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История физиологии человека и животных в Московском государственном универ-
ситете имени М. В. Ломоносова неотделима от истории самого МГУ и насчитывает 
более 230 лет. Однако вплоть до ХХ века преподавание физиологии в МГУ происхо-
дило в рамках Медицинского факультета университета. Здесь работала яркая плеяда 
профессоров и ученых-физиологов, среди которых особое место занимает имя велико-
го русского физиолога И. М. Сеченова, возглавлявшего медицинскую кафедру физио-
логии в МГУ на рубеже XIX-XX веков [1].

Бурные исторические события в  России в  начале XX века принесли изменения 
и в МГУ, от которого отделился медицинский факультет, а вместе с ним и кафедра фи-
зиологии. Но в 1924 году был принято решение о создании на физико-математическом 
факультете МГУ новой самостоятельной кафедры физиологии животных. Возглавил 
ее выдающийся отечественный электрофизиолог, заведующий кафедрой физиологии 
Казанского университета – профессор А. Ф. Самойлов. Он заложил основы научной 
и преподавательской деятельности кафедры физиологии человека и животных в МГУ. 
Деятельность новой кафедры физиологии формировалась и  протекала в  основном 
на базе образованного в 1930 году в МГУ биологического факультета. А. Ф. Самойлов 
активно занимался формированием коллектива, оборудовал кафедру для полноценной 
научной работы и учебного процесса, а также читал курс физиологии, который привле-
кал значительную аудиторию и содействовал наплыву студентов на физиологический 
цикл. В этом ему активно помогал его соратник и заместитель – профессор И. Л. Кан, 
который после смерти Самойлова руководил кафедрой вплоть до 1943 года, обеспечив 
вместе со следующим заведующим – профессором Х. С. Коштоянцем – ее функциони-
рование на труднейшем начальном этапе Великой Отечественной войны. 

Кафедрой физиологии человека и животных длительное время заведовали целый 
ряд блестящих ученых с  мировым именем. Среди них  – член-корреспондент РАН 
Х. С. Коштоянц, оставивший в наследие труды по эволюционной физиологии, профес-
сор Б. А. Кудряшов, возглавлявший в составе кафедры лабораторию физиологии и би-
охимии свертывания крови (сейчас – лаборатория защитных систем крови его имени) 
и академик РАМН И. П. Ашмарин, руководивший масштабными исследованиями раз-
нообразного физиологического действия регуляторных пептидов. В последние годы 
(2007–2023) кафедрой руководил ученик И.  П.  Ашмарина, заслуженный профессор 
МГУ А.А.Каменский, известный не только как ученый, но и прекрасный популяриза-
тор биологии и физиологии, автор множества учебных пособий и учебников. В 2023 
году новым заведующим кафедры стал молодой энергичный ученик академика РАН 
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Л.  В.  Розенштрауха (также выпускника кафедры физиологии человека и  животных 
МГУ), профессор Д. В. Абрамочкин, признанный специалист в области электрофизи-
ологии сердца.

За 100 лет из стен кафедры физиологии человека и животных вышло множество 
ярких ученых, составляющих славу советской и российской физиологии и не преры-
вавших связь с родной кафедрой. В их числе – академики АМН СССР И. Б. Збарский 
и Н. А. Юдаев, академики РАН Т. М. Турпаев, Л. В. Розенштраух, М. А. Островский, 
члены-корреспонденты РАН Л. М. Чайлахян и А. Л. Бызов, профессора Г. А. Бузников, 
В. А. Шатерников, Б. Н. Манухин, Б. С. Кулаев, В. Б. Кошелев. Современные выпуск-
ники кафедры также высоко востребованы, развивают физиологическую науку и пре-
подают в разных уголках нашей страны и по всему миру. 

Начиная с  самого основания кафедры физиологии 100 лет назад научные иссле-
дования, проводимые на  ней ее сотрудниками вместе с  аспирантами и  студентами, 
отличались разнообразием направлений, которые остаются базовыми на  кафедре 
и продолжают успешно развиваться в настоящее время. Это электрофизиология сер-
дца и  синапсов, сравнительная и  эволюционная физиология, физиология сердечно-
сосудистой системы, физиология ЦНС, физиология и биохимия свертывания крови, 
физиология эндокринных процессов.

Наличие такого широкого спектра научных исследований  – большая заслуга не 
только первых заведующих, но и талантливых и увлеченных профессоров кафедры: 
М. Г. Удельнова, М. В. Кирзона, В. Б. Розена, И. М. Родионова, А. Н. Смирнова, создав-
ших и  развивших свои научные школы и  воспитавших множество учеников, значи-
тельная часть которых плодотворно работали и с успехом трудятся сейчас на кафедре 
физиологии человека и животных.

В последние годы значительное развитие на кафедре физиологии человека и жи-
вотных получили разнообразные исследования физиологии сердца. Под руководством 
заведующего кафедрой профессора Д. В. Абрамочкина с большим успехом проводится 
изучение механизмов формирования и регуляции электрической активности миокарда 
млекопитающих и других позвоночных животных, а также нарушений электрогенеза 
сердца [2]. Группа, возглавляемая профессором В. С. Кузьминым, занимается электро-
физиологией пейсмейкеров и проводящей системы сердца. Акцент в исследованиях 
данной группы делается на  раскрытие молекулярных механизмов, обеспечивающих 
изменения в ходе фило- и онтогенеза проводящей системы сердца и ее нейрогумораль-
ной регуляции, а также на механизмах развития сердечных аритмий [3].

Помимо изучения разных аспектов функционирования сердца, на  кафедре физи-
ологии человека и животных ведутся масштабные исследования механизмов регуля-
ции сердечно-сосудистой системы. Под руководством профессора О.  С.  Тарасовой 
и Д. К. Гайнуллиной с использованием целого арсенала разнообразных методов прово-
дятся исследования механизмов регуляции системы кровообращения на разных этапах 
онтогенеза, при адаптации организма к условиям окружающей среды и развитии сер-
дечно-сосудистых заболеваний [4]. Под руководством профессора Н. А. Медведевой 
проводится изучение участия гуморальных факторов и эндотелия сосудов в регуляции 
артериального давления и сосудистого сопротивления в норме и патологии [5].

Много лет на  кафедре группой, возглавляемой профессором О.  П.  Балезиной, 
с успехом ведутся исследования молекулярных механизмов, обеспечивающих разно-
направленные кальций-зависимые изменения квантовой секреции нейротрансмитте-
ра в моторных синапсах при их разных функциональных состояниях. В настоящий 
момент под руководством О. П. Балезиной и А. Е. Гайдукова исследуется регулятор-
ное влияние на  нервно-мышечную передачу ретроградно действующих синаптиче-
ских сигнальных молекул – продуктов созревания нейротрофинов и эндоканнабино-
идов [6, 7]. 
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При кафедре физиологии человека и животных уже 70 лет (с 1954 года) существует 
и успешно развивается лаборатория эндокринологии. В настоящий момент коллектив 
этой лаборатории под руководством профессора О. В. Смирновой проводит исследо-
вания молекулярных механизмов действия половых гормонов на  нерепродуктивные 
органы млекопитающих и низших позвоночных [8]. Изучаются также взаимодействия 
на уровне сигнальных путей и мишеней гормонов, участвующих в регуляции водно-
солевого обмена.

Более 30 лет назад с приходом на кафедру нового заведующего, академика И. П. Аш-
марина начались исследования регуляторных пептидов, которые привели к созданию 
концепции их функционального континуума. Данное направление исследований раз-
вивается группой, возглавляемой профессором В.  А.  Дубыниным и  Н.  Г.  Левицкой, 
которая изучает поведенческую и нейротропную активность регуляторных пептидов 
на моделях пре- и постнатальной патологий развития [9]. 

В последние десятилетия к  традиционным для кафедры направлениям научных 
изысканий добавились и новые. Так, основными направлениями исследований лабора-
тории нейрофизиологии и нейрокомпьютерных интерфейсов, возглавляемой профес-
сором А. Я. Капланом, являются изучение нейробиологических механизмов выделе-
ния значимых для человека событий из общего потока сенсорной информации в мозге, 
а также механизмов формирования мысленных образов движения и тактильных ощу-
щений, как эти мысленные образы проявляются в физиологических показателях элек-
трической и метаболической активности мозга и как с помощью этих образов модули-
руются пластические перестройки в мозговой ткани [10].

Другим новым для кафедры направлением являются проводимые под руководством 
Л. Р. Горбачевой исследования механизмов вовлечения сериновых протеаз и их рецеп-
торов в процессы нейродегенерации, воспаления и репарации при ишемии, провоспа-
лительных воздействиях и диабете [11]. 

Такие разнообразные по тематике научные исследования на кафедре физиологии 
человека и  животных проводятся с  участием ее студентов и  аспирантов. Ежегодно 
на  кафедру на  конкурсной основе набирается около 15 студентов. Преподавателями 
и научными сотрудниками кафедры читаются для них базовые и регулярно модерни-
зируемые специальные курсы. Наряду с  уникальным Большим практикумом, обес-
печивающим освоение студентами разнообразных современных методов, воссоздана 
и успешно функционирует уникальная учебно-научная база и летняя практика по срав-
нительной физиологии на Беломорской биологической станции МГУ. Все это обеспе-
чивает высокий уровень образования на кафедре, позволяющий студентам эффективно 
вовлекаться в  научную работу. В  результате интенсивной научной деятельности ка-
федры в МГУ регулярно проходят защиты кандидатских и докторских диссертаций, 
выполненных на кафедре физиологии человека и животных.

К своему юбилею кафедра подходит в качестве сплоченного коллектива, способно-
го принимать многочисленные вызовы времени и успешно развиваться.

Итак, кафедре физиологии человека и животных МГУ в октябре 2024 года испол-
няется 100 лет. Этому знаменательному событию посвящен юбилейный выпуск Рос-
сийского физиологического журнала, собравшего текущие аналитические и экспери-
ментальные работы сотрудников кафедры физиологии человека и животных и тесно 
связанных с кафедрой коллег из других научных учреждений и мест России.

Обзорные статьи этого номера журнала посвящены современному состоянию раз-
нообразных актуальных проблем физиологии. А.  Е.  Гайдуковым и  О.  П.  Балезиной 
рассматриваются разнообразные функциональные роли разных типов потенциал-за-
висимых кальциевых каналов в моторных синапсах млекопитающих [12]. Сотрудники 
лаборатории эндокринологии представили два обзора: Т. А. Щелкунова анализирует 
роль мембранных рецепторов прогестерона и  экспериментальные подходы к  их из-
учению [13], а А. А. Герасимов и О. В. Смирнова – современные представления об 
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участии димерных комплексов дофаминовых рецепторов в патогенезе депрессии [14]. 
Коллектив авторов под руководством В. А. Дубынина в своем обзоре рассматривает 
физиологические эффекты инертных газов [15].

Обширный набор представленных экспериментальных работ сотрудников кафедры 
посвящен исследованиям в области физиологии сердечно-сосудистой системы в нор-
ме и при патологиях. Изменение барорефлекторного контроля сердечного ритма при 
легочной артериальной гипертензии было предметом изучения коллектива авторов 
под руководством В. С. Кузьмина [16]. Определенному протективному влиянию во-
дорода при легочной гипертензии посвящена работа коллектива авторов, возглавляе-
мого Н. А. Медведевой [17]. Комплексная оценка негативного влияния пренатальной 
гипоксии в период раннего органогенеза на параметры функционирования сердечно-
сосудистой системы у  взрослых грызунов проведена воспитанниками профессора 
Н. А. Соколовой [18]. А. А. Швецова и Д. К. Гайнуллина с соавторами выявили, что 
задержка внутриутробного развития, обусловленная ограничением питания матери во 
время беременности, не приводит к ярко выраженным изменениям в регуляции тонуса 
системных сосудов в раннем постнатальном периоде [19]. О. С. Тарасова с коллегами 
демонстрируют, что бег крыс в колесе (экспериментальная модель аэробной трениров-
ки в режиме произвольного выбора нагрузки у человека) сопровождается увеличением 
тонического и  динамического показателей вагусной регуляции сердца, что проявля-
ется в брадикардии, которая не связана с изменением собственной биоэлектрической 
активности синоатриального узла [20]. 

Сотрудники кафедры с коллегами представляют результаты своих разнообразных 
исследований и  в области физиологии нервной системы. Нюансы поведенческих 
и  электрофизиологических особенностей крыс с  разными формами генетически-
обусловленной эпилепсии представлены в работе авторов под руководством К. Р. Аб-
басовой [21]. Возглавляемые академиком Н. Ф. Мясоедовым и Н. Г. Левицкой сотруд-
ники кафедры представляют данные о  сравнительном воздействии синтетических 
меланокортинов на  исследовательское поведение, уровень тревожности и  болевую 
чувствительность грызунов и изменения уровня нейротрофических факторов в пер-
вичных культурах нейронов [22]. Проблеме влияния белка Panx1 на  выраженность 
ишемического поражения мозга и  системное воспаление у  мышей на  фоне сочета-
ния ишемии мозга и диабета посвящена статья коллектива авторов под руководством 
Л. Р. Горбачевой [23]. Сравнение пространственно-временных характеристик связан-
ной с десинхронизацией (ССД) сенсомоторных ритмов ЭЭГ у пациентов с гемипаре-
зом после инсульта при движениях паретичной и здоровой руками стало предметом 
изучения группы авторов под руководством А. Я. Каплана [24].

Н. С. Сиротина и О. В. Смирнова с соавторами выявили, что у самок крыс с по-
вышенной концентрацией пролактина на фоне обструктивного холестаза развивается 
более тяжелая форма панкреатита с явно выраженным фиброзированием ткани подже-
лудочной железы [25].
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В настоящем обзоре обсуждается олигомеризация рецепторов, сопряженных с  G-
белком (GPCRs), позволяющая существенно расширить спектр функциональных 
возможностей клеток живых организмов путем модулирования внутриклеточных ка-
скадов. Это обеспечивает разнообразие физиологических эффектов как в норме, так 
и при патологии. Рассмотрена структура и локализация в головном мозге одного из 
наиболее изученных гетеродимеров, комплекса D1-D2-рецепторов, и его сигнальные 
каскады, коррелирующие с развитием депрессивных расстройств. Проанализированы 
половые различия в функционировании данного гетеродимера, обсуждается вопрос 
о селективности бивалентных синтетических лигандов в отношении запуска опре-
деленных внутриклеточных каскадов, что делает их перспективной терапевтической 
мишенью для адресной терапии депрессивных расстройств. Заключительная часть 
обзора посвящена разнообразию гетеродимеров дофаминовых рецепторов с другими 
представителями семейства GPCR и их месту в патофизиологии депрессии.

Ключевые слова: GPCR, олигомеризация GPCRs, гетеродимерные комплексы, дофа-
миновый рецептор, депрессия

DOI: 10.31857/S0869813924100013, EDN: VSFVPE

ВВЕДЕНИЕ

Дофамин, как один из ключевых нейромедиаторов, играет существенную роль 
в  регуляции мотивационно-эмоциональной сферы человека. Этот моноамин регули-
рует множество функций головного мозга, включая контроль и запуск произвольных 
движений, чувство удовлетворения и  вознаграждения, циркадные ритмы, сознание 
и когнитивные способности. Открытие возможности образования гомо- и гетеромер-
ных дофаминовых рецепторных комплексов позволило переосмыслить представления 
об особенностях передачи дофаминовых сигналов и функционировании дофаминовой 
системы в  целом. Такая олигомеризация не только модифицирует работу канониче-
ских мономерных рецепторов, но и влияет на перераспределение активации связанных 
с ними внутриклеточных сигнальных каскадов. Тканеспецифическая экспрессия дан-
ных комплексов позволяет им выступать в качестве новых терапевтических мишеней 
для разработки более селективных и эффективных бивалентных лекарственных препа-
ратов, обладающих ограниченным спектром побочных эффектов [1–3].
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Основной гипотезой патофизиологии депрессивных расстройств, в  частности, 
большого депрессивного расстройства, является моноаминовая гипотеза. Она пред-
полагает, что депрессия вызвана изменением в  головном мозге уровня моноаминов, 
включая серотонин, норадреналин и дофамин. Депрессия часто характеризуется ан-
гедонией, то есть потерей чувства удовольствия и интереса от повседневных занятий 
и снижением мотивации, что выражается в дисфункции дофаминергической передачи, 
особенно в  мезолимбической системе. Антидепрессанты с  селективным действием 
к дофаминергическим транспортерам, такие как бупропион, увеличивают внеклеточ-
ное содержание дофамина в мозге, что поддерживает гипотезу о важности дофамина 
в  терапии данного аффективного расстройства. Довольно часто депрессия сопрово-
ждает болезнь Паркинсона, также характеризующуюся нарушениями в дофаминерги-
ческой передаче. Во всем мире примерно 35–42% пациентов с болезнью Паркинсона 
испытывают депрессивные симптомы, из которых 17–25% соответствуют критериям 
большого депрессивного расстройства, что значительно выше, чем 13.5% в общей по-
пуляции. Вместе с тем депрессия может предшествовать диагностированию болезни 
Паркинсона, что затрудняет ее распознавание из-за перекрытия симптомов, таких как 
уплощение эмоциональной реакции, нарушение сна, усталость, снижение аппетита 
и психомоторная заторможенность [4–6].

На этом фоне особый интерес представляет терапевтическая роль димеров в ле-
чении депрессии. Димерные комплексы дофаминовых рецепторов открывают новые 
возможности для направленного воздействия на дофаминергическую систему. Иссле-
дования в этой области могут привести к разработке новых стратегий терапии и пред-
ставляют перспективные способы для создания эффективных и  безопасных антиде-
прессантов [3].

ОЛИГОМЕРИЗАЦИЯ РЕЦЕПТОРОВ, СОПРЯЖЕННЫХ С G-БЕЛКАМИ

Рецепторы, сопряженные с G-белками (GPCRs), являются крупнейшим семейством 
трансмембранных рецепторов, которые активируются разнообразным набором лиган-
дов для передачи сигналов через ряд внутриклеточных каскадов. Согласно классиче-
скому представлению, мономерные формы GPCRs, связывая отдельные лиганды, мо-
гут активировать родственные им G-белки и функционально задействовать один или 
несколько эффекторных путей. Однако за последние два десятилетия накопилось боль-
шое количество доказательств, которые ставят под сомнение универсальность этого 
классического взгляда на взаимодействие “гормон – рецептор”. В настоящее время ши-
роко признано, что GPCRs могут существовать в виде гомодимеров или даже гомооли-
гомеров более высокого порядка. Более того, они также способны взаимодействовать 
с отдаленно родственными подтипами рецепторов с образованием гетероолигомеров. 
Обнаружение гетеромерных рецепторных комплексов открыло возможности для из-
учения новых механизмов генерации разнообразных сигнальных каскадов и функций 
GPCRs, которые ранее не были предсказаны [7, 8].

Олигомеризация GPCRs определяется как процесс образования макромолекуляр-
ных комплексов из нескольких функциональных единиц рецепторов (протомеров), 
обладающих биохимическими свойствами, отличными от свойств их индивидуальных 
компонентов. Это позволяет расширить и разнообразить диапазон функций, опосредо-
ванных отдельными клетками [9, 10]. 

Относительно структуры олигомеров GPCRs в последние годы был достигнут зна-
чительный прогресс в  связи с развитием кристаллографических методов исследова-
ния. Полагают, что рецепторное взаимодействие, приводящее к олигомеризации, мо-
жет происходить через несколько механизмов. Во-первых, протомеры могут напрямую 
взаимодействовать друг с другом через свои трансмембранные (ТМ) домены. Суще-
ствует две модели такой олигомеризации: модель контактной димеризации, обуслов-
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ленная формированием связей через участки на внешних поверхностях ТМ-доменов 
протомеров, и модель обмена доменами, при которой происходит перераспределение 
TM-доменов с потерей целостности отдельных протомеров. Однако последняя модель 
считается менее энергетически выгодной, поэтому предполагается, что димеры, по-
лученные при перераспределении доменов, могут собираться в олигомеры более вы-
сокого порядка только посредством контактной димеризации. Во-вторых, они могут 
образовываться путем взаимодействия внеклеточных петель с образованием дисуль-
фидных связей между остатками цистеина и, наконец, за счет внутриклеточных петель 
или С-конца посредством образования ионных связей [11, 12].

Известно, что существуют как конститутивные олигомеры, формирующиеся в про-
цессе биогенеза рецепторов в эндоплазматическом ретикулуме, так и временно инду-
цированные комплексы, олигомеризация которых происходит на  различных стадиях 
жизненного цикла рецепторов. Ряд GPCRs, такие как М-холиновый рецептор 1, фор-
милпептидный рецептор, β1- и  β2-адренергические рецепторы, проявляют динами-
ческое равновесие на  клеточной мембране [11]. Причем баланс между мономерной 
и  олигомерной формами может быть смещен посредством воздействия различных 
факторов. Например, присутствие лиганда может индуцировать, усилить или ослабить 
димеризацию. Так, при наличии агонистов образование комплексов опиоидных дель-
та-рецепторов уменьшается, а антагонисты 5-HT2CR дестабилизируют димеры этого 
рецептора, но индуцируют образование олигомеров. В некоторых случаях связывание 
лигандов с комплексом изменяло период полураспада взаимодействия между протоме-
рами [13]. Более того, на примере рецептора нейротензина 1-го типа было продемон-
стрировано, что липидное окружение рецепторного комплекса также способно сме-
щать равновесие. Неблагоприятное гидрофобное окружение приводит к чрезмерной 
димеризации, тогда как присутствие полиненасыщенных жирных кислот в мембране, 
наоборот, способствует снижению представленности димеров за счет более низких эн-
тропийных затрат, требующихся для осуществления белок-липидного взаимодействия, 
по сравнению с насыщенными кислотами [14].

Также олигомерные комплексы GPCRs могут включать в свой состав ионные ка-
налы, рецепторные тирозинкиназы, белки, модифицирующие активность рецепторов 
(RAMPs), или транспортеры медиаторов. Их аллостерические взаимодействия также 
обеспечивают динамическое равновесие данных комплексов, что имеет важное значе-
ние в обучении и формировании кратковременной и долговременной памяти [11, 15].

В последующих разделах данного обзора мы сконцентрируем внимание на вари-
антах олигомеризации дофаминовых рецепторов и возможных сигнальных каскадах, 
вовлеченных в механизмы развития депрессивных расстройств. 

МЕТОДЫ ТЕСТИРОВАНИЯ ОЛИГОМЕРИЗАЦИИ РЕЦЕПТОРОВ, 
СОПРЯЖЕННЫХ С G-БЕЛКАМИ

Несмотря на общую поддержку концепции олигомеризации, она по-прежнему вы-
зывает споры в научных кругах. По этой причине для обеспечения достоверности по-
лученных результатов необходимо использовать ряд методов для подтверждения не 
только физического образования олигомеров, но и изучения особенностей динамики 
молекулярных взаимодействий между отдельными протомерами [16].

Например, одними из наиболее распространенных биофизических методов явля-
ются резонансный перенос энергии флуоресценции (FRET) и  резонансный перенос 
энергии биолюминесценции (BRET). Оба метода основаны на явлении передачи энер-
гии между донорно-акцепторной парой фотоактивных молекул, которые различаются 
по своей природе в зависимости от применяемого подхода. Преимуществами этих ме-
тодов являются возможность обнаружения димеризации в живых клетках, наблюдение 
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за динамикой взаимодействий белков в реальном времени, а также высокая чувстви-
тельность и специфичность обнаружения этих взаимодействий. Однако они зависят от 
правильного подбора донорно-акцепторных пар, которые потенциально могут влиять 
на функциональные свойства белков и ограничены по разрешению (до 10 нм), что мо-
жет затруднять интерпретацию данных по изучению более слабых и дальних взаимо-
действий. Кроме того, с использованием феномена BRET стало возможным изучение 
сигнальных каскадов олигомерных комплексов, отличных от таковых у  протомер-
ных рецепторов. Так, в основе метода Receptor-HIT (Receptor-Heteromer Investigation 
Technology) лежит связывание фотоактивного донора с  одним из рецепторов, а  ак-
цептора – с  внутриклеточным белком (например, с β-аррестином), предположитель-
но способным взаимодействовать только с олигомером. В ответ на сближение донора 
с акцептором происходит перенос энергии, сопровождающийся излучением светового 
сигнала. Этот сигнал указывает не только на близость двух рецепторов друг к другу, 
но и на вовлечение других белков в опосредованные олигомером сигнальные каскады 
в клетке [16–18].

Одним из первых биохимических подходов, предоставивших доказательство не 
просто колокализации GPCR, а их непосредственного взаимодействия, был метод сов-
местной иммунопреципитации (co-IP), основанный на  очистке белкового комплекса 
с помощью специфических антител против одного из протомеров. Олигомерный ком-
плекс затем может быть визуализирован с помощью денатурирующего электрофореза 
с последующей идентификацией второго рецептора при проведении вестерн-блоттин-
га. В отличие от предыдущих методов, несомненным преимуществом данного подхода 
является прямое подтверждение физического взаимодействия белков. Однако в насто-
ящее время метод критикуется за вероятность искажения реального наличия белок-
белковых взаимодействий. Так как данный метод требует механической и химической 
обработки образцов, недостаточно прочные взаимодействия протомеров могут быть 
нарушены, что приведет к ложноотрицательному результату. Поэтому результаты, по-
лученные с его помощью, не всегда могут точно отражать условия, характерные для 
живых клеток. Вместе с  тем другой биохимический метод, нативный электрофорез 
в  полиакриламидном геле (BN-PAGE), позволил разделить целевые белковые ком-
плексы в условиях сохранения их нативной структуры благодаря применению слабых 
детергентов, что позволило исследовать их олигомерные состояния в условиях, уже 
близких к физиологическим [16, 19].

Еще одним методом для выявления взаимодействия между протомерами является 
анализ белковой комплементации (PCA). В основе данного подхода лежит разработка 
репортерных систем, состоящих их двух неактивных комплементарных фрагментов, 
соединенных с  двумя рецепторами, предположительно обладающими сродством для 
образования гетеромерного комплекса. Сближение протомеров сопровождается взаи-
модействием репортеров и, как следствие, восстановлением функциональной актив-
ности исходного фермента, что может проявляться в  изменении флуоресценции или 
его ферментативной активности в зависимости от выбранных систем. Преимуществом 
PCA является возможность изучения взаимодействий в живых клетках. Однако сущест-
венным недостатком является зависимость от используемого субстрата, который ввиду 
своего размера может существенно изменять пространственную конфигурацию иссле-
дуемых мишеней и вызывать потенциальные артефакты из-за рефолдинга белков [16].

Метод близкого лигирования in situ (PLA) также основан на распознавании целево-
го белкового комплекса с помощью разделенной репортерной системы, состоящей из 
пары антител, конъюгированных с короткими олигонуклеотидными последовательно-
стями. Когда целевые протомеры находятся в непосредственной близости друг от дру-
га (20–30 нм), введение соединительных олигонуклеотидов приводит к образованию 
кольцевой ДНК-матрицы. Эта матрица затем амплифицируется ДНК-полимеразой 
и  гибридизуется с  мечеными олигонуклеотидами, комплементарными ампликонам. 
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Полученные сигналы визуализируются и количественно оцениваются в виде дискрет-
ных пятен на флуоресцентном микроскопе. Несмотря на высокую чувствительность, 
связанную с возможностью использования вторичных конъюгатов, данный метод не 
может быть использован на живых клетках, так как требуется фиксация образцов. Кро-
ме того, при изучении гетеромерных комплексов метод не может точно указать на пря-
мое белок-белковое взаимодействие, поскольку рецепторы также могут взаимодейст-
вовать друг с другом косвенно через адапторные белки [20].

Кроме того, существует ряд микроскопических методов исследования, таких как 
флуоресцентная микроскопия полного внутреннего отражения (TIRF) и  анализ про-
странственной интенсивности (SpIDA). TIRF позволяет наблюдать за отдельными 
мечеными молекулами, расположенными на  поверхности или непосредственно под 
клеточной мембраной, и процессами, происходящими с ними, в то время как SpIDA 
направлен на  измерение плотности молекул и  их олигомерных состояний. По срав-
нению с  традиционными биохимическими методами данные подходы не только по-
зволяют провести оценку таргетных белков в нативных образцах, но также способны 
предоставить информацию о динамике молекулярного взаимодействия и сигналинга 
в клетке [21].

Каждый из методов обнаружения гетеромерных рецепторных комплексов имеет 
свои уникальные преимущества и ограничения. В связи с этим для наиболее точного 
и надежного изучения олигомеризации рецепторов рекомендуется использовать ком-
бинацию нескольких подходов, что позволяет минимизировать недостатки каждого от-
дельного метода и получить более достоверные результаты. В дополнение к вышеска-
занному, благодаря методам компьютерного молекулярного моделирования, таким как 
молекулярная динамика и белок-белковый докинг, появилась возможность предсказать 
возможные трехмерные структуры исследуемых комплексов, что позволило использо-
вать данные методы в качестве вспомогательного инструмента в экспериментальных 
исследованиях в изучении олигомеризации GPCR [21]. 

МОНОМЕРНЫЕ ДОФАМИНОВЫЕ РЕЦЕПТОРЫ

Одними из представителей семейства GPCRs являются дофаминовые рецепторы, 
которые активируются путем связывания со своим лигандом (дофамином) и переда-
ют сигнал для инициации внутриклеточных сигнальных путей за счет рекрутирования 
различных α-субъединиц G-белков, таких как Gs, Gi, Gq и G12/13. Физиологические 
эффекты дофамина обусловлены его влиянием на два подтипа рецепторов: семейства 
D1 (D1R и D5R) и семейства D2 (D2R, D3R и D4R), которые различаются по своему 
распределению в организме, аффинности и характеру передачи сигналов внутри кле-
ток [3, 22, 23].

D1-подобные рецепторы сопряжены с Gαs/olf-белками, связывание которых с аде-
нилатциклазой (AC) опосредует усиление каскадного ответа cAMP/PKA (циклический 
аденозинмонофосфат/протеинкиназа А). Однако имеются данные о возможном связыва-
нии рецепторов семейства D1 с Gαq/11-белками, способствующими повышению уров-
ня внутриклеточного кальция, опосредованному активацией фосфолипазы С (PLC). По-
мимо этого, стимуляция D1-подобных рецепторов приводит к трансактивации многих 
рецепторных тирозинкиназ путем каскадов, приводящих к их фосфорилированию или 
увеличению поверхностной экспрессии за счет притока кальция [3, 24, 25].

В свою очередь, D2-подобные рецепторы сопряжены с Gαi/o-субъединицами, во-
влеченными в инактивацию AC, приводящую к снижению цитозольного уровня cAMP. 
Могут образовываться D2-подобные рецепторы различной длины – D2SR (D2-корот-
кий) и D2LR (D2-длинный). Данные изоформы формируются в результате альтерна-
тивного сплайсинга 6-го экзона длиной 87 п.  н. В  результате D2L форма рецептора 
отличается от D2S дополнительной последовательностью из 29 аминокислотных 
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остатков в составе 3-й цитозольной петли (рис. 1). Каждый из вариантов D2Rs имеет 
свои различные физиологические свойства. D2SR экспрессируется пресинаптически 
как ауторецептор и регулирует фосфорилирование ключевого фермента синтеза дофа-
мина – тирозингидроксилазы, тогда как D2LR расположен постсинаптически и вклю-
чен в регуляцию фосфорилирования дофамин- и сАМР-регулируемого фосфопротеина 
(DARPP-32) [22, 24, 26].

Рис.  1. Схематическое изображение изоформ D2Rs, получаемых вследствие альтернативного сплайсинга 
6-го экзона на 3-й цитозольной петле, и сопряженных с ними внутриклеточных сигнальных каскадов (созда-
но с помощью BioRender.com, по Juza et al., 2023 [26] с изменениями).

Более того, D2-подобные рецепторы могут передавать сигналы через Gβy-
субъединицы, регулируя активность калиевых каналов внутреннего выпрямления 
GIRK, а также кальциевых каналов L- и N-типа. В дополнение к регуляции внутрикле-
точного каскада через регуляцию уровня cAMP D2Rs также способны активировать 
более медленно начинающийся и обладающий более длительным действием независи-
мый от G-белка сигнальный механизм, способствуя образованию сигнального комплек-
са, состоящего из протеинкиназы B (Akt), протеинфосфатазы-2A (PP2A) и β-аррестина 
2. Образование этого комплекса приводит к инактивации Akt после дефосфорилиро-
вания ее остатка треонина 308 (Thr-308) с помощью PP2A. Инактивация Akt в ответ 
на DA приводит к активации киназы гликогенсинтазы-3 (GSK-3), которая, в свою оче-
редь, опосредует проявление депрессивно-подобного поведения [27]. Данный путь бу-
дет важен для дальнейшего понимания механизма развития депрессивных расстройств 
на  молекулярно-клеточном уровне. К  тому же рекрутирование β-аррестина к  D2R 
приводит к клатрин-опосредованной интернализации рецептора, что сопровождается 
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его деградацией через эндосомально-лизосомальную систему либо рециклированием 
на поверхность клетки [26]. 

Активность DA-рецепторов чрезвычайно сложна и  регулируется множеством 
факторов в различных областях мозга, включая вентральную тегментальную область 
(VTA), прилежащее ядро, черную субстанцию, префронтальную кору (PFC), гиппо-
камп, миндалевидное тело, полосатое тело и латеральное хабенулярное ядро [28]. 

ГЕТЕРОМЕРНЫЙ КОМПЛЕКС D1-D2-РЕЦЕПТОРОВ

Как и в случае всех олигомерных рецепторных комплексов, для демонстрации фи-
зических взаимодействий в гетеродимерах дофаминовых рецепторов также применя-
ются различные методы, такие как FRET, BRET и  co-IP, принципы работы которых 
были упомянуты ранее [29]. Было показано, что образование гетеромерного комплекса 
D1-D2 происходит за счет электростатического взаимодействия между двумя аргини-
новыми остатками третьей цитоплазматической петли D2-рецептора и противополож-
но заряженной парой остатков глутаминовых кислот, расположенных в карбоксильном 
хвосте рецептора D1, представленного на его обеих изоформах. Примечательно, что 
в случае наличия замещений хотя бы в одном из остатков этих двух пар гетеродимер не 
образуется. В свою очередь, доказательств участия трансмембранных участков в обра-
зовании гетеромерного комплекса не было выявлено [30]. 

Методы co-IP и FRET позволили выявить образование гетеромерных комплексов 
D1-D2 в базальных ядрах мозга взрослой крысы (прилежащем ядре стриатума, скорлу-
пе), а также в области дендритных шипиков на нейронах стриато-нигральных и стри-
ато-паллидарных путей. Позднее группой тех же авторов с использованием PLA и на 
уровне мРНК для измерения коэкспрессии мРНК D1R и D2R была задокументирована 
экспрессия гетеродимера в различных субрегионах коры, в частности в грушевидной 
и орбитофронтальной коре, а также в подкорковых структурах, таких как миндалевид-
ное тело, и в латеральном поводке [23, 31, 32].

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ КАСКАДЫ, АКТИВИРУЕМЫЕ КОМПЛЕКСОМ D1-D2-
РЕЦЕПТОРОВ И ИХ СВЯЗЬ С ДЕПРЕССИЕЙ

Как было описано ранее, мономерные формы D1Rs и  D2Rs не вовлечены непо-
средственным образом в  регуляцию Ca2+-зависимых внутриклеточных сигнальных 
каскадов. В то же время активация гетеромерного комплекса D1-D2 индуцирует выс-
вобождение кальция через Gαq-зависимый путь. Данный каскад приводит к внутри-
клеточному высвобождению кальция из запасов эндоплазматического ретикулума, 
чувствительных к  активации рецепторов инозитолтрифосфата (IP3R), что приводит 
к  активации и  последующему аутофосфорилированию кальций/кальмодулинкиназы 
IIα (СаМКIIα) [22]. Hasbi с соавт. показали, что увеличенная активность как цитозоль-
ной, так и ядерной CAMKIIα сопровождается увеличением продукции нейротрофиче-
ского фактора мозга (BDNF), участвующего в синаптической функции и пластичности, 
активации синтеза белков, ответственных за созревание, дифференцировку и выжива-
ние нейронов [31, 33]. 

Из-за важной роли, которую играют как дофамин, так и BDNF в аспектах синапти-
ческой пластичности и выживания нейронов, любое нарушение равновесия в описан-
ном внутриклеточном пути активации D1-D2 может иметь драматические последствия, 
приводящие к изменениям способности контролировать содержимое рабочей памяти, 
потенциально приводя к риску развития нервно-психических расстройств, в том числе 
и депрессии. Действительно, было высказано предположение, что правильное функци-
онирование рабочей памяти основано на ингибирующем механизме, устраняющем не-
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гативную информацию, которая больше не актуальна. В случае же отсутствия тормо-
жения, обрабатывающего различные навязчивые мысли, запускается “порочный круг” 
обдумывания пережитых событий, усиливающий состояние печали [34].

С помощью метода FRET было установлено, что с возрастом количество гетеро-
димерного комплекса в стриатуме возрастает при сохранении относительного уровня 
экспрессии генов, кодирующих D1Rs и D2Rs, что позволяет предположить смещение 
равновесия в  сторону образования гетеромеров по сравнению с  мономерными ре-
цепторами у  взрослых крыс. Во взрослом мозге сигнальный путь, опосредованный 
данным комплексом, регионально-специфичен и сильно ограничен. Неравномерность 
распределения наблюдалась уже на уровне самого полосатого тела, причем большее 
количество нейронов, экспрессирующих гетеромер D1-D2, наблюдалось в  прилежа-
щем ядре, чем в дорсальном полосатом теле, что связано с различием в функциональ-
ной активности данных отделов [33]. 

Прилежащее ядро получает глутаматергические проекции от медиальной и лате-
ральной PFC, гиппокампа и миндалевидного тела, ингибирующий ГАМКергический 
сигнал от вентрального бледного шара, а также дофаминергическую иннервацию от 
VTA. Оно является основным посредником между лимбической и мезолимбической 
дофаминергической системами головного мозга [35]. Роль последней в  патогенезе 
депрессии становится все более очевидной. Ангедония и потеря мотивации, характе-
ризующиеся неспособностью воспринимать естественные вознаграждения, являются 
основными симптомами депрессии у людей, поэтому неудивительно, что нарушение 
регуляции мезолимбической системы связано с патофизиологией депрессивных рас-
стройств. Проекционные шипиковые нейроны составляют около 95% всех клеток при-
лежащего ядра. Было показано, что часть этих нейронов, демонстрирующих комбини-
рованный ГАМКергический/глутаматергический фенотип, способны экспрессировать 
гетеродимерные комплексы D1-D2-рецепторов. Отсюда следует, что их активация 
способна изменять экспрессию белков, участвующих в ГАМКергической и  глутама-
тергической передаче [22, 36, 37]. В самом деле, второй мишенью CAMKIIα являются 
субъединицы глутаматного AMPA-рецептора – GluA1 и GluN2B. Данные рецепторы 
принимают участие в процессах долговременной потенциации и депрессии, а наруше-
ние процессов посттрансляционной модификации их субъединиц, в том числе и фос-
форилирования/дефосфорилирования, контролирующих активность AMPARs, связы-
вают с развитием множества аффективных расстройств. Было показано, что у мышей, 
нокаутированных по субъединице GluA1, наблюдается ангедония, у грызунов прояв-
ляющаяся в снижении потребления раствора сахарозы [38]. Накопление GluA1 в пост-
синапсе в результате ее фосфорилирования приводит к встраиванию Ca2+-проводящих 
AMPA-рецепторов (CP-AMPARs) в мембрану, что приводит к активации альтернатив-
ного NMDA-зависимого пути повышения Са2+ в клетках и также играющего важную 
роль в поддержании синаптической передачи и нейрональной пластичности [22, 39].

Наряду с этим было обнаружено, что и ГАМКергическая нейрональная передача 
значительно усиливается в прилежащем ядре при активации гетеродимера D1-D2, что 
связано с повышением экспрессии одной из изоформ фермента, катализирующего пре-
образование глутамата в ГАМК – глутаматдекарбоксилазы 67 (GAD67). Впоследствии 
повышенная ГАМКергическая передача вызывает ингибирование передачи сигналов 
дофамина, что приводит к ангедонии и другим симптомам депрессивно-подобного по-
ведения (рис. 2) [2, 40]. 

В зависимости от исследуемой области мозга активация гетеродимерного ком-
плекса и опосредованного им сигнального пути может оказывать различные воздей-
ствия на  депрессивно- и  тревожно-подобное поведение. Например, введение BDNF 
в мезолимбические области (VTA и прилежащее ядро) коррелировало с депрессивно-
подобным поведением в  тесте “Принудительное плавание”, что проявлялось в  виде 
снижения латентного периода до  иммобилизации, в  отличие от антидепрессивного 
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эффекта BDNF в PFC и гиппокампе [41]. В культивируемых нейронах прилежащего 
ядра крыс-самцов активация гетеродимера D1-D2 приводила к увеличению продукции 
BDNF, что коррелировало с развитием депрессивных и анксиогенных эффектов в ряде 
поведенческих тестов [32]. 

Рис. 2. Представление сигнального пути гетеродимерного комплекса D1-D2-рецепторов. Активация гетеро-
димера приводит к мобилизации внутриклеточного кальция посредством сигнального каскада, включающе-
го транслокацию Gq-белка на плазматическую мембрану и активацию PLC. Кальций выступает в качестве 
активатора СаМКIIα, которая способна запускать экспрессию множества генов (например, BDNF), а также 
фосфорилировать другие мишени (субъединицы AMPARs, GAD67) (создано с помощью BioRender.com, по 
Hasbi с соавт., 2009, [33], с изменениями).

В недавнем исследованнии также рассматривается роль гетеродимера D1-D2 в раз-
витии послеродовой депрессии. Noori с соавт. показали, что в модели депрессии, выз-
ванной разлучением матери с потомством, наблюдается развитие депрессивно-подоб-
ного поведения у самок. Несмотря на то, что разлучение не вызывало значительных 
изменений в уровне гетеродимера D1-D2 в прилежащем ядре, была отмечена слабая 
корреляция между выраженностью депрессивно-подобного поведения и уровнем гете-
родимера. Более того, полученные результаты указывают на то, что возрастание уров-
ня гетеродимерного комплекса может быть связано с  адаптивными поведенческими 
реакциями на стресс, вызванный разлучением, такими как усиление ухода за потом-
ством [42].

Таким образом, можно предположить, что повышенная экспрессия гетеродимеров 
D1-D2 коррелирует с вероятностью развития депрессии, поэтому их разобщение с по-
мощью дизруптивных пептидов может положительно сказаться на психическом состо-
янии человека. Так, в случае блокирования этого комплекса при внутрижелудочковом 
введении интерферирующего пептида Tat-D2LIL3-29-2 значительно сокращалось сум-
марное время иммобилизации в тесте “Принудительное плавание” и возрастала часто-
та избегания раздражителя в тесте “Выученная беспомощность” у крыс. Это значит, 
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что гетеродимерные рецепторы D1-D2 действительно могут выступать в качестве но-
вой фармакологической мишени для лечения депрессии и тревожных расстройств [43]. 

Однако стоит отметить, что для изучения внутриклеточных каскадов данного гете-
родимера в качестве специфического агониста комплекса часто выступает SKF83595. 
Он критикуется многими исследовательскими группами, поскольку была продемон-
стрирована его значительная перекрестная реактивность в отношении других рецепто-
ров [44]. Данный лиганд, наряду с SKF83959 и SKF83822, рассматривается как битопи-
ческий, то есть способный связываться как с орто-, так и с аллостерическими сайтами 
на обоих протомерах димерного комплекса. Несмотря на высокую селективность в от-
ношении димерного комплекса, было показано, что при связывании данные лиганды 
вызывают специфические конформационные изменения в  комплексе, что способст-
вует преобладанию определенного внутриклеточного сигнального пути над другими. 
В то же время такая избирательность в активации открывает новые возможности для 
разработки специфических терапевтических агентов [45, 46].

Помимо данных, полученных с использованием лиганда SKF83595, которые при-
нимаются не всеми, было продемонстрировано увеличение количества гетеродимеров 
рецепторов D1-D2 в головном мозге пациентов, страдающих депрессией, а также у жи-
вотных в ответ на повторное введение тетрагидроканнабинола (ТГК). В отсутствие ин-
траназального введения дизруптивного пептида TAT-D1 этот эффект сохранялся после 
прекращения приема ТГК, что еще раз подтверждает специфичность его разобщающе-
го эффекта на гетеромер D1-D2. Повышение экспрессии гетеромера D1-D2 сопрово-
ждается увеличением сигнальной активности BDNF/TrkB, приводящей к увеличению 
экспрессии динорфина и активации каппа-опиоидных рецепторов [47].

Важность используемого лиганда в изучении физиологических свойств рецептор-
ных димеров подтверждается в  недавнем исследовании белок-белкового взаимодей-
ствия с помощью биолюминесцентной системы с расщепленной нанолюциферазой in 
vivo. В работе было продемонстрировано, что по крайней мере два из шести исследо-
ванных антагонистов (спиперон и галоперидол) могут существенно снижать уровень 
гомодимера D2R, в то же время в отношении комплекса рецепторов A2A–D2L спипе-
рон не оказал влияния на уровень димеризации этого гетеродимера [48].

ПОЛОВЫЕ РАЗЛИЧИЯ В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ КОМПЛЕКСОВ  
D1-D2-РЕЦЕПТОРОВ

Несмотря на  существование огромного количества информации о  роли дофами-
новой системы в  головном мозге, данные о  половых различиях в функции дофами-
на, показывающие врожденное существование полового диморфизма в  экспрессии 
и функционировании дофаминовых рецепторов, ограничены, а исследования половых 
различий в экспрессии и функции гетеромерного комплекса рецепторов D1-D2 практи-
чески полностью отсутствуют [49]. 

Однако есть исследования, демонстрирующие, что у  самок нечеловекообразных 
приматов в хвостатом ядре и у крыс в полосатом теле наблюдается более высокая плот-
ность гетеродимеров и выявляется большее количество нейронов, экспрессирующих 
эти комплексы. Хотя экспрессия D1R у самок ниже, чем у самцов, в случае экспрес-
сии D2R различий между двумя полами не наблюдалось. Результаты также показали, 
что самки крыс были больше склонны к депрессивно- и тревожно-подобному поведе-
нию в тесте “Принудительное плавание” и “Приподнятый крестообразный лабиринт” 
после активации комплексов низкими дозами SKF83959. Данный эффект был нивели-
рован разрушением гетеродимера пептидом TAT-D1. Эти результаты позволяют пред-
положить, что более высокий уровень гетеродимера D1-D2 и более низкая экспрессия 
D1R могут свидетельствовать об общем снижении внутреннего подкрепления, способ-
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ствующем увеличению предрасположенности к  депрессивно-подобному поведению 
у самок [32, 50].

При повторных инъекциях агониста гетеромерного комплекса SKF83959 увеличи-
валась экспрессия BDNF и активность TrkB у самок в большей степени, нежели у сам-
цов. Эти наблюдения указывают на то, что базальная сигнальная активность BDNF/
TrkB более выражена в прилежащем ядре самок крыс по сравнению с самцами, и акти-
вация у них гетеродимера приводит к более усиленной внутриклеточной сигнализации 
по сравнению с самцами [32].

Важной нисходящей мишенью передачи сигналов BDNF/TrkB является Akt/GSK3-
путь. Известно, что активация Akt критически зависит от фосфорилирования ее по 
остаткам Ser473 и Thr308. Было показано, что у самок крыс фосфорилирование фер-
мента по данным остаткам существенно снижено. В связи с меньшей активностью Akt 
наблюдалось снижение фосфорилирования GSK3, поэтому последний фермент обла-
дал повышенной активностью у самок по сравнению с самцами крыс. Однако наличие 
прямой связи между активированным гетеромерным комплексом D1-D2 и его влияни-
ем на GSK3 еще не было установлено. Данный факт подкрепляется тем, что при вве-
дении SKF83959 активность Akt у самок крыс возрастала и в то же время снижалось 
количество фосфорилированной GSK3. Это позволяет предположить, что влияние 
SKF 83959 на GSK3 может быть опосредовано его влиянием на сигнальные каскады, 
отличные от пути с Akt [32].

​​В связи с более высокой плотностью гетеродимера D1-D2 и низкой экспрессией 
D1R в прилежащем ядре самок преобладающее воздействие на модуляцию активности 
Akt/GSK3 будет осуществляться через D2R посредством активации βarr2/Akt/PP2A-
пути, описанного ранее. Напротив, у самцов крыс активность Akt/GSK3 регулирует-
ся через D1R посредством трансактивации рецепторной тирозинкиназы, приводящей 
к усилению передачи сигналов PI3K и последующему ингибированию GSK3 [25, 49].

Одной из основных мишеней GSK3 является β-катенин. Вместе они способны 
образовывать комплекс с рядом других белков, что в конечном счете ведет к фосфори-
лированию β-катенина и его дальнейшей деградации. Свободный β-катенин способен 
перемещаться в ядро и влиять на экспрессию множества генов, вовлеченных в патоге-
нез депрессии. Половые различия в модуляции активности GSK3 сопровождаются из-
менениями в накоплении β-катенина. Поскольку активация гетеромера D1-D2 у самок 
крыс связана с активацией GSK3, то это приводит к снижению количества свободного 
β-катенина. И действительно, как у грызунов, так и у людей с депрессией была задоку-
ментирована сниженная активность β-катенина в нейронах прилежащего ядра (рис. 3) 
[24, 32]. 

Таким образом, можно полагать, что повышенная активность GSK3, обусловленная 
более высокой плотностью гетеродимера D1-D2 и низкой экспрессией D1R, приводит 
к снижению количества свободного β-катенина у самок крыс, что ведет к большей под-
верженности к  депрессивно-подобному поведению у  самок крыс. У  самцов данный 
эффект нивелируется повышенным фосфорилированием GSK3 по PI3K/Akt-пути. 

ВАРИАНТЫ ДИМЕРИЗАЦИИ ДОФАМИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ  
С ДРУГИМИ РЕЦЕПТОРАМИ

После признания концепции рецепторных гетеромеров ученые начали уделять се-
рьезное внимание изучению их функций в контексте патогенеза различных болезней. 
Дофаминовые рецепторы способны образовывать гетеромерные комплексы и  с дру-
гими представителями GPCR. Была продемонстрирована гетеродимеризация для всех 
подтипов дофаминовых рецепторов [7].
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Рис. 3. Представление нисходящих мишеней передачи сигналов BDNF/TrkB в зависимости от пола (создано 
с помощью BioRender.com).
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Например, была показана гетеродимеризация как D1R, так и D2R с рецепторами 
серотонина 5-HT1АR и  5-HT2АR, чья ассоциация вовлечена в  развитие различных 
психических расстройств. Было продемонстрировано, что образование гетеромерно-
го комплекса D1-5-HT2А повышается в  различных моделях стресс-индуцированной 
депрессии [51]. 

Гетеродимеры рецепторов D2-5-HT1A активируют внутриклеточные сигнальные 
каскады, включая продукцию инозитолфосфатов и активацию внеклеточной сигнал-ре-
гулируемой киназы (ERK). Эти процессы могут быть связаны с изменениями в функци-
онировании нейронов и передачей сигналов в мозге, что, в свою очередь, может влиять 
на развитие депрессивных симптомов. Исследования подтвердили наличие гетеродиме-
ров D2-5-HT1A в префронтальной коре мышей. При обработке нейронов с колокализо-
ванными D2Rs и 5-HT1ARs низкой дозой клозапина и агонистом 5-HT1AR, 8-OH-DPAT 
наблюдалось значительное снижение продукции cAMP по сравнению с воздействием 
этой комбинации препаратов на клетки, экспрессирующие только один из этих рецеп-
торов. Повышение продукции инозитолфосфатов и  активация ERK после обработки 
данными препаратами контрансфецированных гетеродимерами D2-5-HT1A клеток 
указывает на активацию специфических сигнальных путей, отличных от таковых для 
одиночных рецепторов. Кроме того, различные антипсихотические препараты могут 
дифференциально регулировать уровень этих гетеродимеров, что подчеркивает их роль 
в механизмах действия данных препаратов при лечении депрессии [51, 52].

Недавнее исследование также раскрыло роль комплекса D1-5-HT1A в патофизио-
логии депрессии. Было продемонстрировано, что при коэкспрессии D1R и 5-HT2AR 
уровень фосфорилированного cAMP-элемент-связывающего белка (CREB) снижался, 
в то же время наблюдалось усиление активности ERK и снижение активности PI3K/
Akt, что коррелировало с развитием депрессивно-подобного поведения у мышей. Кро-
ме того, исследователи показали, что ингибитор гистондеацетилазы 3-го типа, MS-275, 
способен обратить антидепрессивное действие дизруптивного пептида на данный ге-
теродимер в ряде поведенческих тестов [53].

Основными функционально значимыми гетеромерами аденозиновых (ARs) и до-
фаминовых рецепторов являются комплексы рецепторов A2A-D2 и A1-D1, хотя также 
имеются данные о других возможных комбинациях, например, A2A-D3- и A2A-D4-ре-
цепторов. Гетеромеризация приводит к образованию гетеротетрамеров, включающих 
по два А2А- и D2-рецептора. В реализации внутриклеточного каскада данного ком-
плекса важную роль играет характер взаимодействия данных рецепторов, определя-
емый конформацией и своим окружением. В дополнение к этому существенную роль 
играет уровень внутриклеточного кальция, определяющий связывание двух различных 
нейрональных Ca2+-связывающих белков, NCS-1 и CALN1, с гетеромером A2A-D2-ре-
цепторов при низких и высоких концентрациях Ca2+ соответственно. Это, в свою оче-
редь, будет как способствовать, так и противодействовать активации MAPK в зависи-
мости от уровня внутриклеточного Ca2+ [54]. 

Анатомически комплексы рецепторов А2А-D2 в  основном находятся в  базаль-
ных ганглиях, особенно в стриатопаллидарных ГАМКергических нейронах дорсаль-
ного стриатума, формирующих кортико-стриатальный путь, гипоактивация которого 
наблюдается при депрессии. Хотя для подтверждения участия данных комплексов 
в  патофизиологии депрессивных расстройств требуются дальнейшие исследования, 
на  сегодняшний день существует ряд убедительных доказательств этой связи. Так, 
применение галоперидола, классического антипсихотика с антагонистическим дейст-
вием на D2Rs, способствовало предотвращению антидепрессант-подобной активности 
агониста A2AR в тесте “Принудительное плавание” [54, 55].

К тому же в стриатуме, а также в гиппокампе и префронтальной коре было показа-
но взаимодействие локальной ренин-ангиотензиновой системы и дофаминергической 
системы мозга на уровне образования гетеродимера AT1-D2. Образование гетеродиме-
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ров этих рецепторов приводит к изменению их функциональных свойств и внутрикле-
точной сигнализации, что оказывает значительное влияние на нейрофизиологические 
процессы, связанные в том числе и с депрессией [56].

