
стом Данна при p < 0.05. Статистический анализ
данных проводился с использованием программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 7 (GraphPad
Prism Software Inc., Сан-Диего, Калифорния). Все
результаты представлены как среднее значение ±
стандартная ошибка среднего (SEM). Различия
считались достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В настоящей работе мы провели анализ глутама-
тергических нейронов гиппокампа крыс, подверг-
нутых ежедневной экспозиции действию звука, че-
рез 7 дней после завершения последнего судорож-
ного припадка, т.е. в период, когда острые
нарушения в молекулярных механизмах регуляции
активности нейронов, вызванные эпилепти-
формной активностью, сменяются хронически-
ми, долговременными. Повышенное содержание
pERK-киназ может быть одним из самых ранних
иммуногистохимических индикаторов актива-
ции нейронов при эпилептиформной активно-
сти [18]. Однако мы показали значительную ак-
тивацию киназ через неделю после окончания
14 и 21 ежедневной экспозиции действию звука во
внутреннем молекулярном слое и в гранулярном слое
зубчатой извилины, пирамидных нейронах СА4 поля
гиппокампа, в хилусе и в области пролегания мши-
стых волокон СА3-4 поля (рис. 1a, 1b, 1c, 1d).

Одним из транскрипционных факторов, актив-
но участвующим в развитии эпилептиформных со-
стояний, является ERK1/2-зависимый белок
CREB. Интересно отметить, что повышенная ак-
тивность ERK1/2-киназ в гранулярных клетках и
пирамидных нейронах СА4 поля после окончания
14 и 21 ежедневной экспозиции действию звука со-
провождалась увеличением числа пирамидных
нейронов поля СА4 и гранулярных клеток, содер-
жащих фосфо-CREB-иммунопозитивные ядра
(рис. 2a, 2b, 2c).

Также в глутаматергических нейронах грану-
лярного слоя зубчатой извилины и СА4-поля гип-
покампа показано увеличение содержания другого
ERK1/2-зависимого транскрипционного фактора
Fra1 (рис. 3a, 3b, 3c).

Мы показали, что после 14-дневной экспозиции
действию звука в хилусе наблюдается увеличение
числа клеток, экспрессирующих глутаминазу (ка-
тализирует расщепление аминокислоты глутамина
до аммиака и глютаминовой кислоты) (рис. 4c, 4d).
Через неделю после окончания длительной,
21-дневной экспозиции действию звука, увеличе-
ние экспрессии глутаминазы наблюдалось не толь-
ко в глутаматергических нейронах хилуса, но и в
гранулярных клетках зубчатой извилины и в пира-
мидных нейронах СА3-СА4-полей гиппокампа
(рис. 4a, b, c, d), что свидетельствует об усиливаю-
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щейся по мере развития феноменов височной эпи-
лепсии продукции глутамата.

Высокая экспрессия VGLUT1 после 14- и
21-дневного киндлинга была выявлена в грануляр-

ных клетках и в молекулярном слое зубчатой изви-
лины, где была также показана повышенная актив-
ность ERK1/2-киназ (рис. 5a, 5b, 5c). Содержание
VGLUT2 после 14-дневного киндлинга не отлича-

Рис. 1. Анализ ERK1/2-киназ в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a) – иммуногистохими-
ческий анализ выявил увеличение содержания фосфорилированных активных(Thr202/Tyr204) ERK1/2-киназ во внутрен-
нем молекулярном слое зубчатой извилины (DG IM), в гранулярном слое зубчатой извилины (DG), в stratum lucidum (str
luc), в поле СА4 гиппокампа (СА4) и в хилусе (hilus) крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го аудиоген-
ного судорожного припадка. (b) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение содержания фосфорилированных
активных(Thr202/Tyr204) ERK1/2-киназ во внутреннем молекулярном слое зубчатой извилины (DG IM), в гранулярном
слое зубчатой извилины (DG), в stratum lucidum (str luc), в СА4-поле гиппокампа (СА4) и в хилусе (hilus) крыс КМ через
7 дней после окончания последнего 21-го аудиогенного судорожного припадка. (c) – репрезентативные микрофотогра-
фии иммуноокрашивания ERK1/2(Thr202/Tyr204) в зубчатой извилине и гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиоген-
ному киндлингу. (d, e) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания ERK1/2(Thr202/Tyr204) в stratum lu-
cidum и в зубчатой извилине крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Графики (a) и (b) показывают оптическую
плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a.u.). Иммуногистохимические данные представлены
как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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лось от базального уровня, а после 21-дневной экс-
позиции действию звука было повышено только в
хилусе (рис. 5d, 5e).