Рядом других авторов было продемонстрировано существование и других гетеро-
димерных комплексов, активация которых сопровождалась смещением сигнальных 
каскадов. Например, с использованием синтетических бивалентных лигандов in vitro 
было продемонстрировано существование комплекса D2R и рецептора нейротензина 
1-го типа (NTS1R), способных вызывать преимущественную активацию β-аррестина-2 
в коэкспрессирующих оба типа рецепторов клетках [45].

В дополнение к комплексам, локализованным на нейронах, были обнаружены гли-
альные гетеромеры рецепторов D2-OXT и  D2-A2A. Оба типа рецепторов колокали-
зованы на астроцитах стриатума и играют важную роль в регуляции высвобождения 
глутамата. Исследования показали, что в присутствии окситоцина агонист D2-рецепто-
ров, квинпирол, который сам по себе неэффективен при исследуемых концентрациях, 
ингибировал высвобождение глутамата. Это происходит потому, что окситоцин, свя-
зываясь с OXTR, повышает аффинность D2-рецепторов, позволяя им активироваться 
при низких концентрациях своих агонистов. Этот механизм особенно важен в услови-
ях дефицита дофамина, характерного для депрессии. Активация рецепторов A2A-D2, 
помимо участия в регуляции глутаматергической передачи, может модулировать вос-
палительные процессы в головном мозге через высвобождение цитокинов, что также 
связано с риском развития депрессии [57, 58].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании вышеизложенного можно заключить, что олигомеризация дофамино-
вых рецепторов как внутри своего семейства, так и с другими представителями GPCRs 
приводит к модулированию внутриклеточных каскадов и связана с появлением разноо-
бразных физиологических эффектов, лежащих в основе патогенеза множества заболе-
ваний, в том числе и депрессивных расстройств. Дальнейшая разработка синтетических 
бивалентных лигандов гетеродимерных комплексов рецепторов дофамина представля-
ет потенциальный интерес для адресной и избирательной терапии депрессивных рас-
стройств. Она также дает возможность снизить нежелательные побочные эффекты, ко-
торые часто сопровождают традиционные антидепрессанты. Учитывая преимущества 
выбора олигомеров дофаминовых рецепторов в качестве терапевтической мишени, не-
обходимо проведение дальнейших исследований для оценки безопасности и эффектив-
ности влияния бивалентных лигандов этих олигомеров на организм человека в целом.
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This abstract discusses the oligomerization of G protein-coupled receptors (GPCRs), 
which significantly expands the functional capabilities of cells in living organisms by 
modulating intracellular signaling pathways. This provides a variety of physiological 
effects in both normal and pathological states. The structure and localization in the brain 
of one of the most studied heterodimers, the D1-D2 receptor complex, and its signaling 
cascades, which correlate with the development of depressive disorders, are examined. 
Sexual differences in the functioning of this heterodimer are analyzed, and the issue of 
the selectivity of bivalent synthetic ligands in activating specific intracellular pathways 
is discussed, highlighting their potential as therapeutic targets for the targeted treatment 
of depressive disorders. The concluding part of the abstract addresses the diversity of 
dopamine receptor heterodimers with other members of the GPCR family and their role in 
the pathophysiology of depression.
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Прогестерон играет ключевую роль в процессах репродукции в женском организ-
ме, оказывает эффекты в ЦНС и других тканях. Прогестины широко применяются 
в клинике в контрацепции и гормональной терапии. Классические эффекты проге-
стерона осуществляются через ядерные рецепторы, являющиеся лиганд-зависимы-
ми транскрипционными факторами. С 2003 г. в центре внимания оказались мембран-
ные рецепторы прогестерона (mPRs) семейства адипонектиновых рецепторов пяти 
подтипов. Их роль во многих нормальных и патологических процессах в организме 
остается неясной. Определение механизмов действия прогестерона осложняется 
тем, что активация разных типов рецепторов может вызывать противоположные эф-
фекты. Поиск селективных лигандов mPRs является актуальной задачей, поскольку 
применение таких соединений позволяет дифференцировать эффекты прогестинов, 
опосредуемые разными типами рецепторов. В обзоре анализируется действие трех 
селективных лигандов mPRs, описанных и изученных в настоящее время. Один из 
них широко применяется в  международных исследованиях, два других выявлены 
и используются в нашей работе. Рассматриваются достоинства и недостатки этих 
трех соединений и проведенные с их использованием исследования функций mPRs. 
В  заключение оцениваются перспективы создания новых селективных лигандов 
mPRs с учетом особенностей структуры их лиганд-связывающего кармана. Мы об-
наружили, что 3-кетогруппа прогестерона и  его производных, принципиально не-
обходимая для связывания с ядерными рецепторами стероидов, неважна для взаи-
модействия с mPRs. Наш вывод был подтвержден в исследовании, опубликованном 
в 2022 г., с использованием методов моделирования и мутационного анализа. Имен-
но эта особенность структуры будет в дальнейшем служить основой для разработки 
синтеза эффективных и избирательно взаимодействующих с mPRs соединений.

Ключевые слова: прогестины, стероиды, мембранные рецепторы, ядерные рецепто-
ры, селективные лиганды, сигнальные каскады
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ВВЕДЕНИЕ

Прогестерон – стероидный гормон, необходимый для осуществления репродуктив-
ных функций в женском организме и для регуляции разнообразных процессов в клет-
ках многих органов. Он оказывает свое действие через два типа рецепторов, а также 
может влиять на активность ряда сенсоров. Классические ядерные рецепторы проге-
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стерона (nPR), являющиеся лиганд-зависимыми транскрипционными факторами, к на-
стоящему времени хорошо изучены. Известны две основные формы этих рецепторов – 
А и В, являющиеся продуктами одного гена [1]. В 2003 г. был идентифицирован новый 
тип рецепторов прогестерона [2] – мембранные рецепторы прогестерона (mPRs) се-
мейства адипонектиновых и прогестиновых рецепторов, в настоящее время выявле-
но 5 подтипов этих рецепторов. Эти рецепторы обнаружены в репродуктивных и не-
репродуктивных органах, в опухолевых тканях, в иммунных клетках. Оказалось, что 
действие прогестерона и его аналогов через разные типы рецепторов не только сильно 
различается, но может быть и противоположным. Действуя через ядерные рецепторы, 
прогестерон вызывал релаксацию миометрия матки. Действуя через mPRs, этот гормон 
стимулировал фосфорилирование легких цепей миозина в первичной культуре миоме-
трия, вызывая сократительную активность этой ткани [3]. Предполагается также, что 
через разные рецепторы прогестины (прогестерон и его синтетические производные) 
могут оказывать противоположное действие на пролиферацию и гибель клеток, в том 
числе опухолевых, на процессы канцерогенеза [4, 5]. Поскольку эти гормоны широко 
используются в медицинской практике для гормональной терапии и контрацепции [6], 
огромное значение имеет поиск селективных лигандов определенного типа рецепто-
ров. Селективные агонисты и антагонисты nPR установлены. Лиганды для mPRs, со-
четающие высокое сродство к ним и полное отсутствие взаимодействия с nPR, пока не 
выявлены. Антагонисты mPRs также не обнаружены. В то же время на основании уже 
выявленных функций mPRs можно предполагать, что такие соединения перспективны 
в  качестве иммуномодуляторов, потенциальных лекарств в  лечении онкологических 
заболеваний, ожирения и  диабета, болезней сосудов. В  обзоре впервые суммирова-
ны результаты изучения эффектов и  механизмов действия существующих в  настоя-
щее время селективных лигандов mPRs, используемых зарубежными и российскими 
авторами, а также подведены итоги изучения модификаций молекулы прогестерона, 
на основе которых ожидается прогресс в области получения соединений, избирательно 
и эффективно действующих через mPRs.

Рецепторы прогестерона 
Классическое действие стероидных гормонов осуществляется через взаимодей-

ствие с ядерными рецепторами, в результате которого происходит конформационная 
перестройка, димеризация и связывание этих рецепторов с гормон-чувствительными 
элементами ДНК и корегуляторами, что приводит к изменению транскрипции генов-
мишеней данной группы гормонов. Ядерные рецепторы прогестерона имеют домен-
ную структурно-функциональную организацию. Существует две транскрипционно 
активных изоформы PR-А и PR-В, различающиеся фрагментом в 164 аминокислотных 
остатка с N-конца молекулы. Полноразмерная изоформа В состоит из N-концевого до-
мена с двумя активационными функциями AF1 и AF3, центрального ДНК-связывающе-
го домена с цинковыми пальцами, шарнирной области и лиганд-связывающего домена 
с AF2 около C-конца. Укороченная изоформа А не имеет AF3 и регулирует транскрип-
цию спектра генов-мишеней, существенно отличающихся от мишеней изоформы В. 
При появлении лиганда ядерные рецепторы, находящиеся в цитоплазме, связываются 
с ним, транслоцируются в ядро и осуществляют прямой контроль экспрессии генов [1]. 

Мембранные рецепторы прогестерона относятся к  рецепторам прогестинового 
и адипонектинового семейства adipoQ (PAQR), в которое входит пять подтипов mPRs 
у  позвоночных животных  – mPRα (PAQR7), mPRβ (PAQR8), mPRγ (PAQR5), mPRδ 
(PAQR6) и mPRε (PAQR9), а также три рецептора адипонектина – AdipoR1, AdipoR2, 
AdipoR3 (PAQRs 1, 2, 3) и два белка, ассоциированных с дифференцировкой моноцитов 
в макрофаги (MMDs, PAQRs 10, 11) [7,8]. Белки mPRs состоят из 330–377 аминокислот-
ных остатков, имеют множественные трансмембранные домены, являются посредника-
ми в быстрой активации прогестероном неклассических внутриклеточных сигнальных 
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путей, которые обычно не являются геномными, но могут в конечном итоге приводить 
к геномным ответам [7]. Эволюционно и структурно mPRs не связаны с рецепторами, 
сопряженными с G-белками (GPCRs), однако изменение уровня цАМФ, эксперименты 
с ингибиторами активации G-белков, коиммунопреципитацией и анализом лигирова-
ния (in situ proximity ligation assays) доказали, что mPRs через G-белки активируют 
вторичную сигнализацию и клеточные реакции [8]. Обработка прогестероном увели-
чивала связывание [35S]GTPγS с плазматическими мембранами клеток, экспрессирую-
щими mPRs, что также указывало на активацию G-белков. Обработка нерадиоактив-
ным GTPγS, коклюшным и холерным токсинами приводила к диссоциации G-белков 
от рецепторов, в результате чего уменьшалось количество мест связывания рецепторов 
и лигандов. Перечисленные методы обработки уменьшали связывание [3H]-прогесте-
рона с mPRs, что указывает на их тесную связь с G-белками [7]. Идентичность активи-
рованных G-белков была определена иммунопреципитацией радиоактивно меченного 
GTPγS со специфическими антителами к  α-субъединицам G-белков ингибирующего 
(Gi) и стимулирующего (Gs) типов. Подтипы mPRα, mPRβ, mPRγ активируют, как пра-
вило, ингибиторные G-белки, а  mPRδ и  mPRε  – стимуляторные G-белки. Одним из 
исключений является связь mPRα со стимуляторным G (Golf) белком в сперме двух 
видов костистых рыб. Адипонектиновые рецепторы AdipoR1, AdipoR2, AdipoR3 имеют 
семь трансмембранных доменов и обратную топологию N- и C- концов на мембране 
в сравнении с GPCRs. В отношении мембранных рецепторов прогестерона последние 
данные показывают, что mPRs имеют ту же внутриклеточную ориентацию N-концов, 
что и другие члены семейства PAQR (AdipoR1, AdipoR2, AdipoR3). А вот С-концы этих 
белков внутриклеточные, как у GPCRs, поскольку они имеют дополнительный вось-
мой трансмембранный домен. Схематические структуры всех пяти подвидов mPRs, 
как они представляются на  данный момент, приведены в  обзоре 2023 г. [8]. Однако 
нужны еще экспериментальные доказательства, полученные с помощью крио-ЭМ или 
рентгеновского анализа кристаллизованных белков mPR, для подтверждения их мем-
бранной топологии. Для mPRα сайт-направленный мутагенез позволяет предполагать, 
что внутриклеточная C-концевая область этого рецептора участвует в связывании и ак-
тивации G-белка [7]. Однако есть примеры, демонстрирующие, что не всегда действие 
прогестинов через mPRs опосредовано G-белками. При использовании репортерной 
системы анализа с рекомбинантной экспрессией mPRs в клетках дрожжей, не содержа-
щих G-белков, было показано, что прогестины активируют сигнализацию mPRs. Это 
предполагает, что G-белки не требуются для передачи сигнала mPRs в дрожжевой мо-
дели [9]. Также в ряде клеток, таких как нейрональные клетки PC12 и клетки рака яич-
ников, активация mPRs не приводила к изменению уровня цАМФ. Но в данном случае 
сигнал может передаваться βγ-субъединицами G-белков, их участие на этом основании 
исключить нельзя. Взаимодействие mPRs с  прогестинами во многих клетках позво-
ночных активирует сигнальные пути фосфатидилинозитол-3-киназы (Pi3k)/серин-тре-
онинкиназы (Akt) и  митоген-активируемых протеинкиназ (MAPkinase) через сигна-
лизацию βγ-субъединиц G-белков. Множественные сигнальные каскады опосредуют 
эффекты прогестерона через активацию G-белков, зависящую от mPRs, часто в одних 
и тех же клетках позвоночных, включая пути аденилатциклазы/цАМФ/PKA, Pi3k/Akt, 
MAPkinase/ERK1/2/фосфодиэстеразы (PDE) и рецептора эпидермального фактора ро-
ста (EGFR). Кроме того, были идентифицированы внутриклеточные медиаторы сигна-
лизации mPRs – белки JNK, mTOR, NFκB, Snail и CREB [7].

Обычно mPRs обнаруживаются на плазматической мембране клетки, их также вы-
являют в эндоплазматическом ретикулуме, поскольку это – место синтеза, сворачива-
ния и хранения мембранных белков. После действия лиганда представленность mPRs 
на клеточной мембране снижается, поскольку они подвергаются быстрой клатрин-зави-
симой интернализации (эндоцитозу), за которой следует постепенное восстановление 
их уровня на поверхности клетки. [7]. Процесс экспорта рецепторов на мембрану жест-
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ко регулируется взаимодействием с несколькими регуляторными белками с функциями 
шаперонов, акцессорных белков и  белков, модифицирующих активность рецептора. 
Адаптерные белки, один из типов вспомогательных белков, обычно связываются с мем-
бранными рецепторами через фосфотирозинсвязывающий домен и часто регулируют 
их сигнальные пути. В настоящий момент появились доказательства того, что APPL1, 
VLDL-рецептор и PGRMC1 действуют как адаптерные и шаперонные белки для mPRs, 
хотя подробности молекулярных механизмов их действия пока отсутствуют [10–12]. 

Мембранный компонент рецептора прогестерона 1 (PGRMC1) является членом 
особого подсемейства белков, содержащих домен цитохрома b5 (Cytb5), и называемо-
го семейством мембранно-ассоциированных прогестероновых рецепторов (MAPR). 
PGRMC1 имеет много различных функций, включая действие в  качестве адаптера 
и шаперона. Это связывающий гем белок, который участвует в широком спектре функ-
ций клеток и тканей, включая активность цитохромов P450, гомеостаз гема, канцероге-
нез, женскую репродукцию и контроль качества белка [13]. Он взаимодействует с мно-
гочисленными белками: Р-450, Scap, Insig, EGFR, PAIRBP1, рецептором инсулина, что 
приводит к их перемещению или стабилизации; участвует в регуляции синтеза и тран-
спорта гема, в транспорте холестерина и синтезе из него прегненолона и прогестеро-
на, выполняет важную роль в регуляции энергетического метаболизма [14]. Методами 
коиммунопреципитации и анализа лигирования для выявления белок-белковых взаи-
модействий получены доказательства, что PGRMC1 также действует как адаптер или 
шаперонный белок для mPRα. Это показано на клетках рака молочной железы MDA-
MB-231, на  человеческих гранулезных/лютеиновых клетках, в  ооцитах данио-рерио 
[12, 15–17]. Результаты ряда работ показывают, что PGRMC1 образует рецепторный 
комплекс с mPRα, который необходим для локализации mPRα на клеточной мембране 
и mPRα-зависимой сигнализации в различных моделях клеток позвоночных. Однако 
молекулярные механизмы, регулирующие взаимодействия между mPRα и PGRMC1, 
остаются неясными.

Есть данные о взаимовлиянии разных типов рецепторов прогестерона. Так, акти-
вация mPRs усиливает действие PR-B в поддержании миометрия в состоянии покоя 
на ранних сроках беременности, а в конце беременности способствует функциональ-
ной отмене действия прогестерона, позволяя миометрию сокращаться [18].

Изучение эффектов селективного лиганда mPRα 
10-этенил-19-норпрогестерона (Org OD 02-0)

До 2017 г. из мировой научной литературы были известны два соединения, считаю-
щиеся селективными лигандами mPRα. Они были выявлены в 2010 г. в единственной 
работе, посвященной поиску избирательно взаимодействующих с  mPRα стероидов 
[19]. В  этой работе использовался эмпирический подход идентификации таких сое-
динений, заключающийся в  зондировании лиганд-связывающего кармана mPRα пу-
тем конкурентного связывания различных по структуре синтезированных стероидов 
с дополнительными заместителями в разных положениях углеродного скелета моле-
кулы. Большинство использованных стероидов имело очень низкое сродство к mPRα. 
10-этенил-19-норпрогестерон (Org OD 02-0) и  19а-метилпрогестерон (Org OD 13-0) 
имели высокое или сходное с прогестероном сродство к mPRα, но оба стероида связы-
вались с nPR в цитозольной фракции MCF-7 линии клеток молочной железы человека 
с относительной конкурентной активностью (ОКА) 12.9% и 2.3% от активности про-
гестерона соответственно. Org OD 13-0 практически не использовался в дальнейших 
работах, его эффекты неизвестны. Org OD 02-0, наоборот, очень активно применяется 
в научных исследованиях для выявления участия mPRs в действии прогестинов (табл. 
1). Сродство этого стероида к nPR может быть достаточным для активации ядерных 
рецепторов, поэтому в работе, где это соединение исследовалось, была сделана про-



1563ИЗУЧЕНИЕ ФУНКЦИЙ МЕМБРАННЫХ РЕЦЕПТОРОВ ПРОГЕСТЕРОНА

верка, как оно действует на транскрипционную активность ядерного рецептора В, экс-
прессированного в MCF- 7 наряду с репортерной системой анализа активности nPR. 
В качестве репортерной системы использовалась векторная конструкция с геном лю-
циферазы под MMTV – промотором, являющимся гормончувствительным элементом 
(ГЧЭ) для nPR. Было показано, что в данной системе Org OD 02-0 не являлся агони-
стом PR-В, поскольку не стимулировал его транскрипционную активность [19]. Отсю-
да был сделан вывод, что это соединение можно считать селективным лигандом mPRα. 
Однако изучение агонистической активности с одним вариантом ГЧЭ и в одном типе 
клеток не является гарантией, что такая активность не выявится на других объектах. 
Известно многообразие действия стероидных гормонов при разных концентрациях 
в клетках с различным фенотипом. К тому же в этих экспериментах проверялась ак-
тивность одной изоформы nPR-В, транскрипционная активность nPR-А не изучалась 
в  присутствии Org OD 02-0. Изоформа nPR-B является более мощным активатором 
транскрипции, однако другая изоформа также обладает собственной транскрипцион-
ной активностью. В клетках опухоли молочной железы T47D-YA с изоформой nPR-
А и T47D-YB с изоформой nPR-B было показано, что только 25 генов, регулируемых 
прогестероном, были общими для обеих изоформ рецептора, 229 регулировались толь-
ко nPR-B, а 83 – только nPR-A [20]. Проверялась и антагонистическая активность Org 
OD 02-0 в вышеупомянутой системе. Показано, что она хоть и недостоверно, но сни-
жает транскрипционную активность nPR-В, индуцированную прогестероном [19]. По-
этому главным недостатком этого соединения является его довольно высокая относи-
тельная конкурентная активность (12.9%) по отношению к прогестерону за связывание 
с nPR. Org OD 02-0 используется в работах в качестве селективного лиганда mPRα, но 
есть вероятность, что это соединение влияет на транскрипционную активность ядер-
ных рецепторов. И такие факты уже появились в литературе, о чем будет сказано ниже. 

Изучение связывающей активности Org OD 02-0 было проведено сначала только 
с mPRα и nPR человека. Но в дальнейшем было показано, что этот стероид связыва-
ется с mPRδ и mPRε [21], а также с mPR других видов животных, оказывает эффекты 
в тканях, где уровень mPRα низок, а содержание mPRβ, наоборот, очень высоко [22]. 
Поэтому делается предположение, что Org OD 02-0 является лигандом mPRs разных 
подтипов мембранных рецепторов. Однако в литературе чаще всего традиционно это 
соединение упоминается как селективный лиганд mPRα.

Стероид Org OD 02-0 использовался для доказательства участия mPRα в многоо-
бразных процессах в целом ряде работ. В линии BeWo плацентарных клеток, проис-
ходящей из хориокарциномы человека, изучался механизм преждевременных родов, 
связанный с повышенным уровнем воспалительных цитокинов. Использование специ-
фического агониста Org OD 02-0 позволило получить доказательства того, что актива-
ция mPRα ингибирует эффекты цитокина IL-1β, предиктора преждевременных родов. 
Изменялась экспрессия генов mPRs и  других рецепторов прогестерона в  плацентах 
человека с недоношенными плодами в сравнении с нормой, указывая на важность со-
отношения различных типов рецепторов в этих процессах [23]. 

Изучалась стимуляция подвижности сперматозоидов прогестинами у  кости-
стых рыб  – атлантических горбылей (Micropogonias undulatus) и  южной камбалы 
(Paralichthys lethostigma). Гиперподвижность инициировалась посредством mPRα 
и  включала активацию пути Pi3k/Akt и  повышение уровня активности фосфодиэс-
теразы. Специфический агонист mPRα 10-этенил-19-норпрогестерон (Org OD 02-0) 
имитировал стимулирующее действие эндогенного прогестина этих видов, 17,20-β, 
21-тригидрокси-4-прегнен-3-она (20β-S) влиял на подвижность сперматозоидов [24]. 
Также в опосредованной mPRα стимуляции прогестинами 20β- S и Org OD 02-0 ги-
перподвижности сперматозоидов активировался через путь рецептора эпидермального 
фактора роста (EGFR и ErbB2) и МАРК (MEK1/2, Erk1/2) [25]. Обработка спермато-
зоидов 20β-S или Org OD 02-0 приводила к повышению уровня цАМФ через mPRα, 
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сопряженных в этих клетках со стимулирующими G-белками (Golf), активирующими 
мембранную аденилатциклазу [26]. Таким образом, повышение фертильности у  ко-
стистых рыб, связанное с быстрой индукцией прогестином 20β-S гиперподвижности 
сперматозоидов, опосредуют три сигнальных каскада – мембранной аденилатциклазы/
цАМФ, рецептора эпидермального фактора роста EGFR/ Erk и Pi3k/Akt/фосфодиэс-
теразы, приводящие к повышению содержания кальция в течение 10 с. С использо-
ванием специфического агониста mPRα, Org OD 02-0, были получены доказательства 
того, что действие прогестина опосредуется mPRα в  сочетании со стимулирующим 
G-белком (Golf) [27]. 

В данном случае nPR как транскрипционные факторы не могут принимать участие 
в процессе активации сперматозоидов из-за отсутствия в них рибосом, плотной упа-
ковки ДНК и быстрого развития процесса. Поэтому Org OD 02-0 в этих клетках может 
действовать только через взаимодействие с mPRs.  

Прогестерон оказывает благотворное влияние на сердечно-сосудистую систему че-
ловека, вызывая быстрое увеличение продукции оксида азота (NO) в эндотелиальных 
клетках сосудов. Прогестерон и Org OD 02-0 связывались с мембранной фракцией эн-
дотелиальных клеток пупочной вены человека (HUVEC) с характеристиками, прису-
щими mPRs, тогда как агонисты nPR промегестон (R5020) и медроксипрогестерон аце-
тат продемонстрировали низкую аффинность связывания. Иммуноцитохимический 
и  вестерн-блот-анализ подтвердили, что mPRs экспрессируются на  плазматических 
мембранах в HUVEC. Под действием прогестерона и Org OD 02-0 повышались уро-
вень NO, активность эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) и фосфорилирова-
ние eNOS. Агонист nPR R5020 не оказывал такого эффекта. Нокдаун экспрессии mPR, 
но не nPR, блокировал эти процессы. Использование ингибиторов показало участие 
киназных путей PI3K/Akt и ERK в действии прогестерона на продукцию NO и фосфо-
рилирование eNOS [28]. Показано расслабляющее действие прогестерона непосредст-
венно на гладкомышечные клетки сосудов посредством активации mPRα. Прогестерон 
и селективный агонист mPR Org OD-02-0, но не агонист nPR R5020, вызывали быстрое 
снижение концентраций Ca2+ в цитозоле и индукцию мышечной релаксации. Это дейст-
вие прогестерона включало поглощение Ca2+ сарко/эндоплазматическим ретикулумом 
(SR) и  увеличение активности Ca2+-АТФазы сарко/эндоплазматического ретикулума 
(SERCA). Обработка культивируемых гладкомышечных клеток пупочной артерии че-
ловека прогестероном и Org OD 02-0, но не с R5020, увеличивала фосфорилирование 
фосфоламбана, что приводило к растормаживанию SERCA. Быстрый эффект прогесте-
рона и Org OD-02-0 на внутриклеточный уровень Ca2+ и релаксацию гладкомышечных 
клеток сосудов посредством активации mPRα осуществлялся через регуляцию функ-
ций SERCA2 и фосфоламбана сигнальными путями, включающими Gi, MAP-киназы 
и Akt/Pi3k и подавление активности RhoA, фосфорилирование ROCK, то есть ингиби-
рование передачи сигналов RhoA/ROCK [29, 30].

В этих работах очень убедительно доказано с применением селективных агонистов 
и нокдауна гена с помощью siRNA, что прогестерон стимулирует выработку NO в эн-
дотелии HUVECs и  оказывает расслабляющее действие на  гладкомышечные клетки 
сосудов посредством взаимодействия именно с mPRα, сопряженного здесь с ингиби-
торными G-белками, активируя передачу сигналов через каскады Pi3k/Akt и MAPК.

Прогестерон подавляет активацию Т-клеток человека во время беременности. При-
ток Ca2+ является важным сигналом для пролиферации Т-клеток после активации их 
фитогемагглютинином (ФГА). Было показано, что прогестерон воздействовал на кле-
точную мембрану Т-клеток, вызывая быстрые реакции, включая повышение внутри-
клеточной концентрации свободного кальция Ca2+. При этом он подавлял пролифера-
цию Т-клеток, активируемую ФГA. Интересно, что и ФГA, и прогестерон индуцируют 
повышение Ca2+, но прогестерон и агонист nPR R5020 дозозависимо подавляли инду-
цированный ФГА приток Ca2+, это приводило к иммуносупрессии Т-клеток, ингибиро-
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ванию их пролиферации, активируемому ФГА. Аналогичный дозозависимый эффект 
подавления клеточного притока Ca2+ и пролиферации происходили при использовании 
ингибитора канала TRPC и селективного канала TRPC3. Аналог прогестерона Org OD 
02-0 также вызывал дозозависимое подавление притока Ca2+, но не влиял на пролифе-
рацию. Делается предположение, что прогестерон и R5020 способны быстро снижать 
стимулированный ФГА устойчивый приток Ca2+, вероятно, за счет блокады каналов 
TRPC3, что подавляет пролиферацию Т-клеток [31]. Посредником в действии проге-
стерона и его аналогов (R5020/Org OD 02-0) на подавление притока Ca2+ в покоящие-
ся Т-клетки является cPKCβII, которая активируется негеномным мембранным путем 
и вызывает иммуносупрессию [32]. Данные, полученные в этом исследовании, трудно 
интерпретировать, особенно если учитывать, что в Т-клетках человека никто не вы-
явил nPR, но только mPRs [33, 34]. Авторы работы предполагают, что какую-то роль 
в действии прогестерона и R5020 играет мембранный компонент рецептора прогесте-
рона PGRMC1. Но функции этого белка столь обширны, а связывать он может самые 
разные соединения, в том числе стероидные, поэтому механизмы выявленных эффек-
тов в Т-клетках требуют дальнейшего изучения.

Прогестины участвуют в  модуляции физиологических процессов в  шванновских 
клетках, основных нейроглиальных клетках периферической нервной системы. Иссле-
довалось возможное участие mPRs в нейропротекторных эффектах прогестинов в им-
мортализованных шванновских клетках S42. Все пять подтипов mPRs и PGRMC1 были 
обнаружены в этих клетках на клеточной мембране. Прогестерон и mPR-специфичный 
агонист Org-OD-02-0 связывались с этими мембранами, что указывает на функциональ-
ность обнаруженных mPRs. Org-OD-02-0 быстро увеличивал миграцию клеток в экспе-
риментах in vitro, указывая на возможную роль mPRs в процессе регенерации нервов. 
Действие Org-OD-02-0 было опосредовано активацией ингибирующего G-белка и сни-
жением внутриклеточного уровня цАМФ. Долгосрочная активация mPRs приводила 
к  увеличению уровня экспрессии миелин-ассоциированного гликопротеина (MAG). 
В совокупности эти результаты показали, что mPRs присутствуют и активны в шван-
новских клетках, модулируя их физиологические процессы [35]. В первичной культуре 
шванновских клеток крысы был обнаружен другой паттерн экспрессии mPRs. Подти-
пы mPRα (PAQR7) и β (PAQR8) были основными идентифицированными вариантами 
mPRs, причем различной субклеточной локализации. Активация ядерного рецептора 
прогестерона его специфическим агонистом R5020 стимулировала экспрессию mPRs, 
а активация mPRs специфическим агонистом Org OD 02-0 изменяла их субклеточную 
локализацию, приводила к активации Аkt, но не ERK1/2, а также к снижению экспрес-
сии миелин-ассоциированного гликопротеина (MAG), морфологическим изменениям, 
изменениям экспрессии нескольких маркеров дифференцировки шванновских клеток 
и увеличению миграции и пролиферации этих клеток [36]. Таким образом, в первичной 
культуре шванновских клеток крысы и в иммортализованных шванновских клетках S42 
наблюдалось противоположное действие Org OD 02-0 на экспрессию миелин-ассоции-
рованного гликопротеина – MAG, авторы объясняют это разным уровнем экспрессии 
mPRδ и разными сроками действия в клетках. Высказано предположение, что долгос-
рочный эффект вызывает падение экспрессии MAG, в  то время как краткосрочный 
эффект приводит к  ее увеличению, вызванному главным образом снижением уровня 
цАМФ [36]. Теми же авторами исследовалась роль mPRs в стволовых клетках (ASC) 
жировой ткани человека, дифференцированных в клетки, подобные шванновским клет-
кам (SCL-ASC). В исследовании показано, что mPRs присутствовали как в недиффе-
ренцированных, так и в дифференцированных ASC. Активация mPRα способствовала 
миграции и  дифференцировке клеток SCL-ASC, увеличению экспрессии и  секреции 
BDNF, нейротрофина с прорегенеративной активностью. Анализ показал участие сиг-
нальных путей Src и Pi3k-Akt при активации mPRα в SCL-ASC клетках. Эти результаты 
позволили предположить, что mPRα может играть положительную роль в регенерации 
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периферических нервов [37, 38]. Действительно, активация mPRα с помощью Org OD 
02-0 в клетках SCL-ASC повлияла на регенеративные параметры в двух линиях ней-
рональных клеток – IMR-32 и SH-SY-5Y, усиливая рост нейритов, защищая от гибе-
ли и увеличивая экспрессию маркеров регенерации периферических нервов (CREB3, 
ATF3, GAP43). Инкубационная клеточная среда от необработанных Org OD 02-0 клеток 
SCL-ASC действовала значительно слабее. Добавление Org OD 02-0 к такой инкубаци-
онной среде влияло на гибель нейрональных клеток, но не на рост нейритов. Следова-
тельно, влияние Org OD 02-0 на рост нейритов зависит от клеток SCL-ASC, из которых 
высвобождается BDNF и IGF-2. А его влияние на выживаемость нейрональных клеток 
обусловлено прямой активацией mPR на  самих нейрональных клетках. Трансфекция 
SCL-ASC с  помощью siRNA mPRα показала, что именно этот рецептор отвечает за 
благотворное влияние на рост нейритов. Этот же факт подтвердился в экспериментах 
с  совместным культивированием SCL-ASC и  SH-SY-5Y клеток [39]. В  исследовании 
2023 г. тех же авторов изучалась предполагаемая нейропротекторная роль mPRα на ней-
рональных клетках SH-SY-5Y с  использованием двух известных фармакологических 
клеточных моделей болезни Паркинсона. Применение химических веществ, обычно 
используемых на клеточных культурах для имитации повреждения при этом заболева-
нии, 6-гидроксидофамина (6-OHDA) и активного MPTP метаболита 1-метил-4-фенил-
пиридиния (MPP+), вызывало гибель клеток. Прогестерон и  специфический агонист 
mPR Org OD 02-0 были эффективны в снижении гибели клеток SH-SY5Y, вызванной 
6-OHDA и  MPP+, тогда как агонист nPR промегестон (R5020) и  агонист рецептора 
GABAA мусцимол оказались неэффективными. Эксперименты, проведенные с нокда-
уном генов и селективными фармакологическими агонистами, показали, что mPRα яв-
ляется рецептором, ответственным за наблюдаемые нейропротекторные эффекты, запу-
ская сигнальные пути Pi3k-Akt и ERK в клетках SH-SY5Y. Авторы предполагают, что 
mPRα может играть нейропротекторную роль при патологии болезни Паркинсона [40]. 
Во всяком случае in vitro его участие убедительно доказано.

Функции прогестерона в  миометрии хорошо известны, но негеномные эффекты 
при сокращениях миометрия беременных изучены слабо. Поэтому было проведено 
исследование негеномных эффектов прогестерона во время беременности с использо-
ванием полосок миометрия, полученных от небеременных, беременных крыс и крыс 
после родов. Прогестерон не вызывал ритмических сокращений в миометрии небере-
менных, но индуцировал ритмичные сокращения миометрия беременных с пиком эф-
фекта на 21-й день беременности. Однако сокращения миометрия уменьшались после 
родов и снижались до уровня небеременных через 7 дней после родов. Кроме того, 
прогестерон стабильно ингибировал сильные сокращения миометрия, вызванные KCl, 
во время беременности. Актиномицин D и циклогексимид не влияли на сократитель-
ные эффекты прогестерона, а Org OD 02-0 эффективно их имитировал. Было выявлено 
значительное увеличение экспрессии гена mPRβ во время беременности, а уровни экс-
прессии mPRα, mPRγ, mPRδ и mPRε оставались неизменными. Авторы работы сдела-
ли вывод, что стимулирующий негеномный эффект прогестерона во время беременно-
сти на сократительную активность миометрия был индуцибельным, зависел от mPRβ 
и мог участвовать в процессе родов. Ингибиторный эффект прогестерона был консти-
тутивным, зависел от других mPRs и мог участвовать в поддержании беременности 
[41]. Прямых доказательств действия Org OD 02-0 на сократительную активность ми-
ометрия беременных через mPRβ в данной работе не приводится.

Изучение роли mPR с  использованием Org OD 02-0 проводилось в  опухолевых 
тканях. В  двух клеточных линиях рака молочной железы SKBR3 и  MDA-MB-468, 
в клетках которых не выявляются nPR, но обнаружены подтипы mPRα, mPRβ и mPRγ, 
исследовали эффекты прогестерона и Org OD 02-0 в сравнении с действием тестосте-
рона, 17β-эстрадиола, дексаметазона и агониста и антагониста nPR (R5020 и RU486). 
Только прогестерон и Org OD 02-0 в этих клеточных линиях значительно уменьшали 
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гибель клеток и апоптоз в ответ на исключение из среды инкубации сыворотки. При 
этом происходила быстрая активация ингибирующего G-белка, а также активация ки-
назы p42/44 MAP (ERK 1/2). Повышалась активность Akt под действием прогестерона 
в этих клетках, а снижения активности каспазы 3 не наблюдалось. Таким образом, по-
казано, что прогестерон может действовать через mPR, ингибируя апоптоз в клетках 
рака молочной железы [42]. Поскольку в изучаемых клетках нет nPR, действие Org OD 
02-0 через мембранные рецепторы в данном случае не вызывает сомнения.

Прогестерон способствует прогрессированию глиобластомы, наиболее частой и аг-
рессивной опухоли головного мозга из-за ее высокой способности к миграции и про-
никновению в  нормальную ткань мозга. Прогестерон стимулирует пролиферацию, 
миграцию и  клеточную инвазию за счет активации nPR. Однако использование ан-
тагониста nPR RU486 только частично блокировало эффекты прогестерона. Поэтому 
были проведены исследования влияния активации mPRα на пролиферацию, миграцию 
и инвазию клеток глиобластомы человека. Клеточные линии глиобластомы человека 
U87 и U251 были обработаны специфическим агонистом mPRα. 

Org OD 02-0 увеличивал количество клеток U87 и U251 за счет усиления их проли-
ферации, также увеличивал миграцию и инвазию клеток U87 и U251. Распространение 
и инвазия клеток U87 уменьшались, когда экспрессия mPRα подавлялась. Org OD 02-0 
увеличивал фосфорилирование киназ Src и Akt в обеих клеточных линиях. Эти данные 
показывают, что прогестерон оказывает свое влияние на прогрессирование глиобла-
стомы человека не только за счет взаимодействия с nPR, но также через клеточные 
сигнальные пути, активируемые mPRα [43]. Однако учитывая возможность действия 
Org OD 02-0 как агониста nPR, участие mPRα в исследуемых процессах в клетках U251 
глиобластомы не может считаться доказанным.

Экспрессия mPRα была выявлена у пациентов с аденокарциномой легких и влияла 
на эффективность лечения EGFR-тирозинкиназным ингибитором EGFR-TKI. Проге-
стерон или его производное Org OD 02-0, действуя через mPRα, усиливали функцию 
EGFR-TKI по подавлению пролиферации, миграции и инвазии клеток аденокарцино-
мы легких in vitro и in vivo. Кроме того, активация mPRα запускала каскад, ингибиру-
ющий EGFR-Src-ERK1/2 путь, тем самым способствуя противоопухолевому эффекту 
[44]. Те же авторы показали, что mPRα опосредует способность прогестерона инги-
бировать рост клеток аденокарциномы легких, приводя следующие доказательства: 
mPRα экспрессировался в клетках аденокарциномы легких A549 и PC-9 и локализо-
вался на клеточной мембране; прогестерон и Org OD 02-0 ингибировали пролифера-
цию клеток аденокарциномы легких; с помощью нокдауна экспрессии mPRα показано 
участие этого рецептора в действии прогестерона и Org OD 02-0 на ингибирование 
пролиферации клеток аденокарциномы легких; mPRα опосредовал способность про-
гестерона и Org OD 02-0 ингибировать PKA/CREB и PKA/β-катенин сигнальные пути; 
прогестерон и Org OD 02-0 ингибировали рост опухоли аденокарциномы легкого в мо-
дели ксенотрансплантатной опухоли у мышей in vivo [45]. Вводимые мышам клетки 
А549 не содержали nPR, но в них искусственно экспрессировали mPRα. Поэтому Org 
OD 02-0, как, впрочем, и сам прогестерон, мог действовать только через этот рецептор 
и осуществлял при этом противоопухолевый эффект.

Работ с  использованием Org OD 02-0 in vivo немного. Одна из них касается из-
учения действия прогестерона и агониста mPRα в моделях пролактиномы. Предвари-
тельно были изучены функции mPRs в гипофизе. Экспрессия mPRα была самой вы-
сокой среди mPRs в передней доле гипофиза крыс. Иммуноокрашивание mPRα было 
обнаружено в соматотрофах, гонадотрофах и лактотрофах. 63% mPRα-положительных 
клеток в гипофизе были лактотрофами, это позволило предположить, что mPRα уча-
ствует в контроле секреции пролактина (ПРЛ). Для проверки гипотезы гипофизы крыс 
инкубировали либо с прогестероном, либо со специфическим агонистом mPRα Org OD 
02-0, измеряя затем секрецию ПРЛ. Как прогестерон, так и Org OD 02-0 снижали се-
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крецию ПРЛ. На клеточной линии GH3, полученной из опухоли гипофиза крысы, было 
показано, что прогестерон и Org OD 02-0 ингибировали высвобождение ПРЛ, а аго-
нист nPR R5020 был неэффективен. Исследование клеточных механизмов активности 
mPRα показало, что прогестерон и Org OD 02-0 уменьшали накопление цАМФ, тогда 
как R5020 не оказывал такого эффекта. Высвобождение ПРЛ блокировалось предва-
рительной обработкой коклюшным токсином, ингибитором белков Go/Gi. TGFβ1 яв-
ляется мощным ингибитором секреции пролактина в лактотрофах. Прогестерон и Org 
OD 02-0, но не R5020, повышали уровень активированного TGFβ1. Этот эффект не 
наблюдался при трансфекции клеток mPRα-siRNA. Получены доказательства того, что 
mPRα опосредует ингибирующее действие прогестерона на секрецию ПРЛ посредст-
вом снижения уровня цАМФ и активации TGFβ1 в популяции лактотрофов [46]. Затем 
изучалась роль mPRs в развитии пролактиномы in vivo. С этой целью экспрессию mPRs 
в гипофизе изучали в трех животных моделях пролактиномы: а) трансгенные мыши 
с дефицитом дофаминового рецептора D2; б) трансгенные мыши со сверхэкспрессией 
β-субъединицы хорионического гонадотропина человека (hCGβ); в) крысы, получав-
шие эстрогены. Экспрессия mPRs и nPR была значительно снижена в опухолях гипо-
физа по сравнению с нормой. Однако относительная доля mPRα и mPRβ была значи-
тельно выше в пролактиномах. Селективный агонист mPR Org OD 02-0 значительно 
ингибировал высвобождение ПРЛ как в нормальных, так и в опухолевых эксплантатах 
гипофиза, проявляя более выраженный эффект в опухолевых тканях. Поскольку проге-
стерон также регулирует секрецию ПРЛ, косвенно воздействуя на дофаминергические 
нейроны, было изучено участие mPRs в этом эффекте. Обнаружено, что гипоталамус 
имеет высокую экспрессию mPRs. Как прогестерон, так и Org OD 02-0 увеличивали 
высвобождение дофамина в эксплантатах гипоталамуса. В условиях in vivo, которое 
обеспечивает действие как на гипофиз, так и на гипоталамус, агонист mPR Org OD 
02-0 значительно подавлял гиперпролактинемию у трансгенных самок мышей с про-
лактиномой. Однократное введение этого соединения значительно снижало уровень 
пролактина в сыворотке. Были обнаружены гендерные различия в содержании рецеп-
торов: у  самцов экспрессировались более высокие уровни гипофизарного mPRα/β, 
и у них в этих моделях мышей не развивается пролактинома. Результаты позволили 
предположить, что активация mPRs может представлять собой новый инструмент 
для лечения пациентов с гиперпролактинемией, особенно для тех, которые обладают 
устойчивостью к дофаминергическим препаратам [47]. Однако в экспериментах in vivo 
нельзя исключить, что Org OD 02-0 действует в том числе и через nPR.

Еще одна работа была посвящена изучению эффектов Org OD 02-0 in vivo. Одно-
кратное введение прогестерона увеличивало частоту апноэ у новорожденных крыс, тог-
да как финастерид (который блокирует превращение прогестерона в аллопрегнанолон, 
являясь антагонистом 5α-редуктазы) снижал частоту апноэ. Нейроактивный метаболит 
прогестерона аллопрегнанолон является модулятором рецепторов GABAA. Агонист nPR 
R5020 снижал частоту апноэ у самцов, а агонист mPR Org OD 02-0 уменьшал частоту 
апноэ и у самцов, и у самок и уменьшал частоту дыхания у самок. При хроническом 
введении прогестерон снижал частоту апноэ более эффективно у самцов, чем у самок. 
Сделан вывод, что частота апноэ у новорожденных крыс частично определяется поло-
выми особенностями, балансом между прогестероном и аллопрегнанолоном, GABAA-
рецепторами и рецепторами прогестерона [48]. В данном случае прогестерон действует 
на частоту апноэ через оба типа рецепторов. Половые различия могут быть результатом 
разного уровня nPR и mPRs у самок и самцов в дорсальной части ствола мозга. Возмож-
ная активация ядерных рецепторов Org OD 02-0 в этом процессе не играет роли.

Наконец, in vivo изучалось действие Org OD 02-0 у  рыб. Прогестины вызывают 
процесс созревания и овуляции ооцитов рыб посредством координации негеномных 
и геномных действий. Был изучен эффект Org OD 02-0, селективного агониста mPRα, 
на созревание ооцитов рыб и овуляцию in vitro и in vivo. Org OD 02-0 запускал созре-
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вание ооцитов in vitro и in vivo. Удивительно, но Org OD 02 вызывал также овуляцию 
как in vivo, так и in vitro. Яйцеклетки после овуляции, вызванной Org OD 02, можно 
было оплодотворить искусственным осеменением. Молодняк развивался нормально. 
Эти результаты показали, что Org OD 02-0 действовал как агонист не только mPRα, 
но и ядерного рецептора прогестерона (nPR) [49]. Таким образом, эти результаты сви-
детельствуют, что Org OD 02 может активировать nPR в физиологических условиях.

Рассмотренные работы показали, что Org OD 02 через mPRα и mPRs других подти-
пов [22, 41] активировал как ингибиторные Gi, так и стимулирующие Golf белки, запу-
ская сигнальные каскады Pi3k/Akt, EGFR/ ERK, RhoA/ROCK, cPKCβII, Src, TGFβ1 или 
вызывая ингибирование EGFR- Src-ERK1/2, PKA/CREB и PKA/β-катенин сигнальных 
путей. При этом происходили разнонаправленные изменения в клетках в зависимости 
от их фенотипа: повышение содержания Ca2+ в сперматозоидах и повышение их актив-
ности, снижение концентрации Ca2+ в цитозоле гладкомышечных клеток сосудов и их 
релаксация, индукция ритмичных сокращений миометрия беременных крыс, подавле-
ние притока Ca2+ в Т-клетки. В клетках рака молочной железы и глиобластомы Org OD 
02 вызывал ингибирование апоптоза, активацию пролиферации, миграции и инвазии 
опухолевых клеток, но ингибировал рост опухоли аденокарциномы легкого (табл. 2). 

Изучение эффектов селективных лигандов mPRs
19-гидроксипрегн-4-ен-20-она (LS-01) и 19-гидрокси-5β-прегн-3-ен-20-она (LS-02)
Поскольку отсутствуют данные о трехмерной структуре mPR, необходимые для мо-

делирования их специфических лигандов, в нашей работе было проведено зондирова-
ние лиганд-связывающего кармана mPRα человека, гетерологично экспрессируемого 
в дрожжевых клетках, с использованием прегнановых стероидов, несущих дополни-
тельное шестичленное кольцо D’ [50, 51], ряда производных прогестерона и некото-
рых природных стероидов с последовательно меняющимися фрагментами структуры 
стероидного скелета [52]. Для этого был проведен радиолигандный анализ по измере-
нию связывания [3Н]-прогестерона в отсутствие и в присутствии возрастающих кон-
центраций немеченых конкурентов с  мембранной фракцией дрожжей. Большинство 
использованных стероидов имело очень низкое сродство к mPRα, хотя среди них были 
соединения с высокой константой взаимодействия с nPR. На основании анализа на-
шей работы и работы зарубежных исследователей, о которой говорилось ранее [19], 
был выявлен ряд структурных детерминант, определяющих избирательность связы-
вания полученных соединений с mPRs по сравнению с ядерными рецепторами. Были 
синтезированы новые аналоги прогестерона, взаимодействие которых с  mPRs было 
изучено радиолигандным методом в клетках человека с высоким уровнем их экспрес-
сии и  отсутствием nPR. В  этой работе впервые была исследована роль 3-кетона во 
взаимодействии с мембранными рецепторами прогестерона. Обнаружилось, что для 
mPRs в отличие от nPR эта группировка не имеет определяющего значения для связы-
вания. В работе 2017 г. среди вновь синтезированных производных прогестерона были 
выявлены два соединения, являющиеся 3-дезоксистероидами. Это 19-гидроксипрегн-
4-ен-20-он (LS-01) и  19-гидрокси-5β-прегн-3-ен-20-он (LS-02), которые связывались 
с mPRs, но не взаимодействовали с nPR (табл. 1) [53]. Относительная конкурентная 
активность (ОКА) этих стероидов составляла 10% и 24% от ОКА прогестерона для 
mPRs соответственно, и 0,2–0,3% для nPR. Индекс дискриминации mPR  / nPR этих 
соединений был 50 и 80, что значительно выше индекса Org OD 02-0, равного 20. В мо-
дельной дрожжевой системе с  экспрессионной и  репортерной плазмидой, несущей 
ген ядерного рецептора прогестерона В человека и репортерный ген β-галактозидазы, 
была изучена агонистическая и антагонистическая активность этих соединений [54]. 
Транскрипционная активность рецептора оценивалась по экспрессии репортерного 
гена β-галактозидазы под промотором цитохрома С, содержащего пять гормон-чувст-
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вительных элементов (HREs), активируемых лиганд-рецепторным комплексом. Для 
определения агонистической активности соединений изучалась транскрипционная 
активность nPR-В при добавлении серийных разведений изучаемых стероидов. Для 
тестирования антагонистической или ингибирующей активности соединений дрож-
жевые клетки инкубировали сначала с прогестероном в такой минимальной концен-
трации, которая дает максимальную экспрессию гена-репортера. Затем добавляли се-
рийные разведения тестируемых на антагонистическую активность соединений. Было 
показано, что LS-01 и LS-02 не обладают ни агонистической, ни антагонистической ак-
тивностью в отношении nPR-В [54]. Таким образом, данные стероиды можно считать 
селективными лигандами mPRs. В дальнейшей работе оказалось, что несмотря на от-
носительно низкое сродство, эти соединения оказывают эффекты в клетках, где изуча-
лось их действие. Следует отметить, что, в отличие от самого прогестерона и боль-
шинства его производных, выявленные нами селективные лиганды не связываются 
не только с nPR, но и с ядерными рецепторами других стероидов, поскольку лишены 
необходимой для такого взаимодействия кето/гидрокси-группы в третьем положении 
кольца А [55, 56]. Анализ полученных позднее данных позволяет предположить, что 
использованный в  19-м положении заместитель, по-видимому, оказался неудачным 
и препятствует взаимодействию LS-01 и LS-02 с mPRs. 

Таблица 1. Строение стероидов

Структура соединения Название
nPR 

RBA,
% 

mPRα 
RBA,

% 

Индекс
дискриминации

mPRα / nPR

O

O

прогестерон 100 100 1.0

O

O

10-этенил-19-норпрогестерон
Org OD 02-0

12.9 257.7 20

O

HO 19-гидроксипрегн-4-ен-20-он
LS-01

0.2 10.3 52

O

HO 19-гидрокси-5β-прегн-3-ен-20-он
LS-02

0.3 23.9 80

Примечание. RBA – относительное сродство связывания стероидных лигандов к nPR и mPRs; индекс дис-
криминации – предпочтительность mPRα / nPR по сравнению с прогестероном.
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Действие селективных лигандов LS-01 и  LS-02 на  экспрессию цитокинов про- 
и противовоспалительного действия изучалось в активированных иммунных клетках 
человека. Были использованы Т-лимфоциты линии Jurkat, моноциты линии ТНР-1 и мо-
нонуклеарные клетки периферической крови (РВМС) человека. В работе была иссле-
дована экспрессия mPRs и nPRs в изучаемых клетках. Только в моноцитах ТНР-1 была 
выявлена мРНК nPRs наряду с очень высоким уровнем мРНК mPRβ. В Т-лимфоцитах 
и в РВМС обнаружена только экспрессия mPRα, mPRβ, а мРНК nPRs отсутствовала. 
Селективные лиганды действовали однонаправленно с прогестероном во всех клетках. 
В РВМС под действием этих стероидов повышался уровень мРНК и секретируемого 
белка провоспалительных цитокинов IL-1β, TNFα, IL-6, мРНК INFγ, понижался – мРНК 
IL-2, повышался уровень мРНК противовоспалительного цитокина TGFβ, понижался – 
мРНК IL-4 и секретируемого белка IL-10. В моноцитах, как в РВМС, повышалась экс-
прессия IL-1β, TNFα, но экспрессия IL-10 также повышалась, а TGFβ достоверно не ме-
нялась. В Т-лимфоцитах Jurkat понижалась экспрессия IL-2 и TNFα, повышалась IL-10, 
а TGFβ не менялась. Таким образом, прогестины действуют на иммунные клетки через 
mPRs и оказывают как про-, так и противовоспалительные эффекты в зависимости от 
фенотипа этих клеток. В различных типах иммунных клеток три изучаемых соединения 
действовали между собой одинаково, но оказывали разные, иногда даже противопо-
ложные эффекты. Селективные лиганды mPRs перспективны как иммуномодуляторные 
прогестины, не оказывающие побочного действия на ткани и органы, клетки которых 
экспрессируют ядерные рецепторы стероидных гормонов [34].  

Далее действие LS-01 и LS-02 было изучено в клетках аденокарциномы поджелу-
дочной железы человека ВхРС3, содержащей высокий уровень mPRα и mPRγ. Ядерные 
рецепторы не были обнаружены в этих клетках. Здесь эффекты селективных лигандов 
существенно отличались между собой. Прогестерон и соединение LS‑01 действовали 
одинаково практически на все исследуемые процессы пролиферации и гибели клеток. 
Соединение LS-02 оказывало собственные эффекты, отличающиеся от действия двух 
других изучаемых стероидов [57]. В работе изучалось влияние стероидов на жизне-
способность клеток, на различные проявления апоптотических процессов, на экспрес-
сию генов факторов, связанных с этими процессами, а также участие двух киназ – р38 
МАРК и JNK в сигнальных каскадах при активации mPRs с использованием их ингиби-
торов SB203580 и SP600125. Действие первого ингибитора парадоксальным образом 
усиливало в ряде случаев эффекты изучаемых прогестинов. Загадка получила объясне-
ние, когда было изучено активирующее фосфорилирование р38 МАРК и JNK под дей-
ствием стероидов и на фоне ингибиторов. Ингибитор SB203580 блокирует связывание 
АТФ в соответствующем кармане р38 МАРК, но он не ингибирует фосфорилирование 
р38 МАРК вышерасположенными в сигнальном каскаде (upstream) киназами. На фоне 
ингибитора фосфорилирование киназы р38 усиливалось, но не могло ее активировать. 
По механизму отрицательной обратной связи вышерасположенные в сигнальном ка-
скаде киназы, видимо, активировались, пытаясь восстановить инактивированный ин-
гибитором фермент. Самым интересным был факт значительного усиления активиру-
ющего фосфорилирования JNK на фоне ингибитора р38 МАРК SB203580. Очевидно, 
в ВхРС3 клетках JNK и р38 МАРК фосфорилировались общей вышерасположенной 
в сигнальном каскаде киназой. Активация JNK на фоне ингибитора р38 МАРК при-
водила к усилению эффектов стероидов, опосредуемых этой киназой. Действие инги-
битора SP600125 связано с подавлением активирующего фосфорилирования JNK и не 
имело побочных эффектов. Было обнаружено антипролиферативное подавляющее 
действие прогестерона и LS‑01 на клетки аденокарциномы поджелудочной железы че-
ловека ВхРС3 с участием сигнального каскада JNK. При этом мишенями этого дейст-
вия были гены белков циклина D1, р21, Ki67, PCNA. Прогестерон и соединение LS-01 
оказывали проапоптотическое действие, стимулируя процесс фрагментации ДНК ядер 
клеток с участием сигнального каскада р38 МАРК. При этом подавлялась экспрессия 
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гена антиапоптотического белка BCL2А1. Соединение LS‑02 не влияло на  процесс 
пролиферации, но вызывало апоптотические изменения в  проницаемости мембран, 
связанные с появлением фосфатидилсерина на поверхности клеток. Выявленными ми-
шенями действия этого стероида были гены белков каспазы 9, DAPK (Death-associated 
protein kinase 1), HRK (harakiri). LS-02 активировал оба сигнальных каскада JNK и р38 
МАРК. Возможно, отличающееся действие LS-01 и LS-02 в клетках ВхРС3 связано 
с активацией разных подтипов mPRs и сигнальных каскадов, поскольку сродство этих 
стероидов к конкретным субтипам mPRs – α, β и γ пока не изучено детально [57]. 

В клетках LNCaP карциномы простаты не было обнаружено ни nPRs, ни mPRs. 
Влияния прогестерона, а  также LS-01 и LS-02 на жизнеспособность этих клеток не 
было выявлено [57]. 

В клетках HepG2 гепатоцеллюлярной карциномы человека был обнаружен высо-
кий уровень только одного рецептора прогестинов – mPRβ. С использованием селек-
тивных лигандов mPRs и прогестерона были изучены функции этого белка и участие 
р38 МАРК и JNK в сигнальных каскадах при его активации. Действие LS-01, LS-02 
и прогестерона в клетках HepG2 было антипролиферативным и проапоптотическим, 
а также однонаправленным в связи с наличием лишь одного подтипа mPRs. Стерои-
ды подавляли жизнеспособность клеток, стимулировали появление фосфатидилсери-
на на наружной поверхности мембран, связанное с процессом апоптоза, но не влияли 
на фрагментацию ДНК ядер в использованном интервале времени. Возможно, поздние 
проявления апоптоза еще не успели проявиться в этих клетках в изученные сроки. Ак-
тивирующего фосфорилирования р38 МАРК не наблюдалось под действием данных 
соединений, но происходила активация всех изоформ JNK. Только прогестерон досто-
верно изменял экспрессию генов факторов, связанных с пролиферацией и апоптозом 
в клетках HepG2. При этом изменения не всегда соответствовали его результирующе-
му эффекту. LS-01 и LS-02 не влияли на транскрипцию изученных генов, возможно, 
из-за их более низкого сродства к mPRβ и недостаточной его активации [58].

Таблица 2. Механизмы действия и эффекты селективных лигандов mPRs

Клетки/ткани Мишени Участие 
G-белков Сигнальные пути Функции Ссылка

BeWo линия 
плацентарных клеток 

человека
mPRα

Ингибирование 
эффектов IL-

1β, снижающего 
жизнеспособность 

клеток

[23]

Сперматозоиды 
костистых рыб mPRα

Golf- 
белки  

α 
βγ
βγ

Активация 
сигнальных 

путей: adenylyl 
cyclase/cAMP, 
EGFR/ERK1/2 

и Pi3k/Akt/ 
phosphodiesterase 

Повышение уровня 
внутриклеточного 

Ca2+, ведущее 
к гиперактивности 

сперматозоидов

[24–27]

Эндотелиальные 
клетки сосудов 

человека
mPRα Gi-белки

Giα

Активация 
сигнальных 

путей Pi3k/Akt 
и ERK

Повышение 
активности 

и фосфорилирования 
eNOS, увеличение 

продукции NO

[28]
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Гладкомышечные 
клетки сосудов 

человека
mPRα Gi-белки

Giα

Активация 
сигнальных 

путей ERK и Akt/
Pi3k, подавление 

RhoA/ROCK

Увеличение 
активности SERCA 

2, снижение 
концентрации Ca2+ 

в цитозоле, индукция 
релаксации

[29–30]

Т-клетки человека
Активация 
сигнальных 

путей cPKCβII

Подавление притока 
Ca2+ в клетки, 
вызванного 

фитогемагглютинином

[31–32]

Линия S42 
шванновских клеток 

крысы 
mPRs Gi-белки

Giα

Увеличение миграции 
клеток, увеличение 
экспрессии MAG

[35]

Шванновские клетки 
крысы mPRα и β

Активация 
сигнальных 

путей Аkt, но не 
ERK1/2

Снижение экспрессии 
MAG, регуляция 

дифференцировки, 
увеличение миграции 

и пролиферации 
клеток

[36]

Стволовые клетки 
(ASC) жировой 
ткани человека, 

дифференцированные 
в клетки, подобные 
шванновским (SCL-

ASC)

mPRα

Активация 
сигнальных 

путей Src и Pi3k/
Akt

Стимуляция миграции, 
пролиферации 

и дифференцировки 
SCL-ASC, увеличение 
экспрессии и секреции 

BDNF и IGF-2

[37–39]

Нейрональные клетки 
SH-SY-5Y mPRα

Активация 
сигнальных 

путей Pi3k/Akt 
и ERK

Снижение 
гибели клеток 

в бессывороточной 
среде. Снижение 
гибели клеток, 

вызванной 6-OHDA 
и MPP+

[39–40]

Миометрий 
беременных, 

небеременных крыс 
и крыс после родов

mPRβ 
Индукция ритмичных 
сокращений к 20-му 
дню беременности 

[41]

mPRα, γ, 
δ, ε

Ингибирование 
в течение беременности 

сильных сокращений 
миометрия, вызванных 

KCl

Линии рака молочной 
железы SKBR3 
и MDA-MB-468

mPRα Gi-белки

Активация 
сигнальных 

путей ERK 1/2 
и Akt

Уменьшение гибели 
клеток и апоптоза 

в бессывороточной 
среде

[42]

Продолжение таблицы 1
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Линии глиобластомы 
U87 и U251 mPRα

Активация 
сигнальных 

путей Src и Akt

Усиление 
пролиферации, 

миграции и инвазии 
клеток

[43]

Линии аденокарцино-
мы легких A549 

и PC-9

mPRα

Ингибирование 
EGFR-Src-

ERK1/2 пути

Повышение 
чувствительности 

к тирозинкиназному 
ингибитору EGFR 

и усиление его 
функции в подавлении 

пролиферации, 
миграции и инвазии 

клеток

[44]

Ингибирование 
PKA/CREB 

и PKA/β-катенин 

Ингибирование 
пролиферации клеток, 
ингибирование роста 

опухоли в модели 
ксенотрансплантации 

[45]

Лактотрофы 
гипофиза крысы 

и клетки линии GH3 
из опухоли гипофиза 

крысы

mPRα Gi- белки Активация 
TGFβ1

Снижение секреции 
пролактина [46]

Дофаминерги-
ческие нейроны 

гипоталамуса 
и пролактиномы 
мышей и крыс

mPRs

Увеличение 
секреции дофамина 

в гипоталамусе.
Подавление 

гиперпролактинемии

[47]

Дыхательные 
нейроны 

в вентролатеральной 
части продолговатого 

мозга 
у новорожденных 

крыс 

mPRs

Уменьшение частоты 
апноэ у обоих полов 

новорожденных крыс, 
уменьшение частоты 

дыхания у самок 

[48]

Ооциты рыб Индукция созревания 
ооцитов и овуляции [49]

Т-лимфоциты линии 
Jurkat

mPRα, 
mPRβ

Понижение 
экспрессии IL-2 

и TNFα, повышение 
экспрессии IL-10

[34]

Продолжение таблицы 1
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Моноциты линии 
ТНР-1 mPRβ

Повышение 
экспрессии IL-1β, 

TNFα, IL-10
[34]

РВМС человека mPRα, 
mPRβ

Повышение 
экспрессии и секреции 

IL-1β, TNFα, IL-6, 
экспрессии INFγ 

и TGFβ. Понижение 
экспрессии IL-2, IL-4 

и секреции IL-10

[34]

Линия ВхРС3 
аденокарциномы 
поджелудочной 

железы человека 

mPRα, 
mPRγ

Активация 
сигнальных 

путей JNK и р38 
МАРК

Подавление 
пролиферации, 

подавление экспрессии 
циклина D1, Ki67, 

PCNA, усиление р21. 
Стимуляция апоптоза, 
подавление экспрессии 
BCL2А1, повышение 
экспрессии каспазы 9, 

DAPK, HRK

[57]

Линия HepG2 
гепатоцеллюлярной 
карциномы человека

mPRβ Активация JNK 
но не р38 МАРК

Подавление 
жизнеспособности 
клеток, стимуляция 

апоптоза

[58]

Перспективы
К настоящему времени выявленные селективные лиганды mPRs, используемые 

в различных исследованиях, представлены тремя соединениями – Org OD 02-0, LS-01 
и LS-02. Первое имеет существенное сродство к nPRs и в некоторых случаях проявляет 
себя как агонист этих рецепторов [49]; другие два не взаимодействуют с nPRs и с други-
ми ядерными рецепторами стероидов, но их сродство к mPRs низкое [53], поэтому эф-
фекты часто слабее, чем у прогестерона. В 2021 г. вышел обзор, в котором была сделана 
попытка обобщить имеющиеся данные о строении взаимодействующих с mPRs соеди-
нений и проанализировать их различия в связывании с nPRs и mPRs. На основании этого 
анализа были выявлены основные структурные фрагменты молекулы стероида, которые 
ответственны за эффективность связывания и избирательность взаимодействия с mPRs. 
Были предложены направления модификации стероидного каркаса для создания новых 
селективных лигандов мембранных рецепторов прогестерона [59]. 

Функциональные домены nPRs были идентифицированы, а их структуры подробно 
изучены еще в  1998 г. [55, 56]. Остатки алифатических и  ароматических аминокис-
лот в лиганд-связывающем домене (LBD) окружают гидрофобное ядро прогестерона. 
Структура LBD, выявленная с помощью рентгеноструктурного анализа, показывает, 
что 3-кетогруппа прогестерона принимает водородные связи от двух аминокислотных 
остатков Q725 и R766 [55, 56, 60]. Это было подтверждено мутационным анализом, 

Окончание таблицы 1
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показывающим, что мутанты Q725A или R766H демонстрируют полную потерю аф-
финности связывания с nPR-B [60]. Эти результаты иллюстрируют важность 3-кетог-
руппы в прогестероне в связывании с nPRs. 20-кетогруппа прогестерона не связывает-
ся с LBD водородными связями, важны только гидрофобные контакты для связывания 
прогестерона с этой частью LBD.

В 2022 г. появилось новое исследование, посвященное поиску путей к созданию 
новых селективных лигандов mPRs. Было осуществлено моделирование структуры 
mPRα на основе структуры рецепторов адипонектина (AdipoR), определенной по их 
кристаллам рентгеноструктурным анализом. Модель гомологии mPRα показала, что 
водородная связь 20-кетогруппы прогестерона с остатком глютамина (Q) в положении 
206 в связывающем кармане этого рецептора критически важна. Это подтвердил мута-
ционный анализ, который не выявил связывания прогестерона с мутантным рецепто-
ром при замене глютамина (Q) 206 на аланин или аргинин. Модель предсказала гидро-
фобные взаимодействия прогестерона с аминокислотными остатками, окружающими 
лиганд-связывающий карман, в том числе с валином 146, мутация которого с заменой 
на полярный серин привела к полной потере связывания прогестерона. Но что особен-
но важно, модель mPRα показала отсутствие донора водородной связи вблизи 3-ке-
тогруппы прогестерона. Исследования активности взаимодействия mPRα с 3-дезокси-
стероидами показали, что в отличие от nPRs, для связывания с mPRα 3-карбонильный 
кислород не является необходимым [61]. Таким образом, эта работа подтвердила наши 
исследования и правильность выбора 3-дезоксистероидов LS-01 и LS-02. Очевидно, 
именно эта особенность структуры – отсутствие кислородной функции в третьем по-
ложении, будет в дальнейшем основой для разработки синтеза эффективных и избира-
тельно взаимодействующих с mPRs соединений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Используемые в настоящее время селективные лиганды mPRs – Org OD 02-0, LS-
01 и  LS-02 имеют существенные недостатки и  не перспективны как лекарственные 
средства для клинического применения, но позволяют исследовать функции изучае-
мых мембранных рецепторов в эксперименте. Их использование помогло выработать 
стратегию для выработки направлений модификации стероидной молекулы с  высо-
кой эффективностью и  избирательностью взаимодействия. Мембранные рецепторы 
прогестерона могут играть значительную роль в  гомеостазе, создавая баланс между 
воспалением и иммуносупрессией. Разработка аналогов прогестерона как препаратов, 
нацеленных на  специфическое действие через mPRs, может иметь терапевтическое 
значение для лечения воспалительных и аутоиммунных заболеваний, во время транс-
плантации, при терапии рака, при беременности, когда есть риск потери плода, при 
болезни сосудов, пролактинемии, болезни Паркинсона, мужском бесплодии. 
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Investigation the Functions of Membrane Progesterone Receptors Using their 
Selective Ligands

T. A. Shchelkunovaa, *
aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

*e-mail: Schelkunova-t@mail.ru

Progesterone plays a key role in reproductive processes in the female body and has effects 
in the central nervous system and other tissues. Progestins are widely used clinically in 
contraception and hormonal therapy. The classical effects of progesterone are mediated 
through nuclear receptors, which are ligand-dependent transcription factors. Since 2003, 
membrane progesterone receptors (mPRs) of the adiponectin receptor family of five 
subtypes have been in the spotlight. Their role in many normal and pathological processes 
in the body remains unclear. Determining the mechanisms of action of progesterone is 
complicated by the fact that activation of different types of receptors can cause opposite 
effects. The search for selective ligands of mPRs is an important task, since the use of such 
compounds makes it possible to differentiate the effects of progestins mediated by different 
types of receptors. The review analyzes the action of three selective ligands of mPRs, 
described and studied at present. One of them is widely used in international research, the 
other two have been identified and used in our work. The advantages and defects of these 
three compounds and the studies of mPRs functions conducted using them are considered. 
In conclusion, the prospects for creating new selective mPRs ligands are assessed, taking 
into account the structural features of their ligand-binding pocket. We found that the 3-keto 
group of progesterone and its derivatives, which is fundamentally required for binding 
to nuclear steroid receptors, is not important for interaction with mPRs. Our conclusion 
was confirmed in a study published in 2022 using modeling techniques and mutational 
analysis. It is this structural feature that will further serve as the basis for the development 
of the synthesis of compounds that are effective and selectively interact with mPRs.

Keywords: progestins, steroids, membrane receptors, nuclear receptors, selective ligands, 
signaling cascades
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С середины прошлого века известно, что инертные газы способны вызывать целый 
набор физиологических эффектов. При этом биологическая активность инертных 
газов представляет собой крайне многогранный феномен. Несмотря на  схожесть 
большинства физических и химических характеристик, они влияют на множество 
органов и тканей, взаимодействуя с разнообразными белковыми мишенями. В на-
стоящее время известно, что ксенон, криптон и аргон способны изменять функци-
ональное состояние центральной нервной системы, корректировать некоторые пси-
хоэмоциональные расстройства. Помимо этого, они влияют на процессы апоптоза 
и клеточной реакции на стресс. Инертные газы оказывают действие на состояние 
иммунной системы и  различные параметры гомеостаза. Также убедительно пока-
заны цитопротекторные эффекты гелия на  сердечно-сосудистую и  дыхательную 
системы. Таким образом, инертные газы в  настоящее время рассматриваются как 
потенциальные средства коррекции различных заболеваний. 
Представленный обзор посвящен анализу данных литературы о  физиологических 
эффектах инертных газов, выявленных в биомедицинских исследованиях на пациен-
тах, а также в моделях на клеточных культурах и in vivo. Каждая глава статьи посвя-
щена отдельному газу данной группы, начиная с наиболее изученных. Для каждого 
из инертных газов (гелия, неона, аргона, криптона, ксенона и радона) рассмотрены 
физиологическая активность, возможность применения в медицине, а также некото-
рые известные механизмы действия. Помимо этого, в обзоре проведен критический 
анализ имеющихся данных и обозначены основные пробелы, которые предстоит за-
полнить в будущих исследованиях. 

Ключевые слова: инертные газы, нейропротекция, органопротекция, ксенон, аргон, 
гелий

DOI: 10.31857/S0869813924100033, EDN: VRXCIA

ВВЕДЕНИЕ

Инертные («благородные», noble) газы – элементы особой группы таблицы Менде-
леева. Они представлены одноатомными газами с полностью занятыми электронны-
ми орбиталями, что определяет их абсолютную химическую пассивность в нормаль-
ных условиях. Атомы инертных газов являются симметричными и неполярными, что 
исключает также возможность электростатических взаимодействий с биологическими 
мишенями. Вместе с тем уже с середины прошлого века ученым известны как мини-
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мум анестетические свойства инертных газов в нормобарических и гипербарических 
условиях [1]. Это позволяет предположить, что биологическая активность инертных 
газов должна быть опосредована некоторыми специфическими физико-химическими 
особенностями данных веществ.

Одной из характерных особенностей атомов инертных газов является прямая за-
висимость их растворимости в липидах от атомной массы. Именно это свойство изна-
чально предполагалось в качестве основной причины наличия у инертных газов ане-
стетических эффектов в соответствии с гипотезой Мейера – Овертона [2]. Инертные 
газы, масса которых больше массы молекулярного азота (Xe, Kr, Ar), обладают ане-
стетическими свойствами. У  ксенона они проявляются при атмосферном давлении, 
а у криптона и аргона в условиях гипербарии [3]. При воздействии более легких и ме-
нее липофильных инертных газов (Ne, He) в  гипербарических условиях характерно 
развитие неврологического синдрома высокого давления, при котором наблюдаются 
дисметрии, миоклонии, тремор и прочие нарушения двигательных функций [4]. Ме-
тодами моделирования молекулярной динамики взаимодействия с липидным бислоем 
показано, что тяжелые, вызывающие анестезию инертные газы встраиваются внутрь 
билипидного слоя и в гидрофобные сайты белковых молекул. Малые инертные газы, 
в свою очередь, в условиях повышенного давления действуют как «растворители», на-
рушающие структуру границы между водной фазой и липидами, что как раз и может 
становиться причиной развития синдрома высокого давления [5].

Как уже было сказано, благодаря своей липофильности, тяжелые инертные газы 
способны не только внедряться в  структуру мембраны, но и  занимать гидрофобные 
сайты внутри белковых молекул. Существует множество методов исследования мест 
и  энергии связывания атомов инертных газов с белковыми молекулами. Проводятся 
работы с  применением как рентгеноструктурного анализа [6], так и  компьютерно-
го моделирования [7], при котором места связывания предсказываются с  точностью 
до 1-2 вандерваальсовых радиусов. Так, выявлено, что атомы инертных газов склонны 
связываться с гидрофобными остатками лейцина, фенилаланина и валина в основном 
в  соответствующих карманах белковых молекул [7]. Также существует методология 
детекции белок-ксеноновых взаимодействий на основе анализа стабильности белков 
по скорости окисления (SPROX) и ограниченного протеолиза (LiP) [8]. В настоящее 
время в базах данных, таких как RCSB (Research Collaboratory for Structural Biology), 
можно найти множество спрогнозированных интерактомов между инертными газами 
и белками [9].

Параллельно с изучением молекулярной динамики взаимодействия инертных газов 
с  биологическими молекулами активно идет анализ интегративных (системных) ас-
пектов их влияния на организм. Уже около восьмидесяти лет в физиологии и медици-
не известны анестетические свойства ксенона. Позже исследования были направлены 
на изучение действия его субанестетических концентраций на организм, что привело 
к открытию органопротекторных эффектов ксенона и аргона. Эта актуальная и мно-
гообещающая тема заинтересовала многих ученых, и в последние годы наблюдается 
заметное увеличение числа работ, направленных на изучение терапевтического дей-
ствия всей группы инертных газов на организм. В числе прочего "бум" исследований 
в  данной области обусловлен необходимостью поиска газа, который стал бы более 
дешевым аналогом ксенона, обладая при этом сходными протекторными свойствами. 
Вместе с тем на волне растущего интереса к оценке свойств этих относительно новых 
для биомедицинской области веществ появляются исследования, авторы которых под-
ходят к интерпретации своих результатов с не слишком высокой степенью ответствен-
ности и критичности. Многие исследователи заявляют о наличии разнообразных «це-
лебных» свойств инертных газов. Однако, как правило, такие выводы не подкреплены 
достаточно убедительными эмпирическими выкладками и не снабжены сопоставлени-
ем с исследованиями других авторов. Изложенная ситуация – одна из причин, по кото-
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рой представляется важным и актуальным провести критический анализ литературы 
в данной области, чему и посвящен данный обзор.

ЭФФЕКТЫ КСЕНОНА

Ксенон среди инертных газов стал первым, для которого были открыты явные фи-
зиологические эффекты. Более того, на  данный момент известно, что среди прочих 
инертных газов именно ксенон обладает наиболее выраженной нейротропной актив-
ностью. Впервые его действие было показано более 80 лет назад: профессор кафедры 
фармакологии Военно-медицинской академии имени С. М. Кирова Н. В. Лазарев выд-
винул предположение о наличии анестетических свойств у ксенона [10]. Позже дан-
ное предположение подтвердилось в исследованиях на лабораторных животных [2]. 
Дальнейшее изучение привело к тому, что с 1999 г. ксенон официально разрешен Ми-
нистерством здравоохранения РФ для применения в  анестезиологической практике. 
Известно, что минимальная альвеолярная концентрация (МАК – концентрация инга-
ляционного анестетика, предотвращающая двигательную активность у 50% пациентов 
в ответ на стандартный болевой раздражитель) ксенона для человека составляет 63.1% 
[11], что позволяет использовать его при нормальном давлении. Для крыс же МАК 
превышает атмосферное давление и составляет 161 ± 17% (парциальное давление ксе-
нона должно составлять 1.6 ± 0.17 атм.) [3]. Концентрация ксенона при анестезии по-
ложительно коррелирует с мощностью медленноволновых компонент в спектре ЭЭГ 
в лобной и теменной коре испытуемых [12]. Ксеноновая анестезия, по сравнению с ке-
таминовой, характеризуется быстрым выходом из наркоза с минимальным проявлени-
ем постанестетических симптомов и галлюцинаций, что обусловлено более глубоким 
подавлением активности коры больших полушарий [13]. Однако как после ксеноно-
вой, так и после севофлурановой анестезии через час после индукции у пациентов для 
проведения литотрипсии отмечали повышение маркеров нейронального повреждения 
в крови. Были увеличены тотальный и фосфорилированный Тау-белок и тонкий поли-
пептидный нейрофиламент (NFL) [14]. Впрочем, такой эффект может быть сопряжен 
с ростом проницаемости гематоэнцефалического барьера, что характерно при прове-
дении операций под наркозом [15]. Таким образом, ксенон представляется одним из 
наилучших газовых анестетиков в клинической практике. Обзоры, посвященные оцен-
ке эффективности ксеноновой анестезии, указывают на улучшение постоперационно-
го когнитивного восстановления у пациентов [16]. Вдобавок ксенон способен влиять 
на серотонинергическую систему – показано, что он способен ингибировать ток через 
ионотропные серотониновые рецепторы (5-HT3), что может купировать постопераци-
онную тошноту и рвоту [17]. 

Анестетический эффект ксенона опосредован в первую очередь его способностью 
ингибировать глутаматергические NMDA-рецепторы [18]. Известно, что ксенон взаи-
модействует с сайтом глицина на NMDA-рецепторах, включая одновременно конку-
рентную и аллостерическую компоненты молекулярного антагонизма [19]. При помо-
щи компьютерного моделирования динамики взаимодействия ксенона с глициновым 
сайтом показано, что область связывания глицина на NMDA-рецепторе образована по-
лостью в белковой молекуле; внутри полости находятся три ароматические аминокис-
лоты – Phe 484, Phe 758 и Trp 781 [20]. При связывании с глицином эти аминокислоты 
обуславливают взаимодействие с лигандом и запускают конформационные изменения 
в NMDA-рецепторе, опосредующие его активацию. Для атомов ксенона данные ами-
нокислоты создают три локальных сайта улавливания, образованные π-комплексами 
электронов ароматических колец, между которыми возможна миграция атома ксенона 
[21]. Атом ксенона стабилизирует лиганд-связывающий домен в открытом положении. 
Были найдены точечные мутации (F758W и F758Y) в сайте связывания глицина, кото-
рые нивелируют аффинность ксенона к данному сайту [22].
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Электрофизиологические исследования сообщают о  влиянии ксенона не только 
на NMDA-рецепторы, но и на другие мишени. В клетках гиппокампа крыс ксенон сни-
жал амплитуду входящих токов, генерируемых NMDA-, AMPA- и каинатными рецеп-
торами [23, 24]. При этом ксенон не оказывал влияния на токи, генерируемые ГАМК-
рецепторами, однако при экспозиции нейронов в среде ксенона отмечалось снижение 
частоты спонтанных тормозных постсинаптических потенциалов при сохранении их 
амплитуды и  кинетики затухания. В  исследованиях на  ооцитах гладкой шпорцевой 
лягушки ксенон проявил ингибирующее действие по отношению к α4β2 и α4β4 ни-
котиновым ацетилхолиновым рецепторам и, напротив, потенцировал α1-глициновый 
рецептор и ГАМКА-рецептор [25]. Авторы рассуждают о механизмах анальгетического 
действия ксенона, однако ингибирующее воздействие ксенона на  α4β2 Н-холиноре-
цепторы противоречит их роли в ноцицепции. В статье выдвигается предположение, 
что анальгетический эффект ксенона, по всей видимости, опосредован воздействи-
ем на  NMDA-рецепторы. Помимо этого, показано, что ксенон способен оказывать 
влияние на внутриклеточную концентрацию кальция. Для ряда газовых анестетиков 
(ксенон, закись азота, изофлуран и галотан) показано ингибирующее влияние на Ca2+-
АТФазу плазматической мембраны [26]. Такой эффект газовых анестетиков может 
приводить к значительным альтерациям в гомеостазе внутриклеточного кальция, уве-
личивая кальциевую нагрузку и потенциально влияя на секрецию нейротрансмиттеров 
[27]. Однако существуют и противоположные данные: ксенон способен подавлять дол-
говременную потенциацию в нейронах гиппокампа мыши [28] и данный эффект, на-
против, опосредован снижением внутриклеточной концентрации кальция за счет бло-
кады кальциевого тока через каналы NMDA-рецепторов. Среди прочих механизмов 
действия ксенона отмечена его способность активировать некоторые из двупоровых 
калиевых каналов – TREK-1, TASK-3, а также АТФ-чувствительные калиевые каналы 
[29]. Активацию TREK-1 связывают с нейропротекторными эффектами ксенона – по-
давлением глутаматной эксайтотоксичности [30].

В ряду других проявлений нейропротекторного действия ксенон способен увеличи-
вать выживаемость нейронов в срезах гиппокампа мышей в модели кислородно-глю-
козной депривации. При этом при повышении концентрации глицина в среде защитные 
свойства ксенона исчезают [31]. В модели травмы мозга in vivo ксенон привел к уве-
личению выживаемости нейронов и снижению воспаления в нервной ткани, что стало 
причиной улучшения пространственной памяти у  животных [32]. Ксенон частично, 
но устойчиво обеспечивал защиту кортикальных нейронов и септальных холинергиче-
ских нейронов крыс в модели болезни Альцгеймера, вызванной воздействием L-транс-
пирролидин-2,4-дикарбоновой кислоты (PDC) на культуру клеток. PDC является син-
тетическим аналогом глутамата и оказывает легкий эксайтотоксический стресс [33]. 
Также было продемонстрировано, что ксенон способен оказывать нейропротекторное 
действие комплементарно с мемантином или кетамином, совместно усиливая подавле-
ние избыточной активности NMDA-рецепторов.

В рамках исследований прочих положительных эффектов ксенона в субанестети-
ческих концентрациях было выявлено его антиконвульсантное действие как в моде-
лях на животных [34], так и в терапии младенцев с энцефалопатией [35]. Ингаляции 
ксенонсодержащими смесями (30% Xe) способны снижать проявления абстинентного 
синдрома при моделировании морфиновой зависимости у мышей [36] и алкогольной 
зависимости у крыс [37].

Ингибиторное влияние на  импульсацию клеток мозга может быть использовано 
в  терапии психоэмоциональных расстройств, связанных с  избыточной активностью 
нейронов головного мозга. В частности, ингаляции ксеноном применяются в клинике 
в качестве средства терапии панических атак [38], оказывая анксиолитический эффект 
и купируя симптомы сопутствующих депрессивных эпизодов. Данные эффекты также 
подтверждаются и в исследованиях на лабораторных животных с использованием мо-
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дели депрессии, вызванной инъекцией липополисахаридов [39]. При моделировании 
посттравматического стрессорного расстройства у крыс ксенон ослаблял реконсолида-
цию памяти о негативном опыте контакта со стрессогенной средой [40].

В лаборатории общей физиологии и регуляторных пептидов кафедры физиологии 
человека и животных МГУ имени М. В. Ломоносова проводятся исследования невро-
логических эффектов инертных газов в экспериментах на белых крысах в различных 
моделях. В частности, нашей научной группой было показано, что при моделировании 
расстройств аутистического спектра ксенон оказывал корректирующее влияние на па-
раметры социального и депрессивно-подобного поведения [41].

Для ксенона наряду с его влияниями на центральную нервную систему показано 
протекторное действие по отношению к другим тканям и органам. Ксенон способен 
снижать размер зоны инфаркта сердца у крыс после ишемии-реперфузии [42]. Данный 
эффект опосредован транслокацией и фосфорилированием протеинкиназы C-эпсилон, 
а также активацией митоген-активируемой протеинкиназы p38 под действием ксенона. 
Согласно клиническим данным, ксенон способен уменьшать повреждение миокарда 
у пациентов, перенесших внебольничную остановку сердца. Ингаляции газовой сме-
сью с концентрацией ксенона 40% снижали содержание в крови тропонина-Т, который 
является маркером повреждения миокарда [43]. Кроме того, ксенон улучшил систоли-
ческую функцию левого желудочка, увеличив фракцию выброса [44].

Также показано ренопротекторное действие ксенона в условиях кислородной де-
привации культуры эпителиальных клеток проксимального канальца. В данной модели 
ксенон увеличил выживаемость клеток за счет увеличения экспрессии протеинкиназы 
B, а также фактора, индуцируемого гипоксией (HIF-1α), что обуславливает протекцию 
в условиях ишемического повреждения тканей [45]. Известно, что HIF-1α способен 
увеличивать уровень эритропоэтина в крови, связываясь с энхансером его гена и акти-
вируя его транскрипцию [46]. Посредством этого механизма ксенон способен вызывать 
повышение концентрации эритропоэтина в плазме, а также увеличение общего объема 
крови испытуемых [47, 48]. Из-за наличия данного эффекта ксенон внесен всемирной 
антидопинговой организацией в список препаратов, запрещенных для использования 
в профессиональном спорте [https://www.wada-ama.org/en/prohibited-list?item-id=5029, 
дата обращения: 28.05.2024].

Таким образом, ксенон, благодаря своей ярко выраженной нейротропной активно-
сти и органопротекторным свойствам, является инертным газом с широким спектром 
потенциальных терапевтических применений. Особое значение имеет его потенциал 
как средства терапии множества психоэмоциональных нарушений, таких как тревож-
ные расстройства, посттравматическое стрессорное расстройство и расстройства ау-
тистического спектра. Однако использование ксенона в медицине сопряжено с рядом 
технических и экономических сложностей, вызванных низкой концентрацией ксено-
на в  атмосфере и, как следствие, его высокой стоимостью. Эти обстоятельства дик-
туют необходимость развития более совершенных способов использования ксенона 
при ингаляциях, например, внедрение систем рециклинга, которые позволят повторно 
использовать выдыхаемый пациентом ксенон. Увеличение доступности ксенона будет 
способствовать расширению сферы его применения в клинике. 

Общий тренд в исследованиях ксенона имеет хорошую перспективу, включающую 
расширение анализа фармакологической активности в субанестетических концентра-
циях. История изучения свойств ксенона является показательной с точки зрения пол-
ноты исследования. Анализ физиологических эффектов ксенона касался как молеку-
лярно-динамических основ взаимодействия лиганда с  его мишенями, так и влияния 
на системном уровне, включая исследования in vivo и описания применений ксенона 
в клинике. Опыт описания действия ксенона может помочь во всестороннем изучении 
других инертных газов.
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ЭФФЕКТЫ АРГОНА

При изучении эффектов аргона исследователи уделяли большое внимание его ней-
ропротекторным свойствам. В моделях кислородно-глюкозной депривации на корти-
кальных нейронах [49–51] и  нейронах гиппокампа [52] было продемонстрировано, 
что аргон приводит к увеличению выживаемости клеток; его защитный эффект имеет 
дозозависимый и времязависимый характер. Действие аргона выражалось в снижении 
количества лактатдегидрогеназы, а  также в  увеличении экспрессии и  транслокации 
в ядро фактора Nrf-2 в коре головного мозга.

Помимо работ на клеточных культурах, существует ряд исследований нейропротек-
торных свойств аргона в моделях in vivo. Позитивные эффекты были показаны на жи-
вотных, подвергавшихся временной окклюзии средней мозговой артерии [50, 53–54] 
и неонатальной односторонней окклюзии каротидной артерии [55]. Ингаляции аргон-
кислородной смесью привели к улучшению неврологического состояния и способно-
сти к обучению белых крыс. Ингаляции аргоном снизили размер зоны поражения коры 
головного мозга; показано увеличение экспрессии генов трансформирующего фактора 
роста бета (TGF-β) и фактора роста нервов (NGF) в зоне пенумбры через 24 ч после 
реперфузии по сравнению с группой, получавшей плацебо [54]. В модели субарахно-
идального кровотечения у крыс аргон также показал протекторное действие, положи-
тельно сказавшееся на выживании животных [56]. Однако в модели черепно-мозговой 
травмы ингаляции аргоном не оказали влияния на объем зоны повреждения в голов-
ном мозге [57].

Особое внимание уделяется механизму нейропротекции аргона, связанному с изме-
нением активности системы врожденного иммунитета. Известно, что аргон способен 
снижать плотность Toll-подобных рецепторов 2-го и 4-го типов (TLR-2, TLR-4), увели-
чивать количество фосфорилированной ERK 1/2 и снижать содержание фосфорилиро-
ванной киназы 4-го типа, ассоциированной с рецептором к интерлейкину-1 (IRAK4), 
тем самым подавляя активность каспазы-3 [58]. В дальнейших исследованиях ученые 
выявили снижение экспрессии транскрипционных факторов NF-κB и  STAT3 и  со-
держания их фосфорилированных форм при воздействии аргон-кислородной смеси 
на культуру клеток нейробластомы человека [59]. Также показано, что аргон снижает 
экспрессию ряда провоспалительных факторов: IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α и iNOS 
[60]. Описаны также антиапоптотические свойства аргона: газ приводил к снижению 
экспрессии белка BAX, падению содержания расщепленной каспазы-3 и увеличению 
уровня экспрессии ингибитора апоптоза Bcl-2 [61, 62].

Ряд эффектов аргона, очевидно, нуждается в дополнительном изучении. Например, 
показано, что газ снижает количество фосфорилированной протеинкиназы B (Akt), 
которая вовлечена в  сигнальные пути, связанные с  выживанием клеток, что проти-
воречит гипотезе о его цитопротекторном действии [62]. Помимо этого, существуют 
данные, что аргон приводит к уменьшению экспрессии белка теплового шока HSP-70 
и гемоксигеназы-1, которая была повышена при воздействии ротенона – яда, наруша-
ющего работу электронтранспортной цепи митохондрий. Данный эффект аргона от-
носится к защитным, однако не снимается действием ингибитора TLR-2 и TLR-4, что 
говорит о  наличии у  аргона механизма нейропротекции, не связанного с  действием 
через рецепторы врожденного иммунитета. Таким образом, механизмы физиологи-
ческой активности аргона остаются не до  конца ясными. В  частности, отсутствуют 
данные о сайтах его связывания на белковых мишенях. Для поиска сайта связывания 
аргона можно проводить исследования с помощью ЯМР спектроскопии, а также рен-
тгеноструктурного анализа, как, например, было показано для ксенона [63]. Также для 
визуализации взаимодействия аргона с Toll-подобными рецепторами еще пока не было 
проведено работ с использованием молекулярного моделирования по аналогии с опи-
санием ксенона у Andrijchenko с соавт. [20].
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Toll-подобные рецепторы играют значительную роль в формировании и функцио-
нировании нервной системы: в частности, они регулируют нейрогенез в гиппокампе 
как в период развития нервной системы, так и во взрослом мозге [64]. Показано, что 
мыши с нокаутом Toll-подобного рецептора 2 демонстрировали ухудшение когнитив-
ных функций [65]. Помимо этого, Toll-подобные рецепторы играют значительную роль 
в нейровоспалении: например, провоспалительный каскад, опосредованный этими ре-
цепторами, запускается при употреблении алкоголя, что в конечном итоге приводит 
к гибели клеток [66]. В связи с этим высокий интерес представляет потенциальная воз-
можность аргона влиять на онтогенез центральной нервной системы и корректировать 
различные расстройства, вызванные цитотоксическим влиянием избыточного нейро-
воспаления и связанных с ним изменений поведенческого характера. В настоящее вре-
мя наблюдается дефицит исследований свойств аргона в in vivo моделях поведенческих 
расстройств, спровоцированных нейроиммунной активацией. В свою очередь, работы 
на потомстве лабораторных животных, ставящие своей целью проследить динамику 
развития ЦНС на самых ранних этапах онтогенеза под влиянием аргона, отсутствуют 
вовсе. В настоящее время на биологическом факультете МГУ имени М. В. Ломоносова 
наша научная группа активно ведет подобные работы, результаты которых будут опу-
бликованы в ближайшее время.

Помимо нейропротекторных свойств, ингаляции аргонсодержащими смесями спо-
собны оказывать органопротекторное действие. Пре- и посткондиционирование арго-
ном при моделировании полиорганной недостаточности привело к увеличению сер-
дечного выброса у кроликов, а также к снижению креатинина в плазме крови. Таким 
образом, аргон обладает кардио- и  ренопротекторными свойствами [67]. Ингаляция 
аргон-кислородной смесью при ишемии-реперфузии снизила смертность ганглионар-
ных клеток сетчатки [58], а также волосковых клеток Кортиева органа [68].

В целом можно заключить, что аргон вызывает широкий спектр физиологических 
изменений, оказывая цитопротекторное действие в различных тканях. Несмотря на то, 
что исследователи пока не сошлись на единой картине механизмов действия данного 
газа, уже сейчас можно сказать, что аргон является многообещающим средством те-
рапии и коррекции множества расстройств как нервной системы, так и иных систем 
органов.

ЭФФЕКТЫ ГЕЛИЯ

Значимая часть исследований эффектов гелия посвящена его органопротекторным 
свойствам. Показано, что газ способен оказывать пре- и посткондиционирующее дей-
ствие, защищая ткани и  органы от чрезмерной дегенерации. Одним из механизмов 
гелиевой нейропротекции может являться снижение концентрации внутриклеточно-
го кальция, содержание которого возрастает в клетках при гипоксических ишемиче-
ских повреждениях. Прекондиционирование гелием уменьшает кальциевую нагрузку 
за счет снижения содержания фосфорилированной формы рианодиновых рецепторов 
второго типа (p-RyR-2), а  также подавляет экспрессию Са2+/кальмодулин-зависимой 
киназы 2-го типа и ряда белков, ассоциированных с некроптозом (RIPK-1, RIPK-3, p-
MLKL) [69]. Некроптоз является одним из типов программируемой клеточной гибели, 
ключевую роль в котором занимают рецептор-связанные протеинкиназы 1 и 3 (RIPK-1, 
RIPK-3), а также псевдокиназа смешанного происхождения (MLKL) [70]. Инициируют 
процесс некроптоза рецепторы с доменами смерти, передавая сигнал рецептор-связан-
ным протеинкиназам, которые опосредуют активирующее фосфорилирование MLKL. 
Фосфорилированные MLKL способны образовывать олигомер, образующий поры 
в цитоплазматической мембране и вызывающий некроптотическую гибель клеток. Из-
вестно, что повышенная кальциевая нагрузка приводит к активации Са2+/кальмодулин-
зависимых киназ, которые вызывают активацию RIPK-1 [71].
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Другим молекулярным механизмом действия гелия является его способность сни-
жать окислительный стресс в нейронах [72]. Гелий увеличивает продукцию NO, что 
активирует транслокацию фактора транскрипции Nrf-2 в ядро. Nrf-2 является редокс-
чувствительным транскрипционным фактором, сигнальный путь которого активирует 
антиоксидантный ответ клеток [73]. Дополнительно показано, что гелий снижает со-
держание провоспалительных белков (TNF-α и интерлейкина-1β) и повышает уровни 
интерлейкина-10, нейротрофического фактора мозга (BDNF), основного фактора ро-
ста фибробластов (bFGF) и фактора роста нервов (NGF), обеспечивая защиту нейронов 
от воспаления и апоптоза [74].

Гелий способен улучшать функциональное состояние эндотелия, что показано как 
на  испытуемых добровольцах [75], так и  на культурах эндотелиальных клеток [76]. 
Отмечено его влияние на содержание белков кавеолинов в разных тканях. Кавеолины 
являются компонентами, участвующими в формировании кавеол – впячиваний плазма-
тической мембраны. Структурная организация кавеол позволяет клеткам осуществлять 
адаптацию к стрессу, регуляцию шаперонов и сигнальных белков [77]. Исследования 
показывают, что гелий приводит к динамическим изменениям содержания кавеолинов 
в эндотелии, мозге и сердце [78]. Газ способствует секреции кавеолина-1 из эндоте-
лия, что стабилизирует мембраны и уменьшает проницаемость сосудов. При этом ге-
лий способен увеличивать экспрессию кавеолинов-1 и -3 в сердце крыс, что позволяет 
использовать этот инертный газ как кардиопротективное средство [79]. Также гелий 
приводит к увеличению полимеризации F-актина у плазматической мембраны клеток 
венозного эндотелия и снижает его полимеризацию в артериальном эндотелии [76].

Кардиопротекторное действие гелия может быть снято ибериотоксином – блокато-
ром митохондриальных кальций-чувствительных калиевых каналов [80]. Это позво-
ляет сделать вывод о способности гелия активировать данный тип каналов, что под-
тверждается снижением индекса контроля дыхания (свидетельствует о рассопряжении 
процессов дыхания и  окислительного фосфорилирования в  митохондриях). Гелий 
предотвращает пермеабилизацию митохондриальных мембран в сердечной мышце – 
открытие так называемых пор переходной проницаемости, ассоциированных с апоп-
тозом, что увеличивает выживаемость кардиомиоцитов [81]. Изучается также влияние 
гелия на фибробласты сердца. Несмотря на отсутствие изменений в экспрессии факто-
ров активации фибробластов и уровне секреции внеклеточных везикул и растворимых 
факторов, гелий ускорил миграцию фибробластов в модели глюкозной депривации in 
vitro [82]. Однако в  случае пациентов, перенесших аортокоронарное шунтирование, 
гелий не продемонстрировал кардиопротекторного эффекта: пре- и посткондициони-
рование не повлияло на содержание тропонина в крови и на активность протеинкиназы 
C-эпсилон, p38, ERK 1/2 и HSP27 [83].

Помимо позитивного влияния на выживаемость кардиомиоцитов при ишемии-ре-
перфузии, гелий-кислородные смеси способны улучшать функциональное состояние 
дыхательной системы. Использование подобных ингаляций способствовало улучше-
нию у пациентов с астмой таких спирометрических показателей, как объем форсиро-
ванного выдоха за первую секунду и  максимальная объемная скорость выдоха [84]. 
Также гелий снизил степень тяжести заболевания по шкале Вуда и частоту дыхатель-
ных движений при бронхоспазме [85]. При этом на состояние пациентов с хрониче-
ской обструктивной болезнью легких ингаляции гелием не повлияли [86].

Проводились исследования влияния гелия на выживаемость нейронов зоны CA-1 
гиппокампа при моделировании сердечного приступа у крыс. Однако результаты дан-
ных работ противоречивы: показано как наличие эффектов гелия на  выраженность 
апоптоза [78], так и их отсутствие [87]. Предположительно, это может быть связано 
с различными способами моделирования сердечного приступа с последующей реани-
мацией, а также с различиями в методах оценки последствий моделирования инфаркта.
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Физиологические эффекты гелия представляют большой интерес и являются наи-
более парадоксальными, поскольку их специфика не соотносится со стандартной на-
правленностью биологического действия инертных газов. Несмотря на широкий спектр 
цитопротекторных свойств, механизм молекулярного взаимодействия гелия с его мише-
нями остается до сих пор неясным. Наглядно показаны многие молекулярные посред-
ники воздействия гелия на выживаемость клеток, однако неизвестны прямые причины 
их вовлеченности. Например, вызывает вопрос сходимость данных о  снижении кон-
центрации внутриклеточного кальция [69] и увеличении содержания NO в гомогенате 
ткани мозга [71]. Известно, что активность конститутивных NO-синтаз увеличивается 
в ответ на рост концентрации ионов кальция, а значит, при снижении кальциевой на-
грузки следует ожидать, напротив, снижение NO [88]. При этом вызванное гелием уве-
личение NO в ткани мозга может быть обусловлено активацией любой из трех изоформ 
NO-синтазы (нейрональной, эндотелиальной или индуцибельной) и соответственно мо-
жет регулироваться не только посредством изменения уровня кальция, но и на уровне 
экспрессии, что характерно для индуцибельной NO-синтазы. Вместе с тем повышение 
концентрации NO может быть связано и со снижением продукции активных форм кис-
лорода, которые участвуют в окислительной инактивации NO. Таким образом, для про-
яснения картины необходимо продемонстрировать, взаимодействует ли гелий с какой-
либо из изоформ NO-синтаз или с другими потенциальными регуляторами. Имеющаяся 
база литературных данных о физиологических эффектах гелия может служить хорошим 
фундаментом для дальнейших исследований в этой области.

ЭФФЕКТЫ РАДОНА

Радон является единственным радиоактивным представителем группы инертных 
газов, что накладывает определенные ограничения на изучение его физиологических 
эффектов. Согласно данным Всемирной организации здравоохранения, радон спосо-
бен вызывать рак легких в  3–14% всех случаев в  зависимости от его концентрации 
в  атмосфере [https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/radon-and-health Дата 
обращения: 30.05.2024]. В то же время радиоактивность радона способствует его от-
носительно широкому применению в физиотерапии.

Радон распределен в атмосфере неравномерно. Пики его концентрации сопряжены 
с местами эмиссии из урансодержащих горных пород. Радон легко диффундирует из 
почвы, накапливаясь как в  шахтах, так и  в жилых домах. Тот факт, что он аккуму-
лируется в  горных зонах и пещерах, привел к распространению лечебных курортов 
и санаториев, использующих радон в спелео- и бальнеотерапии. На базе таких санато-
риев фиксируется много данных о лечебных эффектах радона, однако двойные слепые 
плацебо-контролируемые исследования, конечно, не проводятся: для обеспечения всех 
требований надлежащей клинической практики (GCP) необходимо было бы создать 
пещеру без радона, полностью аналогичную имеющимся на территории курорта [89]. 
Вместе с  тем существует ряд биомедицинских исследований последних лет, демон-
стрирующих широкий спектр влияний радона на организм.

Наиболее известный эффект радона – его анальгетическое действие. Исследования 
на пациентах показали, что радон является значимым обезболивающим средством при 
ревматоидном артрите, болезни Бехтерева (анкилозирующем спондилите), остеоартрите 
[90]. Среди потенциальных молекулярных механизмов, опосредующих данный феномен, 
показано участие трансформирующего фактора роста бета 1 (TGF-β1), β-эндорфина, 
адренокортикотропного гормона (АКТГ), а также ряда белков, ассоциированных с вос-
палением. Продемонстрировано, что радоновая спелеотерапия способствует снижению 
TGF-β1 у пациентов с болезнью Бехтерева [91]. При остеоартрите применение радоно-
вых ингаляций приводило к острому увеличению концентрации β-эндорфина и отстав-
ленному увеличению концентрации β-эндорфина и АКТГ [92]. Несколько исследований 
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посвящены способности радона снижать содержание в  крови пациентов провоспали-
тельных цитокинов TNF-α [93, 94] и IL-18 [95]. Влияние на иммунную систему происхо-
дит и на клеточном уровне. Газ подавляет воспаление за счет уменьшения числа нейтро-
филов и Т-киллеров, а также увеличения активности эозинофилов, дендритных клеток, 
моноцитов и Т-регуляторных лимфоцитов (данные группы клеток принимают участие 
в восстановлении тканевого гомеостаза при хроническом воспалении) [96].

Улучшение состояния пациентов с  хроническими заболеваниями опорно-дви-
гательной системы связывают также со снижением интенсивности эрозии костей, 
опосредованном действием радона [97]. У пациентов после радоновой спелеотерапии 
зафиксировали уменьшение содержания фрагментов коллагена (CTX-I) в  сыворотке 
крови, падение уровня гормона жировой ткани висфатина и увеличение количества Т-
регуляторных клеток, что сигнализирует об ослаблении резорбции костной ткани. При 
этом действие радона на  такие показатели целостности костной ткани, как уровень 
паратгормона в крови и отношение остеопротегерина к активатору рецептора ядерного 
фактора κB (OPG/RANKL), не отличалось от действия безрадоновых ванн [98].

Существуют сообщения о благоприятном влиянии радоновой спелеотерапии на со-
стояние сердечно-сосудистой системы [99]. Радон снижал вариабельность сердечного 
ритма и  при совместном действии с  углекислым газом приводил к  снижению арте-
риального давления. Зафиксировано также увеличение содержания предсердного на-
трийуретического пептида и  снижение содержания вазопрессина [91]. Эти эффекты 
потенциально могут быть связанными с гипотензивными свойствами радона.

К позитивным эффектам радона относят и его косвенную антиоксидантную актив-
ность: показано, что газ активирует супероксиддисмутазу и каталазу, которые предо-
твращают перекисное окисление липидов в клетках при окислительном стрессе [100].

Можно заключить, что знания о физиологической активности радона весьма разноо-
бразны, но фрагментарны. Остается неясным, какие рецепторные механизмы и сигналь-
ные каскады лежат в основе изменений в иммунно-эндокринной регуляции и связаны 
ли эти изменения между собой. Также непонятно, являются ли наблюдаемые эффекты 
результатом действия непосредственно атомов радона или же радиоактивного облу-
чения. Очевидно, что необходимо проводить больше фундаментальных исследований 
в этой области, в частности, на лабораторных животных. На данный момент существует 
несколько таких работ, подтверждающих антиоксидантную активность радона в моде-
ли гепатопатии на грызунах [101], а также в мозге интактных животных [102]. Однако 
дизайн этих экспериментов никак не соотносится с использованием радона при лечении 
пациентов, и еще не было проведено исследований на лабораторных моделях ревмато-
идного артрита in vivo. Именно эти ограничения важно преодолеть в будущих работах.

ЭФФЕКТЫ КРИПТОНА

Количество публикаций исследований терапевтических свойств криптон-кислород-
ных ингаляций в рецензируемых журналах крайне мало, а имеющиеся результаты ха-
рактеризуются повышенной неоднородностью. Газ криптон при разном давлении для 
разных видов животных может вызывать обездвиживание (20–30 атм. для тигровой 
планарии Girardia tigrina, 18–20 атм. для плодовых мушек Drosophila melanogaster) 
или анестезию (14–16 атм. для иглистых тритонов Pleurodeles walti, 5–5.5 атм. для 
японских перепелов Coturnix coturnix japonica и 3–3.5 атм. для человека) [103, 104]. 
Инкубация крыс в криптон-воздушной среде при высоком давлении приводит к повы-
шению содержания кортизола и прогестерона в крови, снижению общего тироксина, 
тестостерона, глюкозы и мочевины. Также отмечены спектральные изменения в ЭЭГ 
человека: при дыхании в нормобарических условиях падение мощности α-, Δ- и θ-волн 
и увеличение β-волн; при дыхании криптон-кислородной смесью в условиях 2.9 атм. 



1592 КАБИОЛЬСКИЙ и др. 

снижение в α- и β-диапазонах и рост Δ- и θ-составляющих, что свидетельствует о пе-
реходе испытуемых в наркоз.

В модели фотоиндуцированного инсульта криптон оказал отставленный нейропро-
тективный эффект, улучшив неврологический статус крыс [105]. Ингаляции криптон-
кислородной смесью в данном исследовании привели к уменьшению зоны пенумбры 
и апоптоза нейронов, снизили количество активных клеток микроглии в зоне некроза 
и  активировали неоангиогенез. Выявлено, что механизм нейропротективного дейст-
вия криптона связан с увеличением содержания фосфорилированной протеинкиназы 
B и киназы гликогенсинтазы-3β, а также с повышением экспрессии Nrf-2 и снижением 
экспрессии ядерного фактора NF-κB, ответственного, в частности, за апоптоз. Инги-
биторное фосфорилирование киназы гликогенсинтазы-3β предотвращает повышение 
проницаемости митохондрий, приводящее к их дисфункции и клеточной гибели вслед-
ствие окислительного стресса.

Вопрос о наличии у криптона физиологических эффектов является наиболее спор-
ным. Наблюдается крайне высокая нехватка публикаций в  рецензируемых научных 
изданиях. Результаты, полученные в  работе Antonova с  соавт., являются многообе-
щающими, но нуждаются в воспроизведении другими коллективами. При этом боль-
шинство отчетов и  тезисов, найденных в  процессе анализа литературы о  криптоне, 
не относятся к рецензируемым источникам. Они заявляют о наличии у криптона це-
лебных свойств, однако характеризуются крайне высоким разнообразием протоколов 
проведения экспериментов и интерпретации данных, в связи с чем, к сожалению, не 
вызывают доверия. В результате представляется сложным сделать какую-либо объек-
тивную оценку сходимости и достоверности данных разных авторов. В связи с этим 
в дальнейших исследованиях требуется осуществлять более глубокий и комплексный 
подход к  выявлению и  анализу свойств криптона. В  перспективе следует провести 
полноценный скрининг криптона на предмет наличия всех типов фармакологической 
активности с использованием тест-систем как на клеточных культурах, так и in vivo. 
Таким образом, криптон представляет собой неизученную, но крайне перспективную 
область для физиологических и фармакологических исследований.