Мы оценили уровень экспрессии рецепторов
глутамата через неделю после окончания 21-днев-
ного киндлинга. Уровень экспрессии субъединицы
GluA1 AMPA-рецепторов не отличался от кон-
трольного уровня. Также не менялась экспрессия
субъединиц GluN2A и GluN2B ионотропных
NMDA-рецепторов и метаботропного рецептора
mGluR5. Однако уровень mGluR1 был значительно
выше через неделю после окончания киндлинга,
что свидетельствует о длительном нарушении его
экспрессии (рис. 6a–6g).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее нами было показано, что аудиогенный

киндлинг крыс линии КМ в течение 14 и 21 дня вы-

зывает появление лимбических генерализованных
судорог [17], что позволяет говорить о развитии фе-
номена, сходного с височной эпилепсией челове-
ка. В настоящей работе проведенный анализ глута-
матергических нейронов гиппокампа крыс через
7 дней после завершения последнего судорожного
припадка показал хронические нарушения в молеку-
лярных механизмах регуляции активности нейронов,
возникающих в результате формирования феномена,
сходного с височной эпилепсией человека.

В регуляции глутаматергических нейронов ак-
тивное участие принимают ERK1/2-киназы, во-
влеченные в контроль за транскрипцией различ-
ных генов и отвечающие за фосфорилирование
многих белков, участвующих на разных этапах в
регуляции глутаматергической трансмиссии [19].
Участие этих киназ в реализации эпилептиформ-
ной активности хорошо доказано. В частности, по-

Рис. 2. Анализ транскрипционного фактора CREB в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a) –
иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, ядра которых содержат фосфорилированный ак-
тивный (Ser133) CREB в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через
7 дней после окончания последнего 14-го аудиогенного судорожного припадка. (b) – иммуногистохимический анализ
выявил увеличение числа нейронов, ядра которых содержат фосфорилированный активный (Ser133) CREB в грануляр-
ном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через 7 дней после окончания последнего
21-го аудиогенного судорожного припадка. (c) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания CREB
(Ser133) в зубчатой извилине и гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (e) – репрезентативные
микрофотографии иммуноокрашивания (Ser133) CREB) в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу.
Графики (a) и (b) показывают число иммунопозитивных ядер нейронов (number of cells). Иммуногистохимические дан-
ные представлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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вышенная экспрессия ERK1/2 показана с помо-
щью транскриптомного анализа нижних бугров
четверохолмия крыс линии КМ [20]. Повышенная
активность киназ у трансгенных мышей приводила
к формированию у них судорожных состояний
[21], а ингибирование ERK1/2 вызывало торможе-
ние судорожной активности у крыс линии КМ,
приводившее к отмене судорожных припадков в
ответ на звуковую стимуляцию [22]. Также в экспе-
риментах с использованием пилокарпина, во вре-
мя спонтанных судорог было показано значитель-
ное увеличение фосфорилирования pERK в грану-
лярных клетках, во внутреннем молекулярном слое
зубчатой извилины и в области, содержащей мши-
стые волокна, при этом через 30 мин после спон-
танного припадка уровень фосфорилирования
pERK практически снижался до контрольных зна-
чений [18]. Эти данные позволяют предположить,
что повышенное содержание pERK может быть од-
ним из самых ранних иммуногистохимических ин-

дикаторов активации нейронов во время спонтан-
ного припадка. Однако наши данные свидетель-
ствуют о значительной активации ERK1/2-киназ
через неделю после окончания как краткосрочной,
так и длительной ежедневной экспозиции дей-
ствию звука в пирамидных нейронах СА4-поля
гиппокампа, в хилусе и в области пролегания мши-
стых волокон СА3-4 поля. Активация ERK1/2-ки-
наз во внутреннем молекулярном слое зубчатой из-
вилины, где расположены дендриты гранулярных
клеток, контактирующие с аксонами глутаматерги-
ческих нейронов перфорантного пути [23], позволяет
говорить об усиленном возбуждающем входе из энто-
ринальной коры, что приводит к длительно сохраня-
ющейся активации гранулярных клеток. Повыше-
ние содержания активной формы ERK1/2 в мши-
стых волокнах позволяет предположить усиление
выведения глутамата гранулярными клетками и
соответственно активацию пирамидных нейронов
поля СА4, где активность ERK1/2-киназ также