ЭФФЕКТЫ НЕОНА

Среди прочих инертных газов неон демонстрирует минимум или же полное отсут-
ствие собственных физиологических эффектов в нормобарических условиях. Согласно 
гипотезе Мейера – Овертона, для создания анестетического эффекта с помощью неона 
необходимо крайне высокое давление (80–90 атм.). Однако подобная гипербарическая 
аппликация имеет проконвульсантный эффект, вызывая неврологический синдром вы-
сокого давления, включающий тремор, миоклонии, дисметрии и прочие двигательные 
нарушения [3]. Изучение взаимодействия атомов неона с биологическими мембранами 
показало, что в присутствии газа при высоком давлении (до 100 бар) наблюдается нару-
шение равномерности расположения молекул фосфолипидов в бислое. Также неон, бла-
годаря своим размерам и массе, обладает повышенной диффузионной способностью. 
Это свойство позволяет ему свободно мигрировать в  мембране и  повышать мобиль-
ность фосфолипидов, что делает структуру мембраны менее плотной и упорядоченной. 
Предполагается, что причиной проявления неврологических нарушений является воз-
никновение так называемых «шумов» в целостности мембранных структур, нарушение 
взаимосвязи между мембраной и встроенными в нее белковыми комплексами [5].

Что касается связывания атомов инертных газов с  белковыми молекулами, 
то и в этом случае размер и масса атома играют решающую роль. Существует гипо-
теза, что более легкие представители группы инертных газов (гелий и неон) обладают 
слишком низкой энергией связывания с  белками и, следовательно, неспособны ока-
зывать анестетический эффект [106]. В базе данных RCSB (Research Collaboratory for 
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Structural Biology) на настоящий момент отсутствует упоминание каких-либо белко-
вых структур, с которыми взаимодействует неон (https://www.rcsb.org/; дата обраще-
ния 29.05.2024). Впрочем, как было сказано выше, гелий, несмотря на его малые раз-
меры, способен модулировать активность множества рецепторов, транскрипционных 
факторов и провоспалительных белков. Следовательно, известные гипотезы неточно 
прогнозируют физиологический потенциал инертных газов. Хотя на данный момент 
нет засвидетельствованных эффектов неона, нельзя с уверенностью заявлять об абсо-
лютном отсутствии у него биологической активности. Впрочем, возможно, что неон 
окажется единственным истинно инертным газом в своей группе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время поиск новых нейро- и органопротекторных факторов является 
крайне актуальной задачей фундаментальной физиологии и  практической медицины. 
В  связи с  этим представление о  наличии у  инертных газов терапевтических свойств, 
безусловно, вызывает живой интерес в научном и медицинском сообществе. Открытие 
явной физиологической активности ксенона закономерно привело к изучению других 
веществ данной группы. Не последнюю роль играют экономические и  технические 
сложности в  повсеместном использовании ксенона, заинтересованность в  поиске его 
более дешевых аналогов. Благодаря этому на текущий момент известно, что почти все 
остальные инертные газы в той или иной мере проявляют биологическую активность 
(рис. 1). Так, гелий проявляет цитопротекторные свойства, снижая активность некропто-
за и окислительного стресса в сердце и мозге, аргон известен своим противовоспалитель-
ным и антиапоптотическим действием в различных тканях, а радон – анальгетическим.
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Рис. 1. Эффекты инертных газов, выявленные в экспериментальных работах.
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Однако несмотря на растущее количество исследований, посвященных данной про-
блеме, до сих пор наблюдается существенный разрыв между знаниями о физиологиче-
ских эффектах инертных газов и механизмах их действия. Так, имеется множество данных 
о влиянии радона, ксенона, аргона и гелия на метаболические каскады, обуславливающие 
выживание клеток в различных тканях, но при этом только для ксенона описаны моле-
кулярные мишени, инициирующие запуск физиологических изменений. Помимо этого, 
наблюдается явный дефицит исследований интегративных (поведенческих, нейроимму-
ноэндокринных) эффектов инертных газов. Неон и криптон, в свою очередь, представля-
ют собой практически абсолютно неизведанную область в физиологии и фармакологии.

В целом можно заключить, что наличие у инертных газов значительного цитопро-
текторного потенциала делает их многообещающим объектом для дальнейших до-
клинических и клинических испытаний, направленных на расширение медицинских 
показаний к их применению. Вместе с тем работы, нацеленные на изучение инертных 
газов, являются плодотворной почвой для роста фундаментальных знаний о принци-
пах их действия на человеческий организм, его органы, ткани, клетки.
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Since the last century it has been known that inert gases can cause a range of physiological 
effects. The biological activity of inert gases is an extremely multifaceted phenomenon. 
Despite the similarity of most physical and chemical characteristics, they are able to affect 
many organs and tissues by interacting with a variety of protein targets. Currently, it is 
known that xenon, krypton and argon are capable of changing the functional state of the 
central nervous system and correcting some psychoemotional disorders. In addition, they 
influence the processes of apoptosis and cellular response to stress. Noble gases affect the 
state of the immune system and various parameters of homeostasis. The cytoprotective 
effects of helium on the cardiovascular and respiratory systems have also been convincingly 
demonstrated. Thus, noble gases are currently being considered as potential means of 
correcting various diseases.
This review is devoted to the analysis of literature data on the physiological effects of 
noble gases identified in biomedical studies on patients, as well as in cell culture and in 
vivo models. Each chapter of the review is devoted to a particular gas of this group, starting 
with the most studied ones. For each of the noble gases (helium, neon, argon, krypton, 
xenon and radon) their physiological activity, the possibility of using these substances in 
medicine and some known mechanisms of their action are considered. Moreover, in the 
review existing data were critically analyzed and key gaps that need to be filled in future 
research were identified.

Keywords: noble gases, neuroprotection, organoprotection, xenon, argon, helium
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Запуск быстрой синхронной квантовой секреции нейротрансмиттеров в централь-
ных и периферических синапсах обеспечивается за счет локального возрастания кон-
центрации ионов Са2+ в нервных терминалях около Са2+-сенсоров синаптических ве-
зикул в ответ на деполяризацию пресинаптической мембраны распространяющимся 
по аксону потенциалом действия. Вход ионов Са2+ снаружи через пресинаптические 
потенциал-зависимые Са2+-каналы CaV2.1 или СaV2.2 (P/Q- или N-типа) – основной 
способ формирования динамического Са2+-сигнала, запускающего процесс экзоци-
тоза синаптических везикул практически во всех типах химических синапсов и спо-
собного индуцировать развитие определенных Са2+-зависимых форм синаптической 
пластичности. Однако в  последние годы стало очевидным, что набор источников 
и спектр пресинаптических Са2+-сигналов весьма разнообразен. Выявление спектра 
регуляторных Са2+-входов, работающих в комплексе с соответствующими им мише-
нями, описание их вклада в механизмы, управляющие квантовой секрецией нейро-
трансмиттера, представляет собой актуальное направление современной синаптиче-
ской физиологии. Cреди таких дополнительных к триггерному Са2+-входов особый 
интерес представляют Са2+-каналы L-типа, роль и  условия активации которых 
в нервно-мышечных синапсах малоизучены и не дают однозначного представления 
о месте этого Са2+-входа в регуляции секреции ацетилхолина в моторных синапсах 
позвоночных. Данный обзор систематизирует имеющиеся на сегодняшний день ре-
зультаты исследований многообразной функциональной роли потенциал-управляе-
мых Са2+-каналов в нервно-мышечных синапсах млекопитающих и пресинаптиче-
ских сигнальных путях, контролирующих эти Са2+-входы, и их участие в процессах 
тонкой настройки квантовой секреции ацетилхолина.

Ключевые слова: нервно-мышечный синапс, Са2+-каналы P/Q-типа, Са2+-каналы 
L-типа, квантовая секреция, ацетилхолин 
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ВВЕДЕНИЕ

Исключительная роль ионов Са2+, входящих снаружи в нервные терминали синап-
сов и приводящих к выбросу нейротрансмиттера, впервые была обнаружена в нервно-
мышечных синапсах (НМС) [1]. В настоящее время вход ионов Са2+ через определен-
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ные пресинаптические потенциал-зависимые Са2+-каналы известен как специфический 
триггерный сигнал, запускающий процесс экзоцитоза синаптических везикул во всех 
типах химических синапсов [2, 3]. К концу XX века стало очевидным, что набор источ-
ников и спектр внутриклеточных Са2+-сигналов в нейронах и других клетках весьма 
разнообразен. В постсинаптических структурах синапсов ЦНС подробно описана про-
странственно-временная организация Са2+-сигналов, их мишени и влияния на разные 
режимы синаптической передачи [4, 5]. В то же время в пресинаптических нервных 
окончаниях подобные явления до сих пор остаются малоизученными.

В настоящее время известны примеры Са2+-зависимой пресинаптической пластич-
ности, такие как Са2+-зависимое облегчение, депрессия, посттетаническая потенциа-
ция [6, 7]. Однако источники регуляторного Са2+ в таких случаях часто остаются неяс-
ными либо – по умолчанию – приписываются Са2+, входящему в нервные терминали 
по основному, триггерному Са2+-входу – в случае моторных синапсов млекопитающих 
это Са2+-каналы P/Q-типа [8]. Между тем в последние годы идентифицирован целый 
ряд других путей и возможностей локального повышения уровня Са2+ в нервных тер-
миналях. Это и  активность разнообразных пресинаптических потенциал-зависимых 
Са2+-каналов, отличных от триггерного Са2+-входа [9, 10], и  пресинаптические Са2+-
проводящие ионотропные хеморецепторы [11, 12], и выброс Са2+ из внутриклеточных 
Са2+-депо по каналам рианодиновых (РиР) или IP3-рецепторов [13]. Как правило, такие 
Са2+-входы рассматривают как вспомогательный источник ионов Са2+ для усиления 
триггерного Са2+-сигнала в терминалях. Способны ли такие Са2+-входы обеспечивать 
определенную регулировку параметров квантовой секреции нейротрансмиттера как 
в сторону ее усиления, так и торможения – остается малоизученным. Выявление спект-
ра регуляторных Са2+-входов, работающих в комплексе с соответствующими им мише-
нями, условий их вовлечения в управление квантовой секрецией нейротрансмиттера, 
установление механизмов, лежащих в основе их регуляторного влияния, безусловно, 
представляет собой актуальное направление современной синаптической физиологии. 

Несмотря на  имеющиеся попытки описания ряда пресинаптических Са2+-входов 
и мишеней ионов Са2+ в нервных терминалях синапсов в ЦНС [14–16], наиболее удоб-
ной моделью для решения проблемы являются периферические НМС – благодаря их 
крупным размерам, изолированной локализации на мышечных волокнах и доступно-
сти пресинаптических процессов для электрофизиологических экспериментов [17].

В настоящее время в  моторных нервных терминалях млекопитающих, наряду 
с  триггерным для экзоцитоза синаптических везикул Са2+-входом (потенциал-зави-
симые Са2+-каналы P/Q-типа), описан ряд других потенциал-зависимых Са2+-каналов 
[18–20]. Cреди них особый интерес представляют «медленные» Са2+-каналы L-типа, 
чьи условия активации и модуляторная роль в отношении нервно-мышечной передачи 
неоднозначны и продолжают интенсивно изучаться.

ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫЕ СA2+-КАНАЛЫ

Са2+-проводимость в нервных терминалях синапсов активируется в ответ на депо-
ляризацию пресинаптической мембраны распространяющимся по аксону потенциалом 
действия (ПД). Каналы, обеспечивающие такую проводимость, относятся к семейству 
потенциал-зависимых Са2+-каналов (CaV).

В нервных терминалях синапсов в ЦНС и на периферии описана экспрессия не-
скольких типов CaV, которые отличаются по молекулярной структуре, функциональ-
ным свойствам, регуляции, локализации и влияниям на секрецию нейротрансмитте-
ров. Если рассматривать CaV безотносительно паттерна экспрессии и  локализации 
именно в пресинаптической мембране нервных окончаний, то их традиционно делят 
на две группы. 
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Первая группа – высокопороговые CaV, активирующиеся (переходящие в открытое 
состояние) при низких значениях мембранного потенциала (МП) (HVA – high voltage 
activated). Им требуется значительная деполяризация мембраны по сравнению с по-
тенциалом покоя (ПП) для их активации. К ним относят L-тип (CaV1.1–1.4), P/Q-тип 
(CaV2.1), N-тип (CaV2.2) и R-тип (CaV2.3) потенциал-зависимых Сa2+-каналов [3, 7, 21].

Вторая группа – единственный Т-тип Са2+-каналов (CaV3.1–3.3) – низкопороговый 
(LVA – low voltage activated). Эти каналы активируются при незначительных деполяри-
зующих сдвигах МП, близких к ПП, демонстрируют быструю кинетику срабатывания 
воротного механизма и обладают малой унитарной проводимостью. LVA-каналы иг-
рают главную роль в реализации нейрональной пейсмейкерной активности, развитии 
эпилепсии и проведении болевых сигналов [22].

На рубеже XX-XXI веков было установлено, что у млекопитающих каналообразу-
ющие α1-субъединицы CaV кодируются 10 отдельными генами, разделяемыми на три 
отдельных подсемейства по сходству последовательностей. Основываясь на генетиче-
ских данных, в современной физиологии CaV также делят на 3 группы – CaV1, CaV2 
и CaV3 [3, 21, 23]. Несмотря на определенные нюансы, такое деление на три группы 
справедливо и для беспозвоночных [24].

Исследование потенциал-активируемых Ca2+-токов и  опосредующих их каналов 
на многочисленных объектах показало, что простое разделение потенциал-зависимых 
Ca2+-каналов на LVA и HVA достаточно искусственно и в малой степени отражает фак-
тическое положение дел. Реально существует континуум порогов активации среди раз-
личных подтипов CaV, который меняется в зависимости от результата альтернативного 
сплайсинга основной каналообразующей α1-субъединицы в конкретных клетках и до-
полнительно модифицируется в результате комбинирования изоформ вспомогательных 
субъединиц β, α2δ и γ, взаимодействующих с α1. Это в конечном итоге способно приво-
дить к различным физиологическим проявлениям, включая модулирование синаптиче-
ской передачи [25–27]. Тем не менее буквенные варианты обозначений CaV до сих пор 
продолжают употребляться для подчеркивания функциональной специфики.

На пресинаптической мембране могут быть представлены разные типы CaV, при 
этом в  разных синапсах плотность и  степень их участия в  определенных режимах 
функционирования нервных терминалей выражены по-разному. Наиболее типичными 
для центральных синапсов в качестве триггеров экзоцитоза синаптических везикул яв-
ляются HVA-каналы N- и P/Q-типов, тогда как у периферических синапсов амфибий 
в качестве такого триггера задействован N-тип, а у млекопитающих – P/Q-тип Са2+-
каналов [28, 29].

МОЛЕКУЛЯРНАЯ СТРУКТУРА ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫХ СA2+-КАНАЛОВ

Основная каналообразующая α1-субъединица CaV-каналов
Потенциал-зависимые Са2+-каналы представляют собой мультисубъединичный 

комплекс, состоящий из основной каналообразующей субъединицы α1 с дополнитель-
ными субъединицами (за исключением CaV3, образующих канал без участия допол-
нительных субъединиц) [30, 31]. Субъединица α1 (190–250 кДа) является самой боль-
шой и включает в себя структуры, образующие проводящую ионы Ca2+ пору, сенсор 
напряжения и  воротный механизм, а  также большинство специфических участков, 
обеспечивающих широкий спектр регуляторных влияний на работу канала со стороны 
вторичных посредников, фармакологических агентов и токсинов.

Топологическая организация субъединицы α1, состоящей из примерно 2000 ами-
нокислотных остатков, представляет собой 4 гомологичных домена (I–IV). Каждый 
из доменов состоит из 6 трансмембранных α-спиралей (S1 – S6) и неспирализованной 
P-петли между S5 и S6. Сенсор потенциала S4 содержит последовательности из 4–5 
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положительно заряженных аминокислотных остатков аргинина или лизина, разделен-
ных трехаминокислотными интервалами. Положительные заряды в составе S4 нахо-
дятся во взаимодействии с  «противозарядами» (негативно заряженные и  полярные 
аминокислотные остатки) в  составе S1 – S3, образуя совместно потенциал-чувстви-
тельный домен [32, 33]. P-петли выстилают пору и содержат в определенных местах 
негативно заряженные аминокислотные остатки (в основном глутамат), формирующие 
ионоселективный фильтр канала.

Конформационные изменения S5 и S6, индуцированные в ответ на деполяризацию 
мембраны транслокацией во внешний листок плазмалеммы S4 в составе потенциал-
чувствительного домена, обеспечивают непосредственное функционирование ворот-
ного механизма CaV [33]. Обширные внутриклеточные неспирализованные участки 
α1-субъединицы – направленные в цитоплазму N- и С-концы, междоменные петли – 
служат своеобразной сигнальной платформой для модулирования Ca2+-токов и в конеч-
ном итоге Ca2+-зависимой регуляции синаптической передачи.

Вспомогательные субъединицы CaV-каналов
Свойства CaV1 и CaV2 модулируются вспомогательными субъединицами, зачастую 

обеспечивая различные роли этих типов каналов в секреции нейротрансмиттеров. 
β-субъединицы CaV  – результат экспрессии 4 отдельных генов. Это цитоплазма-

тические модуляторы функций CaV, регулирующие как количество каналов на  мем-
бране клетки, так и  их потенциал-зависимую активацию и  инактивацию [34, 35]. 
β-субъединицы взаимодействуют с  α1-субъединицами за счет наличия у  последних 
специального участка на внутриклеточной петле между I и II доменами.

Субъединицы α2δ – результат посттрансляционного процессинга продукта одного 
из 4 генов, кодирующих препробелок, в результате протеолиза которого образуются α2 
и  δ, соединенные дисульфидным мостиком. За счет гликозилфосфатидилинозитоль-
ного якоря α2δ взаимодействуют с  внешним листом плазмалеммы и  одновременно 
связываются с первой внеклеточной петлей домена I α1-субъединиц CaV1 и CaV2. α2δ-
субъединицы могут регулировать активацию и инактивацию CaV, а также не просто их 
плотность на поверхности клеток (вместе с β-субъединицами), но и траффик CaV в спе-
цифические мембранные домены нейронов, включая пресинаптическую мембрану [36, 
37]. Кроме того, α2δ могут обеспечивать транссинаптические взаимодействия с белка-
ми постсинаптической мембраны, включая рецепторы к нейротрансмиттерам [38, 39], 
и определять уровень вероятности выброса нейротрансмиттера в синапсах ЦНС [40].

γ-субъединица является неотъемлемым компонентом CaV1.1, но не пресинаптиче-
ских CaV2.1 и CaV2.2 [21].

Таким образом, ансамбль дополнительных субъединиц CaV, хотя и  модулирует 
функциональные характеристики Ca2+-каналов, но ключевые фармакологические и фи-
зиологические различия CaV обусловлены преимущественно различиями в структуре 
изоформ их α1-субъединиц.

ЛОКАЛИЗАЦИЯ ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫХ СА2+-КАНАЛОВ В АКТИВНЫХ 
ЗОНАХ МОТОРНЫХ НЕРВНЫХ ТЕРМИНАЛЕЙ

Начиная с 60-х годов XX столетия стало известно, что в НМС и всех других хи-
мических синапсах квантовая секреция нейротрансмиттера происходит в  специали-
зированных регионах пресинаптической мембраны – активных зонах [41, 42]. Набор 
специфически взаимодействующих белков активных зон обеспечивает не только ре-
крутирование, докинг, прайминг синаптических везикул и их последующий экзоцитоз, 
но и позиционирование СаV в непосредственной близости от везикул и точное распо-
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ложение пре- и постсинаптических структур друг напротив друга, а также участвует 
в реализации пресинаптической пластичности [43, 44].

Активные зоны НМС млекопитающих организованы в виде коротких (80–100 нм) 
линейных рядов, образованных синаптическими везикулами и  внутримембранными 
частицами (ионными каналами и др.). В каждой активной зоне экзоцитоз синаптиче-
ских везикул происходит в местах их докинга, а по бокам от них расположены ряды 
из примерно 20 трансмембранных частиц, часть из которых считается СаV [45]. Таким 
образом, в активных зонах НМС млекопитающих СаV расположены по обеим сторонам 
докированных синаптических везикул, в отличие от НМС лягушки, где ряды частиц 
в активных зонах значительно длиннее (1–2 мкм), а СаV располагаются только с одной 
стороны от синаптических везикул [46]. Эксперименты с использованием высокоча-
стотной стимуляции показали, что в НМС мыши число докированных синаптических 
везикул, отражающих максимально возможный размер пула везикул, готовых к выбро-
су (RRP – readily-releasable pool), составляет около 1700 [47]. Учитывая, что зрелый 
НМС мыши содержит примерно 900 активных зон [29, 48], эти данные подтверждают 
предположения, полученные с помощью электронно-микроскопических методов, о на-
личии в каждой активной зоне моторных синапсов млекопитающих двух синаптиче-
ских везикул, потенциально готовых к экзоцитозу.

Слияние синаптических везикул с  пресинаптической мембраной может проис-
ходить и  в отсутствие электрической стимуляции мембраны (спонтанная секреция), 
и в течение миллисекунд после достижения потенциала действия нервной термина-
ли (быстрый синхронный выброс нейротрансмиттера) или в течение десятков секунд 
после стимуляции (асинхронный выброс). Все эти паттерны секреции нейротрансмит-
теров по-разному зависят от изменения внутритерминальной концентрации ионов Ca2+ 
и функционирования определенных Ca2+-входов [49–51]. В подавляющем большинстве 
химических синапсов, включая нервно-мышечные, основными (триггерными) Ca2+-
входами, обеспечивающими быстрый синхронный выброс нейротрансмиттера, служат 
Ca2+-каналы семейства CaV2 – CaV2.1 (P/Q-тип) и СaV2.2 (N-тип) и в меньшей степе-
ни  – CaV2.3 (R-тип). Ключевая роль единичной изоформы CaV2 для запуска выбро-
са нейротрансмиттеров показана и в НМС беспозвоночных (Drosophila melanogaster 
и Caenorhabditis elegans) [37, 52, 53], несмотря на ее определенные структурно-функ-
циональные отличия от изоформ CaV2 позвоночных животных [24].

ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫЕ CA2+-КАНАЛЫ P/Q-ТИПА (СAV2.1) И ИХ РОЛЬ 
В НЕРВНЫХ ТЕРМИНАЛЯХ

Свое название Ca2+-каналы P/Q-типа получили после описания токсинов пауков, 
блокирующих Ca2+-токи, опосредуемые Ca2+-каналами в клетках Пуркинье (P-тип) или 
в гранулярных клетках мозжечка (Q-тип) [54, 55]. Ca2+-токи, чувствительные к этим 
токсинам, обеспечивают вызванную синаптическую активность не только во многих 
синапсах ЦНС, но и  в НМС млекопитающих. В  них селективный блокатор СаV2.1 
ω-агатоксин IVA способен полностью терминировать быструю синхронную многок-
вантовую секрецию АХ [56, 57]. Оба Ca2+-тока P- и Q-типа развиваются при сраба-
тывании CaV с основной порообразующей субъединицей α1A, кодируемой одним ге-
ном CACNA1A. Разделение токов (и каналов) на P- и Q-типы может быть результатом 
комбинирования α1A-субъединицы с различными изоформами CaVβ-субъединиц [58]. 
В НМС мыши доминирующей изоформой β-субъединицы, взаимодействующей с α1A 
CaV2.1, является β4 [59]. 

Еще одним фактором, обеспечивающим экспрессию широкого спектра СaV2.1-то-
ков (которые сейчас называют P/Q-типом) с разными биофизическими и фармаколо-
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гическими характеристиками, является альтернативный сплайсинг гена, кодирующего 
α1A-субъединицу СaV2.1 [60].

Роль субъединицы α1A Ca2+-каналов P/Q-типа в их активности
Об исключительной функциональной важности именно α1A-субъединицы по срав-

нению с  дополнительными в  составе гетеромультимерных комплексов Ca2+-каналов 
P/Q-типа для обеспечения нервно-мышечной передачи свидетельствуют данные 
о  неврологических повреждениях (прогрессирующей атаксии и  дистонии) у  мышей 
с нокаутом гена α1A-субъединицы. Это сопровождалось значительными нарушения-
ми синаптической передачи и смерти в течение нескольких недель после рождения, 
несмотря на компенсаторное участие в поддержании быстрой синхронной секреции 
квантов AX со стороны других типов CaV [61, 62].

α1A-субъединицы P/Q-типа Ca2+-каналов моторных синапсов являются ключевой 
мишенью аутоантител при миастеническом синдроме Ламберта – Итона. Характерной 
особенностью патогенеза этого заболевания является не просто уменьшение поступле-
ния ионов Ca2+ в моторное нервное окончание, но и дезорганизация там активных зон, 
сопровождающаяся изменением сопряжения триггерного Ca2+-входа и синаптических 
везикул. Это, учитывая нелинейность Ca2+-зависимости быстрой синхронной секреции 
нейротрансмиттеров в химических синапсах, крайне негативно сказывается на нерв-
но-мышечной передаче [42, 63, 64].

Ключевая роль CaV2.1 в обеспечении секреции нейротрансмиттеров не только в ка-
честве триггерного Ca2+-входа, но и как участника формирования и функционирова-
ния активных зон показана не только при каналопатиях и аутоиммунных воздействиях 
на этот тип CaV, но и по результатам протеомного анализа. Количественная протеомика 
свидетельствует, что пресинаптический интерактом (паттерн взаимодействия белков) 
СaV2 образует так называемое наноокружение и насчитывает около 200 белков, хотя не 
все из них связаны с CaV2 напрямую [65].

Именно такая эволюционно консервативная тесная ассоциация СaV2 с  опреде-
ленными белками активных зон обеспечивает при открывании этих каналов в ответ 
на приход ПД регулируемый быстрый экзоцитоз синаптических везикул, что будет рас-
смотрено далее.

Связь Ca2+-каналов P/Q-типа с белками докинга и прайминга синаптических везикул
Белки, взаимодействующие с  везикулярными малыми ГТФазами Rab3 (RIMs  – 

Rab3-interacting molecules), являются одними из ключевых факторов активных зон, 
обеспечивающими не только докинг и прайминг синаптических везикул. Они также 
связываются посредством своих PDZ-доменов с  консервативным аминокислотным 
мотивом на цитоплазматическом С-конце α1А-субъединицы СaV2.1 [66]. Такое взаимо-
действие является необходимым для рекрутирования в активные зоны СaV2.1 и их пра-
вильного позиционирования, определяя там их плотность. Помимо прямого взаимо-
действия, RIMs также контактируют c СaV2.1 опосредованно, за счет взаимодействия 
с RIM-связывающими белками, которые связываются с богатыми пролином участками 
на C-конце субъединицы α1А СaV2.1. Учитывая многочисленные связи RIMs и RIM-
связывающих белков как с β-субъединицей Ca2+-каналов, так и белками цитоматрикса 
активных зон СAST/ELKS и Bassoon, также взаимодействующими с β-субъединицей, 
можно говорить о наличии в активной зоне взаимосвязанной белковой сети. Основой 
такой сети служит тройной комплекс  – RIMs, RIM-связывающие белки и  C-концы 
СaV2.1, располагающий эти триггерные Ca2+-каналы на определенном расстоянии от 
синаптических везикул (позиционный прайминг). Нарушение одной точки связи в та-
кой сети может быть скомпенсировано за счет других молекулярных взаимодействий 
СaV2.1-каналов в активных зонах [3, 37, 67, 68].
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В синапсах ЦНС взаимодействие субъединиц CaV2.1 с RIMs, белками цитоматрик-
са и  белковыми регуляторами прайминга определяет не только собственно позици-
онный прайминг синаптических везикул по отношению к триггерному Ca2+-входу, но 
и  разнонаправленно контролирует время перехода самих Ca2+-каналов из закрытого 
в открытое состояние и обратно в ответ на пресинаптический ПД, а также – потенци-
алозависимость их инактивации. Это в конечном итоге обусловливает динамику функ-
ционирования Ca2+-каналов и Ca2+-зависимого характера секреции квантов нейротран-
смиттера при ритмической нейрональной активности [69, 70].

Учитывая высокую консервативность белков активных зон и машинерии экзоци-
тоза, а также доказанное наличие всех ключевых белков в активных зонах моторных 
нервных терминалей млекопитающих [71, 72], можно с уверенностью предполагать, 
что сходный характер влияния белков позиционного прайминга на активность CaV2.1 
имеет место и в активных зонах НМС млекопитающих.

Регуляция Ca2+-каналов P/Q-типа в нервных терминалях: synprint-сайт СаV2-каналов
В составе триггерных СaV2 был идентифицирован synprint-сайт (synaptic protein in-

teraction). Это последовательность аминокислот в составе цитоплазматической петли 
между доменами II и III α1-субъединиц каналов Cav2.1 и Cav2.2. Synprint обеспечивает 
Ca2+-зависимое связывание несущих его Ca2+-каналов с белками экзоцитоза SNARE-
комплекса синтаксином и SNAP-25, а также с быстрым низкоаффинным везикулярным 
Сa2+-сенсором синаптотагмином (1, 2 или 9) [73, 74]. Физиологическое значение такого 
прямого взаимодействия заключается не в физической связи канала с синаптической 
везикулой и машинерией экзоцитоза, а в регуляции активности самих триггерных Ca2+-
каналов. Встроенные в пресинаптическую мембрану синтаксин и SNAP-25 (t-SNAREs) 
еще вне собранных SNARE-комплексов при отсутствии докированной синаптической 
везикулы обеспечивают сдвиг потенциалозависимости инактивации CaV2.1 в сторону 
более негативных значений МП. Это уменьшает доступность каналов для обеспече-
ния экзоцитоза, но не препятствует их активации [74, 75]. Образование окончательно 
собранных SNARE-комплексов с участием везикулярных синаптотагминов и взаимо-
действие именно этих синаптотагминов с  synprint обеспечивает отмену негативного 
влияния t-SNARE на  CaV2.1. Это способствует открытию Ca2+-каналов, входу через 
них ионов Ca2+, взаимодействию последних с синаптотагминами и в конечном итоге 
увеличению вероятности выброса (p – probability) докированных вблизи этих Ca2+-
каналов синаптических везикул [74, 76]. Совсем недавно появились данные о взаимо-
действии медленного, высокоаффинного синаптотагмина-7 с  synprint-сайтом CaV2.1, 
что модулирует Ca2+-зависимую фасилитацию (CDF) и Ca2+-зависимую инактивацию 
(CDI) канала, обеспечивая в конечном итоге кратковременное облегчение квантовой 
секреции и асинхронный выброс нейротрансмиттера в синапсах ЦНС [76–78].

Взаимодействие t-SNAREs c сайтом synprint контролируется фосфорилированием 
synprint Ca2+-зависимыми ферментами – протеинкиназой С (PKC) и кальций-кальмо-
дулин-зависимой киназой II типа (CaMKII) [79, 80]. Кроме того, не только synprint, но 
и  другие участки в  составе α1А-субъединицы СaV2.1 могут функционально взаимо-
действовать со SNARE-белками, расширяя таким образом возможности регуляторных 
воздействий со стороны CaV2.1 на процесс запуска нейротрансмиссии [81].

Регуляция Ca2+-каналов P/Q-типа в нервных терминалях: ионы Са2+ и кальмодулин 
(СаМ)

Вход ионов Ca2+, изменяя их цитоплазматическую концентрацию около СaV2.1, 
влияет не только на экзоцитоз синаптических везикул, но и на активность самих Ca2+-
каналов. Это происходит за счет стимулирования Ca2+-связывающих белков и прежде 
всего CaM. Внутриклеточный С-конец α1A-субъединицы несет два функционально 
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важных участка, обеспечивающих ее взаимодействие с Ca2+-связывающими белками – 
IQ-похожим мотивом (IM) и CaM-связывающим доменом (CBD). При увеличении ло-
кальной концентрации ионов Ca2+ связывающие его белки сначала взаимодействуют 
с участком IM, инициируя CDF, обеспечивая развитие кратковременного облегчения 
синаптической передачи в  НМС мыши. В  случае длительного (глобального) повы-
шения концентрации ионов Ca2+ СaM, связывая больше ионов Ca2+, взаимодействует 
и с СBD, индуцируя CDI CaV2.1 [82–84]. Эти данные свидетельствуют о том, что регу-
лирование активности триггерных CaV2.1 с помощью СaM и других Сa2+-связывающих 
белков может играть одну из ключевых ролей в механизмах кратковременной пластич-
ности в моторных синапсах.

Регуляция Ca2+-каналов P/Q-типа в нервных терминалях: пресинаптические 
метаботропные рецепторы и G-белки

Модулирование активности СaV2.1 не исчерпывается их взаимодействием с белка-
ми SNARE-комплекса и Сa2+-связывающими белками. Еще один путь регуляции ра-
боты CaV2 – их ингибирование за счет активности G-белок-сцепленных рецепторов, 
связанных с Gi/G0-белками. Такое ингибирование CaV

 реализуется за счет замедления 
их активации и  опосредуется непосредственным взаимодействием βγ-субъединиц 
G-белка с определенными участками на N- и С-концах, а также на цитоплазматической 
петле между I и II доменами α1-субъединиц CaV2-каналов при необходимом участии 
β-субъединицы [85, 86].

Gβγ-опосредованное ингибирование CaV2 является потенциал-зависимым, посколь-
ку его влияние на работу Сa2+-каналов может быть значительно снижено при сильной 
и/или повторяющейся деполяризации мембраны, что вызывает уход Gβγ-субъединиц 
от СaV [85]. В НМС млекопитающих такой способ регуляции активности триггерных 
Сa2+-каналов P/Q-типа принципиально может функционировать в  случае активации 
и запуска сигнальных путей со стороны пресинаптических метаботропных Gi-белок-
сцепленных аденозиновых А1- и А3-рецепторов [87, 88], пуриновых P2Y13-рецепторов 
[89, 90] и мускариновых M2-рецепторов [91].

Регуляция Ca2+-каналов P/Q-типа в нервных терминалях: пресинаптические 
ферменты

Существует еще один возможный способ модулирования активности в  НМС 
Сa2+-каналов P/Q-типа  – за счет их фосфорилирования различными Сa2+-зависимы-
ми и  Сa2+-независимыми протеинкиназами, как это показано для ряда центральных 
синапсов и в гетерологичных экспрессирующих системах [92]. Среди потенциальных 
кандидатов, способных оказывать влияние на  работу P/Q-типа Сa2+-каналов, можно 
рассматривать цАМФ-зависимую протеинкиназу А (PKA), различные пресинаптиче-
ские изоформы PKC и CaMKII.

В зависимости от результата альтернативного сплайсинга получающиеся белковые 
продукты α1A-субъединицы CaV2.1 могут дифференцированно фосфорилироваться 
PKA или PKC [93]. В ЦНС активация Gs-белок-сцепленных рецепторов, стимулирую-
щих аденилатциклазу и PKA, обеспечивает усиление СaV2.1-опосредуемых Сa2+-токов 
[94]. Предполагается, что PKA может модулировать активность CaV2.1 не напрямую, 
а  противодействуя негативному влиянию на  канал мембранного фосфатидилинози-
тол-4,5-бифоcфата, сдвигающего потенциал-зависимость активации CaV2.1 в сторону 
более деполяризованного МП [95, 96]. Активация PKC может приводить к фосфорили-
рованию Gβγ-связывающего сайта в I-II линкерном участке СaV2.1, противодействуя та-
ким образом G-белок-опосредованному торможению Сa2+-каналов [97]. В НМС крысы 
активация PKA и PKC и последующее потенцирование одиночной вызванной секре-
ции квантов АХ зависит от функционирования P/Q-типа Сa2+-каналов. Это позволяет 
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рассматривать СaV2.1-каналы как возможную мишень, обеспечивающую регуляторное 
действие этих протеинкиназ на секрецию АХ в НМС млекопитающих [98].

Согласно данным, полученным при экспрессии СaV2.1 в клеточных линиях и их ак-
тивности в нервных терминалях пирамидальных нейронов гиппокампа, потенцировать 
работу этого типа Сa2+-каналов, замедляя развитие их потенциал-зависимой инактива-
ции, способна СаMKII. Причем оказалось, что модулирующая роль CaMKII обеспе-
чивается самой ее посадкой на C-конец α1-субъединиц СaV2.1, а не ее каталитической 
активностью [79]. Связывание CaMKII c СaV2.1 обеспечивает усиление активности 
самой CaMKII за счет увеличения ее аутофосфорилирования Сa2+-независимым спо-
собом [99]. Такая связанная с СaV2.1 CaMKII способна фосфорилировать синапсины, 
снижая уровень связи синаптических везикул в резервном или рециклирующем пулах 
с актиновым цитоскелетом, что способствует восполнению RRP при высокочастотной 
и/или длительной активности синапсов [100].

Пресинаптические Ca2+-каналы P/Q-типа и создание в активных зонах Ca2+-доменов
Срабатывание в течение определенного (обычно короткого) промежутка времени 

Сa2+-входа вызывает появление в  цитоплазме нервной терминали локализованного 
и достаточно короткоживущего увеличения концентрации ионов Сa2+ – Сa2+-домена.

Пресинаптические Сa2+-домены можно разделить на два типа. Первый – нанодо-
мен, своеобразная «струя» ионов Сa2+ в высокой концентрации, возникающая в цито-
плазме в результате открытия одиночного Сa2+-канала (или иного источника ионов Сa2+ 
в нервной терминали). Нанодомен возникает и прекращается практически мгновенно 
при открытии и закрытии Сa2+-канала (микросекунды) и имеет достаточно однород-
ный концентрационный профиль c центром в устье канала. Данные Сa2+-имиджинга 
свидетельствуют, что концентрация ионов Сa2+ в таком нанодомене может достигать 
сотен микромолей [101], но только в нескольких десятках нм от устья Сa2+-канала, а на 
бóльших расстояниях – резко снижается до 1 мкМ [102].

Второй тип Сa2+-домена – микродомен – может возникать в результате перекрывания 
отдельных нанодоменов кластера открывающихся вблизи друг от друга Сa2+-входов. 
Данный Сa2+-сигнал – его размер, продолжительность существования и концентраци-
онный профиль – достаточно вариабелен, поскольку будет определяться количеством 
Сa2+-каналов в их кластере и их взаимном пространственном расположении, а также 
флуктуациями их перехода из открытого состояния в закрытое [103, 104]. 

Таким образом, когда быстрый запуск секреции медиатора осуществляется с ис-
пользованием нанодомена, необходимо расположение одного (или небольшого коли-
чества) Сa2+-входов в непосредственной близости от синаптической везикулы (на рас-
стоянии порядка 10–20 нм) – тогда везикула будет практически «омываться» входящим 
потоком ионов Сa2+. Разобщить такой Сa2+-сигнал способен только Сa2+-буфер с быст-
рой кинетикой связывания ионов Ca2+ – 1,2-бис(2-аминофенокси) этан-N,N,N',N'-тетра-
уксусная кислота (BAPTA) [46, 105, 106]. При формировании Сa2+-микродомена, когда 
расстояние от источников ионов Сa2+ до  готовых к  выбросу синаптических везикул 
превышает 20 нм (100 нм – 1 мкм), необходимо срабатывание большего числа Сa2+-
каналов и подъем концентрации ионов Сa2+, при котором возможен запуск экзоцитоза 
более удаленных везикул. При этом не только BAPTA, но и Сa2+-буфер с более медлен-
ной кинетикой связывания ионов Сa2+ – этиленгликоль-бис(β-аминоэтил)-N, N, N', N'-
тетрауксусная кислота (EGTA) – способен эффективно конкурировать с везикулярны-
ми синаптотагминами за свободные ионы Сa2+ [3, 103, 107]. Исследование сопряжения 
Сa2+-сигнала в районе активных зон и секреции нейротранмиттера в разных синапсах 
показало, что имеет место континуум разных расстояний и геометрии расположения 
Сa2+-входов по отношению к синаптическим везикулам как в отдельных синапсах, так 
иногда и в пределах одного синапса [108–111].
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В настоящий момент считается, что сопряжение входа ионов Сa2+ через P/Q-тип 
Сa2+-каналов и синаптотагмина в НМС млекопитающих – очень тесное, то есть обеспе-
чивается Сa2+-нанодоменом протяженностью порядка 20 нм [29, 43, 44].

В отличие от НМС лягушки, где количество триггерных СaV2.2 на везикулу, доки-
рованную в активной зоне, не превышает 2, в НМС млекопитающих это соотношение 
может достигать 4 [44, 112]. Кроме того, в НМС млекопитающих Сa2+-каналы теснее 
сопряжены пространственно с синаптическими везикулами, что, по всей видимости, 
обеспечивает более высокую вероятность выброса АХ и  меняющийся характер си-
наптической пластичности при ритмической активности в НМС млекопитающих по 
сравнению с таковыми у холоднокровных. При этом в НМС млекопитающих, несмо-
тря на высокое количество мест, откуда может осуществляться экзоцитоз синаптиче-
ских везикул (500–900 активных зон, каждая содержит две везикулы  – итого около 
1000–1800 потенциальных мест выброса АХ), квантовый состав постсинаптических 
потенциалов концевой пластинки (ПКП) составляет всего от 20 до 80, в зависимости 
от экспериментальных процедур, используемых при регистрации и  анализе данных 
электрофизиологических сигналов. Это свидетельствует о низкой вероятности выбро-
са квантов АХ (порядка 3–5% на везикулу).

Гетерогенность Ca2+-зависимости вероятности выброса синаптических везикул  
и ее связь с локализацией пресинаптических Ca2+-каналов P/Q-типа

Биномиальный анализ секреции АХ в НМС мыши показал, что вероятность выбро-
са квантов АХ достаточно высока (около 0.9), однако число мест секреции оказалось 
довольно низким (около 70) [113]. Это резко противоречит вышеприведенным данным 
о количестве активных зон в моторной нервной терминали и числе синаптических ве-
зикул, потенциально готовых к выбросу в них, если не допускать, что значительное 
большинство активных зон в составе НМС «молчит», и лишь небольшое их количе-
ство (меньше 10–20%) принимает участие в вызванной приходом пресинаптического 
ПД быстрой квантовой секреции АХ. Такая гетерогенность вероятности выброса АХ 
между активными зонами может быть связана с разной чувствительностью машине-
рии экзоцитоза синаптических везикул к ионам Сa2+ в отдельных активных зонах, что, 
возможно, определяется разным положением Сa2+-входов (Сa2+-каналов P/Q-типа) по 
отношению к везикулам [114].

Косвенно о том, что вероятность выброса в НМС млекопитающих реально не при-
ближена к 1, а гораздо ниже при небольшом числе функционирующих активных зон, го-
ворят исследования кратковременной пластичности при высокочастотной ритмической 
активности НМС. Если секреция АХ осуществляется из небольшого числа активных 
зон с очень высокой вероятностью выброса, следует ожидать сильную кратковремен-
ную депрессию передачи по ходу залпа за счет преобладания истощения RRP над ре-
крутированием синаптических везикул из других пулов к активным зонам, что, однако, 
не наблюдается в  экспериментах. Наоборот, при короткой высокочастотной активно-
сти моторных синапсов сначала наблюдается выраженное облегчение синаптической 
передачи, и затем следует депрессия [47, 106, 114]. Таким образом, либо вероятность 
выброса квантов АХ из каждой отдельной активной зоны очень низка, либо после пер-
вого стимула в коротком залпе последующие ПД приводят к экзоцитозу синаптических 
везикул из набора активных зон, отличных от задействованных в выбросе АХ при пер-
вом ПД в залпе (последнее нуждается в строгом экспериментальном подтверждении).

Выявленное в моторных терминалях млекопитающих значительное число отдель-
но расположенных и независимых друг от друга активных зон неизбежно порождает 
вопрос о гомогенности их секреторной активности для обеспечения надежной и до-
статочно эффективной нервно-мышечной передачи. Имеется ли и какова допустимая 
степень гетерогенности вероятности выброса квантов АХ между активными зонами 
в НМС? При использовании везикулярных оптических зондов слияния синаптических 
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везикул в НМС мыши было установлено, что при высокочастотной активности мотор-
ных терминалей экзоцитоз синаптических везикул по ходу ритмического залпа начи-
нает преимущественно происходить в определенных кластерах активных зон, назван-
ных «горячими точками» [115–117]. Такие данные свидетельствуют в пользу того, что 
выброс АХ в моторной нервной терминали при физиологических режимах ее работы 
может преимущественно осуществляться в  определенном наборе активных зон, где 
происходит повышенное рекрутирование резервных везикул, в то время как оставшая-
ся часть активных зон остается функционально «молчащей» [44, 47, 118].

Число мест в моторной нервной терминали, где происходит вызванная пресинап-
тическими ПД секреция АХ, зависит от частоты стимуляции терминали [115]. Более 
того, оценка размера RRP – общего числа докированных везикул, содержимое которых 
может выбрасываться при ритмической активности НМС, выявила зависимость этого 
параметра от частоты стимуляции [43, 47, 118]. Это также свидетельствует в пользу 
того, что в НМС млекопитающих, видимо, существуют «молчащие» активные зоны, 
часть из которых вовлекается в секрецию АХ при переходе от одиночной или низко-
частотной активности к  высокочастотной. Такое вовлечение недавно было показано 
в НМС дрозофилы [119].

Таким образом, с функциональной точки зрения НМС млекопитающих представ-
ляет собой большой, одиночный и самое главное надежный в плане обеспечения пере-
дачи сигнала синаптический контакт, построенный из сотен «ненадежных» активных 
зон с преимущественно низкой вероятностью выброса АХ [29, 48, 105]. Низкая вероят-
ность выброса АХ обеспечивает надежность синаптической передачи во время ритми-
ческой активности НМС, поскольку в этом случае активные зоны не вовлекаются в се-
крецию слишком часто, предотвращая развитие мощной депрессии нервно-мышечной 
передачи за счет быстрого массированного истощения RRP, не компенсируемого вос-
полнением за счет рекрутирования резервных синаптических везикул. Активно обсу-
ждается вопрос – в чем причина такой низкой вероятности секреции медиатора в от-
дельных активных зонах НМС млекопитающих?

Количество триггерных CaV2.1 в активных зонах НМС млекопитающих невелико, 
а вероятность их открытия, зависящая от пространственно-временных характеристик 
деполяризации пресинаптической мембраны, создаваемой коротким (~1 мс) пресинап-
тическим ПД, также, скорее всего, низка – около 0.2 [46, 64]. Об этом свидетельствуют 
как данные о вероятности открытия триггерных Сa2+-входов в ответ на пресинаптиче-
ский ПД в НМС лягушки [120] и в синапсе Сalyx of Held [121], так и моделирование 
динамики квантовой секреции АХ в НМС мыши с учетом особенности архитектуры 
и взаиморасположения его активных зон [29, 122].

Таким образом, в ответ на генерацию пресинаптического ПД в каждой отдельной 
активной зоне возможно открытие одного (или совсем небольшого) числа потенциал-
зависимых Сa2+-каналов, способных обеспечить вход ионов Сa2+, достаточный для за-
пуска слияния синаптической везикулы с пресинаптической мембраной. Однако реаль-
ные случаи экзоцитоза (исходя из вышеописанных условий срабатывания Сa2+-каналов 
и взаимодействия Сa2+-сигнала с  синаптической везикулой) будут возникать с очень 
низкой вероятностью.

ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫЕ CA2+-КАНАЛЫ N- И R-ТИПОВ (СAV2.2 И CAV2.3) 
И ИХ РОЛЬ В МОТОРНЫХ НЕРВНЫХ ТЕРМИНАЛЯХ

P/Q-тип Са2+-каналов – ключевой, но отнюдь не единственный потенциал-зависи-
мый Са2+-вход в моторных нервных терминалях млекопитающих.

В неонатальных НМС крыс и мышей показано, что наряду с CaV2.1, блокируемы-
ми ω-агатоксином IVA, экспрессируется и принимает участие в запуске выброса АХ 
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и блокируемый ω-конотоксином GVIA N-тип Са2+-каналов (CaV2.2), хотя сопряжение 
этого Са2+-входа с секрецией АХ было слабее, чем у CaV2.1. Это связывают с более 
удаленным расположением CaV2.2 от синаптических везикул [123–126].

Что касается зрелых НМС, то долгое время считалось, что там вклад в регуляцию 
секреции АХ Са2+-каналов, отличных от СaV2.1, проявляется либо при особых экспери-
ментальных условиях, либо при патологиях, затрагивающих СaV2.1 [28]. Генетическая 
элиминация каналов СaV2.1 у мышей вызывала быстро прогрессирующие неврологи-
ческие синдромы, приводящие к утрате способности передвигаться и гибели живот-
ных на самых ранних этапах постнатального развития. При этом возможность нервно-
мышечной передачи сохранялась, однако в  электрофизиологических экспериментах 
в моторных синапсах у таких мышей отмечались сильные нарушения быстрой муль-
тиквантовой синхронной секреции АХ и кратковременной пластичности – сниженный 
по сравнению с  диким типом квантовый состав ПКП, увеличенная вариабельность 
задержек синаптической передачи (что свидетельствует о десинхронизации выброса 
АХ) и угнетение парной фасилитации. Функции отсутствующего P/Q-типа Са2+-кана-
лов в таких случаях берут на себя Са2+-каналы N- и R-типов, но полностью компен-
сировать тотальную утрату основного триггерного Са2+-входа эти типы Са2+-каналов 
не могут [61, 127]. Подобные компенсаторные подключения к контролю секреции АХ 
Са2+-каналов N- и R-типов в НМС млекопитающих отмечены и при определенных му-
тациях, затрагивающих как каналообразующую α1A-субъединицу Са2+-каналов P/Q-
типа [18, 20], так и регуляторную β-субъединицу [59].

В последнее время появляются экспериментальные данные, свидетельствующие 
об участии N- и R-типов Са2+-каналов в регуляции как спонтанной, так и вызванной 
квантовой секреции АХ в нормальных зрелых НМС млекопитающих, обеспечивая там 
определенный уровень синхронизации выброса нейротрансмиттера [128].

Кроме того, в  моторных нервных терминалях млекопитающих, наряду с  N- 
и R-типами потенциал-зависимых Са2+-каналов, показана экспрессия и  Са2+-каналов 
L-типа [19].

НЕЙРОНАЛЬНЫЕ ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫЕ CA2+-КАНАЛЫ L-ТИПА 
(СAV1.2 И СAV1.3) И ИХ СВОЙСТВА

Семейство Са2+-каналов L-типа в  настоящее время включает в  себя 4 подтипа 
(СaV1.1–1.4), имеющих около 70% идентичности каналообразующих α1S-F субъеди-
ниц. Представители данного семейства были первоначально названы Са2+-каналами 
L-типа по результатам ранних исследований на кардиомиоцитах и нейронах – благода-
ря опосредуемым этими Са2+-каналами при деполяризации мембраны долго длящимся 
входящим Са2+-токам с медленной кинетикой спада (long-lasting), что позволило отде-
лить их от короткоживущих (transient) Ca2+-токов через CaV3 [129, 130].

Особенностью L-типа Са2+-каналов, отличающей его от всех остальных Са2+-кана-
лов, является его чувствительность к органическим модуляторам (преимущественно 
блокаторам) трех химически различающихся видов: дигидропиридинам, фенилалки-
ламинам и бензотиазепинам. Данные соединения, такие как соответственно нитренди-
пин, верапамил и дилтиазем, а также их многочисленные структурные аналоги не толь-
ко являются излюбленным фармакологическим инструментом для работы с данными 
Са2+-каналами (и опосредуемыми ими Са2+-токами) in vitro, но и широко используются 
много лет в  терапии сердечно-сосудистых заболеваний [23, 131]. Выделение, гомо-
логичное клонирование и  исследование биохимических характеристик субъединиц 
CaV1 показало, что в скелетных мышцах экспрессируется изоформа α1-субъединицы 
CaV1.1, кодируемая геном CACNA1S. В  нейронах, кардиомиоцитах, хромаффинных 
клетках надпочечников были выявлены другие изоформы α1-субъединицы  – CaV1.2 
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(CACNA1C) и  CaV1.3 (CACNA1D). В  сетчатке выявлена экспрессия отдельной изо-
формы α1-субъединицы  – CaV1.4 (CACNA1F) [132], которая, обладая ограниченной 
инактивацией, обеспечивает постоянную работу Са2+-канала и поддерживает пролон-
гированную секрецию глутамата в ленточных синапсах фоторецепторов.

Все 4 подтипа СaV1 обладают сходной чувствительностью к фармакологическим 
агентам – до сих пор отсутствуют изоформ-специфические модуляторы их активности 
[133, 134]. При этом подтипы СaV1 различаются по представленности в тканях и би-
офизическим характеристикам. СaV1.1 и СaV1.4 имеют очень ограниченный паттерн 
экспрессии – скелетные мышечные волокна и сетчатка соответственно. СaV1.2 и/или 
СaV1.3 экспрессируются в большинстве электровозбудимых клеток и часто – совмест-
но в одних и тех же клетках. Обе эти изоформы каналов необходимы для нормального 
функционирования мозга и играют каждый определенную роль в сердечно-сосудистой 
и эндокринной системах [10, 21].

Несмотря на  высокую степень структурного сходства их каналообразующих α1-
субъединиц и чувствительности к блокаторам, изоформы СaV1.2 и СaV1.3 различаются 
по особенностям работы воротного механизма образуемых ими Са2+-каналов L-типа, 
вовлеченности в  различные белок-белковые регуляторные взаимодействия и  по ме-
ханизмам тонкой настройки их работы в результате альтернативного сплайсинга [10, 
133]. Так, нейрональные каналы CaV1.3 активируются при более высоких (негативных) 
значениях МП (на 9–25 мВ) и медленнее инактивируются, чем СaV1.2 [135–137].

Инактивация Са2+-каналов L-типа – важнейший процесс, необходимый для тонкого 
регулирования входа ионов Са2+ в клетку. Специфической особенностью инактивации 
Са2+-каналов L-типа является ее очень медленная кинетика, приводящая к пролонги-
рованному снижению Са2+-тока в  ответ на  деполяризацию мембраны. Инактивация 
Са2+-каналов L-типа может обеспечиваться за счет функционирования нескольких ме-
ханизмов.

Потенциал-зависимая инактивация («в чистом виде» ее исследуют при экспрессии 
Ca2+-каналов L-типа в клеточных системах и замене Сa2+ на Ba2+) включает в себя не-
сколько процессов с разной кинетикой развития и участием нескольких сайтов в со-
ставе α1-субъединиц СaV1.2 и CaV1.3. Это цитозольные концы S6-сегментов, N- и С-
концы, участок линкерной петли между доменами II и  III, а  также линкерная петля 
между I и II доменами, служащая инактивационной створкой [138–140]. Наряду с по-
тенциал-зависимой инактивацией, у каналов, образованных CaV1.2 и CaV1.3 (так же, 
как и у CaV2.1), ярко выражена CDI [139].

CDI Ca2+-каналов L-типа реализуется за счет конформационных перестроек, за-
трагивающих многие участки каналообразующих α1-субъединиц при взаимодействии 
определенных аминокислотных мотивов их С-концов с  CaM, который служит Ca2+-
сенсором [141–143]. Наличие CDI у L-типа Ca2+-каналов обеспечивает таким образом 
тонкий ауторегуляторный механизм лимитирования входа ионов Ca2+ по этим каналам 
[144].

Ca2+-каналы L-типа располагают еще одним Ca2+-зависимым механизмом регу-
ляции – CDF. СDF проявляется в увеличении вероятности нахождения Ca2+-каналов 
L-типа в открытом состоянии при продолжительной или повторяющейся активности. 
Данное усиление Ca2+-входа реализуется с участием CaM и CaMKII [145–147].

Управление воротным механизмом (как активации, так и  инактивации) каналов, 
образованных СaV1.2 и  СaV1.3, контролируется белок-белковыми взаимодействиями 
между участками С-конца канала [143]. При этом конкретные электрофизиологиче-
ские характеристики Ca2+-токов L-типа в местах их функционирования в значительной 
степени будут определяться тканеспецифическим альтернативным сплайсингом, за-
трагивающим в результате многие важные структурные компоненты α1-субъединицы, 
участвующие как в активации и инактивации каналов, так и в различных механизмах 
регуляции этих процессов [148, 149].
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Важную регулирующую роль, определяющую характеристики Ca2+-токов и  Ca2+-
сигналов, обеспечиваемых СaV1.2 и СaV1.3-каналами, будут играть изоформы допол-
нительных субъединиц этих каналов – β и α2-δ [150, 151].

Ca2+-индуцированные физические взаимодействия между С-концами α1-
субъединиц Ca2+-каналов L-типа, кластрированных в непосредственной близости друг 
от друга, потенцируют вход ионов Ca2+ за счет увеличения активности соседних кана-
лов, усиливая кооперативным образом Ca2+-сигнал в возбудимых клетках [152].

Таким образом, вход ионов Ca2+ через нейрональные Ca2+-каналы L-типа может 
регулироваться с использованием сигнальных механизмов, устроенных по принципу 
прямой и обратной связи.

Потенциал-зависимые Ca2+-каналы L-типа в пост- и пресинаптических структурах 
синапсов ЦНС

Каналы СaV1.2 и СaV1.3 широко экспрессируются в мозге. Для обеих изоформ ха-
рактерна преимущественная постсинаптическая дифференцированная сомато-ден-
дритная локализация, где этот Ca2+-вход является основополагающим для запуска 
электро-транскрипционного сопряжения с участием CaM, CaMKII и митоген-активи-
руемых протеинкиназ [153–155]. Электро-транскрипционное сопряжение с ключевым 
участием именно Ca2+-каналов L-типа в  постсинаптических структурах дендритов 
и  сомы нейронов трансформирует паттерны синаптической активности в  ремодели-
рование нейронов и их участков. Данный процесс лежит в основе нейронального раз-
вития, обучения, формирования разных типов памяти и привыкания к лекарственным 
и наркотическим веществам [10, 156]. Регуляция транскрипционной активности обес-
печивается за счет формирования на  С-конце α1-субъединицы Ca2+-каналов L-типа 
мультимолекулярного сигнального комплекса, включающего якорные и  каркасные 
белки цитоскелета, например, AKAP (А-kinase anchoring protein), а также ферменты, 
участвующие в сигнальных каскадах, такие как PKA и кальцинейрин (СaN), модулиру-
ющие входящий Ca2+-ток по этим каналам [154, 157, 158].

Хорошо известно участие постсинаптических Ca2+-каналов L-типа в  индукции, 
экспрессии и поддержании различных форм синаптической пластичности [159–161] 
и регуляторного контроля спайковой и осцилляторной активности нейронов в разных 
отделах ЦНС [162–164].

Долгое время считалось, что в  синапсах ЦНС, где доминируют быстрые Ca2+-
каналы P/Q- и  N-типов, на  пресинаптическоой мембране Ca2+-каналы L-типа или 
практически отсутствуют [165], или, за редким исключением [9, 166], не участвуют 
в запуске секреции нейротрансмиттеров (в ходе базальной активности) [2, 167]. Од-
нако за последние 10–15 лет постепенно появляются свидетельства как о присутствии 
разных изоформ Ca2+-каналов L-типа в нервных терминалях синапсов ЦНС [168, 169], 
так и о вовлечении этих каналов в реализацию разных форм пластичности во многих 
синапсах ЦНС именно на пресинаптическом уровне (в нормальных условиях и при 
патологиях) [170–172].

Тем удивительнее выглядят накопленные в литературе за последние десятилетия 
данные о  присутствии и  активности Ca2+-каналов L-типа в  НМС и  их способности 
эффективно и специфически регулировать секрецию АХ при определенных функцио-
нальных состояниях и режимах активности синапсов.

Потенциал-зависимые Ca2+-каналы L-типа (СaV1.2 и СaV1.3) в нервных терминалях 
НМС млекопитающих

Исследование L-типа Ca2+-каналов в НМС млекопитающих и их возможный вклад 
в регуляцию секреции АХ продолжается с конца 80-х годов XX века. Оно началось 
с использования в качестве агониста (активатора) этих каналов дигидропиридина S(-) 
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Bay K8644, который в субмикромолярных концентрациях вызывал увеличение ампли-
туды и  квантового состава одиночных многоквантовых ПКП в  диафрагмальных си-
напсах крысы и мыши, что предотвращалось или реверсировалось блокатором L-типа 
Ca2+-каналов нимодипином, который сам не оказывал влияния на вызванную секрецию 
АХ [173].

Экспрессия L-типа Ca2+-каналов в НМС млекопитающих показана не только с по-
мощью фармакологических воздействий в сочетании с электрофизиологией, но и с ис-
пользованием иммуногистохимических методов. В 2004 г. было представлено первое 
безусловное доказательство наличия в НМС млекопитающих – и в здоровых зрелых 
нервных терминалях, и в НМС мышей с нокаутом СaV2.1 – α1D-субъединицы (СaV1.3), 
но не α1С-субъединиц (CaV1.2) [19]. В более поздней работе на диафрагме крыс была 
выявлена экспрессия и α1С-субъединицы (CaV1.2), причем значительная только у но-
ворожденных и уменьшающаяся в ходе постнатального онтогенеза [174]. Выраженная 
экспрессия α1D-субъединицы (СaV1.3) обнаружена и в созревающих, и в зрелых НМС 
мыши [175]. Использованные иммуногистохимические методы, конечно, не дают от-
вета на вопрос о точной локализации Ca2+-каналов L-типа по отношению к активным 
зонам. 

Учитывая низкий порог активации нейрональных изоформ, особенно у  СaV1.3, 
и  то, что эти каналы могут находиться в открытом состоянии дольше, чем триггер-
ные Ca2+-каналы P/Q-типа, можно было бы ожидать появления опосредуемого Ca2+-
каналами L-типа выраженного Ca2+-сигнала при деполяризации моторных терминалей, 
потенциально способного влиять на секрецию квантов АХ. С таким предположением 
согласуются ранние данные электрофизиологических экспериментов о  вовлечении 
L-типа Ca2+-каналов в обеспечение уровня спонтанной секреции квантов АХ в НМС 
крысы. Нифедипин (дигидропиридиновый блокатор L-типа Ca2+-каналов) вызывал 
уменьшение частоты миниатюрных потенциалов концевой пластинки при нормаль-
ных внеклеточных концентрациях ионов K+ и Са2+, но не в условиях K+-деполяризации 
[176]. Предполагается, что вклад L-типа Ca2+-каналов (наряду с другими типами Ca2+-
каналов) в поддержание уровня именно спонтанной секреции обеспечивается за счет 
возможности их стохастического открывания при значениях МП около ПП [128]. 

При этом уже пионерские работы постулировали, во-первых, неучастие пресинап-
тических Ca2+-каналов L-типа в регуляции вызванной квантовой секреции АХ в нор-
мальных условиях [177, 178] и,  во-вторых, наличие принципиальной способности 
у этого Ca2+-входа при его принудительной прямой активации потенцировать выброс 
АХ в  НМС млекопитающих [173, 179]. «Замаскированность» Ca2+-каналов L-типа 
и  отсутствие вовлеченности этого Ca2+-входа в  регуляцию вызванного выброса АХ 
в НМС млекопитающих как при их одиночной, так кратковременной ритмичной сти-
муляции многократно подтверждались во многих дальнейших экспериментах разными 
научными коллективами, в том числе и нами [128, 174, 180, 181]. Нужно отметить, что 
в последнее время начинает рассматриваться мнение об относительно слабом участии 
Ca2+-каналов L-типа в работе НМС млекопитающих в нормальных условиях [182], что 
никак не оспаривает доминирующую триггерную роль каналов CaV2.1 в индукции эк-
зоцитоза синаптических везикул, вызванного деполяризацией мембраны.

Ca2+-каналы L-типа в нервных терминалях развивающихся, новообразованных при 
реиннервации и находящихся в патологических условиях моторных синапсов

Эксперименты на  развивающихся и  новообразованных НМС, формирующихся 
на мышечных волокнах в ходе их реиннервации, показали, что в нервных терминалях 
таких нервно-мышечных контактов, во-первых, имеет место активация L-типа Ca2+-
каналов, а во-вторых, их вовлечение и в регуляцию секреции АХ, и в проведение ПД 
в таких моторных терминалях [183]. Однако данные о роли Ca2+-каналов L-типа в ре-
гуляции секреции АХ в  развивающихся и  новообразованных синапсах неоднознач-
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ны. Отмечается как отсутствие влияния L-типа Ca2+-каналов на секрецию АХ в таких 
синапсах [184], так и  возможный позитивный вклад этого Ca2+-входа в  функциони-
рование незрелых моторных синапсов [183, 185]. Описано и негативное воздействие 
активности L-типа Ca2+-каналов, тормозящее вызванную квантовую секрецию АХ 
[125, 186, 187], или десинхронизирующее ее (в условиях сниженной по сравнению 
с нормой внеклеточной концентрации ионов Ca2+) [174]. Последний способ – умень-
шение пресинаптического триггерного входа ионов Ca2+ за счет уменьшения их на-
ружной концентрации или частичного блокирования Сa2+-каналов P/Q-типа, а также 
угнетение опосредуемого этими каналами инициирующего быструю синхронную се-
крецию квантов АХ Сa2+-сигнала за счет загрузки в нервные терминали «быстрого» 
Ca2+-буфера в сочетании с ингибированием фосфатазы PP1 позволило выявить, во-пер-
вых, появление в таких условиях периневрального Са2+-тока, опосредуемого L-типом 
Са2+-каналов [188], а  во вторых, демаскировать этот обычно «молчащий» Са2+-вход, 
зарегистрировав его участие в  обеспечении квантовой секреции АХ в  зрелых НМС 
млекопитающих [189].

Снижение опосредованного P/Q-типом Са2+-каналов входа ионов Са2+, наблюда-
емое при экспериментальном моделировании развития синдрома Ламберта – Итона, 
также приводило к появлению в моторных нервных терминалях компоненты преси-
наптических Са2+-токов, опосредуемых L-типом Са2+-каналов, и выявило их вовлече-
ние в регуляцию квантовой секреции АХ [190, 191]. Аналогичная картина наблюдает-
ся при экспериментальном снижении внеклеточной концентрации ионов Ca2+, в этих 
условиях вовлечение L-типа Са2+-каналов в поддержание квантовой секреции АХ со-
провождается ее десинхронизацией [192]. 

Таким образом, совокупность современных данных о  последствиях подавления 
основного (по P/Q-типу Са2+-каналов) Са2+-входа в моторные нервные терминали сви-
детельствует о  том, что при нормальном функционировании НМС млекопитающих 
(в нормокальциевой наружной среде) и сохраняющейся активности триггерных Са2+-
каналов P/Q-типа пресинаптические Са2+-каналы L-типа, хотя и  потенциально спо-
собны обеспечивать массированный вход ионов Са2+ в моторную нервную терминаль 
млекопитающих, тем не менее не активны – по крайней мере, в отношении их вклада 
в Са2+-зависимую регуляцию синхронной многоквантовой секреции АХ. Это неизбеж-
но вызывает вопрос об их физиологическом назначении в нормально функционирую-
щих НМС.

Регуляция активности Ca2+-каналов L-типа в моторных синапсах млекопитающих
Отсутствие проявлений регуляторных влияний L-типа Са2+-каналов на Са2+-зависи-

мую вызванную секрецию АХ у здоровых и зрелых НМС млекопитающих иницииро-
вало поиск факторов и сигнальных путей как подавляющих там эти каналы и препятст-
вующих их участию в контроле над секрецией АХ, так и способствующих вовлечению 
этого Са2+-входа в регуляцию нервно-мышечной передачи. В настоящее время таких 
факторов насчитывается несколько.

В моторных синапсах мыши Са2+-активируемые K+-каналы высокой проводимости 
(ВK-каналы) находятся в непосредственной близости от триггерных Са2+-каналов P/Q-
типа (входят в Са2+-нанодомен) в составе белкового кластера активных зон [112]. Такой 
вывод был сделан в результате загрузки терминалей Са2+-буфером с быстрой кинети-
кой связывания ионов Са2+ – BAPTA. В присутствии ВАРТA не наблюдалось активации 
K+-тока, опосредуемого BK-каналами: блокаторы BK-каналов на фоне ВАРТА теряли 
способность вызывать облегчение секреции АХ [193]. Принято считать, что активация 
BK-каналов входящим в терминаль Са2+-током во время нервного импульса, вызывая 
гиперполяризацию мембраны, ограничивает дальнейшее поступление ионов Са2+ по 
потенциал-зависимым Са2+-каналам по механизму отрицательной обратной связи [43]. 
Действительно, блокирование BK-каналов в НМС мыши сопровождается увеличени-
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ем выброса АХ как в ответ на одиночный ПД [180], так и (в наших экспериментах) 
при короткой ритмической стимуляции [194, 195]. Важно, что такое потенцирование 
вызванной секреции АХ полностью предотвращалось предварительным блокировани-
ем L-типа Са2+-каналов. Таким образом, роль BK-каналов в  активных зонах мотор-
ных нервных терминалей предназначена не для ограничения входящего Са2+-тока по 
триггерным каналам P/Q-типа, как считалось ранее, а в удержании в «молчащем» со-
стоянии Са2+-каналов L-типа. Механизм негативного влияния со стороны BK-каналов 
на Са2+-каналы L-типа in vivo может быть связан с более медленной кинетикой акти-
вации этих каналов по сравнению с Са2+-каналами P/Q-типа [196] и, следовательно, 
зависимостью их активации от длительности пресинаптического ПД. Мы с уверенно-
стью предполагаем, что в моторных синапсах млекопитающих существует взаимос-
вязь между активностью двух потенциал-управляемых Са2+-входов терминалей – через 
P/Q- и L-типы Са2+-каналов, осуществляемая с участием BK-каналов. Вход Са2+ через 
P/Q-тип Са2+-каналов под действием пресинаптического ПД активирует BK-каналы. 
В свою очередь, их срабатывание предназначено для одновременного подавления ак-
тивности L-типа Са2+-каналов. По-видимому, этот тип Са2+-каналов играет роль резерв-
ного (страховочного) Са2+-входа, необходимого для поддержания секреции АХ в усло-
виях ослабления триггерного Са2+-входа (Са2+-каналы P/Q-типа). Выдвинутые нами 
представления подтверждаются и данными литературы, поскольку в случаях сущест-
венного ослабления активности P/Q-типа Са2+-каналов в моторных терминалях мыши 
при миастенических синдромах [191] либо при длительной и интенсивной активности 
НМС [197] наблюдается компенсаторное растормаживание L-типа Са2+-каналов.

Помимо BK-каналов, длительность ПД в моторных нервных терминалях, а значит, 
и возможность активации Са2+-каналов L-типа может контролироваться пресинапти-
ческими потенциал-зависимыми K+-каналами преимущественно KV3-типа, опосре-
дующими калиевый А-ток. Присутствие этих каналов в  моторных терминалях и  их 
функциональная активность давно выявлены в многочисленных исследованиях с ис-
пользованием аминопиридинов в  качестве селективных блокаторов этого типа K+-
каналов [198, 199]. Блокаторы KV3-каналов 4-аминопиридин и 3,4-диаминопиридин, 
вызывающие увеличение квантовой секреции АХ в НМС, рассматриваются в настоя-
щее время как компоненты терапии, поддерживающей сниженную нервно-мышечную 
передачу при синдроме Ламберта – Итона и ряде других неврологических расстройств 
[64, 200, 201]. Считается, что это действие аминопиридинов связано с увеличением 
вероятности выброса квантов АХ за счет потенцирования входа ионов Са2+ в мотор-
ную терминаль при снижении потенциал-зависимой K+-проводимости [179, 202]. Ис-
следование возможного растормаживания именно L-типа Са2+-каналов под действием 
близких к миллимолярным концентрациям аминопиридинов привело к неожиданно-
му результату  – подверглась сомнению сама их способность блокировать развитие 
пресинаптических потенциал-зависимых K+-токов. Вместо этого в  качестве нового 
механизма действия аминопиридинов предлагалось их прямое потенцирующее вли-
яние на Са2+-каналы N- и L-типов [203], опосредуемое через взаимодействие c СaVβ-
субъединицей [204]. Такое непосредственное потенцирующее влияние аминопириди-
нов на  активность дополнительных пресинаптических Са2+-входов и  в особенности 
клиническое значение такого влияния в настоящее время подвергаются критике [199, 
205]. Тем не менее наши исследования с использованием 4-аминопиридина показыва-
ют способность L-типа Са2+-каналов вовлекаться в контролирование Са2+-зависимой 
квантовой секреции АХ в  моторных синапсах млекопитающих при манипуляциях 
с потенциал-зависимой K+-проводимостью [206].

Многочисленные данные свидетельствуют, что функционирование L-типа Са2+-ка-
налов, как и других потенциал-зависимых Са2+-каналов в НМС млекопитающих, мо-
жет находиться под сильным управляющим контролем со стороны сигнальных путей, 



1619ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫЕ КАЛЬЦИЕВЫЕ КАНАЛЫ

запускаемых при активации многочисленных пресинаптических метаботропных ре-
цепторов в работающих синапсах.

Анализ выделения меченного тритием АХ из моторных синапсов нервно-мышеч-
ного препарата, изменений флуоресценции липофильного красителя мембраны синап-
тических везикул (FM2-10) при стимуляции моторных синапсов и электрофизиологи-
ческая регистрация постсинаптических потенциалов концевой пластинки выявили, 
что Са2+-каналы L-типа в моторных синапсах млекопитающих подвержены разнона-
правленным влияниям со стороны компонентов пуринергической системы. Активация 
пресинаптических аденозиновых А1-рецепторов через торможение аденилатциклазы 
и фосфорилирующей активности PKA может приводить к ослаблению регуляторного 
фосфорилирования Са2+-каналов L-типа и торможению их функционирования. Это на-
блюдается при обычной залповой активности синапсов и образовании там соответст-
вующих концентраций эндогенного аденозина [90, 207–210]. 

Пресинаптические мускариновые М2-рецепторы, преимущественно активируемые 
эндогенным АХ в моторных синапсах при их обычной работе, также могут оказывать 
аналогичное А1-рецепторам тормозное влияние на L-тип Са2+-каналов [211–213]. 

Обсуждается комплексное взаимодействие пресинаптических мускариновых и аде-
нозиновых рецепторов, направленное на тонкую регуляцию активности пресинапти-
ческих ферментов (PKA и PKC), способных потенциально менять функционирование 
пресинаптических Ca2+-входов или компонентов машинерии экзоцитоза, регулируя 
таким образом квантовую секрецию АХ в моторных синапсах млекопитающих [214, 
215]. О  возможности регулирования работы Са2+-каналов L-типа в  таких условиях 
комплексного контроля со стороны метаботропных рецепторов в НМС говорит при-
сутствие в моторных терминалях якорного белка AKAP150 [216], необходимого для 
расположения в непосредственной близости от потенциальной мишени регуляторного 
воздействия PKA и PKC и их функционального антагониста – фосфатазы кальцинейри-
на (CaN). Мы установили, что CaN играет значимую роль в поддержании Са2+-каналов 
L-типа в «молчащем» состоянии – равноценную таковой у BK-каналов и активностью 
метаботропных рецепторов [181, 195, 217]. 

Совсем недавно выявлено, что у метаботропных пуринорецепторов P2Y13, акти-
вируемых АТФ и в большей степени АДФ, присутствующих и негативно влияющих 
на квантовую секрецию АХ в НМС мыши [89, 90, 218], одной из мишеней являются 
Ca2+-каналы L-типа – при блокировании P2Y13 данный Ca2+-вход растормаживается, 
что приводит к характерному потенцированию вызванного выброса АХ [213].

Таким образом, в НМС млекопитающих L-тип Са2+-каналов находится под мощ-
ным и разнообразным по природе тормозным контролем, в основе которого лежат как 
Са2+-зависимые факторы (BK-каналы и CaN), так и продублированные петли обратной 
связи, запускаемые со стороны пресинаптических эндогенно активируемых метабо-
тропных рецепторов основного нейротрансмиттера (M2) и  дериватов котрансмитте-
ра – АТФ (A1 и P2Y13). 

При этом не прекращаются поиски условий и механизмов, позволяющих превоз-
мочь вышеописанный многоуровневый тормозной контроль и обеспечить вовлечение 
L-типа Са2+-каналов в регуляцию вызванного выброса АХ в НМС млекопитающих.

Выявлено, что при увеличении интенсивности и  продолжительности синаптиче-
ской активности (и возрастающей концентрации аденозина в синаптической щели) мо-
жет происходить «растормаживание» L-типа Са2+-каналов [219]. Предполагается, что 
это реализуется вследствие сдвига баланса регуляторного действия аденозина от А1-
рецепторов в сторону преимущественной активации пресинаптических А2А-рецепто-
ров, стимулирующих аденилатциклазный сигнальный путь и облегчающих активацию 
L-типа Са2+-каналов [210, 220, 221]. Кроме того, показана возможность функциональ-
ного взаимодействия Gq-белок-сцепленных мускариновых M1-рецепторов, стимули-
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рующих активацию пресинаптической PKC, с  А2А-рецепторами в  демаскировании 
L-типа Са2+-каналов [222].

Такой сдвиг баланса активности А1/A2A-рецепторов в сторону PKA-опосредованного 
усиления активности L-типа Са2+-каналов проявляется в моторных синапсах не толь-
ко в норме как отражение изменений уровня аденозина в синаптической щели и его 
влияний на разные типы аденозиновых рецепторов, но может возникать в моторных 
синапсах и на модели бокового амиотрофического склероза в пресимптоматическую 
фазу [223, 224].

Мы обнаружили, что демаскирование L-типа Са2+-каналов с последующим усилени-
ем нервно-мышечной передачи может происходить в результате селективного функци-
онирования необычного синаптического Ca2+-входа – ионотропных P2X7-рецепторов, 
активирующихся только АТФ в высоких концентрациях и обладающих значительной 
проводимостью для ионов Ca2+. Механизм такого функционального сопряжения двух 
Ca2+-входов обеспечивается активацией CaM и CaMKII за счет входа ионов Са2+ через 
P2X7-рецепторы, с последующим СаMKII-зависимым усилением активности L-типа 
Са2+-каналов [106, 225]. Активная СаMKII (наряду с PKA и PKC) требуется для про-
явления вовлечения L-типа Са2+-каналов в регуляцию квантовой секреции АХ в НМС 
млекопитающих [195].

Достаточно неожиданным, но мощным активатором пресинаптических Ca2+-каналов 
L-типа в моторных синапсах млекопитающих оказался анандамид. Этот эндоканнаби-
ноид через CB1-рецепторы неканоническим образом, стимулируя PKA (а не снижая ее 
активность, как это обычно происходит в синапсах ЦНС), вызывал растормаживание 
именно Ca2+-каналов L-типа и потенцирование квантовой секреции АХ [226–228]. 

Итак, обычно «молчащий» пресинаптический Ca2+-вход через L-тип Ca2+-каналов 
находится под совокупным контролем целого ряда одновременно действующих как 
облегчающих, так и (обычно доминирующих) тормозных воздействий (рис. 1). Такая 
многокомпонентная регуляция Ca2+-входа через L-тип Ca2+-каналов сходна с ранее опи-
санной сложной и неоднозначной метаболической зависимостью активности L-типа 
Ca2+-каналов и в других возбудимых клетках [229, 230].

Рис. 1. Схема разнонаправленных влияний в нервной терминали НМС млекопитающих, контролирующих 
вовлечение L-типа Са2+-каналов в регуляцию квантовой секреции АХ. Черные пунктирные стрелки – акти-
вирующие влияния. Отрезки с плоским концом – тормозные влияния. Красные стрелки – потоки ионов Cа2+. 
АС – аденилатциклаза.
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Дублирование систем потенциальной негативной регуляции L-типа Ca2+-каналов, 
вероятнее всего, связано с  тем, что может различаться пространственно-временной 
паттерн появления в  синаптической щели каждого из эндогенных активаторов (АХ, 
АТФ, АДФ и  аденозина) разных типов метаботропных рецепторов (соответственно 
M1-/M2-, P2Y13 и А1/A2A). Это позволяет создать в НМС комплексную и пролонгиро-
ванную избирательную активацию сигнальных путей, функционирующих сходно либо 
параллельно (подавление PKA, активирование СaN), которые надежно препятствуют 
вовлечению Ca2+-каналов L-типа в регуляцию секреции АХ. При этом наличие регуля-
торных контуров не только для снижения активности аденилатциклазного сигнального 
каскада, но и  подключение других сигнальных путей (за счет вероятной активации 
M1-, P2X7-, A2A-, СB1-рецепторов) позволяет потенциально не только препятствовать, 
но и  промотировать (при определенных условиях) вовлечение L-типа Ca2+-каналов 
в регуляцию секреции АХ в НМС. Контуры обратной связи для регуляции секреции 
нейротрансмиттеров с  участием пресинаптических ауторецепторов хорошо извест-
ны и в синапсах ЦНС. Однако там они, как правило, обеспечивают тонкую настройку 
основного Са2+-входа и  функционирования ансамбля белков, обеспечивающего эк-
зоцитоз синаптических везикул. В  моторных терминалях аналогичные контуры, как 
выяснилось, могут быть нацелены на  контроль не только и  не столько триггерного 
Сa2+-входа, сколько на  отслеживание активности дополнительного Са2+-входа обыч-
но «молчащих» Са2+-каналов L-типа. Низкий порог активации этих Са2+-каналов и их 
пролонгированная Са2+-проводимость делает их принципиально легко вовлекаемыми 
в регуляцию работы нервных терминалей НМС. Именно поэтому, видимо, существу-
ют множественные механизмы удерживания этих каналов от их активного включения 
в контролирование вызванной квантовой секреции АХ при нормальной работе НМС. 
В то же время предусмотренное «аварийно включение» именно L-типа Са2+-каналов 
в  случае ослабления триггерного Са2+-входа, сопровождающегося дефицитом секре-
ции АХ и нервно-мышечной передачи, призвано поддержать секрецию АХ, причем, 
как оказалось, по собственным механизмам, не имеющим места при обычном функци-
онировании выброса квантов АХ, запускаемого за счет входа ионов Са2+ по триггерно-
му P/Q-типу Са2+- каналов.

Особенности механизмов потенцирования квантовой секреции АХ в моторных 
синапсах млекопитающих при демаскировании Ca2+-каналов L-типа 

Влияние Ca2+-каналов L-типа на секрецию АХ при их демаскировании вышеопи-
санными способами во время не одиночной, а более физиологически характерной для 
НМС ритмической вызванной активности имеет особый характер  – единообразный 
симметричный прирост амплитуд и квантового состава ПКП по всему ходу короткого 
ритмического залпа [181, 225, 227]. При этом сохраняется неизменной выраженность 
всех трех фаз изменений амплитуд в  залпе ПКП (начальное облегчение, депрессия 
и плато). Проведенный нами анализ с использованием последовательной модели [47] 
выявил, что такое характерное усиление секреции АХ при растормаживании Ca2+-
каналов L-типа связано не с увеличением вероятности выброса, как это наблюдается 
при усилении входа ионов Ca2+ через Ca2+-каналы P/Q-типа, а с возрастанием пула си-
наптических везикул, непосредственно готовых к выбросу (RRP) [225, 227] при высо-
кочастотной ритмической активности НМС. Такое возрастание динамического пара-
метра квантовой секреции АХ, как RRP, на наш взгляд, происходит за счет вовлечения 
в выброс АХ ранее «молчавших» активных зон. 

Необходимо было понять, происходит ли при демаскировании Ca2+-каналов L-типа 
формирование нового Ca2+-сигнала только за счет их активности, или, учитывая мощ-
ные негативные влияния на них и удаленность этих каналов от синаптических везикул, 
для вовлечения этого Ca2+-входа в регуляцию секреции АХ требуется «усилитель Ca2+-
сигнала».
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Наши исследования выявили, что при практически всех способах стимулирования 
входа ионов Са2+ в моторные нервные терминали по пресинаптическим Са2+-каналам 
L-типа – блокировании BK-каналов, ингибировании CaN и А1-рецепторов, активации 
А2А-рецепторов и стимулировании PKC – происходит Са2+-зависимая активация преси-
наптических рианодиновых рецепторов (РиР), необходимая для усиления (либо про-
странственного распространения) Са2+-сигнала, формируемого Са2+-каналами L-типа 
[181, 194, 210]. Такое Са2+-зависимое подключение РиР и выброса депонированного 
Са2+, генерируя новый, комбинированный Са2+-сигнал, способно обеспечить необхо-
димую концентрацию ионов Са2+ для запуска экзоцитоза везикул, обычно не выбрасы-
вающих АХ из-за недостаточной насыщаемости их Са2+-сенсоров ионами Са2+, входя-
щими снаружи. Это объясняет расширение пространственного диапазона доступных 
для Са2+-зависимой секреции квантов АХ, что находит отражение в равномерном воз-
растании квантового состава ПКП по всему ходу короткого высокочастотного залпа 
именно за счет увеличения RRP, а не роста вероятности выброса при подключении 
в регуляцию секреции АХ Са2+-каналов L-типа (в комплексе с активацией РиР и вы-
бросом депонированного Са2+). Такой комбинированный Ca2+-сигнал, по-видимому, 
способен специфически усиливать секрецию дополнительной популяции квантов АХ 
из ранее «молчавших» активных зон. Данный механизм отличен от реализуемого при 
входе ионов Ca2+ через P/Q-тип Ca2+-каналов.

Это позволяет выдвинуть новое, подкрепленное экспериментальными данными 
представление, согласно которому специфическое увеличение концентрации ионов 
Са2+ за счет срабатывания функционального тандема «L-тип Са2+-каналов – РиР» мо-
жет быть предназначено для вовлечения в секрецию АХ дополнительных, ранее «мол-
чащих» активных зон и секретируемых из них квантов АХ в ответ на достигающий 
моторной терминали нервный импульс. Об этом свидетельствует возрастание значе-
ния RRP, но не вероятности выброса квантов АХ именно и только при активации (рас-
тормаживании разными способами) L-типа Ca2+-каналов.

Качественно подобный механизм усиления вызванной секреции нейротрансмитте-
ра – за счет роста числа сайтов, участвующих в секреции квантов, а не возрастания 
вероятности выброса или размера квантов – недавно выявлен в созревающих ГАМКер-
гических синапсах интернейронов зрительной коры мыши под действием эндоканна-
биноидов [231]. НМС присуща низкая вероятность выброса квантов АХ, но при боль-
шом количестве активных зон в совокупности это обеспечивает достаточно высокое 
значение квантового состава ПКП [44, 47]. Такое сочетание структурных и функци-
ональных особенностей позволяет предполагать, что в активных зонах значительное 
число потенциально доступных для выброса в ответ на приходящий ПД (и активацию 
входа в моторную терминаль ионов Са2+) синаптических везикул испытывает недоста-
ток триггерного действия Са2+-сигнала из-за слабой «мощности» возникающих вблизи 
везикул Са2+-нанодоменов. Это может быть связано с низкой вероятностью открыва-
ния потенциал-зависимых Ca2+-каналов P/Q-типа в ответ на короткий по длительности 
пресинаптический ПД [64]. Включение в активность моторных терминалей эффектив-
но функционирующего тандема «L-тип Са2+-каналов  –  РиР» в  районе активных зон 
может дополнить недостающий уровень ионов Са2+ вблизи «молчащих» активных зон 
и расположенных там готовых к выбросу синаптических везикул (рис. 2) и тем самым 
вовлекать их в экзоцитоз. При этом в моторных терминалях нельзя исключить возмож-
ность прямой физической сцепки (характерной для триад в скелетных мышечных во-
локнах) между Ca2+-каналами L-типа и РиР, опосредующей выброс депонированного 
Са2+ [232].

Стабильность обеспечиваемого L-типом Ca2+-каналов Ca2+-сигнала, вызывающе-
го активацию РиР и выброс депонированного Са2+, может обеспечивать комбиниро-
ванный Ca2+-сигнал и, как следствие, повышение размера RRP и обусловленное этим 
возрастание квантового состава (количества квантов) ПКП по всему ходу короткого 
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ритмического залпа. Именно это и  наблюдается при растормаживании L-типа Ca2+-
каналов, но, как оказалось, обязательно в тандеме с выбросом ионов Са2+ из рианодин-
чувствительных пресинаптических Cа2+-депо.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном обзоре собраны воедино данные о специфической роли пресинаптических 
потенциал-зависимых Ca2+-каналов в управлении квантовой секрецией АХ в НМС мле-
копитающих. У этих Ca2+-каналов имеется четкое разделение функциональных ролей – 
триггером экзоцитоза синаптических везикул в нормальных условиях служит P/Q-тип 
Ca2+-каналов (СaV2.1). N-, R- и особенно L-тип Ca2+-каналов не дублируют роль P/Q-типа 
Ca2+-каналов в НМС, но могут существенно влиять на квантовую секрецию АХ в зави-
симости от функционального состояния НМС и условий их работы, причем задействуя 
разнообразные механизмы. В НМС активность обычно «молчащих» пресинаптических 
Ca2+-каналов L-типа находится под многоуровневым и разнонаправленным (преимуще-
ственно тормозным) контролем со стороны метаботропных и ионотропных рецепторов, 
ферментов и  калиевых токов в  терминалях. При этом достаточно выключения лишь 
одного из тормозных либо усиления облегчающего влияния, чтобы сдвинуть баланс 
модулирующих воздействий в  сторону активации L-типа Ca2+-каналов. Включение 
L-типа Ca2+-каналов облегчает выброс нейротрансмиттера по особому механизму – за 
счет увеличения размера RRP – роста числа срабатывающих активных зон при стабиль-
ной вероятности выброса, что обеспечивает повышенный уровень секреции АХ. Та-
кое потенцирование секреции АХ при растормаживании Ca2+-каналов L-типа вызывает 
активация РиР. Это может быть частью адаптивной системы страхования надежности 
синаптической передачи через единственный синапс мышечного волокна  – в  случае 
функционального ослабления триггерного Ca2+-входа по P/Q-типу Ca2+-каналов при из-
быточной активности или различных патологиях нервно-мышечной передачи. Таким 
образом, роль модуляторных типов Ca2+-каналов не сводится лишь к повышению вну-
тритерминальной концентрации Ca2+ за счет суммации с Ca2+, поступающим по P/Q-
типу Ca2+-каналов. Каждый такой Ca2+-вход является частью дифференцированной 
адаптивной регулировки параметров секреции АХ в работающих моторных синапсах. 
Взятые вместе, такие данные расширяют современные представления о возможностях 
Ca2+-зависимой регуляции квантовой секреции нейротрансмиттеров.
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The initiation of fast synchronous quantal release of neurotransmitters in central and pe-
ripheral synapses is ensured by a local increase in the concentration of Ca2+ ions in the 
nerve terminals near the Ca2+ sensors of synaptic vesicles in response to depolarization of 
the presynaptic membrane by an action potential (AP) propagating along the axon. The 
Ca2+- entry from the outside through presynaptic voltage-dependent Ca2+ channels CaV2.1 
or CaV2.2 (P/Q- or N-type) is the main way of forming a dynamic Ca2+ signal that initiates 
the process of exocytosis of synaptic vesicles in virtually all types of chemical synapses 
and is capable of inducing the development of certain Ca2+-dependent forms of synaptic 
plasticity. However, in recent years it has become obvious that the set of sources and the 
spectrum of presynaptic Ca2+ signals are very diverse. Identification of the ensemble of 
regulatory Ca2+-entries operating in combination with their corresponding targets, descrip-
tion of their contribution to the mechanisms controlling quantal release of neurotransmitter 
is a topical area of modern synaptic physiology. Among such additional to the trigger 
Ca2+-inputs, L-type Ca2+-channels are of particular interest. Their role and activation con-
ditions in neuromuscular junctions (NMJs) are poorly studied and do not provide an unam-
biguous idea of the place of this Ca2+-entry in the regulation of acetylcholine (ACh) release 
in vertebrate motor synapses. This review systematizes the currently available research 
results on the diverse functional role of voltage-gated Ca2+-channels in mammalian NMJs 
and presynaptic signaling pathways that control these Ca2+-inputs and their participation in 
the processes of fine-tuning the ACh quantal release.

Keywords: neuromuscular synapse, P/Q-type Ca2+-channels, L-type Ca2+-channels, quantal 
release, acetylcholine 
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Факторы риска, связанные с воздействием окружающей среды, особенно в крити-
ческие периоды внутриутробного развития, влияют на развитие плода и повышают 
риск определенных заболеваний во взрослой жизни, в том числе сердечно-сосуди-
стых (ССЗ). Самой распространенной и  клинически значимой формой внутриу-
тробного стресса является гипоксия, причем системные патологические изменения, 
которые она вызывает, в 78% случаев касаются поражений сердечно-сосудистой си-
стемы. Цель данного исследования – оценить влияние гипоксического стресса, пере-
несенного на 10-е сутки гестации, на сердечный ритм и его регуляцию в препубер-
татный и пубертатный периоды жизни потомства крыс, а также проанализировать 
зависимость возникающих нарушений от пола. Показано, что к началу пубертатного 
периода ЧСС крысят, переживших пренатальную гипоксию, оказывается значимо 
выше, чем в  контроле, и  сопровождается достоверным падением вариабельности 
сердечного ритма (dX), что закономерно приводит к росту стресс-индекса (SI) и сви-
детельствует об усилении симпатической активности в  регуляции ритма сердца. 
В то же время базовый сердечный ритм у животных, перенесших гипоксию внутри-
утробно, оказывается ниже, чем у контрольных. То, что у взрослых половозрелых 
животных обоих полов, переживших пренатальную гипоксию в период раннего ор-
ганогенеза, также сохраняются изменения dX и SI, свидетельствует о долгосрочных 
и необратимых нарушениях регуляции сердечного ритма. Таким образом, гипоксия 
в период закладки первичной сердечной петли носит программирующий характер, 
потенциально увеличивая риск развития ССЗ уже у взрослых животных. При этом 
нарушения баланса вегетативной системы в сторону активации симпатического то-
нуса более выражены у  самок, что делает их более уязвимыми к  риску развития 
сердечной патологии в пубертатном периоде.

Ключевые слова: пренатальная гипоксия, вариабельность сердечного ритма, вегета-
тивная нервная система; пренатальное программирование
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ВВЕДЕНИЕ

В большинстве развитых стран мира сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) яв-
ляются ведущей причиной инвалидности и смертности [1, 2]. Одним из направлений 
для снижения развития сердечно-сосудистых патологий и связанных с ними заболева-
емости и смертности является поиск новых факторов риска их развития и как можно 
более ранняя диагностика потенциальных нарушений. Помимо генетической предра-
сположенности и традиционных факторов риска, таких как ожирение, малоподвижный 
образ жизни, курение и пр., все больше данных о перинатальных факторах, влияющих 
на  последующие риски развития ССЗ во взрослом возрасте. Концепция фетального 
программирования подразумевает, что факторы, воздействующие во время зачатия 
или во время внутриутробного и  неонатального периодов, могут навсегда изменять 
анатомию и физиологию ключевых органов и систем у потомства, тем самым увели-
чивая риски многих заболеваний в более позднем возрасте [3]. Самой распространен-
ной формой внутриутробного стресса является гипоксия. Плод может испытывать 
гипоксический стресс по различным причинам: беременность в высокогорье, беремен-
ность с анемией, плацентарная недостаточность, сдавление пуповины, преэклампсия 
и  др. [4]. Большая часть исследований, посвященных программирующему влиянию 
внутриутробной гипоксии, сосредоточена на долгосрочных последствиях нарушения 
развития нервной системы, таких как церебральный паралич, эпилепсия, когнитивные 
проблемы [5]. При этом от 25 до 60% детей, страдающих от асфиксии при рождении, 
в  неонатальном периоде имеют клинические признаки сердечных осложнений [6]. 
Несмотря на очевидную связь внутриутробной гипоксии с высоким риском развития 
ССЗ, основные исследования направлены на изучение хронических воздействий кис-
лородной недостаточности и нарушений механизмов адаптации. И очень мало доказа-
тельств того, что острые перинатальные воздействия также увеличивают риск ССЗ во 
взрослом возрасте. Особую опасность представляют «скрытые» нарушения развития, 
когда новорожденные рождаются внешне здоровыми, в результате чего им не проводят 
ранний скрининг заболеваний. Однако вследствие внутриутробной гипоксии у плода 
нарушается функция сосудистого эндотелия, развивается окислительный стресс [7, 8], 
наблюдаются морфологические изменения структуры сердца и  сосудов [8, 9], изме-
няется активность вегетативной нервной системы (ВНС) [10], что может стать одним 
из ключевых факторов развития артериальной гипертензии [11]. Тяжесть возникаю-
щих нарушений зависит не только от силы стрессорного фактора, но также от периода 
его воздействия [12, 13]. Несмотря на то, что большая часть исследований посвящена 
влиянию стрессорных воздействий в предродовой и ранний постнатальный периоды, 
нами было показано, что последствия гипоксического стресса в период раннего орга-
ногенеза часто носят более выраженный характер и могут представлять повышенный 
риск для последующего развития заболеваний, в том числе сердечно-сосудистых [12]. 
Цель данного исследования – оценить влияние гипоксического стресса, перенесенного 
в критический для развития сердца период, на сердечный ритм и его регуляцию в пре-
пубертатный и пубертатный периоды жизни потомства, а также проанализировать за-
висимость возникающих нарушений от пола.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Крыс содержали при температуре 21 ± 2 °C и относительной влажности 
53 ± 5% с циклом 12/12 ч свет/темнота (свет 9:00 = ZT 0, свет выключен 21:00 = ZT 12). 
Беременных самок крыс стока Wistar (n = 3) подвергали острой гипоксии по стандарт-
ной методике, описанной ранее [14, 15], на 10-е сутки беременности, что примерно 
соответствует концу первого месяца внутриутробного развития у человека, когда про-
исходит образование «первичной (незрелой) сердечной петли» [16, 17]. Среднее время 
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пребывания беременных самок в условиях острой гипоксии составило 99.3 ± 16.4 с, 
то есть все они относились к группе низкоустойчивых к гипоксии. Первым днем бе-
ременности считали день обнаружения сперматозоидов в вагинальном мазке. Анализ 
вагинального мазка проводили через сутки после помещения самца в клетку с самками 
в соотношении 1 : 2. Контрольных беременных самок (n = 4) гипоксии не подвергали.

Использовали две экспериментальные группы: (1) контроль – потомство контроль-
ных самок; n = 15 (самки, n = 8; самцы, n = 7); (2) ПГ(10) – потомство самок, пережив-
шее острую пренатальную гипоксию (ПГ) на 10-е сутки гестации; n = 13 (самки, n = 
6; самцы, n = 7). Роды у контрольных самок наступили на 22-е, а у опытных – на 23-е 
сутки беременности. В представленной экспериментальной серии не было обнаруже-
но статистически значимых различий в количестве новорожденных детенышей между 
контрольной и опытной группами.

Для оценки работы сердца в обеих экспериментальных группах на 42-й и 56-й дни 
постнатального периода (ПНД) проводили неинвазивную регистрацию ЭКГ в свобод-
ном поведении в течение трех минут. Настоящее исследование является продолжением 
изучения последствий воздействия пренатальной гипоксии на регуляцию сердечного 
ритма у крыс на разных этапах постнатального онтогенеза и охватывает очень важ-
ный временной отрезок, оканчивающийся наступлением половой зрелости животных. 
Характерными особенностями выбранного временного отрезка у крыс могут быть не-
которая гетерохрония морфологического и  функционального созревания отдельных 
звеньев вегетативной нервной системы, а также гормональный дисбаланс. Отдельно 
следует отметить, что данный возрастной период характеризуется множеством изме-
нений в нейроэндокринной функции, что может приводить как к  немедленным, так 
и к долгосрочным влияниям на физиологию и поведение [18].

Таким образом, выбор сроков регистрации ЭКГ был продиктован следующими со-
ображениями. С одной стороны, по ранее полученным данным, ЧСС крысят в первый 
месяц жизни постоянно и неуклонно растет, и показатели, регистрируемые один раз 
в неделю, каждый раз достоверно отличаются от показателей предыдущего возраста 
(рис. 1). Однако после относительной стабилизации ЧСС животных в четырехнедель-
ном возрасте целесообразно увеличить интервалы времени между регистрацией, что-
бы избежать возможной адаптации животных к хэндлингу и условиям эксперимента 
[19, 20]. Поэтому после записи ЭКГ на 28-й ПНД следующую регистрацию проводили 
с двухнедельной паузой, то есть в возрасте 42-х, а затем 56-ти дней.

С другой стороны, по литературным данным, репродуктивная зрелость у крыс на-
ступает приблизительно на  38–42-й день после рождения, причем самки несколько 
опережают самцов, у которых этот показатель обладает большой вариативностью [21, 
22]. Поскольку одной из задач представленной работы является анализ гендерных раз-
личий, важно было проводить регистрацию ЭКГ в один и тот же день у детенышей 
обоих полов. Таким образом, 42-й ПНД укладывается в препубертатный период для 
самцов и максимально приближен к нему для самок, в то время как 56-й ПНД для крыс 
обоих полов уже относится к пубертату.

С целью определения соотношения вкладов разных отделов ВНС в формирование 
сердечного ритма в указанные экспериментальные дни проводили фармакологический 
анализ путем последовательного введения кардиоблокаторов. Двойную блокаду ис-
пользовали, чтобы исключить вклад симпатической и парасимпатической регуляции 
в ЧСС и определить базовый сердечный ритм, то есть ритм сердца после суммарной 
кардиоблокады [23].

Моделирование пренатальной гипоксии. Самок крыс подвергали острой гипобари-
ческой гипоксии (5% O2) до первого агонального вдоха в декомпрессионной камере 
объемом 3.3 л, атмосферное давление снижали вакуумным насосом «MezMohelnice» 
(Чехия) за 1 мин [14].
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Регистрация ЭКГ. Регистрацию ЭКГ проводили в течение трех минут в услови-
ях свободного поведения с помощью детских ЭКГ-электродов (SkintactF-301) и спе-
циально изготовленных манжеток, не нарушающих покровы животного. Электроды 
в соответствии со II стандартным отведением закрепляли на правой передней и ле-
вой задней лапах животного. Для уменьшения сопротивления контакта использова-
ли гель для ЭКГ («Гельтек-Медика»). Клеммы с помощью проходящих в манжетку 
проводов соединяли с контактами разъема, которые подключали к усилителю биопо-
тенциалов, имевшему полосу частот от 10 до 20 кГц. От усилителя сигнал поступал 
на аналого-цифровой преобразователь (E14-440, L-Card, Россия), соединенный через 
USB-порт с компьютером. Запись осуществляли с помощью  программы PowerGraph 
Professional v 3.3 (ДИСофт Россия) с частотой оцифровки 1 кГц. Для анализа вари-
абельности сердечного ритма (ВСР) использовали непрерывные фрагменты записи 
длительностью 180 с.

Описанный способ регистрации ЭКГ не позволяет получить запись, достаточно 
четкую для оценки изменения характера QRST-комплекса, однако является неинвазив-
ным и дает возможность получить выборку RR-интервалов для оценки основных пара-
метров ВСР в произвольных отрезках записи. Специально разработанные программы 
(Average, Intervals) позволяют рассчитать следующие параметры ВСР: среднее значе-
ние RR-интервала в выборке; вариабельность ритма (dХ): dХ = RRmax – RRmin, где 
RRmax – максимальное, а RRmin – минимальное значение RR-интервала в выборке; 
индекс RMSSD (Root Mean Square of Successive Differences) – квадратный корень из 
суммы разностей последовательного ряда RR-интервалов:

 , 

где n – число RR-интервалов в выборке, стресс-индекс, или индекс напряженности, (SI):

  , 

где Мо – мода выборки RR-интервалов – наиболее часто встречающиеся по дли-
тельности кардиоинтервалы; АМо – амплитуда моды – доля наиболее часто встречаю-
щегося RR-интервала в выборке [24].

Введение блокаторов. Последовательное введение блокаторов кардиотропных 
влияний ВНС проводили для определения соотношения вкладов парасимпатического 
и симпатического отделов ВНС в формирование сердечного ритма и выявления нару-
шений в нервной регуляции работы сердца. Блокаду влияний парасимпатической нерв-
ной системы на сердце осуществляли введением атропина (M1300000; Sigma Aldrich, 
США), неселективного блокатора М-холинорецепторов, в дозе 1 мг/кг. Для блокады 
кардиотропных влияний симпатической нервной системы вводили β1-адреноблокатор 
атенолол (A7655; Sigma Aldrich, США), 2 мг/кг. Навески блокаторов готовили в день 
эксперимента и  растворяли в  физиологическом растворе, объем введения составлял 
0.01 мл/г. Введения осуществляли подкожно в область холки животного, промежутки 
между введениями составляли не менее 15 мин. Трехминутные записи ЭКГ проводили 
до и через 12 мин после введения каждого из веществ. Таким образом, общее время 
эксперимента, включая период первоначальной адаптации к условиям регистрации, не 
превышало 40 мин. 

Статистика. Значения представлены в виде среднего ± стандартная ошибка сред-
него. Статистический анализ выполняли с  использованием GraphPadPrism, версия 
8.4.3. (GraphPadSoftwareInc., Ла-Хойя, США). Достоверность различий между двумя 
группами оценивали с помощью U-критерия Манна – Уитни. Несколько эксперимен-
тальных групп анализировали с использованием дисперсионного анализа для повтор-
ных измерений с апостериорным тестом (post-hoc) Сидака.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияния пренатальной гипоксии периода раннего органогенеза на показатели 
вариабельности сердечного ритма в препубертатном и пубертатном периодах
У крысят контрольной группы ЧСС с рождения и до позднего пубертатного перио-

да меняется следующим образом: постепенно возрастает, начиная с 258.5 ± 7.8 уд/мин 
в первые дни жизни, достигает максимальных значений в 562.0 ± 8.2 уд/мин на 28-й 
ПНД [25], затем постепенно снижается до  462.3 ± 6.2 уд/мин к  56-му дню жизни 
(рис. 1), что соответствует ЧСС взрослых животных [12]. При этом на 56-й ПНД ЧСС 
у самок составляет 476.1 ± 7.6 уд/мин и значимо выше, чем 449.5 ± 9.1 уд/мин у самцов 
(рис. 2), что хорошо согласуется с данными литературы [26, 27].

Рис. 1. Влияния пренатальной гипоксии периода раннего органогенеза на возрастную динамику ЧСС. Дан-
ные представлены в виде среднего и стандартной ошибки среднего. Значения ЧСС на 2–28-й ПНД получены 
в работе [25]. Условные обозначения: PH(10) – острая пренатальная гипоксия на 10-е сутки гестации. * – зна-
чимые (p < 0.05) различия между экспериментальными группами. #, # – значимые (p < 0.05) различия между 
разными возрастными периодами соответствующих экспериментальных групп. 

В целом возрастная динамика ЧСС у потомства, пережившего внутриутробную ги-
поксию в период раннего органогенеза, носит схожий с контрольной группой характер, 
однако достигнутые к 42-му ПНД значения ЧСС в 508.2 ± 8.9 уд/мин более значимо не 
снижаются (рис. 1) и сохраняются на этом уровне также у взрослых [12]. В пубертат-
ном периоде у самок регистрируется более высокая ЧСС, чем у самцов (521.4 ± 6.9 уд/
мин против 493.4 ± 9.4 уд/мин соответственно), и в обоих случаях частота сердечного 
ритма у крысят, переживших пренатальную гипоксию, оказывается значимо выше, чем 
у животных соответствующего пола в контрольных группах (рис. 2). Кроме того, более 
высокая ЧСС детенышей обоих полов сопровождается достоверным падением ВСР, 
dX, что закономерно приводит к росту у них стресс-индекса SI (рис. 2) и косвенно сви-
детельствует об усилении симпатической активности в регуляции сердечного ритма. 

Влияния пренатальной гипоксии периода раннего органогенеза на показатели 
сердечного ритма при блокаде кардиотропных нервных влияний в препубертатном 

и пубертатном периодах
Для оценки возможных механизмов, обуславливающих нарушения регуляции сер-

дечного ритма у потомства, пережившего пренатальную гипоксию, проводили после-
довательную фармакологическую блокаду парасимпатического и симпатического от-
делов ВНС.
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Введение атропина крысятам на 42-й ПНД не привело к ожидаемому увеличению 
ЧСС: ярко выраженной реакции на атропин не было ни в опытной, ни в контрольной 
группах независимо от пола животных (рис. 3a). Отсутствие хронотропного эффекта 
может быть связано с возрастными особенностями уровня экспрессии М2-холиноре-
цепторов в сердце [28]. В этом же возрасте в ответ на введение атенолола у крысят 
обоих полов наблюдали значимое снижение ЧСС, сходное у контрольных и опытных 
животных (рис. 3b). Таким образом, у полуторамесячного потомства не было выявлено 
влияний гипоксии, перенесенной внутриутробно, ни на базовый ритм сердечных со-
кращений (418.3 ± 7.3 уд/мин в опыте против 425.0 ± 7.3 уд/мин в контроле), ни на ре-
гуляцию этого ритма со стороны ВНС (рис. 3). 