Рис. 3. Анализ транскрипционного фактора Fra1 в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a) –
иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, ядра которых содержат Fra1 в гранулярном слое
зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го аудио-
генного судорожного припадка. (b) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, ядра которых
содержат Fra1 в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через 7 дней после
окончания последнего 21-го аудиогенного судорожного припадка. (c) – репрезентативные микрофотографии иммуно-
окрашивания Fra1 (голубой цвет иммуногистохимической реакции) в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному
киндлингу. Графики (a) и (b) показывают число иммунопозитивных ядер нейронов (number of cells). Иммуногистохими-
ческие данные представлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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оставалась повышенной через неделю после окон-
чания киндлинга. Известно, что активация
ERK1/2-киназ вызывает усиление активности
транскрипционного фактора CREB [23, 24]. Тран-
скрипционный фактор CREB активно участвует в
развитии эпилептиформных состояний. Повышен-
ная активность CREB приводит к повышенной воз-
будимости гиппокампа, провоцирует приступы и вы-
зывает хронические эпилептические судорожные

расстройства [25]. Повышенная активность ERK1/2-
киназ в гранулярных нейронах зубчатой извилины и
в пирамидных нейронах СА4 поля гиппокампа по-
сле окончания 14- и 21-дневной экспозиции дей-
ствию звука сопровождалась увеличением содер-
жания фосфорилированной активной формы
CREB в этих клетках, что свидетельствует о длитель-
но сохраняющейся повышенной транскрипционной
активности в этих клетках. Транскрипционный фак-

Рис. 4. Анализ глутаминазы в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a, b) – иммуногистохими-
ческий анализ выявил увеличение содержания глутаминазы в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле
гиппокампа крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го или 21-го аудиогенных судорожных припадков.
(с) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, содержащих глутаминазу крыс КМ через
7 дней после окончания последнего 14-го или 21-го аудиогенных судорожных припадков. Графики (a) и (b) показывают
оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a. u.). График (c) показывает число имму-
нопозитивных нейронов (number of cells). (d) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания глутаминазы
в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Иммуногистохимические данные представлены как
среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.

0.06

0.04

0.10

0.08

0.02

0
naive 14 + 7

CA4

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, a
. u

.

0.10

0.05

0
naive 21 + 7

CA4(b)

0.06

0.04

0.10

0.08

0.02

0
naive 14 + 7

DG

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, a
. u

.

0.10

0.15

0.05

0
naive 21 + 7

DG(a)

20

15

25

5

10

0
naive 14 + 7

hilus

N
um

be
r o

f c
el

ls

20

30

10

0
naive 21 + 7

hilus
(c)

(d)

200 �m 200 �m 200 �m

naive 14 + 7 21 + 7 DGDG
DG

СA4СA4СA4
hilushilus

hilus



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 5  2023

ХРОНИЧЕСКИЕ НАРУШЕНИЯ РЕГУЛЯЦИИ 435

Рис. 5. Анализ везикулярных транспортеров глутамата VGLUT1 и VGLUT2 в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудио-
генному киндлингу. (a, b) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение содержания VGLUT1 в гранулярном и
во внутреннем молекулярном слоях зубчатой извилины крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го или
21-го аудиогенных судорожных припадков. Графики (a) и (b) показывают оптическую плотность иммунопозитивно-
го вещества, произвольные единицы (a.u.). (c) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания
VGLUT1 в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Иммуногистохимические данные пред-
ставлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем. Масштабные линейки: 100 мкм. (d) – иммуноги-
стохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, содержащих VGLUT2 в хилусе (hilus) крыс КМ через 7 дней
после окончания последнего 14-го или 21-го аудиогенных судорожных припадков. График (d) показывает число иммуно-
позитивных нейронов (number of cells). (e) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания VGLUT2 в гип-
покампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Иммуногистохимические данные представлены как среднее
± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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тор Fra1, входящий в состав AP1 комплекса, относит-
ся к семейству белков, регулируемых генами раннего
ответа и активируется при эпилептиформных со-
стояниях и, следовательно, вовлечен в регуляцию
эпилептиформной активности [26, 27]. В регуля-
ции экспрессии Fra1 также принимают участие
ERK1/2-киназы [24, 28, 29]. Детальный анализ ак-
тивности транскрипционного фактора Fra1 пока-

зал значительное повышение его экспрессии в яд-
рах глутаматергических нейронов гранулярного
слоя зубчатой извилины и пирамидных нейронах
СА4-поля гиппокампа как после окончания 14-, так и
21-дневной экспозиции действию звука. Получен-
ные данные об усилении активности ERK1/2-киназ
и увеличении содержания ERK1/2-зависимых тран-
скрипционных факторов в глутаматергических ней-

Рис. 6. Анализ рецепторов глутамата в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлину. (a) – экспрессия
mGluR1 в гиппокампе крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 21-го аудиогенного судорожного припадка бы-
ла значительно выше, чем в контроле. Экспрессия mGluR5 (b), GluN2A (c), GluN2B (d), GluA1 (e) и GluA2 (f) не отлича-
лась от контроля. Данные представлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем. Графики показывают
оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a.u.). (g) – репрезентативные изображе-
ния иммуноблота mGluR1, mGluR5, GluN2A, GluN2B, GluA1, GluA2 и актина в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых
аудиогенному киндлингу.
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ронах гиппокампа через неделю после завершения
киндлинга свидетельствуют о длительно сохраняю-
щейся повышенной активности этих нейронов.

При височной эпилепсии показано, что увели-
чению высвобождения глутамата из нейронов спо-
собствует активация глутаминазы, фермента, рас-
щепляющего глутамин [30]. Мы показали, что по-
сле 14-дневной звуковой стимуляции наблюдается
увеличение числа клеток, экспрессирующих глута-
миназу в хилусе, где в этот период наблюдается
значительное увеличение числа вновь образован-
ных эктопических глутаматергических нейронов
[31]. Эктопические гранулярные клетки хилуса ха-
рактеризуются постоянно повышенной активно-
стью по сравнению с гранулярными клетками зуб-
чатой извилины [32–36]. Эти клетки образуют ано-
мальные связи с пирамидными нейронами CA3
[32, 37, 38], что может способствовать распростра-
нению эпилептиформной активности [36]. Через
неделю после окончания длительной, 21-дневной
стимуляции увеличение экспрессии глутаминазы
наблюдалось не только в глутаматергических
нейронах хилуса, но и в пирамидных нейронах
СА3–СА4-полей гиппокампа и в гранулярных
клетках зубчатой извилины, что свидетельствует об
усиливающейся по мере развития феноменов, сход-
ных с височной эпилепсией человека, продукции
глутамата.

Известно, что повышенное содержание везику-
лярных транспортеров глутамата (VGLUT) корре-
лирует с усилением судорожной активности и ги-
перактивацией гранулярных клеток зубчатой изви-
лины у хомячков, чувствительных к аудиогенной
стимуляции [39]. Мы показали повышенное содер-
жание VGLUT1 через неделю после завершения
киндлинга после 14-дневной стимуляции в грану-
лярных клетках и в молекулярном слое зубчатой
извилины, где наблюдалась повышенная актив-
ность ERK1/2-киназ, участвующих в регуляции
синтеза транспортеров, что свидетельствует о дли-
тельно сохраняющейся активации глутаматергиче-
ской трансмиссии. После 21-дневной стимуляции
повышенное содержание VGLUT1 было показано
только в телах клеток хилуса. Содержание VGLUT2
после 14- и 21-дневного киндлинга было повыше-
но также только в хилусе, что свидетельствует о по-
вышенной активности вновь образованных экто-
пических клеток.

На различных моделях височной эпилепсии бы-
ло показано кратковременное нарушение экспрес-
сии субъединиц GluA1 и GluA3 АМРА-рецепторов
и субъединиц GluN2А и GluN2B NMDA-рецепто-
ров [40–43]. Мы показали, что через неделю после
окончания 21-дневной стимуляции уровень экс-
прессии АМПА-рецепторов глутамата GluA1 не
отличался от контрольного уровня. Также не меня-
лась экспрессия ионотропных рецепторов NMDA
субъединицы GluN2А и метаботропного рецептора