Две недели спустя реакция контрольных животных обоих полов на атропин остава-
лась такой же, тогда как у крысят, перенесших пренатальную гипоксию, были зафик-
сированы достоверные межполовые различия. При этом у самок наблюдалось замет-
ное падение ЧСС, нехарактерное для детенышей мужского пола (рис. 3a). Введение 
адреноблокатора также продемонстрировало существенную разницу между опытны-
ми крысятами разных полов. Если у самцов наблюдали заметное падение ЧСС, сопо-
ставимое с реакцией контрольных животных, то у самок изменения сердечного ритма 
не наблюдали (рис. 3b). В итоге у молодых животных периода пубертата, перенесших 
внутриутробную гипоксию, базовый ритм сердца составил 398.9 ± 3.1 уд/мин, что до-
стоверно ниже, чем 417.9 ± 5.6 уд/мин у контрольных. 
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Рис. 2. Влияния пренатальной гипоксии периода раннего органогенеза на показатели вариабельности сер-
дечного ритма у крыс стока Wistar в препубертатном и пубертатном периодах. Данные представлены в виде 
среднего и стандартной ошибки среднего.   Условные обозначения: РН(10) – острая пренатальная гипоксия 
на 10-е сутки гестации. На графиках показаны значимые различия между экспериментальными группами 
животных разных возрастов, определенные с помощью дисперсионного анализа для повторных измерений 
с апостериорным тестом (post-hoc) Сидака. #, # – значимые (p < 0.05) различия между разными возрастными 
периодами соответствующих групп. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что регуляция деятельности сердца может осуществляться за счет раз-
ных контуров: с одной стороны, за счет центрального управления, с другой стороны, за 
счет работы автономных механизмов, причем в онтогенезе наблюдается попеременное 
преобладание этих влияний. В соответствии с литературными данными, к общим за-
кономерностям возрастного становления регуляции сердечного ритма можно отнести 
неравномерность становления симпато-парасимпатических регуляторных влияний. 

Если в первую неделю жизни имеет место общая слабость всех регуляторных ме-
ханизмов, то постепенно в течение 2–3-й недели происходит усиление сначала сим-
патических, а  затем, к  четырехнедельному возрасту,  – парасимпатических влияний. 
С началом полового созревания у шестинедельных крысят хронотропная функция сер-
дца формируется под влиянием высокой активности симпатического канала, и только 
с наступлением половой зрелости наблюдается относительный баланс парасимпатиче-
ских и симпатоадреналовых влияний на формирование сердечного ритма в состоянии 
покоя. В процессе онтогенеза меняется чувствительность и экспрессия определенных 
подтипов адренергических и  холинергических рецепторов, происходят изменения 
в системах внутриклеточных посредников, а также повышаются возможности гумо-
рального канала регуляции, вероятно, в  результате изменения чувствительности ре-
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Рис. 3. Влияния пренатальной гипоксии периода раннего органогенеза на ЧСС крыс на фоне блокаторов 
парасимпатических (a) и симпатических (b) кардиотропных нервных влияний, зарегистрированные в препу-
бертатном и пубертатном возрасте. • – p < 0.05 по сравнению с фоном. Остальные обозначения как на рис. 2.
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цепторов мембран кардиомиоцитов к  регуляторным факторам, циркулирующим во 
внутренней среде [26, 27]. 

Несмотря на небольшую выборку животных и относительно короткий временной 
интервал наблюдений в  данной работе, полученные результаты в  целом отражают 
основной вектор возрастных изменений в регуляции хронотропной функции сердца. 
Действительно, контрольные 42-дневные крысята имеют достоверно более высокие 
ЧСС и индекс напряженности и более низкую вариабельность сердечного ритма, чем 
половозрелые животные, что можно трактовать как свидетельство преобладания сим-
патических влияний в регуляции сердечного ритма на данном этапе онтогенеза. С дру-
гой стороны, высокая вариабельность кардиоинтервалов и низкая ЧСС у половозрелых 
детенышей свидетельствуют о повышении активности парасимпатического канала ре-
гуляции при одновременном снижении симпатоадреналовых влияний на сердце. 

У 42-дневных детенышей, как и ранее в течение первого месяца жизни, мы не об-
наружили значимых различий между самцами и самками по ЧСС и основным пока-
зателям ВСР, что может служить косвенным подтверждением незрелости детенышей 
этого возраста [25]. Половозрелые же самки крыс уже имеют более высокую ЧСС, что, 
вероятно, связано с потенцированием синтеза кортикостероидов и роста симпатиче-
ского тонуса эстрогенами. Однако, если на ранних этапах развития активация симпато-
адреналовой системы может иметь защитное значение, влияя на созревание миокарда 
и периферической сосудистой сети [29], то сохраняющийся высокий тонус и актив-
ность симпатической нервной системы в дальнейшем может быть одним из ведущих 
факторов патогенеза сердечно-сосудистых заболеваний.

Поскольку высшим регулятором ЧСС и сердечного выброса у взрослых является 
ВНС, принято считать, что хронический вегетативный дисбаланс играет решающую 
роль в  развитии сердечной недостаточности, а  повышенный симпатический тонус 
в сочетании со снижением парасимпатической активности наблюдается на ранних ста-
диях хронической сердечной недостаточности [28]. Действительно, гиперактивность 
симпатической нервной системы наблюдается при ряде заболеваний сердца, включая 
гипертонию и дисфункции левого желудочка [29], а  снижение ее активности увели-
чивает выживаемость животных на модели хронической сердечной недостаточности 
[29], что позволяет предполагать решающую роль усиления симпатической передачи 
сигналов в прогрессировании сердечных дисфункций.

Нам не удалось обнаружить проявлений воздействия пренатальной гипоксии на ре-
гуляцию сердечного ритма у 42-дневных животных, не достигших половой зрелости. 
Однако у молодого половозрелого потомства обоих полов внутриутробная гипоксия 
приводит к падению базового сердечного ритма, а также к увеличению ЧСС и стресс-
индекса наряду со снижением ВСР, то  есть стрессорное воздействие способствует 
росту симпатоадреналовых влияний на  хронотропную функцию сердца. Так, если 
у контрольных животных данного возраста базовый ритм сердца составляет 92% от 
ЧСС, то после перенесенной гипоксии – только 79.8%, что подразумевает повышен-
ный вклад вегетативной регуляции в формирование сердечного ритма.

Примечательно, что в первую неделю жизни крысята, пережившие гипоксию вну-
триутробно, напротив, демонстрируют более высокий базовый сердечный ритм при 
достоверно более низкой ЧСС [25]. В  последующие восемь недель базовый ритм 
контрольных животных вырос на 262.7 ± 5.9 уд/мин против 226.7 ± 4.9 уд/мин у экспе-
риментальных (p < 0.001). Что касается ЧСС, то за тот же временной отрезок в контр-
оле этот показатель увеличился на 106.6 ± 10.1 уд/мин, а после гипоксии – на 182.2 ± 
14.4 уд/мин (p < 0.001). Таким образом, на ранних этапах постнатальной жизни пре-
натальная гипоксия приводит к замедлению закономерного роста базового сердечного 
ритма и ускоряет характерное для контрольных животных нарастание ЧСС. 

У взрослых трехмесячных крыс обоих полов, переживших внутриутробную ги-
поксию, ЧСС уже не отличается от значений контрольных животных, но изменения 
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dX и SI, характерные для двухмесячного потомства, сохраняются, что свидетельствует 
о долгосрочных и необратимых нарушениях регуляции сердечного ритма [12]. Таким 
образом, можно предполагать, что гипоксия в период раннего органогенеза действи-
тельно носит программирующий характер, потенциально увеличивая риск развития 
ССЗ уже у взрослых животных. Можно также отметить, что большая часть исследо-
ваний влияния пренатальной гипоксии на сердечную функцию потомства проведена 
на  взрослых половозрелых животных, преимущественно 4–6-месячных. Результаты 
представленной работы свидетельствуют о том, что определенные отклонения в рабо-
те сердца можно зарегистрировать и в более молодом возрасте, что делает возможны-
ми раннюю диагностику и профилактику.

Как последствия внутриутробной гипоксии, так и предрасположенность к патоло-
гиям сердца у взрослых часто предполагают зависимость от пола [12, 13]. Потомство 
женского пола, как правило, располагает защитными механизмами против программи-
рующих эффектов пренатальной гипоксии, тогда как потомство мужского пола харак-
теризуется повышенной предрасположенностью к ССЗ [30]. Традиционно считается, 
что самцы имеют более высокую предрасположенность к развитию артериальной ги-
пертензии в раннем возрасте [31] и повышенную восприимчивость к ишемическому/
реперфузионному повреждению по сравнению с самками [32]. Данные различия могут 
быть обусловлены увеличением продукции активных форм кислорода у самцов или 
снижением активности системы антиоксидантной защиты [33], а также эпигенетиче-
скими механизмами [12]. Факторами риска для развития ССЗ считаются также повы-
шенный уровень тестостерона и, наоборот, сниженное содержание эстрогена [34].

Однако в нашей модели гипоксического стресса нарушения баланса вегетативной 
регуляции сердца оказались более выраженными у самок, что делает их более уязвимы-
ми к риску развития сердечной патологии в пубертатном периоде. Особое беспокойство 
вызывает нехарактерное и резко отличное от такового у самцов изменение сердечного 
ритма в  ответ на  введение классических кардиоблокаторов, что может быть резуль-
татом изменения чувствительности кардиомиоцитов или изменения соотношения 
определенных подтипов рецепторов. Известно, что гипоксия вызывает окислительный 
стресс и подавляет экспрессию целого ряда генов, вовлеченных в передачу сигналов 
внутри клетки, коммуникацию между клетками, защиту, пролиферацию и выживание 
клеток в  эмбриональном сердце, то  есть генов, которые оказывают длительное или 
пожизненное влияние на функции сердца во взрослом возрасте [35, 36]. В частности, 
к  генам, которые могут быть запрограммированы внутриутробной гипоксией, отно-
сятся гены β-адренорецепторов (β-АР) и определенных G-белков, а результатом про-
граммирования является увеличение во взрослом сердце β2-АР и соотношения белков 
Gs/Gi [29]. Увеличение β2-АР и  подавление Gi обеспечивают в  сердце, перенесшем 
гипоксию, развитие положительного инотропного эффекта, опосредованного β2-АР. 
Однако сверхвыраженная экспрессия в сердце β2-АР, как и подавление экспрессии Gi-
белка, могут иметь и негативные последствия. В первом случае вследствие усиления 
сократимости миокарда повышен риск развития ишемии, во втором – у кардиомиоци-
тов ослаблены защитные механизмы против клеточной гибели, опосредованные че-
рез сигнальный каскад β2-АР с Gi-белками. У четырехмесячных самцов, переживших 
хроническую пренатальную гипоксию, не было обнаружено изменений в экспрессии 
М2-холинергических и β1-АР в сердце [37], однако для самок, а также половозрелых 
животных более молодого возраста вопрос остается открытым.

Интересно, что у  трехмесячных крысят, переживших внутриутробную гипоксию 
в период раннего органогенеза, наблюдались разнонаправленные зависимые от пола 
изменения активности оксоглутратдегидрогеназного комплекса (ОГДК): увеличение 
у самок и снижение у самцов, при этом у самок наблюдали корреляцию между изме-
нением активности ОГДК и увеличением ацетилирования белков 13–17 кДа, соответ-
ствующих гистонам [12]. Гиперацетилирование может вызывать метаболическую не-
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гибкость при таких кардиометаболических заболеваниях, как гипертония, сердечные 
аритмии, атеросклероз, а также участвовать в патогенезе гипертрофии сердца и сер-
дечной недостаточности [38, 39]. Таким образом, если программирующие эффекты 
пренатального стресса направлены на ОГДК, то к эпигенетическим изменениям самки 
вполне могут оказаться чувствительнее самцов.

Полученные на  относительно небольшой выборке животных результаты работы 
носят предварительный характер. Однако дальнейшее выявление молекулярных ме-
ханизмов, обусловливающих повышение риска развития ССЗ, имеет важное значение 
как для разработки методов предупреждения сердечных патологий органогенеза, так 
и для своевременного, как можно более раннего, выявления самих заболеваний и раз-
работки новых препаратов для их лечения. Наличие половых различий в вегетативной 
регуляции сердца в условиях раннего пубертата является экспериментальным подтвер-
ждением необходимости гендерного подхода к  диагностике и  терапии кардиальной 
дисфункции, возникшей в результате воздействия повреждающих факторов в прена-
тальном онтогенезе.
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Prenatal Hypoxia of Early Organogenesis Period Influence on Heart Rate Variability 
in Rats of Prepubescent and Pubertal Age

A. V. Graf a, b*, A. S. Maklakovaa, M. V. Maslovaa, Yа. V. Krushinskayaa, A. A. Gusevaa, 
and N. A. Sokolovaa

aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia 
bKurchatov Phystech School of Nature-like, Plasma, and Nuclear Technologies, Moscow, Russia

*e-mail: nastjushka@gmail.com

Risk factors associated with environmental exposure, especially during critical periods 
of intrauterine development, affect fetal development and increase the risk of certain 
diseases in adulthood including cardiovascular diseases (CVD). Hypoxia is considered 
the most common and clinically significant form of intrauterine stress that causes systemic 
pathological changes, in 78% of cases associated with cardiovascular system disorders. 
The purpose of this study was to evaluate the effects of acute hypoxia on the 10th day of 
gestation on heart rate and its regulation in rats’ offspring of prepubescent and pubertal age, 
as well as to analyze the dependence of resulting disorders on gender.
By the beginning of puberty the heart rate of rats survived prenatal hypoxia was significantly 
higher than in control accompanied by significant decrease in heart rate variability (dX) 
which naturally leads to stress index (SI) increase indicating growing sympathetic activity 
in heart rhythm regulation. At the same time the base heart rate in animals suffered 
intrauterine hypoxia turned out to be lower than in control. The fact that matured animals 
of both sexes, survived intrauterine hypoxia in early organogenesis, also show changes in 
dX and SI indicates long-term and irreversible disorders in heart rhythm regulation. Thus 
hypoxia during early organogenesis is of a programming nature potentially increasing the 
risk of developing CVD in adult animals. Moreover the autonomic system balance shift 
towards the activation of sympathetic tone was more pronounced in females making them 
more vulnerable to the risk of developing cardiac pathology in puberty.

Keywords: prenatal hypoxia, heart rate variability, autonomic nervous system, prenatal 
programming
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Задержка внутриутробного развития (ЗВУР) является одной из наиболее частых пато-
логий беременности. В результате данной патологии нарушается функционирование 
многих систем, в том числе сердечно-сосудистой. У взрослых животных, перенесших 
ЗВУР, увеличивается вклад проконстрикторных механизмов регуляции сосудистого 
тонуса (например, сигнального пути Rho-киназы), а вклад антиконстрикторных ме-
ханизмов (например, эндотелиального NO), напротив, уменьшается, что может при-
водить к спазмированию сосудов и нарушению кровоснабжения органов. Поскольку 
NO и Rho-киназа обладают ярко выраженной вазомоторной ролью в раннем постна-
тальном онтогенезе, целью данной работы стала оценка влияния ЗВУР на вклад этих 
механизмов в регуляцию сократительных ответов артерии системного кровообраще-
ния в раннем постнатальном онтогенезе. ЗВУР моделировали путем ограничения ко-
личества потребляемого самками корма (на 50%) с 11-го дня беременности до родов. 
У потомства в возрасте 11–12 дней исследовали реакции изолированной подкожной 
артерии в  изометрическом режиме, а  также оценивали содержание в  этой артерии 
интересующих мРНК и белков. ЗВУР не привела к изменению реактивности артерий 
потомства на агонист α1-адренорецепторов метоксамин. Увеличение сократительных 
ответов на метоксамин в присутствии ингибитора NO-синтаз L-NNA, а также уровни 
экспрессии eNOS (мРНК и белка) и аргиназы-2 (мРНК) не были изменены в артериях 
крысят c ЗВУР, тогда как чувствительность артерий к экзогенному донору NO DEA/
NO у них была выше, чем у контрольных крысят. Несмотря на сравнительно низ-
кое содержание белков RhoA и Rho-киназы II в ткани артерий крысят группы ЗВУР, 
уменьшение сократительных ответов под действием ингибитора Rho-киназы Y27632 
было одинаково выраженным в артериях крысят двух экспериментальных групп. Та-
ким образом, ЗВУР, обусловленная ограничением питания матери во время беремен-
ности, не приводит к ярко выраженным изменениям в регуляции тонуса системных 
сосудов в раннем постнатальном периоде.

Ключевые слова: задержка внутриутробного развития, артерии, гладкая мышца, эн-
дотелий, оксид азота, Rho-киназа, ранний постнатальный онтогенез 
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ВВЕДЕНИЕ

Задержка внутриутробного развития (ЗВУР) является одной из наиболее часто 
встречаемых патологий беременности. Согласно данным медицинской статистики, 
ЗВУР сопровождает 5–15% всех беременностей в Европе и США и еще чаще встреча-
ется в странах с низким уровнем жизни (порядка 30–55% в Центральной Азии, 15–25% 
в Африке и 10–20% в Латинской Америке) [1]. В отсутствие генетических аномалий 
самого плода причинами этой патологии могут быть недостаточное питание матери, 
преэклампсия, ранняя беременность в подростковом возрасте, наличие у матери хро-
нических заболеваний, бактериальные и вирусные инфекции во время беременности, 
употребление алкоголя или курение [1]. Для исследования ЗВУР в  экспериментах 
на животных были разработаны и применяются различные модели, среди них – мо-
дель ограничения потребления пищи, которая часто используется у крыс для имитации 
недостаточного питания матери [2, 3].

ЗВУР сопряжена с недостаточным снабжением плода кислородом и питательными 
веществами и, как следствие, – с нарушением роста и дифференцировки тканей и ор-
ганов, в  том числе сердечно-сосудистой системы. В  частности, показана связь ЗВУР 
с развитием гипертензии у детей в возрасте до двух лет [4–6]. К последствиям ЗВУР 
у взрослых половозрелых потомков относят дисфункцию эндотелия за счет уменьшения 
биодоступности NO [7–10] или вклада простациклина [11] в реакциях эндотелий-зави-
симого расслабления артерий [7–10]. Также показано, что в коронарных артериях крыс 
со ЗВУР во взрослом возрасте наблюдается уменьшение тонического антиконстриктор-
ного влияния продуцируемого эндотелием оксида азота NO, что связано с повышенной 
проконстрикторной активностью Rho-киназы в эндотелиальных клетках [12]. 

Необходимо отметить, что в периоде раннего постнатального онтогенеза сердечно-
сосудистая система претерпевает существенные количественные и качественные изме-
нения. После рождения происходит интенсивный рост и развитие органов и, следова-
тельно, их сосудистого русла: увеличивается количество сосудов, их длина и толщина 
стенки. На функциональном уровне для еще «незрелой» и нормально развивающейся 
сосудистой системы характерны специфические изменения механизмов регуляции то-
нуса артерий, такие как: (1) высокий уровень тонической продукции NO эндотелием 
сосудов, который ослабляет сократительные ответы артерий, т. е. оказывает антикон-
стрикторное влияние [13–15]; (2) высокая проконстрикторная активность Rho-киназы, 
что служит причиной высокой чувствительности сократительного аппарата гладкомы-
шечных клеток к уровню внутриклеточного Са2+ [16, 17]. 

Целью работы была проверка гипотезы о том, что ограничение питания матери во 
время беременности будет приводить к изменению механизмов регуляции сосудистого 
тонуса в раннем постнатальном периоде, затрагивая выраженность антиконстриктор-
ного влияния NO и проконстрикторного влияния Rho-киназы. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные и модель задержки внутриутробного развития
В работе использовали крыс Wistar, полученных из питомника Научно-исследо-

вательского института общей патологии и  патофизиологии. Животных содержали 
в стандартных условиях вивария биологического факультета Московского государст-
венного университета имени М. В. Ломоносова со световым циклом 12 ч день – 12 ч 
ночь (включение освещения в 09:00, выключение в 21:00). Задержку внутриутробного 
развития моделировали путем ограничения количества потребляемого корма самками 
во время беременности (с 11-го дня беременности и до родов), как описано ранее [12].

Для получения потомства половозрелых самцов и самок крыс ссаживали на одну 
ночь. Самок для ссаживания подбирали накануне путем оценки фазы эстрального 
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цикла по влагалищным мазкам. На следующий день после ссаживания (между 8 и 9 
ч утра) у самок снова брали влагалищные мазки, наступление беременности конста-
тировали по наличию в мазках сперматозоидов, этот день принимали за первый день 
беременности. Далее самок случайным образом распределяли на группы «Контроль» 
и «Задержка внутриутробного развития» (ЗВУР) и помещали в индивидуальные клетки. 
С первого до десятого дня беременности самки обеих групп имели неограниченный 
доступ к корму. С одиннадцатого дня беременности потребление корма самками группы 
«ЗВУР» снижали на 50% от среднего значения потребления корма контрольными бе-
ременными самками в соответствующие дни беременности. Сразу после родов доступ 
к корму самок группы «ЗВУР» снова делали неограниченным. Потребление воды было 
неограниченным как на протяжении всей беременности, так и в период вскармливания 
потомства. На второй день после родов потомство самок обеих групп ограничивали до 8 
крысят в помете, оставляя преимущественно самцов. Эксперименты на изолированных 
сосудах проводили на потомстве мужского пола в возрасте 11–12 дней. Крысят декапи-
тировали ножницами. Всего в работе было использовано потомство из 11 пометов (из 
них 5 пометов от контрольных самок и 6 пометов от самок группы «ЗВУР»). У крысят, 
которых брали в эксперимент на 11-й день жизни, измеряли уровень глюкозы в крови 
после декапитации с использованием глюкометра (Диаконт, Россия).

Регистрация сократительных ответов изолированных артерий в изометрическом 
режиме

Объектом исследования служила подкожная артерия (a. saphena). Подкожная арте-
рия относится к сосудам мышечного типа и участвует в регуляции кожного кровотока, 
который составляет до 20% сердечного выброса у новорожденных крыс [18]. Выде-
ление артерий проводили в холодном растворе для препаровки следующего состава 
(в мМ): NaCl 145; KCl 4.5; CaCl2 0.1; MgSO4 1; NaH2PO4 1.2; ЭДТА 0.025; HEPES 5 (pН 
7.4). Артерию очищали от окружающих тканей, вырезали из нее кольцевые сегменты 
длиной 2 мм и закрепляли их в многоканальном миографе (модели 410A, 420М или 
620M, DMT, Дания) для регистрации сократительной активности в  изометрическом 
режиме. После нагрева камер с раствором до 37 °C (в течение 20–30 мин) определяли 
растяжение препарата, оптимальное для проявления его сократительной активности 
[19]. В ходе этой процедуры также вычисляли нормализованный внутренний диаметр 
сосуда, соответствующий давлению 100 мм рт. ст. (d100). После этого раствор в камере 
миографа сменяли на рабочий (в мМ): NaCl 120; NaHCO3 26; KCl 4.5; CaCl2 1.6; MgSO4 
1.0; NaH2PO4 1.2; D-глюкоза 5.5; EDTA 0.025; HEPES 5. Раствор непрерывно аэрирова-
ли карбогеном (95% О2 + 5% СО2) для оксигенации и поддержания рН 7.4. 

В начале каждого эксперимента проводили процедуру активации препарата, которая 
заключалась в  добавлении (1) норэпинефрина (10 мкМ, длительность воздействия 5 
мин); (2) метоксамина (агонист α1-адренорецепторов, 10 мкМ, длительность воздейст-
вия 5 мин), на фоне которого апплицировали ацетилхолин (10 мкМ) для оценки функци-
ональной активности эндотелия (расслабление на ацетилхолин свидетельствовало о со-
хранности эндотелиального слоя); (3) метоксамина (10 мкМ, длительность воздействия 
5 мин). После каждого из воздействий проводили отмывку, ее длительность составляла 
15 мин, во время отмывки раствор в камере миографа сменяли не менее 5 раз. 

Протокол эксперимента заключался в проведении двух последовательных зависи-
мостей «концентрация – эффект» на метоксамин (в диапазоне концентраций от 10 нМ 
до 100 мкМ, длительность действия метоксамина в каждой концентрации – 3 мин). 
Первую зависимость проводили спустя 20 мин после окончания процедуры активации 
препарата, она позволяла убедиться, что исходно разные сегменты одной артерии обла-
дают одинаковой чувствительностью к метоксамину. После отмывки от метоксамина 
в камеры миографа добавляли либо ингибитор NO-синтаз L-NNA (100 мкМ), либо ин-
гибитор Rho-киназы Y27632 (3 мкМ), либо оба ингибитора совместно, в контрольные 
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сегменты артерий добавляли эквивалентный объем растворителя, через 20 мин прово-
дили вторую зависимость «концентрация – эффект» на метоксамин, аналогично пер-
вой. В ряде экспериментов после второй зависимости «концентрация – эффект» на ме-
токсамин проводили отмывку препарата в канале с растворителем, добавляли L-NNA 
(100 мкМ) и через 20 мин проводили зависимость «концентрация – эффект» на донор 
оксида азота DEA/NO (диапазон концентраций 1 нМ – 3 мкМ) на фоне предсокраще-
ния артерий метоксамином (10 мкМ).

При обработке результатов из значения силы при каждой концентрации вазоактив-
ного вещества вычитали значение пассивной силы, соответствующее расслабленному 
состоянию гладкой мышцы препарата (в растворе для препаровки после окончания 
процедуры определения оптимального растяжения препарата). Полученные значения 
активной силы выражали в % от максимальной силы сокращения препарата, опреде-
ленной по первой зависимости «концентрация – эффект» (для метоксамина), или в % 
от уровня предсокращения препарата (для DEA/NO). 

В работе использовали норэпинефрин, метоксамин, ацетилхолин, DEA/NO фирмы 
Sigma-Aldrich, Y27632 фирмы Tocris и L-NNA фирмы Alexis Biochemicals.

Оценка экспрессии мРНК методом полимеразной цепной реакции в реальном времени
Подкожные артерии быстро очищали от окружающих тканей и помещали в буфер 

RNAlater (Qiagen, Германия), в котором их хранили при –20 °C до выделения мРНК. 
Каждый образец включал две артерии от одного крысенка. Экстракцию РНК из образ-
цов проводили с  помощью набора «Clean RNA Standard» (Евроген, Россия) в  соот-
ветствии с  протоколом производителя. Концентрацию нуклеотидов в  полученных 
образцах определяли с  помощью спектрофотометра (NanoDrop 2000, Thermo Fisher 
Scientific, США). Полученные образцы РНК были обработаны ДНКазой I (Thermo 
Fisher Scientific, США) в  соответствии с рекомендациями производителя. Обратную 
транскрипцию проводили с использованием набора реактивов «MMLV RT kit» (Евро-
ген, Россия) и праймеров со случайными последовательностями согласно прилагаемой 
инструкции. Синтезированную кДНК хранили при –20 °С до проведения количествен-
ной полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Количественную ПЦР проводили в амплификаторе RotorGene 6000 с использова-
нием набора с реакционной смесью для ПЦР в реальном времени qPCRmix-HS SYBR 
(Евроген, Россия) по прилагаемой инструкции. Экспрессию мРНК в  образцах рас-
считывали по формуле 1/ECt, где E – эффективность праймеров, а Ct – номер цикла, 
на  котором «экспоненциальный участок» кривой накопления продукта пересекает 
пороговый уровень флуоресценции. Полученные значения нормировали на  среднее 
геометрическое экспрессии трех референсных генов (Gapdh, Rplp0, Rn18s) в том же 
образце и представляли в процентах от среднего значения в группе «Контроль». Прай-
меры для проведения ПЦР были синтезированы в ЗАО «Евроген» (Россия), их после-
довательности приведены в табл. 1.

Оценка содержания белка в ткани артерий методом Вестерн-блоттинга 
Образцы артерий замораживали в  жидком азоте и  хранили при температуре 

–80 °С до проведения дальнейшего анализа. Каждый образец включал в себя две ар-
терии от одного крысенка. Гомогенизировали образцы в буфере следующего состава: 
0.0625 М Тris-HCl (рН 6.8), 2.5% SDS, 10% глицерина, 2.47% дитиотреитола с добав-
лением ингибиторов протеаз и фосфатаз (апротинин 50 мг/мл, лейпептин 100 мг/мл, 
пепстатин 30 мг/мл, NaF 2 мг/мл, Na3VO4 180 мг/мл), центрифугировали при 16 000 g 
в течение 5 мин при 4 °С; супернатант отбирали, добавляли к нему бромфеноловый 
синий (0.002%) и хранили при температуре –20 °С. Белки разделяли с использовани-
ем метода электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии SDS (по Леммли) 
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и переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz) с использованием системы 
переноса Trans-Blot Turbo (BioRad). Перенос визуализировали с помощью окрашива-
ния мембраны Ponceau S. Ориентируясь на визуализированные полосы белков и моле-
кулярную массу цветных маркеров (28 и 75 кДа (Abcam)), мембрану разрезали на три 
части, в которых содержались интересующие белки. Все части блокировали 5%-ным 
обезжиренным молоком (Applichem, Германия) в  буфере TBS (20 мМ Трис-HCl, pH 
7.6; 150 мМ NaCl) с 0.1% Тwin 20 (TBSt). Затем в течение ночи нижнюю часть мем-
браны инкубировали с антителами против RhoA (Abcam, rabbit, 1 : 2000 в TBSt с 5% 
молока), среднюю часть с антителами против GAPDH (Abcam, mouse, 1 : 2000 в TBSt 
с  5% молока), а  верхнюю часть с  антителами против Rho-киназы II (Abcam, rabbit, 
1 : 5000 в TBSt с 5% молока) или eNOS (BD Transduction Lab, mouse, 1 : 2000 в TBSt 
с 5% молока). На следующий день мембраны инкубировали с соответствующими вто-
ричными антителами: anti-mouse (Cell Signaling, 1 : 5000 в 5%-ном молоке в TBSt) или 
anti-rabbit (Cell Signaling, 1 : 10 000 в 5%-ном молоке в TBSt) в течение 1 ч. Для про-
явки сигнала использовали раствор Femto ECL (Thermo Scientific), разведенный в 10 
раз в TBSt. Хемилюминесцентный сигнал регистрировали в приборе ChemiDoc фирмы 
Bio Rad (США). Регистрацию сигнала и первичную обработку результатов проводили 
в программе ImageLab Software (Bio-Rad, США). В каждом образце идентифицирова-
ли соотношение интересующего белка к GAPDH, затем среднее соотношение в контр-
ольной группе принимали за 100%.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводили в  программе GraphPad Prism 9.0 

(GraphPad Software Inc.). Соответствие распределения данных нормальному оценива-
ли с использованием теста Шапиро – Уилка. При сравнении двух групп использовали 
двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений, t-тест Стьюдента 
или непараметрический тест Манна – Уитни. Различия считали статистическими зна-
чимыми при р < 0.05. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего или как 
медиана и межквартильный размах, n – количество животных в группе.

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в работе

Ген Последовательности праймеров (5’ – 3’)

Nos3
Прямой: GGA TTC TGG CAA GAC CGA TTA C

Обратный: GGT GAG GAC TTG TCC AAA CAC T

Arg2
Прямой: CCA GCC TAG CAG TGG ATG TGA
Обратный: CTC TGG AAT GCT GTC GTG AA

Gapdh
Прямой: CAC CAG CAT CAC CCC ATT T

Обратный: CCA TCA AGG ACC CCT TCA TT

Rplp0
Прямой: AGG GTC CTG GCT TTG TCT GTG G
Обратный: AGC TGC AGG AGC AGC AGT GG

Rn18s
Прямой: CAC GGG TGA CGG GGA ATC AG

Обратный: CGG GTC GGG AGT GGG TAA TTT G
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка эффектов модели задержки внутриутробного развития на общие 
характеристики потомства

Масса тела потомства самок крыс группы «ЗВУР» была снижена относительно 
группы «Контроль» на 11-й день жизни (табл. 2). Уровень глюкозы в крови не разли-
чался между двумя группами крысят в возрасте 11-ти дней (табл. 2). 

Таблица 2. Характеристики потомства самок группы «Контроль» и «ЗВУР» на 11-й день жизни

Параметр Контроль (n = 16) ЗВУР (n = 16)

Масса тела, г 24.0 ± 0.4 22.0 ± 0.5 *

Уровень глюкозы в крови, ммоль/л 6.0 ± 0.1 6.2 ± 0.4

* p < 0.05 (непарный t-тест Стьюдента).

Оценка эффектов задержки внутриутробного развития на механизмы регуляции 
сократительных ответов артерий потомства

Нормализованный внутренний диаметр подкожной артерии не различался между 
двумя группами животных и составил 251 ± 8 мкм в группе «Контроль» (n = 9) и 235 ± 
8 мкм в группе «ЗВУР» (n = 9, p > 0.05). Реактивность подкожной артерии 11–12-днев-
ных крысят на агонист α1-адренорецепторов метоксамин групп «Контроль» и «ЗВУР» 
также не различалась (рис. 1). Также не наблюдалось различий в максимальной силе 
сокращения, развиваемой препаратами: она составила 8.4 ± 0.6 мН в группе «Контр-
оль» (n = 9) и 8.2 ± 0.7 мН в группе «ЗВУР» (n = 9, p > 0.05). 

Рис. 1. Задержка внутриутробного развития (ЗВУР) не приводит к изменению реактивности подкожной ар-
терии 11–12-дневного потомства на агонист α1-адренорецепторов метоксамин. Приведены первые зависимо-
сти «концентрация – эффект» на метоксамин артерий крысят в возрасте 11–12 дней в группах «Контроль» 
(CON) и «ЗВУР» (IUGR). Цифры в скобках обозначают количество животных. 
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Следующим шагом стало сравнение антиконстрикторного влияния эндотелиально-
го NO в артериях крысят двух экспериментальных групп. Инкубация артерий с инги-
битором NO-синтаз L-NNA привела к  увеличению сократительных ответов артерий 
крысят как группы «Контроль», так и группы «ЗВУР» (рис. 2a). Вместе с тем сократи-
тельные ответы артерий крысят группы «Контроль» и «ЗВУР» в присутствии L‑NNA 
не различались (рис. 2a), что говорит о сопоставимом антиконстрикторном влиянии 
эндотелиального NO в подкожной артерии крысят двух групп. При этом расслабление 
артерий на донор NO DEA-NO (в присутствии L-NNA) было несколько более выра-
женным в группе «ЗВУР» по сравнению с группой «Контроль» (рис. 2b), что свиде-
тельствует в пользу большей чувствительности гладкомышечных клеток артерий к NO 
у крысят группы «ЗВУР». 

Рис. 2. Задержка внутриутробного развития (ЗВУР) не приводит к изменению антиконстрикторного вклада NO 
в подкожной артерии потомства в возрасте 11–12-дней. (a) – Вторые зависимости «концентрация – эффект» 
на метоксамин подкожной артерии крысят групп «Контроль» (CON) и «ЗВУР» (IUGR), полученные в присут-
ствии ингибитора NO-синтаз L-NNA (100 мкМ) или эквивалентного объема растворителя (H2O, 50 мкл). (b) – 
Зависимости «концентрация – эффект» на донор NO DEA/NO подкожной артерии крысят групп «Контроль» 
(CON) и «ЗВУР» (IUGR) в присутствии ингибитора NO-синтаз L-NNA (100 мкМ). Цифры в скобках обозна-
чают количество животных. * p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений).

Далее проводили оценку влияния ЗВУР на  активность сигнального пути Rho-
киназы в артериях 11–12-дневных крысят. Ингибитор Rho-киназы Y27632 существен-
но ослабил сократительные ответы подкожной артерии крысят как группы «Контроль», 
так и группы «ЗВУР» (рис. 3а). При этом не было выявлено межгрупповых различий 
в реактивности артерий на метоксамин в присутствии Y27632 (рис. 3а). Известно, что 
Rho-киназа может способствовать сокращению, оказывая влияние как в эндотелии, так 
и в гладкой мышце артерий [20]. В эндотелии Rho-киназа фосфорилирует eNOS, тем 
самым подавляя ее активность. В гладкомышечных клетках основной мишенью Rho-
киназы является фосфатаза легких цепей миозина, активность которой также снижа-
ется в результате фосфорилирования Rho-киназой. Чтобы оценить вклад Rho-киназы 
в  регуляцию сократительных ответов артерий крысят двух групп на  уровне гладко-
мышечных клеток, была проведена серия экспериментов с ингибитором Rho-киназы 
Y27632 на фоне ингибитора NO-синтаз L-NNA. Как видно из рис. 3b, в присутствии 
L-NNA сократительные ответы артерий крысят обеих групп также ослаблялись после 
инкубации с Y27632, при этом различий в эффекте Y27632 между группами обнару-
жено не было. 



1659ЗАДЕРЖКА ВНУТРИУТРОБНОГО РАЗВИТИЯ 

Оценка эффектов задержки внутриутробного развития на содержание мРНК 
и белка ключевых участников регуляции тонуса сосудов в периоде раннего 

постнатального онтогенеза
Функциональные измерения были дополнены молекулярно-биологическими экспе-

риментами, в которых мы оценивали на уровне мРНК и белка экспрессию ключевых 
участников регуляции тонуса артерий.

Содержание как мРНК (рис. 4а), так и  белка eNOS (рис. 5а) в  ткани подкожной 
артерии крысят не различалось между группами «Контроль» и «ЗВУР». Экспрессия 
мРНК аргиназы-2, которая конкурирует с NO-синтазами за субстрат L-аргинин, также 
не различалась у двух групп (рис. 4b). 

Вместе с  тем содержание белка RhoA (малый гуанозинтрифосфат-связывающий 
белок, активирующий Rho-киназу), а также самой Rho-киназы было существенно сни-
жено в  ткани артерий крысят группы «ЗВУР» по сравнению с  группой «Контроль» 
(рис. 5b, c). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе нами была применена модель ЗВУР, в которой беременным сам-
кам, начиная с 11 дня беременности, на 50% уменьшали потребление корма. Анало-
гичная модель была ранее применена в  ряде исследований [12, 21–23]. Потомство 
таких самок характеризовалось сниженной массой тела. Отметим, что ранее при ис-
пользовании аналогичной модели ЗВУР нами было продемонстрировано уменьшение 
линейных размеров 11-дневных крысят [12]. Необходимо отметить, что, по-видимому, 
потомство в возрасте 11–12 дней с признаками ЗВУР не имело выраженных метабо-
лических нарушений, поскольку уровень глюкозы в крови был таким же, как у контр-
ольных животных такого же возраста. Вместе с тем у детей со ЗВУР в возрасте от 5 

Рис. 3. Задержка внутриутробного развития (ЗВУР) не приводит к изменению проконстрикторного вклада 
Rho-киназы в подкожной артерии потомства в возрасте 11–12-дней. (a) – Вторые зависимости «концентра-
ция – эффект» на метоксамин подкожной артерии крысят групп «Контроль» (CON) и «ЗВУР» (IUGR), по-
лученные в присутствии ингибитора Rho-киназы Y27632 (3 мкМ) или эквивалентного объема растворителя 
(H2O). (b) – Вторые зависимости «концентрация – эффект» на метоксамин подкожной артерии крысят групп 
«Контроль» (CON) и «ЗВУР» (IUGR), полученные в присутствии ингибитора NO-синтаз L-NNA (100 мкМ) 
или L-NNA совместно с Y27632. Цифры в скобках обозначают количество животных. * p < 0.05 (двухфак-
торный дисперсионный анализ для повторных измерений).
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Рис. 4. Задержка внутриутробного развития (ЗВУР) не влияет на  экспрессию мРНК Nos3 (eNOS) и Arg2 
(аргиназа-2) в  подкожной артерии потомства в  возрасте 11–12 дней. Относительный уровень экспрессии 
мРНК Nos3 (a) и Arg2 (b) в подкожной артерии крысят групп «Контроль» (CON) и «ЗВУР» (IUGR). Значения 
экспрессии нормированы на  геометрическое среднее экспрессии трех референсных генов (Gapdh, Rplp0, 
Rn18s) и выражены в процентах от среднего значения в группе «Контроль». Цифры в скобках обозначают 
количество животных. Данные представлены в виде среднего и стандартной ошибки среднего. 

Рис. 5. Относительное содержание белка eNOS (a), RhoA (b) и Rho-киназы II (c) в подкожной артерии крысят 
в возрасте 11–12 дней групп «Контроль» (CON) и «ЗВУР» (IUGR). Значения нормированы на содержание 
референсного белка GAPDH и выражены в процентах от медианы (a, b) или от среднего (c) в группе «Контр-
оль». Данные представлены в виде медианы и межквартильного размаха (a, b) или среднего и стандартной 
ошибки среднего (c). Цифры в скобках обозначают количество животных. # p < 0.05 (непараметрический 
тест Манна – Уитни), * p < 0.05 (непарный t-тест Стьюдента).
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до 11 лет в анамнезе было показано увеличение уровня глюкозы натощак, так же как 
и изменение липидного профиля, определяемого в крови [24]. Причины расхождений 
в результатах исследований неясны, вероятно, они могут быть следствием видовых и/
или возрастных различий или же влияния других факторов, которые только предстоит 
определить. Вероятно, эти же факторы могут лежать в основе расхождений данных 
о влиянии ЗВУР на интегральные показатели сердечно-сосудистой системы, а именно 
на уровень артериального давления. Так, для детей в возрасте до 2 лет было показано 
повышение артериального давления вследствие ЗВУР [4], тогда как для новорожден-
ных и 4-недельных овец со ЗВУР не было обнаружено различий в уровне артериально-
го давления по сравнению с равновозрастным контролем [11]. 

Важным преимуществом использования животных моделей с  экспериментальной 
патологией по сравнению с исследованиями с участием человека является возможность 
исследовать тонкие механизмы регуляции отдельных органов, включая кровеносные со-
суды. В данном исследовании не было выявлено изменений в сократительных ответах 
артерий на агонист α1-адренорецепторов у 11–12-дневных крысят со ЗВУР по сравнению 
с равновозрастными контрольными животными. Также не наблюдалось различий во вли-
янии ингибитора NO-синтаз L-NNA на сократительные ответы артерий крысят контроль-
ной и опытной групп, что указывает на сопоставимое антиконстрикторное влияние NO 
в двух группах животных в раннем постнатальном периоде и согласуется с отсутствием 
различий в содержании eNOS (как на уровне мРНК, так и на уровне белка), а также со-
держания мРНК аргиназы-2 – фермента, конкурирующего с eNOS за субстрат L-аргинин. 
Однако примечательно, что сравнение влияния донора NO DEA/NO на сосудистый тонус 
выявило увеличенную реактивность артерий крысят со ЗВУР на экзогенный NO (в при-
сутствии L-NNA, то есть в условиях блокады продукции эндогенного NO), что указывает 
на  повышение реактивности гладкомышечных клеток на  NO. Сопоставление функци-
ональных данных об отсутствии изменений во влиянии L-NNA у крысят со ЗВУР (по 
сравнению с равновозрастными контрольными животными) с увеличенной чувствитель-
ностью артерий к экзогенному NO предполагает снижение продукции NO эндотелием со-
судов крысят со ЗВУР, которое компенсируется ростом чувствительности к NO на уровне 
гладкомышечных клеток. Важно, что такие «адаптационные» изменения в чувствитель-
ности гладкой мышцы к NO вследствие изменений в его продукции эндотелием у крысят 
со ЗВУР согласуются с данными литературы об обратной зависимости между синтезом 
NO эндотелием и чувствительностью гладких мышц к экзогенному NO [25, 26].

Отметим, что проведенные ранее исследования влияния ЗВУР на новорожденных 
овец не выявили изменений в выраженности эндотелий-зависимого расслабления бе-
дренной артерии на ацетилхолин, а также в чувствительности этой артерии к экзоген-
ному NO [11]. Примечательно, что в возрасте 4-х недель у овец со ЗВУР эндотелий-
зависимое расслабление бедренной артерии на ацетилхолин значимо уменьшалось за 
счет уменьшения сосудорасширительного вклада простаноидов [11], что указывает 
на постепенное «ухудшение» эндотелий-зависимой регуляции тонуса сосудов у потом-
ков со ЗВУР по мере взросления организма. В соответствии с этим в целом ряде работ 
для взрослого потомства со ЗВУР показано ослабление эндотелий-зависимой регуля-
ции сосудистого тонуса [7–10, 12, 27].

Еще один механизм регуляции сосудистого тонуса, особенно важный в раннем пост-
натальном периоде, связан с проконстрикторным влиянием Rho-киназы [17, 28]. Ранее 
мы показали, что в коронарных артериях взрослых крыс со ЗВУР наблюдается увели-
чение проконстрикторного влияния Rho-киназы в эндотелии [12]. В данной работе мы 
впервые исследовали вовлечение этого механизма в  регуляцию сосудистого тонуса 
у животных со ЗВУР в раннем постнатальном периоде. Известно, что Rho-киназа мо-
жет оказывать свое проконстрикторное влияние как на уровне гладкой мышцы, так и на 
уровне эндотелия, где она может ингибировать активность eNOS [20]. В связи с этим 
нами были проведены эксперименты как на фоне L-NNA, так и без него. Однако ни 
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в тех, ни в других условиях не было выявлено различий во влиянии ингибитора Rho-
киназы у контрольных крысят и крысят со ЗВУР. Примечательно, что содержание белка 
самой Rho-киназы и ее активатора RhoA было снижено в артериях крысят со ЗВУР, в то 
время как функциональный вклад Rho-киназы в регуляцию сократительных ответов не 
был изменен. На данный момент нет четкого ответа на вопрос о причине в расхожде-
нии результатов биохимических и функциональных экспериментов. Мы можем пред-
полагать, что, несмотря на уменьшение содержания белка Rho-киназы в артериях кры-
сят со ЗВУР, может происходить усиление ее активности, которая регулируется в том 
числе факторами обмена гуаниновых нуклеотидов (GEF) [29]. Есть ли влияние ЗВУР 
на активность GEF и, если есть, то какое оно, остается неясным на настоящий момент 
и может служить предметом будущих исследований. Вместе с тем результаты данно-
го исследования свидетельствуют о неизменном функциональном вкладе Rho-киназы 
в регуляцию сосудистого тонуса у животных со ЗВУР в раннем постнатальном периоде.  

Таким образом, у крыс со ЗВУР не было обнаружено ярко выраженных изменений 
в регуляции сосудистого тонуса в раннем постнатальном периоде (в возрасте 1–2-х не-
дель). Однако наши данные указывают на некоторые изменения в тонких механизмах 
регуляции тонуса артерий, а именно на возможное снижение продукции NO эндотели-
ем сосудов, которое «компенсируется» на функциональном уровне ростом чувствитель-
ности гладкой мышцы к  NO. Отметим, что, согласно данным литературы, выражен-
ность последствий ЗВУР для сосудистой системы может градуально нарастать по мере 
развития организма в раннем постнатальном периоде [11], переходя в достаточно ярко 
выраженные нарушения регуляции тонуса артерий у взрослого потомства [7–10, 12, 27]. 
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Intrauterine Growth Restriction does not Lead to Pronounced Changes in the 
Regulation of Arterial Contractile Responses in Rats in the Early Postnatal Period

A. A. Shvetsovaa, E. K. Selivanovaa, b, L. D. Shilovaa, O. S. Tarasovaa, c  
and D. K. Gaynullinaa, *

aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
bChemRar Research and Development Institute, Khimki, Moscow Region, Russia

cInstitute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: Dina.Gaynullina@gmail.com

Intrauterine growth retardation (IUGR) is one of the most common pathologies of 
pregnancy. As a result of this pathology, the functioning of many systems, including 
the cardiovascular system, is disrupted. In adult animals who have suffered IUGR, the 
contribution of procontractile mechanisms regulating vascular tone (for example, the Rho-
kinase signaling pathway) increases, and the contribution of anticontractile mechanisms 
(for example, endothelial NO), on the contrary, decreases, which can lead to vasospasm 
and impaired blood supply to organs. Since NO and Rho-kinase have a pronounced 
vasomotor role in early postnatal ontogenesis, the purpose of this work was to assess the 
influence of IUGR on the contribution of these mechanisms to the regulation of arterial 
contractile responses in early postnatal ontogenesis. IUGR was modeled by limiting the 
amount of food consumed by females (by 50%) from the 11th day of pregnancy until birth. 
In offspring aged 11 - 12 days, the reactions of the isolated saphenous artery were studied 
in isometric mode, and the content of mRNA and proteins of interest in this artery was also 
assessed. IUGR did not lead to a change in the reactivity of the arteries of the offspring 
to the α1-adrenergic receptor agonist methoxamine. The increase in contractile responses 
to methoxamine in the presence of the NO-synthase inhibitor L-NNA, as well as the 
expression levels of eNOS (mRNA and protein) and arginase-2 (mRNA) were not changed 
in the arteries of IUGR rats, while the sensitivity of the arteries to the exogenous NO donor 
DEA /NO was higher in IUGR compared to control rat pups. Despite the relatively low 
content of RhoA and Rho-kinase II proteins in the arterial tissue of rat pups from the IUGR 
group, the decrease in contractile responses under the influence of the Rho-kinase inhibitor 
Y27632 was equally pronounced in the arteries of rat pups from two experimental groups. 
Thus, IUGR, caused by maternal nutritional restriction during pregnancy, does not lead 
to pronounced changes in the regulation of systemic vascular tone in the early postnatal 
period. 

Keywords: intrauterine growth restriction, smooth muscle, endothelium, nitric oxide NO, 
Rho-kinase, early postnatal ontogenesis, artery 
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Молекулярный водород проявляет антиоксидантные и противовоспалительные 
свойства. Показано его протективное действие при различных сердечно-сосудистых 
заболеваниях. Целью работы было изучение влияния дыхания атмосферным возду-
хом, содержащим 4% молекулярного водорода, на степень развития МКТ-легочной 
гипертонии и ассоциированной с ней интерстициальной болезни легких, а также 
выраженности реноваскулярной (1П1К) гипертонии в экспериментах на крысах. 
В качестве модели гипертонии малого круга кровообращения использовали моно-
кроталин-индуцированную легочную гипертонию (МКТ-ЛГ). Эксперименты про-
водили на трех группах животных: “Контроль” – животным вводили растворитель 
для монокроталина, “МКТ-Контроль” и “МКТ-Н2” – группы, которым однократно 
вводился МКТ. Группы “Контроль” и “МКТ-Контроль” в течение 21 дня дышали 
атмосферным воздухом, а группа “МКТ-Н2” – воздухом, содержащим 4% водорода. 
Ингаляции были постоянными в течение 21-го дня. На 21-й день под уретановым 
наркозом измеряли гемодинамические параметры и фиксировали образцы легкого 
для последующего морфологического анализа. В качестве модели гипертонии боль-
шого круга использовали реноваскулярную гипертонию 1П1К (РВГ). В эксперимен-
те было две группы: РВГ-К – крысы дышали атмосферным воздухом и РВГ-Н2  – 
крысы дышали воздухом, содержащим 4% водорода. В ходе эксперимента измеряли 
систолическое артериальное давление (САД) и оценивали выделительную функцию 
почки. На 28-й день под уретановым наркозом измеряли гемодинамические пока-
затели. На модели МКТ водород не влиял на гемодинамические параметры МКТ 
гипертонии, но уменьшал среднее АД, САД, количество тучных клеток, секрецию 
триптазы из них, а также маркеры ремоделирования легких – TGF-β1 и ММП-9. На 
РВГ модели дыхание с водородом уменьшало среднее АД, САД и не влияло на вы-



1667МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ВОДОРОД УМЕНЬШАЕТ СРЕДНЕЕ

делительную функцию почки. Ингаляции 4% водорода вызывают уменьшение сред-
него АД и САД в обеих моделях артериальной гипертонии, снижают выраженность 
воспалительного процесса и ингибируют активность профиброзных факторов в тка-
нях легкого при МКТ-ЛГ. Возможно, центральное действие водорода сочетается 
с его противовоспалительным и антифибротическим действием.

Ключевые слова: молекулярный водород, ингаляции, монокроталиновая легочная 
гипертония, реноваскулярная гипертония, среднее артериальное давление, систоли-
ческое артериальное давление, крысы, тучные клетки

DOI: 10.31857/S0869813924100073, EDN: VRNEGA

ВВЕДЕНИЕ

Артериальное давление (АД) является интегративным показателем состояния сердеч-
но-сосудистой системы. Нормальный уровень давления в организме создается и регули-
руется нервным, гуморальным, гормональным, местным и др. механизмами. Длительное 
повышение АД приводит к развитию артериальной гипертонии. Гипертония – обшир-
ная группа заболеваний, которая характеризуется стойким увеличением АД и является 
одной из ведущих причин возникновения сердечно-сосудистых заболеваний в организ-
ме человека [1]. В последнее время появляются данные, что одним из важнейших фак-
торов патогенеза этого заболевания являются оксидативный стресс и воспаление. Оба 
этих фактора опосредуют патологические изменения миокарда, сосудов и окружающей 
ткани. Среди перспективных и неспецифических методов предупреждения и терапии 
гипертонии рассматривается применение антиоксидантов [2]. Молекулярный водород – 
природный антиоксидант, может избирательно нейтрализовать гидроксильные радикалы 
(OH) и пероксинитрит (ONOO-), которые являются очень сильными окислителями и ак-
тивность которых приводит к необратимым изменениям тканей и гибели клеток. Важ-
но, что молекулярный водород не восстанавливает такие важные сигнальные молекулы 
в тканях, как Н2О2 и NO [3]. Влияние молекулярного водорода на организм умеренное, 
побочных эффектов до сих пор не выявлено [4]. Обладая такими свойствами, молеку-
лярный водород может уменьшать оксидативный стресс, при этом не влияя на сигналь-
ные молекулы, участвующие в физиологических процессах в клетках [5]. Тучные клетки 
(ТК) рассматриваются потенциальными мишенями для выявления противовоспали-
тельных эффектов молекулярного водорода и иммунного ответа. Ферменты и протеа-
зы (триптаза), высвобождаемые ТК, а также образующиеся во время дегрануляции ак-
тивные формы кислорода, сопровождают ранние стадии воспалительного процесса [6]. 
Кроме того, было показано, что Н2 способен ингибировать синтез провоспалительных 
и воспалительных цитокинов, изменяя внутриклеточные пути реализации их сигналов 
[7]. Открытие этих свойств Н2 положило начало широкому кругу исследований на жи-
вотных о возможном влиянии Н2 на течение различных сердечно-сосудистых и других 
заболеваний. В работах, проведенных на крысах, было показано, что добавление мо-
лекулярного водорода к атмосферному воздуху, которым дышат животные, уменьшает 
ишемическое/реперфузионное повреждение миокарда за счет снижения оксидативного 
стресса и NLRP3-опосредованного пироптоза у крыс [8]. Защитное действие газообраз-
ного водорода продемонстрировано также при изучении ишемического/реперфузионно-
го повреждения спинного мозга. Показано, что транспортер-1 глутамата играет важную 
роль в этом эффекте [9]. Были получены данные о том, что вдыхание газообразного водо-
рода уменьшает ремоделирование миокарда сердца и фиброз путем регулирования вос-
паления у крыс с инфарктом миокарда [10] и в легких у животных с легочной гипертони-
ей [11]. Матриксные металлопротеиназы (MMП) представляют собой группу ферментов, 
участвующих в деградации большинства компонентов внеклеточного матрикса и, следо-
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вательно, в ремоделировании тканей, связанном с патологическими состояниями, в том 
числе с развитием легочной гипертонии [12]. Матриксная металлопротеиназа-9 (MMП-
9), влияя на активацию тканевого фактора, при взаимодействии с MMП-2 вызывает на-
рушение строения дыхательных путей и базальной мембраны сосудов, что напрямую 
приводит к повышению их проницаемости. Кроме того, MMП-9 усиливает активность 
нейтрофилов через NF-κB-путь, увеличивает высвобождение воспалительных факторов, 
таких как IL-6, и катализирует прогрессирование легочного воспаления [12].