mGluR5. Это можно также объяснить возвращени-
ем экспрессии этих рецепторов к базальному уров-
ню через 7 дней после последнего судорожного
припадка. При этом ежедневная звуковая стимуля-
ция в течение 21 дня приводила к значительному
повышению уровня метаботропного рецептора
mGluR1, что свидетельствует о длительном нару-
шении его экспрессии. Известно, что активация
рецепторов Gp1 (mGluR) в гиппокампе может
трансформировать нормальную активность нейро-
нов в пролонгированные эпилептиформные разря-
ды, что приводит к развитию височной эпилепсии
человека [44]. Гиперэкспрессия mGluR1 вызывает
хронические эпилептиформные приступы у транс-
генных мышей [45]. Активация глутаматергиче-
ских нейронов при эпилептиформных состояниях
приводит к усилению связывания рецепторов Gp1,
что вызывает активацию ERK-киназ [46]. Кроме
того, ингибирование фосфорилирования ERK1/2
предотвращает икталоподобные разряды, это поз-
воляет предположить, что индуцированный акти-
вацией mGluR1 эпилептогенез также зависит от
активности ERK-киназ [47]. Кроме того, показано,
что активация mGluR1 приводит к высвобожде-
нию Ca2+ и усилению эксайтотоксичности [47, 48].
Ранее мы показали, что длительный киндлинг вы-
зывает значительную гибель нейронов гиппокампа
путем апоптоза [17], что, возможно, связано с уве-
личением содержания внутриклеточного Ca2+, вы-
званного показанной нами длительной активацией
mGluR1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы показали, что длительно сохраняющаяся
повышенная активность ERK1/2-киназ, участвую-
щих в регуляции большинства изученных нами
маркеров регуляции глутаматергических нейронов
у крыс линии КМ, может быть причиной повы-
шенного уровня трансмиссии глутамата при дли-
тельной ежедневной экспозиции действию звука,
приводящей к развитию феномена, сходного с ви-
сочной эпилепсией человека, что позволяет говорить
о хроническом характере выявленных нарушений.
Повышенная активность глутаматергических нейро-
нов гиппокампа, очевидно, приводит к дальнейшему
развитию заболевания, усилению тяжести припадков
и возникновению спонтанных судорог, характерных
для височной эпилепсии. Известно, что активация
глутаматергической трансмиссии приводит к воз-
никновению эксайтотоксичности [49, 50]. Эксай-
тотоксичность является причиной многих нейро-
дегенеративных заболеваний, включая болезнь
Альцгеймера, болезнь Паркинсона и болезнь Ген-
тингтона, которые проявляются в снижении памя-
ти, обучения и нейропластичности [51]. Мы пред-
полагаем, что выявленные нами нарушения рабо-
ты глутаматергических нейронов гиппокампа,
приводящие к усилению продукции глутамата, яв-
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ляются причиной сопутствующих дегенеративных
и неврологических заболеваний. Показанные нами
нарушения молекулярных механизмов регуляции
продукции глутамата имеют важное значение, так
как на сегодняшний день основное внимание со-
средоточено на создании терапевтических средств
на основе регуляции рецепторов и синаптической
передачи. Меньшее внимание уделяется анализу
внутриклеточных механизмов регуляции продук-
ции нейротрансмиттеров. Выяснение точных мо-
лекулярных механизмов регуляции функциониро-
вания нейронов, дефекты которых носят хрониче-
ский характер, может послужить основой для
разработки новых подходов лечения не только височ-
ной эпилепсии, но и коррекции сопутствующих нев-
рологических и дегенеративных заболеваний.
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CHRONIC DYSREGULATION OF GLUTAMATERGIC TRANSMISSION
IN THE HIPPOCAMPUS OF KRUSHINSKY–MOLODKINA RATS INDUCED 

BY REPEATED EPILEPTIFORM SEIZURES
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M. V. Glazovaa, and E. V. Chernigovskayaa,#
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Temporal lobe epilepsy is characterised by the development of associated neurological and psychiatric disorders.
One of the possible causes is obviously a disturbance in the balance of the excitatory and inhibitory neurotrans-
mitter systems of the hippocampus. Chronic abnormalities in the molecular mechanisms of regulation of hippo-
campal glutamatergic system activity in temporal lobe epilepsy are currently poorly understood. In the present
study, we used Krushinsky–Molodkina (KM) rats subjected to repeated audiogenic seizures to simulate temporal
lobe epilepsy. Molecular mechanisms of regulation of glutamate production by hippocampal neurons were ana-
lysed one week after the end of short-term (14 seizures) and long-term (21 seizures) kindling. In the hippocampus
of КM rats, kindling results in activation of ERK1/2 kinases as well as activation of the transcription factor CREB
and increased expression of the transcription factor Fra1, glutaminase and the vesicular glutamate transporters
VGLUT1 and 2, that is proteins responsible for glutamate production. These data indicate increased activity of
glutamatergic hippocampal neurons persisting for a week at rest after the completion of the last audiogenic stim-
ulation. Enhanced expression of mGluR1 glutamate receptors, whose activation is known to result in Ca2+ re-
lease and increased excitotoxicity, is also shown. Long-term enhancement of glutamatergic transmission induced
by repeated epileptiform seizures is not only responsible for further epileptogenesis, but may also underlie the de-
velopment of neurodegenerative complications.
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