В исследованиях используют несколько способов применения водорода, каждый 
из которых имеет свои особенности. В настоящее время в экспериментальных и кли-
нических исследованиях часто применяют ингаляции воздухом, содержащим разный 
процент добавленного водорода. Было показано, что вдыхание газовой смеси с концен-
трацией водорода от 2 до 4% безопасно [13].

Несмотря на большое количество работ, касающихся изучения защитного дейст-
вия молекулярного водорода на развитие патологий сердца и мозга, исследования на 
моделях гипертонии единичны. Так, в одном из них было показано, что ежедневные 
4-часовые ингаляции с Н2 у пожилых людей (50–70 лет) с диагностированной арте-
риальной гипертонией приводят к уменьшению систолического артериального давле-
ния [14]. Предполагается, что кроме изменения активности ренин-ангиотензиновой 
системы, в этом эффекте принимает участие уменьшение активности симпатической 
системы. В связи с этим мы в настоящей работе изучали влияние Н2 на развитие гипер-
тонии на двух моделях. Первая модель воспроизводит гипертонию малого круга кро-
вообращения – легочную гипертонию, которая характеризуется увеличением среднего 
артериального давления в легочных сосудах более чем на 25 мм рт. ст. Развитие МКТ 
гипертонии ассоциировано с интерстициальной болезнью легких (ИЗЛ). При этом на-
блюдается развитие эндотелиальной дисфункции, воспаления, оксидативного стресса, 
ремоделирование сосудистой стенки и соединительной ткани легких, т. е. все симпто-
мы развития ИЗЛ [15]. Важно, что эта форма гипертонии не сопровождается измене-
нием системного артериального давления. Изучены многие молекулярные механизмы, 
лежащие в основе ее патогенеза [16]. Уменьшение процессов воспаления и фиброза 
в легких может явиться маркером действия молекулярного водорода при ингаляциях.

В качестве второй модели была выбрана модель гипертонии большого круга крово-
обращения – реноваскулярная гипертония “одна почка – одна клипса” (РВГ 1П1К), ко-
торая зависит от ренин-агиотензиновой системы только в начале заболевания. Показано, 
что механизм развития РВГ запускается при сужении просвета приносящей почечной 
артерии не менее чем на 70–80% [17]. Считается, что важную роль в увеличении систем-
ного артериального давления и ЧСС играет увеличение симпатической активности [18].

Таким образом, целью настоящего исследования явилось изучение влияния дыхания 
атмосферным воздухом, содержащим 4% молекулярного водорода, на степень развития 
МКТ-легочной гипертонии и ассоциированной с ней интерстициальной болезни легких, 
а также выраженности реноваскулярной (1П1К) гипертонии в экспериментах на крысах.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Исследование проводили на самцах крыс линии Wistar, массой 180–220 г, 
полученных из вивария НИИ общей патологии и патофизиологии (Москва, Россия). 
При содержании крыс соблюдались условия 12-часового светового дня со свободным 
доступом к воде и пище при контроле влажности и температуры. Эксперименты начи-
нали не ранее, чем через 7 дней после доставки животных.

Моделирование МКТ-ЛГ. Эксперименты проводились на 24 животных, которые были 
разделены на три группы по 8 крыс. Для получения модели МКТ-ЛГ животным одно-
кратно подкожно вводили монокроталин (МКТ) (60 мг/кг в 60%-ном этиловом спирте) 
(Sigma Aldrich, Дармштадт, Германия). Контрольной группе (Контроль) вводили только 
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растворитель для МКТ (эквивалентный объем 60%-ного этилового спирта). Животные 
этой группы были помещены в пластиковые камеры, так же как и МКТ группы, они ды-
шали атмосферным воздухом. Животные, получавшие МКТ-инъекцию, были разделены 
на две группы. В 1-й группе крысы дышали атмосферным воздухом (МKТ-Контроль), во 
2-й группе – атмосферным воздухом, содержащим 4% водорода (МKТ-Н2). Воздействие 
было хроническим – в течение 3 недель. В течение этого времени убыль животных не на-
блюдалась, однако в ходе острого эксперимента не всегда удавалось корректно измерить 
систолическое давление в правом желудочке сердца как одного из симптомов развития 
МКТ-ЛГ, или же животные с гипертонией плохо переносили наркоз и умирали. Поэтому 
в конечном итоге представлены результаты по 5 или 6 животным в группах.

Схема эксперимента. В ходе эксперимента животных помещали в пластиковые 
контейнеры объемом 130 л (SAMLA 203.764.41, Inter IKEA Systems). Внутри каждого 
контейнера располагалось по две клетки Т3 для животных, в каждой из которых поме-
щалось по 4 крысы. Для вентиляции контейнеров использовали воздушный компрес-
сор (Hiblow XP 40, Techno Takatsuki CO, Япония). Водород подавали от генератора 
молекулярного водорода (Pioneer, Vodorodpomogaet Россия). Подачу водорода и атмос-
ферного воздуха контролировали ротаметрами (LZB-3, LZM-4T, Китай). Она составля-
ла 0.15 л/мин для водорода и 4 л/мин для воздуха. Содержание водорода в этом случае 
составляло 3.5–4.0% в воздухе, которым дышали крысы (рис. 1).

Риc. 1. Схематическое изображение экспериментальной установки.

Моделирование РВК 1П1К. Перед началом эксперимента животных взвешивали, изме-
ряли систолическое артериальное давление (САД) плетизмографическим методом и по-
мещали в метаболические клетки производства компании Tecniplast на 22 ч. Животные 
в метаболических клетках (метабоклетки) имели неограниченный доступ к воде. Сразу 
после того, как животных извлекали из метабоклеток, у них из хвостовой вены отбирали 
пробы крови на биохимический анализ, определяли количество выпитой воды и суточ-
ный объем выделенной мочи. Полученные образцы крови и мочи замораживали при тем-
пературе –20 °С для последующего анализа. Животные после метабоклеток восстанавли-
вались в течение двух дней для увеличения выживаемости при последующей операции.

Операцию по моделированию РВГ 1П1К гипертонии проводили под тиопенталовым 
наркозом (40 мг/кг, 20 мг/мл в 0.9%-ном растворе NaCl, внутрибрюшинно). У животных 
удаляли правую почку, а на почечную артерию левой почки накладывали клипсу, кото-
рую изготовляли из отрезка серебряной ленты (толщина 0.1 мм) длиной 8–9 мм, шири-
ной 2 мм. Просвет клипсы составлял 0.26–0.27 мм в зависимости от массы тела крысы. 
После операции крысам внутрибрюшинно вводили антибиотик ципрофлоксацин, 5 мг/
кг/день, 2 мг/мл, в течение четырех дней (Ciprinol®, раствор для инфузии, KRKA). Опе-
рированных животных помещали в индивидуальные клетки на 7 дней.
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Спустя неделю после операции животным измеряли САД плетизмографическим ме-
тодом и разделяли их на 2 группы – РВГ-К и РВГ-Н2. Животных распределяли так, чтобы 
усредненное увеличение САД после операции было статистически равным между дву-
мя группами. Так же как и в предыдущих экспериментах, в течение 3 недель животные 
в опытной группе (РВГ-Н2) дышали воздухом, содержащим 4% молекулярного водорода, 
а животные в контрольной группе (РВГ-К) дышали атмосферным воздухом. За 2 дня 
до острого эксперимента животных сажали в метаболические клетки, проводили изме-
рение массы до и после метабоклеток, определяли потребление воды за сутки и объем 
суточной мочи, проводили отборы проб сыворотки крови и мочи. В пробах крови и мочи 
проводили измерение содержания креатинина и мочевины коммерческими наборами.

Для регистрации гемодинамических параметров животных анестезировали уретаном 
(1.2 г/кг, 0.6 г/мл в воде) внутрибрюшинно. Среднее артериальное давление (ср. АД), 
систолическое АД (САД), диастолическое АД (ДАД) и систолическое давление в пра-
вом желудочке (СПЖД) в случае МКТ-ЛГ животных и частоту сердечных сокращений 
(ЧСС) оценивали непосредственно с помощью датчика артериального давления Statham 
(Statham Instrument Inc., Лос-Анджелес, Калифорния, США). Данные через усилитель 
и аналого-цифровой преобразователь L-Card E14–140 (версия 1, L-Card, Москва, Россия) 
передавались на компьютер. Наркотизированным крысам в бедренную артерию вживля-
ли катетер РЕ10 для регистрации давления и ЧСС. В бедренную вену вставляли катетер 
РЕ 50 (Медсил, Москва, Россия) для введения веществ. Для МКТ-ЛГ животных в правую 
яремную вену вставляли катетер РЕ 50 и проводили его в правый желудочек под конт-
ролем регистрации кривой давления. О степени развития реноваскулярной гипертонии 
судили по изменению системного АД, а МКТ гипертонии – по величине СПЖД и ги-
пертрофии правого желудочка сердца. Степень гипертрофии правого желудочка (ПЖ) 
оценивали как отношение массы ПЖ к сумме масс левого желудочка (ЛЖ) и межжелу-
дочковой перегородки (пер) (ПЖ/(ЛЖ + пер)) в процентах. 

Биохимический анализ проводили в образцах сыворотки крови и мочи животных 
с РВГ 1П1К. В пробах измеряли содержание креатинина и мочевины с помощью ком-
мерческих наборов Ольвекc-Диагностикум (Россия): Креатинин-Ольвекс, Мочевина-
Ольвекс. Спектрофотометрический анализ проводили на анализаторе Multiscan EX 
(Thermo EC, Delaware, США).

Морфологический анализ. Взятые образцы легких незамедлительно фиксировали 
в 10%-ном забуференном растворе формалина в течение 2–3 дней. После стандартной 
процедуры пробоподготовки из парафиновых блоков изготавливали серийные срезы 
толщиной 5 мкм для окрашивания гематоксилином и эозином, а также раствором Гим-
зы для идентификации ТК; срезы толщиной 2 мкм использовали для иммуногисто-
химического исследования. Иммуногистохимически определяли секрецию триптазы 
ТК с использованием мышиных моноклональных антител к триптазе (Abcam #ab2378, 
разведение 1 : 2000), профиброзные маркеры TGF-β 1 [EPR21143] (Abcam #ab215715, 
разведение 1 : 500) и MMП-9 [EP127] (#AC-0122RUO, разведение 1 : 200, Cell Marque, 
Epitomics Inc., США) для оценки ремоделирования легких. Проводили иммунофлуорес-
центное выявление триптазы ТК (козий анти-мышиный IgG Ab (#A-11029) Invitrogen, 
(метка Alexa Fluor 488) и MMП-9 (козий анти-кроличий IgG Ab (#A-11034) Invitrogen, 
(метка-Cy3)), ядра контрастировали 4´,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI, 5 мкг/
мл в PBS). Количественный анализ иммунопозитивных клеток осуществлялся по 30 
полям зрения при увеличении ×20. Сводные данные приведены в табл. 1. Все гистоло-
гические срезы анализировали слепым способом с использованием микроскопа Zeizz 
Imager.A2, программного обеспечения ImagePro (Германия).

Статистическая обработка результатов. Данные экспериментов оформлены 
и представлены в виде среднего ± стандартное отклонение (M ± SD). Статистический 
анализ данных проводили в программах Statistica 12.0 (Statistica Inc., США) и GraphPad 
Prism 8.0. Проверку нормальности распределения проводили с помощью критерия 
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Шапиро – Уилка. One-Way ANOVA использовали для определения наличия статисти-
чески значимых различий по одному фактору между средними значениями трех или 
более независимых групп. Для того чтобы установить одновременное влияние группы 
и продолжительности воздействия, а также оценить взаимодействие между этими фак-
торами, использовали двухфакторный дисперсионный анализ Two-way ANOVA. Для 
сравнения ранговых данных использовали тест Краскела – Уоллиса. Исключение ста-
тистических выбросов проводили с использованием критерия ROUT при Q > 1%. Ка-
чественные данные описывали абсолютными (n) и относительными данными (%). Как 
статистически значимый рассматривали уровень доверительной вероятности р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение влияния молекулярного водорода на развитие МКТ-ЛГ
Влияния добавленного молекулярного водорода к атмосферному воздуху на основ-

ные сердечно-сосудистые показатели развития МКТ-ЛГ не было выявлено. Показатели 
СПЖД для группы МКТ-Контроль и МКТ-Н2 достоверно не отличались друг от друга 
и составляли 56 ± 7 мм рт. ст. (n = 5) и 55 ± 6 мм рт. ст. (n = 6) соответственно. Обе 
величины были достоверно выше СПЖД контрольной группы без МКТ-ЛГ, где оно 
составляло 29 ± 5 мм рт. ст. (p < 0.05), что свидетельствует о развитии МКТ-ЛГ в обеих 
экспериментальных группах. Индекс гипертрофии ПЖ сердца в группе контроля со-
ставил 29.2 ± 4.0%, в группе МКТ-Контроль – 38.3 ± 6.1% и в группе МКТ-Н2  – 42.1 ± 
6.8%. Два последних показателя статистически значимо не отличались друг от друга, 
но были достоверно больше величины в группе Контроль (р < 0.05). Эти данные сви-
детельствуют о развитии гипертонии в МКТ группах и отсутствии влияния Н2 на этот 
показатель, что подтверждает полученные ранее данные [11]. 

Изучение величины САД показало, что в группе животных с МКТ-ЛГ, которые 
дышали атмосферным воздухом, содержащим 4% молекулярного водорода (МКТ-Н2), 
наблюдается достоверное уменьшение ср. АД на 11% по сравнению с ср. АД в контр-
ольной группе и на 13% по сравнению с группой МКТ-Контроль (p < 0.05) (рис. 2). 
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Рис. 2. Среднее артериальное давление (а), систолическое (b) и диастолическое (c) артериальное давление 
на 21-й день эксперимента. *MCT-H2 vs Control, MCT-Control, p < 0.05, One-way ANOVA. Цифры внутри 
столбиков обозначают количество животных.

Так как ср. АД представляет собой некоторый усредненный показатель между САД 
и ДАД, мы посмотрели, за счет какой составляющей наблюдается выявленное нами 
уменьшение ср. АД. Как показано на рис. 2b, изменение ср. АД обусловлено сниже-
нием его систолической составляющей. САД в группе МКТ-Н2 составляет 107 ± 8 мм 
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рт. ст., а в группе МКТ – 121 ± 9 мм рт. ст., в группе Контроль – 120 ± 15 мм рт. ст. 
(p < 0.05). ДАД и ЧСС при этом не отличались. 

МКТ-ЛГ является моделью легочной гипертонии, ассоциированной с интерстици-
альным заболеванием легких, которое характеризуется воспалением и фиброзом. Мор-
фологический анализ выявил признаки воспалительного процесса, а также измене-
ние активности профиброзных маркеров в сторону активации синтеза фибриллярных 
структур с образованием фиброзных структур с неравномерной плотностью, утолще-
ние стенок сосудистого русла (рис. 3b). Морфологический анализ образцов группы 
MКT-H2 показал, что структуры ацинуса приобрели классическую форму; альвеолы 
имели ячеистый вид и слегка утолщенные стенки с полноценными кровеносными со-
судами в интерстиции (рис. 3e). Признаки интерстициального отека уменьшились, но 
пневмоциты с признаками гипертрофии сохранялись. Реакция ТК показала как количе-
ственное, так и функциональное снижение по сравнению с контрольной группой MКT. 
Ранее мы описывали, что дыхание воздухом с примесью 4% Н2 у животных с МКТ при-
водит к снижению количества и функциональной активности тучных клеток (включая 
клетки, содержащие триптазу) в среднем на 30% по сравнению с группой MКT-Контр-
оль, т. е. вызывает уменьшение воспаления в легких (табл. 1). Секреция TGF-β альвео-
лярными макрофагами и альвеолярными клетками II типа была высокой по сравнению 
с контролем и MКT-H2 в группах (табл. 1, рис. 4). При общем увеличении количества 
клеток TGF-β наблюдалось их неравномерное распределение в респираторной части 
легкого с формированием преимущественного накопления в определенных локусах 
ацинуса. Продолжая это исследование, в данной работе мы проводили иммуногисто-
химический и иммунофлуоресцентный анализ содержания одного из ферментов се-
мейства матриксных металлопротеиназ – ММП-9. Как уже говорилось выше, при ЛГ 
наблюдается ремоделирование стенки легочных сосудов. В этом процессе принимает 
участие и изменение внеклеточного матрикса, которое регулируется как иммуноком-
петентными клетками, так и ферментами семейства ММП [19]. Результаты показали, 
что экспрессия MMП-9 в группе МКТ-Контроль была выше, чем в группах Контроль 
в 16 раз, а по сравнению с группой МКТ-Н2 – в 2.3 раза (р < 0.05) (табл. 1, рис. 4).

Таблица 1. Среднее количество триптаза-позитивных тучных клеток и клеток, 
экспрессирующих профиброзные маркеры в 1 мм2 легких (M ± SD)

Группа 
Маркер

Контроль
(n = 7) MКT-Контроль (n = 6) MКT-H2

(n = 6)

Триптаза ТК 23 ± 6 40 ± 13* 28 ± 10*,#

TGF-β 4 ± 3 106 ± 50* 42 ± 10*,#

ММП-9 3 ± 1 48 ± 9* 21 ± 7*,#

Примечание. Триптаза ТК – *Контроль vs. MКT-Control, MКT-H2, p < 0.05, # MКT-H2 vs. MКT-Контроль, 
p < 0.05, one-way ANOVA; TGF-β – *Контроль vs. MКT-Control, MКT-H2, p < 0.00001, # MКT-H2 vs. контр-
оль, MКT-Контроль односторонний ANOVA; *Контроль vs. MКT-Контроль, MКT-H2 , p < 0.05, # MКT-H2 vs. 
MКT-Контроль, p < 0.05, one-way ANOVA.

Таким образом, в гипертензивной группе, крысы которой дышали воздухом с 4% 
водорода, количество ММП-9-позитивных клеток было статистически значимо умень-
шено по сравнению с МКТ-контрольной группой. MMП-9 в легких, идентифицируе-
мая путем иммунофлуоресцентного окрашивания, экспрессировалась преимуществен-
но в нейтрофилах, в меньшей степени – в ТК. Результаты показали, что экспрессия 
MMП-9 в группе MКT-Контроль была выше, иммунопозитивные MMП-9 клетки часто 
солокализовались с триптаза-позитивными ТК (табл. 1, рис. 4).
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Рис. 3. Морфологические особенности структур легких и тучных клеток крыс линии Вистар при моделирова-
нии легочной гипертонии. Методы окрашивания: (a), (b), (e) – гематоксилин и эозин, (c), (d), (f) – раствор Гим-
зы. (a) – группа контроля, (b, c, d) – МКТ-Контроль, (e, f) – МКТ-Н2. (a) – в респираторном отделе легкого удли-
ненные альвеолярные проходы переходят в тонкостенные альвеолы, признаков воспалительного инфильтрата 
и отека стромы не наблюдается; (b) – выявляются структурные и функциональные изменения в артериальной 
стенке и облитерации просвета с гипертрофией медии; (c) – тучные клетки (фиолетовое окрашивание) ин-
фильтрируют строму легочной ткани, активно дегранулируют; (d) – в локусе отмечаются нейтрофилы и плаз-
моциты; (e) – менее выраженный отек интерстициальных структур и альвеолоцитов легкого, периваскулярно 
расположено незначительное количество клеток воспалительного инфильтрата; (f) – единичные тучные клетки 
в поле зрения без признаков дегрануляции. Увеличение (a) – х 200, (b, c, e, f) – х 400, (d) – х 1000.
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Рис. 4. Гистотопография и характер экспрессии триптазы тучных клеток (a, b), TGF-β (c, d) и ММП-9 (e, f) 
в легких при развитии ЛГ (b, d, f) и при ЛГ с ингаляцией 4% H2 (a, c, e). Специфическое для иммуногистохими-
ческой реакции коричневое окрашивание выявляет скопление триптаза-позитивных тучных клеток с признака-
ми дегрануляции в интерстиции легочной ткани (b), в то время как под влиянием ингаляции 4% H2 снижается 
экспрессия данной протеазы (a); инфильтрация иммунопозитивными клетками с высокой экспрессией TGF-β 
в группе МКТ-Контроль (d) в сравнении с немногочисленными TGF-β позитивными клетками в группе приме-
нения молекулярного водорода (c); низкая экспрессия ММП–9 (красный цвет, метка-Cy3) на фоне солоколиза-
ции с триптаза-позитивными тучными клетками (зеленый цвет, метка Alexa Fluor 488) в группе (e) и скопление 
ММП-9 позитивных клеток, преимущественно нейтрофилов (в соответствии с морфологией клеток) в при-
сутствии триптаза-позитивных тучных клеток. Методы окрашивания: (a, b, c, d) – иммуногистохимическая 
реакция, (e, f) – иммунофлуоресцентное окрашивание. Увеличение (a, b, d) – х 400; (c, e, f) – х 1000.
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Таким образом, несмотря на отсутствие влияния Н2 на основные сердечно-сосуди-
стые симптомы развития МКТ, у крыс из группы МКT-Н2 ингаляция с молекулярным 
водородом вызывает статистически значимое уменьшение ср. АД, опосредованное 
уменьшением САД, а также оказывает регуляторное воздействие на функциональный 
и фенотипический статус ТК, снижает количество TGF-β позитивных клеток и приво-
дит к ингибированию активности ММП-9 – фактора, участвующего в ремоделирова-
нии внеклеточного матрикса легких, проявляя антифибротическое и противовоспали-
тельное действие.

Изучение влияния молекулярного водорода на развитие РВГ 1П1К
В течение эксперимента в обеих группах с РВГ (РВГ-К и РВГ-H2) на бодрствующих 

животных непрямым плетизмографическим методом измеряли САД. На рис. 5a пред-
ставлена динамика изменения САД за 28 дней опыта.

 В “0” точке средняя величина САД составила 122.5 ± 8.5 мм рт. ст. (n = 16). Через 
неделю после проведения операции 1П1К у животных измеряли САД, делили их про-
извольно на две группы (РВГ-К и РВГ-Н2) и начинали эксперимент по ингаляции моле-
кулярным водородом. Измерение САД на 28-й день показало, что оно возросло в обеих 
группах. Для группы РВГ-К оно составило 151.7 ± 16.5 мм рт. ст. (n = 5, p < 0.05), а для 
группы РВГ-H2 – 138.6 ± 5.9 мм рт. ст. (n = 6, p = 0.065). Таким образом, в обеих группах 
наблюдалось увеличение ср. АД, однако его степень в группе РВГ-Н2 была меньше, 
чем в контрольной группе.

Исследования на наркотизированных животных показали статистически значи-
мое уменьшение (p < 0.01) ср. АД (рис. 5c) в группе РВГ-Н2 (85.6 ± 5.2 мм рт. ст., n = 
6) по сравнению с группой РВГ-К (96.5 ± 5.7 мм рт. ст., n = 5). Уменьшение ср. АД, 
так же как и в случае МКТ-ЛГ, было снижено за счет САД (рис. 5d), которое у живот-
ных из группы РВГ-Н2 (102.2 ± 9.9 мм рт. ст.) было статистически значимо (p < 0.05) 
меньше по сравнению с группой РВГ-К (116.2 ± 8.7 мм рт. ст.). ДАД (рис. 5e) и ЧСС 
(рис. 5b) достоверно не изменялись, хотя последний показатель имел тенденцию 
к уменьшению. Таким образом, и в случае РВГ 1П1К гипертонии при добавлении Н2 
к атмосферному воздуху наблюдается уменьшение ср. АД за счет САД.

В ходе этого эксперимента проводилось изучение выделительной способности 
почки. В пробах суточной мочи и крови исследовалось содержание креатинина и мо-
чевины до операции по моделированию РВГ и на 26-й день эксперимента (риc. 6).

 Развитие РВГ сопровождалось статистически значимым возрастанием концен-
трации креатинина (рис. 6a) (на 44% в группе РВГ-К и на 55% в группе РВГ-H2) 
и мочевины (рис. 6d) (на 20% в группе РВГ-К и на 78% в группе РВГ-H2) в пробах 
крови. Их экскреция с суточной мочой возросла в обеих группах: для креатинина 
на 91% в группе РВГ-К и на 51% в группе РВГ-H2 (рис. 6b), для мочевины на 40% 
в группе РВГ-К и на 58% в группе РВГ-H2 (рис. 6e). Значимых различий между 
группами РВГ-К и РВГ-Н2 для этих показателей не выявлено. В качестве показате-
ля скорости клубочковой фильтрации был изучен клиренс эндогенного креатинина 
(рис. 6c). Наблюдалось некоторое увеличение этого показателя к концу эксперимен-
та, но статистически значимого изменения скорости клубочковой фильтрации, рас-
считанной по креатинину, выявлено не было. Не отличался он и между группами 
РВГ-К и РВГ-Н2 (0.80 ± 0.29 мл/мин и 1.13 ± 0.17 мл/мин до операции и 1.07 ± 0.16 
мл/мин и 1.17 ± 0.62 мл/мин в конце эксперимента соответственно). Таким образом, 
при данной форме РВГ выделительная способность почки адаптируется к возраста-
нию катаболизма белков, так как клиренс не меняется. Водород на этот показатель 
также не влиял.
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Влияние атмосферного воздуха, содержащего 4% молекулярного водорода, на 
гемодинамические показатели здоровых животных

Для выяснения того, насколько полученный эффект уменьшения ср. АД и САД при 
МКТ-ЛГ и РВГ 1П1К при дыхании с Н2 связан с развитием патологического процес-
са, была проведена полностью идентичная серия на здоровых животных. В этой се-
рии экспериментов гипотензивный эффект не был получен, а ср. АД и САД составили 
в среднем 98 ± 9 и 112 ± 14 мм рт. ст. соответственно (n = 8), что не отличалось от по-
казателей контрольной группы (n = 8), которая дышала только атмосферным воздухом. 
Влияния H2 на ЧСС в этой серии также не наблюдалось, и в среднем величина ЧСС 
составила 373 ± 74 уд/мин.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Согласно современным представлениям, молекулярный водород обладает антиок-
сидантными и противовоспалительными свойствами [1–5, 7]. Именно такой эффект мы 
получили, изучая маркеры (тучные клетки, триптаза, TGF-β), ассоциированные с МКТ-
ЛГ интерстициальной болезнью легких. Было показано их значимое уменьшение в на-

Рис. 5. Параметры гемодинамики бодрствующих (а) и наркотизированных (b – d) крыс линии Wistar с рено-
васкулярной почечной гипертонией 1П1К. (a) – динамика САД у бодрствующих крыс, измеренная непрямым 
плетизмографическим методом. (b – d) гемодинамические показатели у наркотизированных крыс – (b) ЧСС; 
(с) – cр. АД; (d) – CАД; (e) – ДАД. # - статистически значимые различия между 1 и 3 точками (p < 0.05) two-
way ANOVA. * – статистически значимые различия между группами (p < 0.05) по t-тесту для несвязанных 
переменных. ** – статистически значимые различия между группами (p < 0.01) по t-тесту для несвязанных 
переменных. Цифры внутри столбиков обозначают количество животных.
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стоящей работе и в предыдущих исследованиях [11]. Кроме того, мы выявили снижение 
экспрессии ММП-9 в легких в группе МКТ-Н2 по сравнению с группами МКТ-контроль 
и Контроль. MMП-9 участвует в фиброзе и ремоделировании соединительной ткани 
легких и легочных кровеносных сосудов [20]. Регуляторную роль на активность ММП-
9 могут оказывать многие иммунокомпетентные клетки, в том числе тучные клетки, ко-
торые не только регулируют активность MMП-9, но и сами производят данный фермент 
[12, 21]. Водородная ингаляция уменьшала степень утолщения альвеолярных перегоро-
док и их инфильтрацию воспалительными клетками, что способствовало значительному 
снижению показателей повреждения легких. Вдыхание водорода значительно улучши-
ло состояние интерстиция легких, снизив воспалительную инфильтрацию, уменьшило 
отек легких и кровоизлияния, повлияло на активность секреции профиброзных марке-
ров, тем самым предотвращая воспалительные каскадные структурные изменения ды-
хательных путей. Воздействие молекулярного водорода на тучные клетки может быть 
эффективным способом уменьшения воспалительного повреждения и профиброзного 
состояния тканей легкого в патогенезе легочной гипертонии. Однако несмотря на то, 
что уменьшение экспрессии ММП-9 предполагает уменьшение ремоделирования не 
только соединительной ткани легких, но и стенки сосудов, мы не выявили влияния Н2 

Рис. 6. Оценка выделительной функции почки у крыс линии Wistar с РВГ. (a) – концентрация креатинина 
в сыворотке крови; (b) – суточная экскреция креатинина; (с) – клиренс креатинина; (d) – концентрация моче-
вины в сыворотке крови; (e) – суточная экскреция мочевины. ** – статистически значимые различия между 
значениями до и после операции (p < 0.01) по two-way ANOVA. *** – статистически значимые различия 
между значениями до и после операции (p < 0.001) по two-way ANOVA. Цифры внутри столбиков обознача-
ют количество животных.
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на гемодинамические показатели МКТ-ЛГ. Хотя такое взаимодействие можно было бы 
ожидать, учитывая, что использование терапии, направленной на коррекцию ИЗЛ, при-
водит к улучшению качества жизни пациентов с ЛГ и уменьшению суммарных расхо-
дов на их лечение [22]. По-видимому, для проявления этого взаимодействия необходи-
мо более длительное или более интенсивное действие Н2.

Несмотря на отсутствие влияния молекулярного водорода на показатели гемоди-
намики малого круга кровообращения, в нашем исследовании было зарегистрировано 
значимое снижение ср. АД и САД в большом круге кровообращения в группе МКТ-Н2. 
Эффект не наблюдался в группах МКТ-контроль и Контроль. Схожие результаты были 
получены в исследованиях на людях. В рандомизированном плацебо-контролируе-
мом исследовании проводилось наблюдение за 60 пациентами с диагностированной 
артериальной гипертонией в возрасте 50–70 лет. Их подвергали ингаляциям комнат-
ного воздуха или его смеси с водородом (0.2–0.4%) в течение четырех часов в день 
на протяжении 2 недель. Было отмечено, что систолическое артериальное давление 
значительно снизилось после водородных ингаляций по сравнению с исходным, чего 
не наблюдалось в группе плацебо. Эффект сопровождался снижением соотношения 
альдостерона к ренину и содержания кортизола в крови испытуемых, что позволило 
авторам высказать предположение о понижении активности симпатической системы 
при действии молекулярного водорода [14]. В нашем исследовании этот эффект на-
блюдался при МКТ-ЛГ, которая обычно не сопровождается изменением системного 
артериального давления, но связана с развитием воспалительного процесса. В послед-
нее время появились исследования, которые показывают, что хроническое воспаление 
является одним из факторов патогенеза системной гипертонии [23]. Можно предпо-
ложить, что молекулярный водород, уменьшая воспалительный процесс, снижает 
и ср. АД. Тот факт, что уменьшение этого показателя происходит за счет его систоличе-
ской составляющей, позволяет предположить, что этот процесс связан с понижением 
активности симпатической системы.

Имеются исследования, результаты которых подтверждают такое предположение. 
В исследовании реноваскулярной гипертонии на крысах, где использовалось хирурги-
ческое удаление 5/6 одной почки при удалении второй, ингаляции водородом в течение 
1 ч в сутки вызывали уменьшение повышенного АД у этих животных. Спектральный 
анализ вариабельности АД показал, что Н2 уменьшает дисбаланс вегетативной нерв-
ной системы за счет подавления активности симпатической нервной системы [24]. 

В нашем исследовании мы использовали модель реноваскулярной гипертонии 
1П1К. Как уже говорилось выше, механизм повышения АД в этой модели запускается 
при сужении просвета артерии не менее чем на 70–80% [11]. Считается, что важную 
роль в увеличении системного артериального давления при этом играет повышение 
активности симпатической нервной системы [18].

При сравнительном изучении изменения содержания норадреналина в плазме кро-
ви животных с разными моделями РВГ (1П1К или 2П1К) было показано его увеличе-
ние только в модели 1П1К, что коррелировало с возрастанием ЧСС [25]. В хронической 
форме эта модель РВГ является ренин-независимой. Используя эту модель, мы показа-
ли, что добавление 4% водорода в дыхательную смесь крысам со 2-й недели развития 
РВГ (группа РВГ-Н2) привело к значимому уменьшению ср. АД и САД по сравнению 
с группой РВГ-К. Эффект сопровождался тенденцией к уменьшению ЧСС (р <  0.065). 
Молекулярный водород не влиял на повышение уровня креатинина и мочевины в кро-
ви крыс обеих групп и выделительную способность почки. Учитывая патогенез дан-
ной модели РВГ, уменьшение САД, тенденцию к уменьшению ЧСС и отсутствие влия-
ния на выделительную способность почки можно рассматривать как аргумент в пользу 
центрального действия молекулярного водорода. Наличие воспалительного процесса 
при этой форме гипертонии также, вероятно, присутствует, учитывая хирургическое 
вмешательство.
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Возникает вопрос: какое место в этом эффекте занимает противовоспалительное 
и антиоксидантное действие молекулярного водорода. По-видимому, эти свойства мо-
лекулярного водорода реализуются и в этом случае, так как эффект понижения систем-
ного АД наблюдается только на животных с гипертонией. На здоровых животных без 
патологии этот эффект не выявляется, что соответствует литературным данным [13].

Таким образом, мы показали, что добавление 4% молекулярного водорода во вдыха-
емый воздух вызывает уменьшение системного АД и САД при гипертонии как малого, 
так и большого кругов кровообращения. При МКТ-ЛГ уменьшается воспалительный 
процесс в легких, но сердечно-сосудистые показатели малого круга кровообращения 
не меняются. В случае РВГ гипертонии уменьшается ср. АД и САД, что не связано 
с выделительной способностью почки. Предполагается, что эффект уменьшения АД 
связан с уменьшением активности симпатической системы на фоне уменьшения вос-
палительного процесса.
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Molecular hydrogen demonstrates antioxidant and anti-inflammatory properties. It has 
been shown to have a protective effect in several cardiovascular diseases. The aim of this 
work was to study the effect of breathing atmospheric air containing 4% hydrogen on the 
degree of development of monocrotaline-induced pulmonary hypertension and associated 
lung tissue inflammation, as well as the severity of renovascular hypertension in Wis-
tar rats. Methods. Monocrotaline-induced pulmonary hypertension (MCT-PH) was used 
as a model of small circle hypertension. Three groups of animals were used in the ex-
periment: "Control" – animals injected with monocrotaline solvent, "MCT-Control" and 
"MCT-H2" – groups injected with MCT once. The "Control" and "MCT-Control" groups 
breathed atmospheric air for 21 days, and the "MCT-H2" group breathed air containing 4% 
hydrogen. Inhalations were kept constant until 21 days. On day 21, haemodynamic param-
eters were measured under urethane anesthesia and lung samples were fixed for subsequent 
morphological analysis. Renovascular hypertension 1R1С (RVH) was used as a model of 
systemic hypertension. There were two groups in the experiment: RVH-C – rats breathed 
atmospheric air and RVH-H2 rats breathed air containing 4% hydrogen. During the experi-
ment, systolic blood pressure (SBP) was measured and renal excretory function was as-
sessed. On day 28, haemodynamic parameters were measured under urethane anesthesia. 
Results. In the MCT model, hydrogen had no effect on the haemodynamic symptoms of 
MCT hypertension, but decreased mean blood pressure (MBP), SBP and the measured 
markers of connective tissue remodeling in the lungs, TGF-β and MMP-9, and resulted in 
decreased tryptase secretion and mast cell counts. In the RVG model, hydrogen breathing 
decreased MBP, SBP and had no effect on renal excretory function. Conclusion. Inhalation 
of 4% hydrogen reduces systemic MBP and SBP in both models of arterial hypertension, 
reduces the severity of the inflammatory process, regulates the phenotypic and functional 
status of mast cells and inhibits the activity of profibrotic factors in lung tissue in MCT-PH. 
It is likely that the central action of hydrogen is combined with its anti-inflammatory and 
anti-fibrotic effects.

Keywords: molecular hydrogen, inhalation, monocrotaline pulmonary hypertension, 
renovascular hypertension, mean blood pressure, systolic blood pressure, mast cells rats 
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Нарушение двигательной функции является одним из наиболее распространенных 
последствий инсульта и  требует разработки эффективных методов диагностики 
и реабилитации. Оценка активности сенсомоторных отделов коры головного мозга 
во время подготовки и выполнения движений предоставляет важную информацию 
о состоянии двигательных областей после инсульта и потенциале восстановления. 
Целью настоящего исследования была оценка пространственно-временных харак-
теристик связанной с  событием десинхронизации (event-related desynchronization, 
ERD) сенсомоторных ритмов ЭЭГ у пациентов с гемипарезом после инсульта при 
движениях паретичной и  здоровой руками. В  исследовании приняли участие 19 
пациентов с гемипарезом после инсульта. Регистрация ЭЭГ проводилась во время 
выполнения зрительно-моторной задачи. Анализировались реакции ERD в  аль-
фа- (6–15 Гц) и  бета- (15–30 Гц) диапазонах. Была обнаружена асимметрия ERD 
с преобладанием реакции в интактном полушарии, независимо от того, какой рукой 
выполнялось движение. Величина альфа-/бета-ERD в пораженном полушарии кор-
релировала с оценкой по шкале Fugl-Meyer. Также была показана значимая корреля-
ция между величиной бета-ERD в пораженном полушарии при движениях здоровой 
конечностью и степенью восстановления двигательной функции пораженной руки. 
Результаты демонстрируют информативность оценки паттернов ERD для диагно-
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ВВЕДЕНИЕ

Нарушение двигательной функции представляет собой одно из наиболее распро-
страненных последствий инсульта. В основе восстановления нарушений после инсуль-
та лежит свойство нейрональной пластичности, обеспечивающее появление новых 
нейронных связей и их реорганизацию во время реабилитационной терапии [1]. После 
инсульта зона поражения и  характер ее связей с  остальными областями мозга дина-
мически меняется, что особенно выражается в изменении баланса тормозных и возбу-
ждающих влияний между полушариями, а также включении регионов, соседствующих 
с зоной поражения, в процесс восстановления утраченных двигательных функций [2]. 
Таким образом, различные неповрежденные области мозга могут взять на себя функции 
поврежденных [3]. Эффективная и своевременная терапия способна реализовать потен-
циал пластичности нейронных сетей мозга и способствовать успешному восстановле-
нию утраченных двигательных навыков. Однако при наличии огромного спектра реаби-
литационных техник и методов воздействия как на центральное, так и периферическое 
звено моторного контроля в индивидуальных случаях не все подходы могут оказаться 
эффективными. Решение о  выборе конкретной стратегии реабилитации принимается 
на основе МРТ картины поражения и результатов тестов и шкал оценки состояния па-
циента. Однако эта информация не может предоставить полную картину о характере 
нарушения мозговых контуров двигательного контроля, так как не включает в себя ре-
зультаты функциональной оценки состояния сенсомоторных нейронных сетей. В то же 
время эту информацию необходимо принимать во внимание при планировании про-
граммы реабилитации (например, при выборе протокола ритмической транскраниаль-
ной магнитной стимуляции и определении зоны воздействия нужно иметь представле-
ние о наличии остаточных нисходящих кортикоспинальных проекций из пораженного 
полушария). В связи с этим на передний план постинсультной диагностики выходит не-
обходимость понимания характера изменений активности сенсомоторных отделов коры 
головного мозга во время подготовки и выполнения движения. Актуальным оказывает-
ся поиск функциональных маркеров нарушения и компенсаторной реорганизации дви-
гательных областей после инсульта, которые имели бы практическую применимость 
в диагностике и динамической оценке эффекта реабилитационных процедур.

Удобным и достаточно эффективным методом для оценки состояния сенсомотор-
ных систем мозга у пациентов после инсульта является метод электроэнцефалографии 
(ЭЭГ). Он прост в имплементации и может быть использован для отслеживания дина-
мики изменений в сетях коры мозга в ходе двигательного восстановления. Однако для 
его применения необходимо определить чувствительные и специфичные ЭЭГ-марке-
ры, описывающие состояние сенсомоторных кортикальных сетей. В ряде работ были 
описаны закономерности изменения ритмов ЭЭГ у  пациентов после инсульта. Так, 
Brito c соавт. [4] и Finnigan с соавт. [5] наблюдали увеличение мощности медленной 
ритмической активности мозга в частотных диапазонах дельта- (1–4 Гц) и тета- (4–8 
Гц) ритмов в отведениях над пораженным полушарием у пациентов с кортикальным 
инсультом. При этом изменения сопровождались снижением мощности осцилляций 
в альфа- (8–14 Гц) и бета- (15–30 Гц) диапазонах. В период реабилитации при этом 
в ЭЭГ наблюдался сдвиг в сторону нормального спектрального распределения [5].

Особое внимание в  исследованиях нарушения двигательных навыков после ин-
сульта уделяется феномену связанной с движением депрессии ритмической активно-
сти ЭЭГ в альфа- и бета-диапазонах (в контексте сенсомоторных областей альфа-ритм 
принято называть также мю-ритмом). Эта реакция, называемая также связанной с со-
бытием десинхронизацией (event-related desynchronization, ERD), и в норме она разви-
вается в ЭЭГ-отведениях противоположного к активной конечности полушария [6, 7]. 
Однако у пациентов с гемипарезом в результате инсульта кортикальной и подкорковой 
локализации во время выполнения/попыток выполнения движений пораженной конеч-
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ностью десинхронизация развивается в интактном полушарии аналогично движению 
здоровой конечностью [8–10]. В то же время считается, что наилучшее восстановление 
двигательной функции достигается не за счет компенсаторного включения интактного 
полушария в контроль движений паретичной конечности, но за счет реактивации сен-
сомоторных зон пораженного полушария. И здесь информативным показателем может 
быть восстановление контралатерального паттерна ERD при выполнении/попытках 
движений пораженной конечности [8]. Таким образом, изменения десинхронизации 
ритмической ЭЭГ-активности у пациентов после инсульта может быть информативным 
маркером функционального состояния сенсомоторных отделов коры. Эта метрика уже 
широко используется в нейрореабилитации для контроля нейротренажеров на базе тех-
нологии интерфейсов мозг-компьютер [10–12], однако до сих пор не вошла в практику 
диагностики и оценки двигательного восстановления у пациентов после инсульта [13].

В настоящем исследовании была поставлена задача оценить пространственно-вре-
менные характеристики связанной с событием десинхронизации сенсомоторной ритми-
ческой активности мозга в альфа- и бета-диапазонах у пациентов, перенесших инсульт, 
во время движений паретичной и здоровой руками. Была поставлена цель установить 
взаимосвязь величины ERD в разных полушариях с оценкой сохранности у пациентов 
сенсомоторных навыков. В  отличие от большинства ЭЭГ-исследований с  подобным 
дизайном, которые в основном уделяют внимание анализу ERD при движениях пора-
женной конечности, в настоящей работе проводилась подробная оценка характеристик 
альфа/бета-десинхронизации также при движениях здоровой рукой и ее взаимосвязь со 
степенью сохранности сенсомоторных навыков пораженной конечности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Участники исследования
В исследовании приняли участие 19 пациентов (34–80 лет, средний возраст 62.0 

года; 5 женщин, 14 мужчин, все правши) на ранней и поздней стадии восстановления 
после ишемического (18) и геморрагического (1) инсульта односторонней кортикальной 
локализации, подтвержденного КТ или МРТ головного мозга. Поражение привело к па-
резу правой (11 в результате нарушения кровотока в области левой мозговой артерии) 
и левой руки (7 в результате нарушения кровотока в области правой мозговой артерии; 
1 в результате геморрагического инсульта в правом полушарии). При анализе данных 
пациенты были разделены на две группы: с право- и левополушарными нарушениями.

В качестве контрольной группы были отобраны 18 здоровых добровольцев (32–63 
лет, средний возраст 55.8 лет; 10 женщин, 8 мужчин, все правши). Все добровольцы 
контрольной группы сообщили об отсутствии у них истории неврологических и пси-
хических расстройств на момент исследования.

Перед началом исследования участники из группы пациентов проходили оценку 
двигательной функции верхних конечностей при помощи стандартных клинических 
шкал Fugl-Meyer [14] и по шкале ARAT [15] для оценки двигательной недостаточно-
сти. На момент начала исследования баллы по шкале Fugl-Meyer у участников нахо-
дились в диапазоне 48–116 со средним значением 81.1. По шкале ARAT: 0–50, среднее 
значение – 12.1. По шкале Рэнкина (Rankin scale) [16] всем пациентам была установле-
на оценка в 3 балла, то есть все они имели умеренное нарушение жизнедеятельности.

Процедура исследования
Экспериментальная задача представляла собой моторный тест на  скорость реак-

ции. Участники сидели за столом, при этом их руки помещались в специальный бокс 
ладонями вниз. Над руками участника находились две кнопки, им соответствовали две 
лампочки на внешней стороне бокса над каждой из кнопок. Одна экспериментальная 
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сессия состояла из нескольких блоков, в которых участники выполняли зрительно-мо-
торное задание на скорость реакции: в ответ на визуальный сигнал (вспышка одной 
лампочки) участникам нужно было нажать соответствующую кнопку тыльной сторо-
ной пальцев кисти, выполнив разгибание запястья. При этом до начала каждого блока 
участнику сообщалось, какая из лампочек является целевой, то есть, на вспышки ка-
кой лампочки нужно реагировать движением. Например, если целевой была лампочка, 
расположенная над правой рукой, то участник должен был совершать нажатие правой 
рукой, а вспышки левой лампочки (нецелевой) должны были игнорироваться, соответ-
ственно, левая рука в рамках этого блока должна была оставаться в покое. Таким обра-
зом, в разных блоках участники выполняли движения либо здоровой, либо паретичной 
конечностью. Если у  участника группы пациентов парез конечности был настолько 
сильным, что участник не мог выполнить полное нажатие кнопки, ему предлагалось 
сделать максимально возможное движение, например, напрячь мышцы-разгибатели 
пальцев, разогнуть большой палец или же совершить попытку к движению. 

Каждый блок включал в себя предъявление 30 вспышек, по 15 на каждую лампоч-
ку. Лампочки подсвечивались в псевдо-случайной последовательности, длительность 
подсветки составляла 200 мс, интервал между подсветками варьировал от 1 до 2.5 с. 
Межстимульный интервал регулировался для подбора комфортного для каждого участ-
ника темпа. Одна экспериментальная сессия включала в себя выполнение 8 блоков, по 
4 на каждую руку. 

В рамках всего исследования пациенты проходили курс реабилитации со стацио-
нарным размещением в ФБГУ «Федеральный центр мозга и нейротехнологий». Каж-
дый из них участвовал минимум в  двух экспериментальных сессиях, проводимых 
в разные дни. Испытуемые контрольной группы участвовали каждый в одной экспери-
ментальной сессии, в рамках которой выполняли те же задания, что и пациенты.

Рис. 1. Схема экспериментальной сессии. Прямоугольниками показаны отдельные блоки. “R” – блоки с дви-
жениями правой рукой, “L” – блоки с движениями левой рукой. Каждый блок включал в себя предъявление 
30 зрительных стимулов, по 15 на каждую кнопку. Испытуемый совершал нажатия только целевой кнопки 
в ответ на вспышку соответствующей ей лампочки. Показан внешний вид бокса с кнопками и лампочками.
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Регистрация и обработка сигнала
Регистрация ЭЭГ сигнала осуществлялась с использованием электроэнцефалогра-

фа NVX-36 (МКС, Зеленоград, Россия) и 17 точечных пассивных Ag+/AgCl электро-
дов (MCSCAP-E) в позициях на скальпе, соответствующих международной системе 
“10/20”: 'F3', 'Fz', 'F4', 'F8', 'T3', 'C3', 'Cz', 'C4', 'T4', 'T5', 'P3', 'Pz', 'P4', 'T6', отведения 
'T9' и 'T10' использовались в качестве референтных электродов. Стандартная система 
размещения электродов “10/20” была максимально упрощена для удобства проведения 
эксперимента в клинических условиях, поэтому из нее были исключены отведения 'O1' 
и 'O2', удаленные от зоны интереса. 

Контактное сопротивление для всех электродов не превышало 20 кОм. Частота дис-
кретизации составляла 500 Гц. Кроме того, проводилась регистрация активности мышц 
разгибателей пальцев кисти (т. extensor digitorum communis) для обеих рук. Регистрация 
электромиографического (ЭМГ) сигнала осуществлялась в биполярном отведении при 
помощи двух поверхностных электродов, установленных на брюшко мышцы и сухо-
жилие в области запястья. Запись ЭМГ производилась при помощи того же усилителя. 

Предварительная обработка ЭЭГ сигналов включала применение к сигналу режек-
торного (notch) фильтра 50 Гц для подавления помехи электросети, полосного фильтра 
в диапазоне 1–30 Гц. Далее к сигналу применялся метод разложения на независимые 
компоненты (использовался алгоритм fastICA). Компоненты, связанные с окулографи-
ческой активностью и активностью мышц лица и скальпа удалялись из сигнала. Неза-
висимые компоненты, подлежащие удалению, определялись на основании оценки их 
топографического распределения и спектральных характеристик. Так, для компонента, 
содержащего глазодвигательные артефакты, была свойственна строго фронтальная ло-
кализация и низкая частота колебаний, в то время как ЭМГ артефакт выделялся в ком-
понент с височной локализацией и повышенной спектральной мощностью в диапазоне 
более 20 Гц при сниженной мощности при более низких частотах.

После предварительной обработки ЭЭГ сигнал был сегментирован на эпохи 0.2–
2 с относительно момента предъявления зрительного стимула. Для коррекции базовой 
линии использовался интервал 0.2–1 c относительно момента предъявления стимула. 
Таким образом, анализ десинхронизации проводился в эпохах, синхронизированных 
с моментом предъявления стимула, а не началом движения. Это было связано с тем, 
что у части пациентов миографические ответы не регистрировались стабильно, а у не-
которых они отсутствовали вовсе, что затруднило бы единообразное сравнение групп 
пациентов между собой и с контрольной группой. Более того, для тех, у кого мышеч-
ная сила была достаточной для нажатия кнопки и четко детектировались ЭМГ-ответы 
(6 пациентов с правосторонним и 4 с левосторонним поражением), была рассчитана 
скорость реакции для пораженной конечности, которая сравнивалась со скоростью 
реакции здоровой конечности. Также эти показатели сравнивались с данными участ-
ников контрольной группы. Распределения скорости реакций значимо не различались 
ни между здоровой и пораженной конечностью, ни между пациентами и контрольной 
группой. Диаграммы распределения скорости реакций представлены в Приложении 1. 

Расчет (де-)синхронизации
К эпохам сигнала применялось вейвлет-преобразование. Использовался сет ком-

плексных вейвлетов Морле с вариабельным числом циклов для разных частот в диа-
пазоне 1–30 Гц с шагом 1 Гц. В результате для каждой эпохи в каждом ЭЭГ отведении 
была получена timefrequency матрица вэйвлет-коэффициентов.

Для расчета связанной с движением десинхронизации timefrequency матрицы це-
левых эпох (где было совершено движение) нормализовались через операцию деле-
ния на  вектор коэффициентов для каждой частоты, рассчитанный по timefrequency 
матрицам для нецелевых эпох путем взятия медианы по всем эпохам и отрезку вре-
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мени 0.2–1 c. После нормализации проводилась конверсия значений в децибелы. По-
ложительные значения интерпретировались как связанная с событием синхронизация 
(event-related synchronization, ERS), а отрицательные – как десинхронизация (ERD) от-
носительно состояния покоя в нецелевых попытках. 

Далее нормализованные timefrequency матрицы целевых эпох использовались для 
оценки динамики ERD/S и топографического распределения очагов, связанных с дви-
жением реакций. Реакции ERD/S оценивались в двух диапазонах частот – альфа (6–
15 Гц) и бета (15–30 Гц). Для анализа временной эволюции значения нормализованной 
матрицы усреднялись внутри каждого поддиапазона частот с получением кривой ди-
намики ERD/S. Для оценки топографического распределения проводилось дополни-
тельное усреднение значений ERD/S в отрезке 0.3–0.6 c. Эти же значения в отведениях 
С3 и С4 использовались для статистического анализа. Эти отведения соответствуют 
правому (С4) и левому (С3) полушариям и располагаются над центральным/постцент-
ральным регионами, что позволяет трактовать сигнал в этих отведениях как отражаю-
щий активность сенсомоторных отделов коры [18]. Анализ ЭЭГ активности проводил-
ся при помощи авторских скриптов, написанных на языке Python, с использованием 
методов из библиотеки mne MNE-Python v1.3.1 [17].

Статистический анализ
В рамках статистического анализа связанной с движением реакций ERD/С исполь-

зовался трехфакторный дисперсионный анализ ANOVA c двухуровневыми внутри-
индивидуальными факторами: ДВИЖЕНИЕ (движение правой/левой рукой), ПОЛУ-
ШАРИЕ (данные отведения С3/С4) и межиндивидуальными: СТОРОНА ИНСУЛЬТА 
(правополушарный/левополушарный). Парный двусторонний тест Стьюдента был 
использован для проведения post-hoc анализа, полученные значения p были скоррек-
тированы поправкой Холма – Бонферрони. Для оценки связей между величиной альфа 
и бета-ERD в пораженном и интактном полушариях со значениями шкалы Fugl-Meyer 
как метрики оценки сохранности и успешности восстановления сенсомоторных функ-
ций пациентов использовались смешанные линейные модели (Linear mixed models, 
LMMs). Этот анализ был выполнен отдельно для каждого частотного диапазона в ка-
ждом условии (движения здоровой и паретичной рукой). Значения ERD в интактном 
и пораженном полушарии в отведениях С3 и С4 были взяты как фиксированный эф-
фект, значения шкалы Fugl-Meyer – как зависимый, а группа инсульта (правополушар-
ный/левополушарный) – как случайный эффект. Коэффициенты LMM были подобра-
ны с использованием метода ограниченного максимального правдоподобия (restricted 
maximum likelihood, REML). Использование LMM позволило оценить корреляцию 
баллов Fugl-Meyer с  ERD одновременно в  двух группах пациентов, учитывая вари-
ативность в  каждой из них. Для реализации анализа были использованы методы из 
библиотеки python statsmodels (v.0.15) [19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты группы здоровых добровольцев
Контрольная группа продемонстрировала реакцию десинхронизации в альфа- и бе-

та-диапазонах, вызванную движением, с типичным контралатеральным распределени-
ем по отношению к активной конечности. Данный результат полностью соответствует 
широко известному представлению о закономерностях реактивности сенсомоторных 
ритмов ЭЭГ при движении, описанному в  литературе [20, 21]. Графики частотно-
временного распределения ERD/S при движении правой и левой рукой, а также про-
странственное распределение максимума альфа-/бета-десинхронизации представлены 
в Приложении 2.
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Результаты группы пациентов
Для группы пациентов после инсульта было обнаружено, что после зрительной 

вспышки в период выполнения или попытки выполнить движение в ЭЭГ развивалось 
стойкое снижение амплитуды ЭЭГ-осцилляторной активности в альфа- и бета- диапа-
зонах. На рис. 2 представлены графики усредненной по группам пациентов временной 
динамики ERD. Рис. 2а иллюстрирует частотно-временные диаграммы ERD для паци-
ентов в условиях движения правой и левой руками. Видно, что в обеих группах паци-
ентов реакция десинхронизации развивается в  альфа- и  бета-диапазонах. На рис. 2b 
показана динамика ERD отдельно в данных диапазонах. Примечательно, что в ЭЭГ-от-
ведениях над областью поражения ERD была слабее, чем в отведениях над интактным 
полушарием, и этот результат наиболее выражен в условиях с движениями паретичной 
конечностью (на рисунке эти графики выделены рамкой). Также было отмечено, что 
ERD над пораженным полушарием была сильнее при движении здоровой конечностью.

Для пациентов с инсультом в правом полушарии было обнаружено, что после ре-
акции десинхронизации в бета-диапазоне развивается так называемый “отскок” – по-
вышение мощности или синхронизация. Этот феномен был наиболее выражен в вре-
менном отрезке 1–1.5 с, и этот интервал использовался для оценки топографического 
распределения реакции бета-ERS и статистического анализа.

Наблюдаемые на графиках временной динамики ERD особенности пространствен-
ного распределения изучаемой реакции были обнаружены при анализе топографиче-
ских карт скальпового распределения пиковой десинхронизации. На рис. 3 видно, что 
вне зависимости от латерализации движения наибольшая десинхронизация как в аль-
фа-, так и в бета-диапазонах регистрируется в отведениях над здоровым полушарием. 
Причем при движении пораженной конечностью ERD имеет более латерализованный 
топографический паттерн, это согласуется с наблюдением, что альфа/бета-ERD в отве-
дениях пораженного полушария сильнее при движении здоровой рукой. 

Анализ топографического распределения реакции синхронизации в бета-диапазоне 
показал, что эта реакция выражена в большей степени при движении здоровой конеч-
ностью и локализована контралатерально. Статистический анализ выявил значимый 
эффект взаимодействия факторов ПОЛУШАРИЕ и СТОРОНА ИНСУЛЬТА на ампли-
туду ERD в альфа- и бета-диапазонах частот (табл. 1). Это указывает на то, что эффект 
фактора ПОЛУШАРИЕ на величину десинхронизации (то есть, различается ли рас-
пределение ERD в отведениях над правым и левым полушарием при движении) зави-
сит от того, в каком полушарии локализован очаг поражения. При этом эффекты этих 
факторов на величину ERD оказались незначимы, как и эффект фактора ДВИЖЕНИЕ.

Для реакции бета-синхронизации было обнаружено значимое влияние фактора 
СТОРОНА ИНСУЛЬТА. Это указывает на то, что величина бета-ERS различалась у па-
циентов с право- и левосторонним инсультом (это также заметно на рис. 2, из которого 
видно, что реакция синхронизации в бета-диапазоне наиболее выражена при движени-
ях здоровой конечностью у пациентов с поражением правого полушария). 

Попарные сравнения показали, что при левостороннем инсульте величина десин-
хронизации была значительно снижена в пораженном полушарии (в отведении С3) по 
сравнению с ERD в здоровом полушарии (в отведении С4). Этот эффект наблюдался 
как для альфа-ERD (T = 2.54, p = 0.020), так и для бета-ERD (Т = 3.76, р = 0.001). Этот 
эффект можно проследить на рис. 4, где представлены групповые тенденции величин 
ERD/S у пациентов в разных условиях. Для бета-синхронизации t-тест подтвердил ста-
тистически более высокие значения бета-ERS после движения у пациентов с инсуль-
том левого полушария (T = –3.44, p = 0.001).

Также был проведен анализ мощности альфа- и бета-колебаний ЭЭГ у участников 
в каналах С3 и С4 в нецелевых попытках, когда движения не совершались. Целью та-
кого анализа была оценка референтной мощности, на величину которой проводилась 
нормализация при расчете ERD/S. Асимметрия выраженности осцилляторной актив-
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Рис. 2. Динамика ERD/S у двух групп пациентов (LH stroke – группа пациентов с левополушарным инсуль-
том; RH stroke – правополушарным). (a) – динамика ERD/S в отведениях С3 и С4 при движении правой 
и левой рукой. Динамика представлена в координатах частоты – времени. Диаграммы для условий движения 
пораженной конечностью выделены темной рамкой. (b) – усредненные значения ERD/S в  альфа- и бета- 
диапазонах приведены отдельно для блоков с движениями здоровой и пораженной конечностью. Рамкой 
выделены графики для ERD в отведениях над пораженным полушарием (С3 для группы LH и С4 для RH).
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Рис. 3. Карты топографического распределения реакций альфа- и бета-ERD и бета-ERS для двух групп паци-
ентов (LH stroke – группа пациентов с левополушарным инсультом, RH stroke – правополушарным). Показаны 
карты для блоков с движениями здоровой и паретичной конечности. Более темные значения на карте отражают 
более высокие значения исследуемой реакции (более отрицательные для ERD, более положительные для ERS).

Таблица 1. Результаты проведенных серий дисперсионного анализа

альфа-ERD
Фактор F p-unc np2

ПОЛУШАРИЕ 1.44 0.21 0.02
ДВИЖЕНИЕ 0.01 0.25 0.00

СТОРОНА ИНСУЛЬТА 1.91 0.27 0.02
ПОЛУШАРИЕ x СТОРОНА ИНСУЛЬТА 4.05 0.035 0.05

бета-ERD
Фактор F p-unc np2

ПОЛУШАРИЕ 0.04 0.83 0.00
ДВИЖЕНИЕ 2.17 0.14 0.03

СТОРОНА ИНСУЛЬТА 2.88 0,09 0.04
ПОЛУШАРИЕ x СТОРОНА ИНСУЛЬТА 7.62 0.007 0.10

бета-ERS
Фактор F p-unc np2

ПОЛУШАРИЕ 0.01 0.90 0.00
ДВИЖЕНИЕ 2.97 0.08 0.04

СТОРОНА ИНСУЛЬТА 10.93 0.001 0.13
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ности в изучаемых диапазонах между интактным и пораженным полушарием могла 
привести к  наблюдаемым в  исследовании эффектам асимметричного распределения 
реакций десинхронизации. На рис. 5а видно, что у обеих групп участников отсутству-
ет межполушарная асимметрия, групповое распределение мощности как альфа-, так 
и бета-ритмической активности в отведениях С3 и С4 в значительной степени пере-
крываются между собой. 

На рис. 5b показаны диаграммы взаимосвязи альфа- и бета-ERD в пораженном полу-
шарии при движении паретичной рукой у обеих групп пациентов. Также приведена ди-
аграмма для бета-ERD в пораженном полушарии при движении здоровой рукой (то есть 
ипсилатеральная ERD). Для всех трех исследованных зависимостей была обнаружена 
значимость связи между переменными. Для альфа-ERD в отведениях над пораженным 
полушарием при движении паретичной конечности LMM анализ показал значимость 
связи со значением Log-Likelihood = –81.7; p = 0.002. Для бета-ERD в отведениях над по-
раженным полушарием при движении паретичной конечности Log-Likelihood = –80.1,  
p < 0.001; для бета-ERD в  отведениях над пораженным полушарием при движении 
здоровой конечностью Log-Likelihood = –82.0; p < 0.001. Также для всех тестов была 
показана значимость случайного эффекта, то есть проявление наблюдаемой реакции 
зависело от группы пациентов с разной латерализацией инсульта.  

Рис. 4. Групповая динамика реакций ERD/S при движениях здоровой и  паретичной конечностью у  двух 
групп пациентов – с поражением в левом (а) и правом полушарии (b). В рамку обведены значения для отве-
дений над пораженным полушарием (С3 для группы с поражением, локализованным в левом полушарии, 
и С4 для группы с поражением в правом).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Асимметрия реакции десинхронизации сенсомоторных ритмов
В настоящем исследовании, проведенном в группе пациентов с гемипарезом пра-

вой или левой руки после инсульта, удалось обнаружить развитие связанной с дви-
жением или попыткой к движению десинхронизации (ERD) в  альфа- и бета-частот-
ных диапазонах. При этом величина альфа- и бета-ERD была выше в отведениях над 
здоровым полушарием вне зависимости от того, какой рукой выполнялось движение. 
Проведенный дисперсионный анализ выявил значимое взаимодействие факторов ПО-
ЛУШАРИЕ и СТОРОНА ИНСУЛЬТА, но не ПОЛУШАРИЕ и ДВИЖЕНИЕ, предпо-
лагая, что то, какой рукой совершалось движение, не влияло на  латерализацию ре-
акции десинхронизации, как это описано у здоровых участников [6]. В то же время 
сторона инсульта значимо определяла ассиметрию десинхронизации при движении. 
Снижение ERD над пораженным полушарием по сравнению со здоровым не было свя-
зано с изменениями мощности осцилляторной активности и, следовательно, отражало 
специфическую связанную с движением активацию нейронов сенсомоторных отделов 
коры. Аналогичные результаты были описаны ранее в исследованиях [8, 22]. Авторы 
наблюдали асимметрию реакций альфа-ERD у пациентов с кортикальным инсультом, 

Рис. 5. (a) – оценка мощности ритмической активности в альфа- и бета-диапазонах в двух группах пациентов 
в отведениях над пораженным и интактным полушарием. “LHS” – данные для пациентов из группы с левосто-
ронним инсультом, “RHS” – для пациентов из группы с правосторонним инсультом. (b) – графики зависимости 
величины альфа/бета – ERD в отведении над пораженным полушарием и оценки сенсомоторных навыков по 
шкале Fugl-Meyer. Для первых двух диаграмм значения ERD взяты для блоков с движением паретичной конеч-
ностью, для крайней правой диаграммы “бета-ERD-ipsi” значения взяты из блока с движением здоровой рукой.
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вызванную значительным снижением десинхронизации над пораженным полушари-
ем и развитием ипсилатеральной альфа-ERD при движении пораженной конечностью. 
Мы наблюдали также асимметрию ERD и в бета-диапазоне. 

Как отмечалось ранее, амплитуда ЭЭГ-осцилляций пропорциональна количеству 
синхронно активных нейронов коры мозга [23]. При повышении нагрузки на нейрон-
ную популяцию развивается десинхронизация, а нарушение связей внутри нее, напри-
мер, вследствие инсульта может влиять на реактивность нейронных сетей, что, в свою 
очередь, приводит к ослаблению реакции ERD над пораженным полушарием, как и по-
казано в настоящем и в ряде других исследований [9, 23, 24].

В то же время движения пораженной руки были ассоциированы с выраженной де-
синхронизацией в  отведениях интактного полушария, что указывает на  вовлечение 
механизмов ипсилатеральной компенсации в процессе восстановления двигательной 
функции после инсульта [25, 26]. Вовлечение здорового полушария в контроль дви-
жений парализованной ипсилатеральной конечности, однако, некоторыми исследо-
вателями считается не самой эффективной стратегией восстановления двигательных 
функций, так, авторы [4, 5] утверждают, что ипсилатеральная активация может играть 
важную роль в восстановлении движений на ранних этапах реабилитации и для на-
илучшего исхода реабилитации, но со временем активация должна вернуться в кон-
тралатеральное (пораженное) полушарие [27]. Также авторы [28] с помощью транс-
краниальной магнитной стимуляции показали, что роль первичной моторной коры 
здорового полушария в контроле движений паретичной конечности значительно ниже 
у пациентов с хорошо восстановленными двигательными функциями в сравнении с па-
циентами с медленной динамикой восстановления. 

Однако следует отметить, что при парных сравнениях в настоящей работе значи-
мые различия в величине ERD между интактным и пораженным полушариями были 
обнаружены только для группы с правополушарным инсультом, что, вероятно, может 
быть связано с большим размером группы и наличием в данной группе пациентов с бо-
лее тяжелыми нарушениями. Так, в  работе [29] на  выборке из более 100 пациентов 
авторы показали, что повреждение правого полушария в  результате инсульта связа-
но с более серьезными нарушениями двигательной функции по сравнению с повре-
ждением левого полушария, так как в среднем затрагивает большее число корковых 
и подкорковых областей, включая волокна белого вещества. Поэтому контраст между 
активацией здорового и пораженного полушария может быть более выражен в груп-
пе с правополушарным инсультом. Также авторами [30] было описано, что ипсилате-
ральная ERD в альфа- и бета-диапазонах сильнее всего выражена в группах пациен-
тов с нарушениями первичной моторной коры, тогда как группы, где моторная кора 
оставалась сохранной, а двигательная функция была утеряна из-за поражения других 
отделов – пространственное распределение ERD было более похожим на группу здо-
ровых участников. Учитывая небольшую группу участников, в настоящей работе не 
проводилось деление пациентов на более специфичные подгруппы (например, по тя-
жести двигательного дефицита или на группы с кортикальными и подкорковыми нару-
шениями). Таким образом, интерпретация настоящих результатов должна проводиться 
с осторожностью с учетом высокой вариативности клинической картины участников.

Обсуждая обнаруженный феномен бета-синхронизации, стоит обратить внимание, 
что развитие бета-ERS сразу после движения вслед за реакцией десинхронизации, 
в совокупности с описанным для бета-ERS центральным топорафическим распределе-
нием свидетельствуют в пользу того, что это повышение мощности бета-ритма явля-
ется так называемым феноменом “бета-отскока”, но не следствием артефактной ЭМГ 
активности, загрязняющий эффект которой часто может мешать адекватной оценке вы-
сокочастотных ЭЭГ осцилляций [31]. Феномен бета-отскока связывают с процессами 
торможения моторной коры при завершении движений, а также процессами обработки 
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сенсомоторной информации. Этот феномен в контексте пост-инсультных нарушений 
кортикальной функции может стать предметом будущих исследований.

Связь десинхронизации сенсомоторных ритмов и сохранности двигательной функции
Предыдущие ЭЭГ исследования показали, что альфа-ERD пораженного полуша-

рия положительно коррелирует с остаточной моторной функцией верхней конечности 
у пациентов после инсульта [32]. Также авторы [33] предположили, что наличие выра-
женной альфа-ERD в пораженном полушарии может свидетельствовать об эффектив-
ности протекания реабилитации. Дальнейшие исследования подтвердили это, показав, 
что прогрессирующий сдвиг очага десинхронизации в сторону пораженного полуша-
рия значимо коррелирует с улучшением двигательной функции после инсульта [34].

Полученные в настоящей работе результаты согласуются с этими данными. Было 
обнаружено, что величина как альфа-, так и бета-ERD в пораженном полушарии кор-
релировала положительно с оценкой шкалы Fugl-Meyer. То есть для пациентов с бо-
лее выраженной контралатеральной ERD при движении больной конечностью были 
характерны большие значения по шкале Fugl-Meyer, что свидетельствовало о лучшем 
восстановлении сенсомоторных функций. Этот результат логичен, так как более точ-
ные и амплитудные движения сопровождаются усиленной афферентацией и, следова-
тельно, большей десинхронизацией. Однако мы обнаружили, что степень восстанов-
ления значимо коррелировала с величиной бета-ERD в пораженном полушарии и при 
движениях здоровой конечностью. Этот интересный результат подчеркивает тесную 
взаимосвязь обоих полушарий в контроле двигательных функций каждой конечностью 
и указывает на важность оценки кортикальной активации при движении здоровой ко-
нечностью для анализа степени двигательного восстановления после инсульта.

В продолжение этой идеи стоит обратить внимание на то, что при движениях здо-
ровой рукой величина альфа- и бета-ERD в пораженном (ипсилатеральном) полуша-
рии выше, чем при движениях пораженной конечности (как видно на топографических 
картах и из анализа временной динамики рис. 2–4). Хотя мы не обнаружили значимо-
сти данной тенденции, наблюдаемый феномен был описан в других исследованиях [8]. 
Ипсилатеральная ERD считается нормотипическим феноменом и ранее была описана 
у  здоровых добровольцев как маркер “подключения” ипсилатеральных зон при вы-
полнении сложных двигательных задач [35, 36], а также как результат формирования 
межполушарных коактиваций в ходе бимануального двигательного опыта [37]. Ее при-
сутствие при движениях здоровой рукой, таким образом, может отражать сохранность 
первичных сенсомоторных отделов пораженного полушария и участие их в контроле 
выполнения здорового движения и анализе афферентного потока, очевидно, более ин-
тенсивного при здоровом полноценном движении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе описаны характеристики реакций десинхронизации сенсо-
моторной ритмической ЭЭГ-активности у пациентов после инсульта при движениях 
здоровой и пораженной конечностями. Было показано, что при движении паретичной 
рукой наблюдается ипсилатеральный паттерн ERD, что указывает на роль интактного 
полушария в контроле и восстановлении нарушенных двигательных функций. Также 
было обнаружено, что интенсивность ERD в  пораженном полушарии коррелирует 
с  успешностью восстановления сенсомоторных навыков. Причем, если в  предыду-
щих исследованиях эту связь обнаруживали только для движений пораженной руки, 
то в настоящей работе была исследована также корреляция активации в пораженном 
полушарии при движениях здоровой конечностью. Этот результат является важным, 
во-первых, потому, что свидетельствует о  сохранении роли сенсомоторных отделов 
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пораженного полушария в контроле не затронутой парезом стороны тела, а во-вторых, 
имеет ценность для клинической применимости оценки паттернов десинхронизации 
сенсомоторных ритмов ЭЭГ. Он указывает на возможность проведения оценки состоя-
ния пациентов даже с полным отсутствием мышечной силы в пораженной конечности 
через пробы с движениями интактной руки. Несмотря на активное использование ЭЭГ 
в рамках нейрореабилитации с использованием технологий интерфейсов мозг – ком-
пьютер [38], этот метод регистрации мозговой активности, согласно авторам [13], не 
является широко распространенным инструментом пост-инсультной диагностики сен-
сомоторных сетей. Однако настоящая работа, наряду с упомянутыми выше исследова-
ниями, подчеркивает информативность данного метода для оценки состояния пациен-
та, планирования программы реабилитации и прогнозирования ее эффектов.
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Motor impairment is one of the most prevalent consequences of a stroke, necessitating the 
implementation of efficacious diagnostic and rehabilitative techniques. An evaluation of 
alterations in sensorimotor cortical activity during the processes of movement preparation 
and execution can provide valuable insights into the state of motor circuits following a 
stroke and the potential for recovery. The objective of the present study was to evaluate the 
spatiotemporal characteristics of event-related desynchronization (ERD) of sensorimotor 
EEG rhythms in patients with hemiparesis following a stroke, during movements with 
the paretic and healthy hands. A total of 19 patients with hemiparesis following a stroke 
participated in the study. An EEG was recorded while the subject performed a visual-motor 
task. The analysis focused on the event-related desynchronization in the alpha (6–15 Hz) 
and beta (15–30 Hz) bands. An asymmetry in the ERD was observed, with a predominant 
response in the intact hemisphere, regardless of the hand performing the movement. The 
magnitude of the ERD in the affected hemisphere demonstrated a correlation with the Fugl-
Meyer score. Furthermore, a notable correlation was identified between the magnitude 
of beta-ERD in the affected hemisphere during movements of the healthy limb and the 
degree of motor function recovery. The results demonstrate the utility of ERD pattern 
assessment for diagnosing the state of sensorimotor networks after stroke. The detection of 
a correlation between the magnitude of ERD during movements of the healthy arm and the 
assessment of sensorimotor functions of the patient expands the possibilities of using EEG 
to assess patients even with complete absence of movements in the paretic limb.

Keywords: EEG, Stroke, event-related desynchronization, hemiparesis, rehabilitation



1700 МЕДВЕДЕВА и др. 

ПРИЛОЖЕНИЕ

Приложение 1. Распределение скорости реакции для групп пациентов и участников контрольной группы при 
движении правой и левой руками.
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Приложение 2. Результаты анализа реакции десинхронизации у контрольной группы здоровых доброволь-
цев. (а) – частотно-временные диаграммы реакции десинхронизации, связанной с движением правой и ле-
вой руками для участников контрольной группы. (b) – пространственное распределение паттернов альфа- 
и бета-десинхронизации при движениях правой и левой руками для участников контрольной группы.
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Физическая тренировка в аэробном режиме нагрузки используется для предотвраще-
ния и коррекции многих нарушений в сердечно-сосудистой системе. Для исследова-
ния эффектов такой физической нагрузки используются различные способы трени-
ровки грызунов, среди которых особый интерес представляет методика произвольной 
беговой нагрузки в колесе, которая по паттерну двигательной активности близка к ес-
тественной локомоции крыс и при этом лишена стрессирующего влияния. Целью дан-
ной работы было комплексное исследование эффектов беговой тренировки в колесе 
на нервную регуляцию частоты сердечных сокращений (ЧСС) у крыс. В возрасте 6 не-
дель животных делили на две группы: тренировка (TR, свободный доступ к колесам, 
n = 11) и сидячий контроль (CON, n = 12). После 6-недельной тренировки проводи-
ли регистрацию ЭКГ у свободноподвижных крыс при помощи накожных электродов 
в спокойном состоянии, после блокады нервных влияний на сердце и при air-jet стрес-
се (4 мин). Анализ влияний автономной нервной системы проводили путем введе-
ния животным β1-адреноблокатора и М-холиноблокатора периферического действия, 
а также анализа вариабельности сердечного ритма с использованием методов спект-
рального и вейвлет-анализа. В спокойном состоянии у крыс группы TR по сравнению 
с  группой CON наблюдалось снижение уровня ЧСС. Снижение ЧСС при введении 
атенолола (2 мг/кг) не различалось между группами, однако метилатропин (1 мг/кг) 
вызывал более значительное повышение ЧСС в группе TR, чем в группе CON. При 
совместном действии атенолола и метилатропина уровни ЧСС не различались между 
группами. У крыс группы TR наблюдалось увеличение вклада высокочастотных (0.75–
3 Гц) колебаний в общую мощность спектра RR-интервала. Во время эмоционального 
(air-jet) стресса у крыс группы TR происходило более выраженное повышение ЧСС 
по сравнению с группой CON. Кроме того, в группе TR во время стресса наблюдалось 
снижение амплитуды высокочастотных колебаний сердечного ритма, у крыс группы 
CON такое снижение отсутствовало. Таким образом, произвольный бег крыс в коле-
се сопровождается увеличением парасимпатических влияний на сердце в спокойном 
состоянии, что проявляется как в изменении вариабельности сердечного ритма, так 
и в увеличении тахикардии при введении M‑холинолитика. Умеренная брадикардия 
в покое обеспечивает возможность более выраженного повышения ЧСС при стрессе 
в результате подавления парасимпатических влияний на сердце. 

Ключевые слова: крыса, физическая тренировка, симпатическая нервная система, 
парасимпатическая нервная система, спектральный анализ, вейвлет-анализ 
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ВВЕДЕНИЕ

Физические тренировки в аэробном режиме нагрузки (тренировки выносливости) 
эффективно применяются для профилактики и коррекции сердечно-сосудистых рас-
стройств [1, 2]. Изучение механизмов влияния регулярной физической активности 
на функционирование сердца и сосудов часто проводят в экспериментах с использо-
ванием различных моделей тренировки лабораторных животных, среди которых осо-
бое место занимает произвольная беговая тренировка крыс в колесе [3]. Эта модель 
обладает рядом очевидных преимуществ по сравнению с традиционно используемой 
беговой тренировкой крыс на тредбане: она имитирует естественный паттерн двига-
тельной активности животных (как и в природе, в колесе крысы перемещаются корот-
кими перебежками [4, 5]). Кроме того, тренировка в колесе не сопряжена со стресси-
рованием животных – в отличие от принуждения к бегу она не приводит к повышению 
содержания кортикостерона в крови [6, 7]. Произвольная тренировка в колесе обладает 
кардиопротективным действием [8, 9], в том числе за счет влияния на регуляцию коро-
нарного русла [10]. 

Один из наиболее ярких и сравнительно быстро развивающихся эффектов аэробной 
физической тренировки – это снижение уровня ЧСС в спокойном состоянии [11, 12]. 
Такую «брадикардию покоя» обычно связывают с повышением парасимпатических и/
или снижением симпатических кардиотропных влияний [11, 13–15]. Для оценки ва-
госимпатического баланса в  регуляции сердца можно использовать два комплемен-
тарных подхода: анализ спонтанной вариабельности сердечного ритма и регистрацию 
изменений ЧСС при фармакологической блокаде нервных влияний на сердце. Первый 
их них позволяет оценить вариации сердечного ритма, возникающие в результате не-
регулярности разрядной активности в экстракардиальных нервных путях, а второй – 
итог взаимодействия тонических влияний двух отделов автономной нервной системы. 
В результате физической тренировки у лабораторных крыс описаны менее выражен-
ное снижение ЧСС при блокаде симпатических влияний [16, 17], более выраженное 
повышение ЧСС под действием М-холинолитиков [17–19], а также увеличение мощ-
ности высокочастотных (связанных с дыхательными экскурсиями) колебаний сердеч-
ного ритма [17, 20], которые имеют парасимпатическую природу [21]. 

Согласно альтернативной точке зрения, основным механизмом снижения ЧСС в ре-
зультате аэробной физической тренировки служит изменение экспрессии ионных ка-
налов, проводящих пейсмейкерные токи в клетках синоатриального узла сердца [22, 
23]. В этом случае снижение ЧСС наблюдается и в условиях полной блокады нервных 
влияний (снижение т. н. «собственной» ЧСС). Однако, по данным многих работ, бради-
кардия покоя далеко не всегда связана со снижением собственной ЧСС [18–20]. 

Есть основания полагать, что механизмы, за счет которых происходит изменение 
деятельности сердца при аэробной тренировке, могут зависеть от режима трениро-
вочной нагрузки: при умеренной нагрузке адаптация сердца к  физической активно-
сти происходит по регуляторному типу, а  при высокой  – за счет ремоделирования 
синоатриального узла. Как правило, снижение собственной ЧСС наблюдается при 
использовании интенсивных тренировочных нагрузок, в  этих условиях влияние ва-
гуса на  сердечный ритм может не изменяться [22] или даже быть сниженным [24]. 
Следует отметить, что изменения «фазического» и тонического компонентов нервной 
регуляции сердца в результате физической тренировки не всегда одинаковы: например, 
тренировка на тредбане может сопровождаться снижением реакции ЧСС на введение 
β-адреноблокатора в отсутствие характерных для снижения симпатической активно-
сти изменений вариабельности сердечного ритма [16]. В целом вопрос о механизмах 
снижения ЧСС в результате аэробной физической тренировки до сих пор не закрыт, 
как следует из его обсуждения в сравнительно недавно опубликованном обзоре [11] 
и экспериментальной статье [13]. 
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Таким образом, характеристика изменений нервной регуляции ритма сердца в той 
или иной экспериментальной модели аэробной физической тренировки должна учи-
тывать различные аспекты такой регуляции. Следует отметить, что в  предыдущих 
работах с  использованием такой привлекательной модели как произвольная беговая 
тренировка, как правило, исследовался только один из аспектов регуляции сердца. На-
иболее полными по набору методических подходов к исследованию изменений нерв-
ной регуляции сердечного ритма при произвольной тренировке в колесе являются две 
работы [9, 25]. Однако в них обеих часть исследований была выполнена в условиях 
анестезии, к тому же работа [25] выполнена на мышах, которые отличаются от крыс по 
уровню ЧСС и регуляции этого показателя, особенно в потенциально стрессогенных 
условиях [26]. В связи с  этим целью нашей работы являлось комплексное изучение 
эффектов произвольной беговой тренировки в колесе на нервную регуляцию сердца 
крыс: по уровню ЧСС и показателям вариабельности сердечного ритма в спокойном 
состоянии, а также по изменениям ЧСС при блокаде кардиотропных нервных влияний 
и в условиях эмоционального стресса. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и их содержание
 В опытах использовали самцов крыс линии Вистар, полученных из вивария Инсти-

тута медико-биологических проблем РАН. Животных содержали в помещении вивария 
с контролируемой температурой (21–23 ºC) и световым циклом 12 ч «день» (освещен-
ность ~50 лк, газоразрядная лампа 2700 К) – 12 ч «ночь» (менее 1 лк, свет красной 
лампы), включение освещения в 9-00, выключение в 21-00. Воду и стандартный корм 
для грызунов (ООО «Лабораторкорм», Москва) крысы получали ad libitum. 

Методика тренировки
В начале эксперимента возраст животных составлял 5 недель (по нашим наблюде-

ниям, в этом возрасте крысы имеют более высокую мотивацию к бегу в колесе). Крысы 
были распределены на  две группы («тренировка» – TR, n = 11; «контроль» – CON, 
n = 12) и рассажены по две (или три) в клетки стандарта Т3 (46 х 30 х 16 см), снабжен-
ные беговыми колесами (TR) или без колес (CON) – для адаптации к условиям экспе-
римента. В возрасте 6 недель животных рассаживали индивидуально, при этом крысы 
группы TR имели неограниченный доступ к беговым колесам (диаметр 29.6 см, длина 
окружности 93 см, ширина беговой поверхности 10 см). 

Для регистрации и обработки данных во время тренировки крыс использовался раз-
работанный нами аппаратно-программный комплекс [4, 5]. На колесе, диаметрально 
по отношению друг к другу, были установлены два магнита, что позволяло регистри-
ровать каждый полуоборот колеса в момент прохождения магнита перед детектором. 
Для сбора и анализа данных использовали оригинальное программное обеспечение, 
которое обеспечивало непрерывный дистанционный контроль хода эксперимента че-
рез сеть интернет. Путем подсчета полуоборотов колеса в интервалах длительностью 
5 с определяли пробег и время бега в  течение суток. Также вычисляли мгновенные 
значения скорости бега (учитывали только 5-с интервалы, в которых крысы проявляли 
беговую активность). Анализ скорости бега проводили только для темного времени су-
ток, когда крысы были активными: в данном эксперименте, как и в предыдущих [4, 5], 
дневной пробег составил менее 2% от ночного. Длительность тренировочного цикла 
составила 6 недель. По данным литературы, такая длительность тренировки достаточ-
на для снижения уровня ЧСС в спокойном состоянии [9, 20].
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Регистрация ЭКГ у свободноподвижных крыс
Регистрацию ЭКГ проводили во второй половине суток (между 1200 и 1800) при ог-

раничении звуковых раздражителей, уровень освещенности комнаты соответствовал 
привычному для крыс в дневное время. Крыс помещали индивидуально в клетки с раз-
мерами 30 x 30 x 30 см, где они могли свободно перемещаться. В большинстве случаев 
ЭКГ регистрировали одновременно у двух крыс группы CON и двух крыс группы TR, 
чтобы учесть возможные изменения регуляции сердечного ритма в течение суток. 

Для регистрации использовали накожные электроды Skintact F-301, которые на-
клеивали на предварительно (за сутки до регистрации) выбритые участки поверхно-
сти грудной клетки в положении, соответствующем II стандартному отведению [27]. 
Затем на крысу надевали шлейку с клеммами для электродов и разъемом для соеди-
нения с усилителем. Усиленный в полосе частот от 3 до 300 Гц сигнал регистриро-
вали на компьютере с использованием аналого-цифрового преобразователя USB-6211 
(National Instruments, США) и оригинального программного обеспечения, разработан-
ного в среде программирования LabView 2011 (National Instruments, США) докт. биол. 
наук Е. В. Лукошковой. Частота опроса сигнала составляла 1000 Гц.

После подключения к установке крыс адаптировали к экспериментальной обста-
новке не менее 30 мин. Далее эксперимент включал три этапа: 

запись ЧСС в спокойном состоянии (30–60 мин) – для анализа спонтанной вариа-
бельности ритма сердца; 

исследование изменений ЧСС при эмоциональном стрессе, который моделировали 
подачей струи воздуха на  холку крысы (air-jet стресс). Такое воздействие вызывает 
у крыс ориентировочно-оборонительную реакцию и изменение активности автоном-
ной нервной системы, что проявляется в повышении ЧСС и перераспределении минут-
ного объема сердца в пользу скелетной мускулатуры [28]. Воздух поступал в течение 
4 мин от компрессора через трубку с внутренним диаметром 3 мм. Скорость потока 
воздуха подбирали так, чтобы он производил легкое шипение, а струя из трубки при-
поднимала шерсть на холке крысы;

исследование изменений ЧСС после введения блокатора М-холинорецепторов (ме-
тилатропин, 1 мг/кг), а затем блокатора β1-адренорецепторов (атенолол, 2 мг/кг). Этот 
этап начинали через 30 мин после air-jet стресса (после восстановления уровня ЧСС). 
Растворы блокаторов вводили подкожно в области холки в объеме 500 мкл/кг, затем 
регистрировали ЭКГ в течение 15 мин. Следует отметить, что в отличие от атропина 
метилатропин не проникает через гематоэнцефалический барьер, то есть его влияние 
направлено только на периферические М-холинорецепторы [29, 30].

После регистрации ЭКГ крыс возвращали в домашние клетки. 

Анализ записей ЭКГ
Анализ результатов проводили с  использованием оригинального программного 

обеспечения Data Processing in Physiology and Pharmacology, разработанного в  сре-
де программирования LabView 2011 (National Instruments, США) докт. биол. наук 
Е. В. Лукошковой. На записи ЭКГ идентифицировали R-зубцы, соответствующие ин-
дивидуальным сердечным циклам, ошибки программной идентификации устраняли 
в режиме ручного редактирования. 

При спектральном анализе колебаний RR-интервала записи ЭКГ длительностью 
30–60 мин разбивали на полуперекрывающиеся сегменты длительностью 50 с. Каждый 
из сегментов приводили к нулевому среднему, проводили линейную интерполяцию по-
ударных значений RR-интервала и вторичный опрос данных с частотой 20.48 Гц (1024 
значений в каждом 50-секундном сегменте). Затем для каждого сегмента вычисляли 
спектр мощности с  использованием быстрого преобразования Фурье, полученные 
спектры усредняли. Колебания RR-интервала анализировали в трех диапазонах: очень 
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низкочастотном (VLF, 0.05–0.25 Гц), низкочастотном (LF, 0.25–0.6 Гц) и высокочастот-
ном (HF, 0.75–3 Гц) [31, 32]. Мощность колебаний в этих частотных диапазонах вычи-
сляли в процентах от общей мощности спектра (в диапазоне 0.005–3 Гц), такое нор-
мирование минимизирует влияние среднего уровня RR-интервала на вариабельность 
этого показателя [33]. 

При анализе изменений ЧСС во время air-jet стресса вычисляли поминутные зна-
чения ЧСС, а  также разность значений ЧСС для двух интервалов длительностью 4 
мин: во время воздействия и непосредственно перед ним. Динамику высокочастотных 
(связанных с дыханием) колебаний ЧСС во время стресса оценивали с помощью вейв-
лет-анализа, который проводили с использованием оригинальной программы в среде 
MATLAB (MathWorks, США). После линейной интерполяции поударных значений 
ЧСС проводили вторичный опрос данных с частотой 10 Гц, а затем – дискретное вейв-
лет-преобразование данных с использованием вейвлета Symlet восьмого порядка [34]. 

Эффекты метилатропина и  атенолола оценивали по разности значений ЧСС для 
двух интервалов длительностью 5 мин: с 10-й по 14-ю мин после введения блокатора 
(к этому времени исчезала «острая» реакция крыс на процедуру инъекции и ЧСС ста-
билизировалась) и перед введением блокатора.

Заключительный этап эксперимента
В конце эксперимента всех крыс анестезировали СО2 и декапитировали гильоти-

ной. Брали образцы крови, выделяли и взвешивали отделы сердца, скелетные мышцы 
передних и задних конечностей, а также надпочечники. 

Образцы крови выдерживали 20 мин при комнатной температуре и 40 мин в холо-
дильнике (4 °С), затем центрифугировали (4300 g, 15 мин), отбирали сыворотку и хра-
нили ее при –20 °С. Содержание общего холестерина и  триглицеридов в  сыворотке 
измеряли в автоматическом анализаторе (A-25 Biosystems, Испания).

С целью оценки влияния беговой тренировки на  активность митохондриальных 
ферментов в локомоторных мышцах определяли активность цитратсинтазы в трехгла-
вой мышце плеча, которая активно рекрутируется при беге в колесе [35]. Активность 
фермента измеряли по методу Srere [36], полученные значения нормировали на кон-
центрацию белка, измеренную с использованием бицинхоновой кислоты (метод BCA). 
Такие измерения проводили у 6 крыс из каждой группы, выборки формировали слу-
чайным образом.

Статистический анализ данных
Распределение крыс на группы проводили с использованием программы GraphPad 

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/randomize2/). Объем выборок при планировании 
эксперимента (11–12 крыс в группе) выбирали с использованием программы G*Power 
3.1.9.7. [37] при уровне значимости 0.05 и вероятности ошибки второго рода 0.8, ве-
личину эффекта вычисляли по изменению ЧСС и  вариабельности этого показателя 
у крыс в раннее опубликованных работах [9, 20]. 

Статистическую обработку результатов проводили в программе GraphPad Prism 8.0 
(GraphPad Software, США). Соответствие распределения данных нормальному было 
подтверждено с  использованием критерия Шапиро  –  Уилка. Данные представлены 
в  виде среднего и  стандартного отклонения (в случае нормального распределения), 
кроме показателей беговой активности крыс и данных по активности цитратсинтазы, 
распределение которых отличалось от нормального (представлены в  виде медианы 
и  межквартильного размаха), n  – количество крыс в  выборке. В  зависимости от ха-
рактера распределения данных использовали непараметрические критерии (Фридмана 
и Манна – Уитни) или параметрические (непарный t-критерий Стьюдента или двух-
факторный дисперсионный анализ для повторных измерений с апостериорным тестом 
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Сидака). Использованные статистические критерии указаны при представлении ре-
зультатов в тесте, в примечании к таблице и в подписях на рисунках. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика беговой активности крыс
Данные по динамике показателей беговой активности крыс представлены на рис. 1. 

Пробег за сутки составлял около 2–3 км, явных изменений этого показателя в течение 
тренировочного цикла не наблюдалось (рис. 1a). Скорость бега крыс в ходе трениров-
ки несколько повышалась (рис. 1b). Следует также отметить, скорость бега в выборке 
крыс варьировала меньше, чем суточный пробег (рис. 1a, b). 

Влияние тренировки на массу тела, массу органов и показатели крови
Масса тела двух групп крыс в ходе эксперимента не различалась (рис. 1с), хотя тре-

нировка проводилась в период интенсивного роста и полового созревания животных. 
В  конце эксперимента между группами CON и TR не выявлено различий по массе 
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Рис. 1. Динамика показателей беговой активности (a – суточный пробег, b – скорость бега) и массы тела 
(c) крыс в течение эксперимента, а также активность цитратсинтазы в трехглавой мышце плеча (d). CON – 
контрольная группа, TR – тренированная группа. Данные представлены в виде медианы и межквартильного 
размаха, в скобках указано количество животных в выборке. #p < 0.05 по сравнению со значением на первой 
неделе тренировочного цикла (критерий Фридмана); *p < 0.05 (критерий Манна – Уитни).
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скелетных мышц, желудочков сердца и надпочечников (табл. 1). Биохимические пока-
затели сыворотки крови (содержание общего холестерина и триглицеридов) также не 
различались между двумя группами крыс (табл. 1). Вместе с тем активность цитрат-
синтазы в трехглавой мышце плеча в результате тренировки в группе TR была значимо 
повышенной по сравнению с группой CON (рис. 1d). 

Таблица 1. Масса органов и биохимические показатели крови у двух групп крыс в конце 
эксперимента 

Показатели Контроль (n = 12) Тренировка (n = 11)

Медиальная головка икроножной мышцы,  
мг/100 г 231.9 ± 27.3 236.3 ± 17.2

Медиальная головка трехглавой мышцы плеча, 
мг/100 г 39.8 ± 10.0 40.2 ± 12.2

Правый желудочек, мг/100 г 51.5 ± 4.2 52.9 ± 5.0

Левый желудочек (с перегородкой), мг/100 г 226.5 ± 10.4 232.5 ± 18.9

Надпочечники (левый + правый), мг/100 г 15.3 ± 4.5 16.4 ± 3.0

Общий холестерин, ммоль/л 2.44 ± 0.24 2.51 ± 0.13

Триглицериды, ммоль/л 2.20 ± 0.55 2.04 ± 0.93

Примечание. Масса органов приведена к 100 г массы тела. Данные представлены в виде среднего и стан-
дартного отклонения. 

Влияние тренировки на нервную регуляцию ритма сердца в покое
Уровень ЧСС в покое в группе TR был ниже, чем в группе CON (в среднем на 27 уд/

мин) (рис. 2a). Наряду со снижением ЧСС для группы TR было характерно повышение 
мощности колебаний RR-интервала на частоте около 1.5 Гц (соответствует частоте ды-
хания) (рис. 2b). Общая мощность спектра RR-интервала не различалась между двумя 
группами крыс (CON 33.5 ± 15.6 мс2, TR 35.7 ± 18.0 мс2, p > 0.05, непарный критерий 
Стьюдента). Также между двумя группами не наблюдалось различий по относительной 
мощности спектра RR-интервала в очень низкочастотном и низкочастотном диапазо-
нах (рис. 2c). Вместе с тем относительная мощность колебаний RR-интервала в высо-
кочастотном диапазоне была повышенной после тренировки (рис. 2c). Соответственно 
соотношение мощности высокочастотных и низкочастотных колебаний RR-интервала, 
характеризующее вагосимпатический баланс в  регуляции сердца, было значительно 
выше в группе TR (рис. 2d).

Влияние тренировки на регуляцию сердечного ритма при стрессе
Стрессирование животных путем подачи струи воздуха (air-jet stress) приводило 

к выраженному повышению ЧСС (рис. 3a). Во время 4-минутного интервала времени, 
предшествовавшего стрессу, ЧСС в группе TR была ниже, чем в группе CON (370 ± 27 
уд/мин по сравнению с 398 ± 28 уд/мин, p < 0.05 по непарному критерию Стьюдента), 
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тогда как во время 4-минутного стресса различий между группами не наблюдалось 
(459 ± 77 уд/мин и  466 ± 54 уд/мин, p > 0.05 по непарному критерию Стьюдента). 
Таким образом, повышение ЧСС в ответ на стрессирующее воздействие у тренирован-
ных крыс было более выраженным, чем в контроле (рис. 3b). 

Изменения вариабельности сердечного ритма при стрессе также различались 
у двух групп крыс. Использование метода вейвлет-анализа позволило нам охаракте-
ризовать динамику изменения высокочастотных колебаний RR-интервала во времени. 
Было показано, что при стрессе амплитуда высокочастотных (связанных с дыханием) 
колебаний ЧСС снижается в группе TR, но не изменяется в группе CON (рис. 3c, d).

Влияние тренировки на изменения ЧСС при блокаде нервных влияний на сердце
Повышение ЧСС при введении метилатропина, который блокирует только пери-

ферические M-холинорецепторы [29, 30], у  крыс группы TR было более значитель-
ным, чем в группе CON (рис. 4a). Реакции на блокаду β1-адренорецепторов атенололом 
после тренировки не изменялись (рис. 4b). Следует отметить, что при блокаде влияния 
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Рис. 2. Значения ЧСС и показателей спонтанной вариабельности сердечного ритма в спокойном состоянии 
у контрольной группы крыс (CON, n = 12) и тренированной группы крыс (TR, n = 11). На рисунках приве-
дены результаты анализа записей ЭКГ длительностью 30–60 мин: значения ЧСС (a), спектры мощности 
RR-интервала (каждая линия – результат усреднения спектров мощности для всех крыс в группе) (b), значе-
ния мощности спектра в трех частотных диапазонах (c) и отношение значений мощности высокочастотных 
и низкочастотных колебаний (d). Частотные диапазоны: VLF – очень низкочастотный (0.05–0.25 Гц), LF – 
низкочастотный (0.25–0.6 Гц), HF – высокочастотный (0.75–3 Гц). Данные представлены в виде среднего 
и стандартного отклонения. *p < 0.05 (непарный критерий Стьюдента).
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обоих отделов автономной нервной системы (введение атенолола на  фоне действия 
атропина) уровни ЧСС у двух групп крыс не различались: CON – 415 ± 26 уд/мин, TR – 
397 ± 22 уд/мин (p > 0.05, непарный критерий Стьюдента). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Произвольный бег в колесе является моделью аэробной физической нагрузки 
умеренной интенсивности

Мы исследовали изменения регуляции сердечного ритма у крыс, которые в течение 
довольно длительного времени (6 недель) бегали в колесе без принуждения. Величина 
пробега в нашей работе находилась в среднем диапазоне значений: по данным литерату-
ры, суточный пробег крыс в колесе может варьировать от 1 [6, 38] до 6–7 км и более [6, 
38]. Пробег значительно варьировал в группе крыс, тогда как скорость бега различалась 
меньше. Следует отметить, что скорость произвольного бега отражает функциональное 
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Рис. 3. Влияние air-jet стресса на ЧСС и амплитуду высокочастотных колебаний ЧСС у контрольных (CON, 
n = 10) и тренированных (TR, n = 10) крыс. На рисунках приведены динамика ЧСС (a), изменение ЧСС при 
стрессе (разность значений для двух 4-минутных интервалов – во время подачи воздуха и непосредственно 
перед воздействием) (b), динамика амплитуды высокочастотных колебаний ЧСС (каждая линия – результат 
усреднения данных для всех крыс в экспериментальной группе) (c) и значения амплитуды высокочастотных 
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(d). Период air-jet стресса (4 мин) отмечен на рисунках (a) и (c) горизонтальной линией. На рисунках a, b и d 
данные представлены в виде среднего и стандартного отклонения. *p < 0.05 (непарный критерий Стьюдента); 
#p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений с апостериорным тестом Сидака).  
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состояние организма: например, у крыс с сердечной недостаточностью скорость бега 
в колесе в полтора раза ниже, чем у здоровых животных [39]. 

Нами не было выявлено различий по динамике массы тела, массе органов и показа-
телям липидного обмена в крови между тренированной и контрольной группами крыс, 
что говорит об умеренном уровне беговой нагрузки в нашей работе. Вместе с тем после 
тренировки в локомоторной мышце наблюдалось повышение активности цитратсин-
тазы, что говорит о повышении окислительных возможностей мышц, характерном для 
тренировки выносливости [40]. Аэробный характер нагрузки при произвольной тре-
нировке может поддерживаться на основе отрицательной обратной связи: закисление 
мышечного интерстиция в результате повышенной продукции лактата может вызывать 
у животных неприятные ощущения в мышцах и прекращение бега.

Произвольная беговая тренировка в колесе не сопровождается снижением ЧСС 
в условиях блокады нервных влияний на сердце

В соответствии с представлениями о влиянии регулярной аэробной нагрузки на дея-
тельность сердца [11–15] в нашей работе уровень ЧСС в спокойном состоянии у трени-
рованных крыс был сниженным. При тренировке в колесе снижение ЧСС в спокойном 
состоянии было описано ранее [9, 25], хотя и не во всех работах [38, 41]. Возможно, 
влияние произвольной тренировки на уровень ЧСС в покое определяется уровнем бе-
говой нагрузки, который зависит от мотивации животных к бегу. 

Различие в уровне ЧСС между тренированной и контрольной группами крыс исче-
зало после совместной блокады симпатических и парасимпатических кардиотропных 
влияний, то есть «собственная» ЧСС после тренировки не изменялась. Сходные дан-
ные были получены в работах с тренировкой крыс на тредбане [18, 20] или при аэроб-
ной нагрузке плаванием [19]. При произвольной тренировке грызунов «собственная» 
ЧСС также не изменяется [25], но может и снижаться [9]. 

Таким образом, в нашей работе умеренная беговая нагрузка умеренной интенсив-
ности не оказывала влияния на собственную биоэлектрическую активность синоатри-
ального узла, но, как будет рассмотрено далее, сопровождалась изменениями нервной 
регуляции сердца. 
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и стандартного отклонения. *p < 0.05 (непарный критерий Стьюдента).
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Произвольная беговая тренировка в колесе сопровождается усилением вагусных 
влияний на сердце

Опираясь на многочисленные данные литературы [11–15], мы предположили, что 
снижение уровня ЧСС у  тренированных крыс в  наших экспериментах также свя-
зано с повышением вагусных влияний на сердце. Действительно, у тренированных 
крыс наблюдалось увеличение высокочастотных (связанных с дыханием) колебаний 
RR-интервала. Мощность колебаний сердечного ритма мы оценивали относитель-
но общей мощности спектра, что позволило учесть различие в  длительности RR-
интервала между двумя группами крыс: как известно, чем больше среднее значение 
RR-интервала, тем выше его вариабельность [33, 42, 43]. Высокочастотные колеба-
ния сердечного ритма синхронны с дыхательными движениями и являются отраже-
нием респираторной синусовой аритмии, мощность таких колебаний значительно 
снижается после блокады парасимпатических влияний [34, 44]. Напротив, повы-
шение мощности высокочастотных колебаний сердечного ритма связывают с  уси-
лением кардиотропных вагусных влияний [14, 15]. В  экспериментах на  животных 
повышение респираторной синусовой аритмии было показано после принудитель-
ной физической тренировки плаванием [17] или на тредбане [20]. После длительной 
беговой нагрузки в колесе мощность высокочастотных колебаний сердечного ритма 
также повышается [9, 25], но не изменяется, если пробег крыс очень низкий – менее 
1 км за сутки [38]. 

В низкочастотном диапазоне колебания сердечного ритма у крыс, как и у человека 
[45], имеют смешанную симпато-парасимпатическую природу: они уменьшаются при 
блокаде как симпатических, так и парасимпатических влияний [34]. Соответственно 
отношение значений мощности высокочастотных (парасимпатической природы [34]) 
и  низкочастотных («смешанной» природы) колебаний сердечного ритма может слу-
жить мерой вагосимпатического баланса в регуляции сердца. У тренированных крыс 
это отношение было значительно повышенным, что говорит об усилении вагусной ре-
гуляции сердца после бега в колесе. 

Повышение ЧСС под действием М-холинолитика также увеличивалось под влия-
нием произвольной беговой тренировки. Такие изменения уже были описаны для крыс 
при тренировке плаванием [17, 19] и на тредбане [18, 46]. Однако, насколько нам из-
вестно, после беговой тренировки в колесе увеличение тахикардии, вызванной атропи-
ном, ранее было показано только у мышей, причем в состоянии наркоза [25]. 

По данным недавно опубликованной работы, тренировка в колесе в течение 6 не-
дель сопровождается повышением активности преганглионарных парасимпатических 
нейронов в фоне, а также при активации механорецепторов в мышцах при их сокра-
щениях, вызванных электрическим раздражением седалищного нерва (эксперименты 
приводились на наркотизированных крысах) [13]. Таким образом, произвольная тре-
нировка может изменять функционирование центрального звена парасимпатической 
регуляции сердца. Состояние периферического звена при аэробной тренировке также 
может изменяться: после бега на тредбане реакции ЧСС на раздражение эфферентных 
волокон вагуса уменьшаются при использовании высокой тренировочной нагрузки 
[24], но становятся более выраженными при умеренной нагрузке [18]. Можно предпо-
ложить, что «умеренная» тренировка в колесе также приводит к повышению эффек-
тивности парасимпатической нейропередачи в сердце, но напрямую этот вопрос пока 
не исследован. 

Таким образом, произвольная тренировка крыс в колесе сопровождается усилени-
ем вагусной регуляции сердечного ритма. Очевидных изменений симпатической регу-
ляции сердца в нашей работе не наблюдалось, как и в других работах [18, 46], хотя при 
более интенсивной тренировочной нагрузке симпатический тонус может снижаться 
[17, 25].



1712 БОРЗЫХ и др. 

Произвольная тренировка в колесе способствует расширению диапазона регуляции 
ЧСС при функциональной нагрузке

Известно, что у людей снижение базального уровня ЧСС в результате тренировки 
выносливости создает резерв для более выраженной тахикардии при функциональной 
нагрузке, так как максимальная ЧСС остается неизменной [14]. В нашей работе повы-
шение ЧСС при оборонительной реакции, вызванной эмоциональным (air-jet) стрессом, 
у тренированных крыс также было более выраженным, чем в контроле. В ранее опубли-
кованной работе сходные изменения регуляции сердца (снижение ЧСС в покое и увели-
чение реакции ЧСС на стресс) у тренированных к бегу в колесе крыс наблюдались при 
иммобилизации в рестрейнере [9]. Следует отметить, что если уровень ЧСС в спокой-
ном состоянии при тренировке в колесе не снижается, реакции ЧСС на стресс у трени-
рованных крыс могут быть такими же или даже меньше, чем в контроле [41]. Причиной 
увеличения реакции ЧСС на стресс у тренированных крыс в нашей работе могло слу-
жить более выраженное снижение вагусной активности, уровень которой в спокойном 
состоянии после тренировки был выше. С такой точкой зрения согласуются результаты 
проведенного нами вейвлет-анализа, который позволяет оценивать временную динами-
ку амплитуды колебаний определенной частоты [34]. Во время стресса у тренирован-
ных крыс, в отличие от контрольных, происходило снижение респираторной синусовой 
аритмии, что указывает на подавление влияний вагуса на сердце. Такое снижение могло 
происходить в результате формирования ориентировочно-оборонительной реакции, ко-
торая часто сопряжена с напряжением локомоторных мышц и активацией мышечного 
механорефлекса, влияние которого угнетает вагусную активность [13]. 

Подводя итог полученным результатам, можно сказать, что беговая тренировка крыс 
в колесе не вызывает ремоделирования самого сердца (его гипертрофии или изменения 
собственной биоэлектрической активности клеток синоатриального узла), но сопрово-
ждается изменениями нервной регуляции сердечного ритма, характерными для аэробной 
тренировки умеренной интенсивности. Такая тренировка приводит к усилению карди-
отропных парасимпатических влияний в покое и, следовательно, способствует расшире-
нию диапазона изменений ритма сердца при функциональной нагрузке. С учетом данных 
о связи вагусного тонуса с аэробной работоспособностью организма [47] и о его карди-
опротекторном влиянии [48], можно полагать, что такой «регуляторный» тип адаптации 
благоприятен для функционирования сердца. Следует отметить, что при сердечно-сосу-
дистых патологиях изменения нервной регуляции сердца развиваются при использовании 
менее интенсивной тренировочной нагрузки, чем в здоровом организме [16, 49, 50], порог 
для развития нежелательного состояния перетренированности в этом случае также ниже 
[51]. Проведение тренировок в режиме произвольного выбора нагрузки самим индиви-
дуумом (в зависимости от его текущего функционального состояния) должно снижать 
риск развития состояния перетренированности. Соответственно использование экспери-
ментальной модели такой тренировки (бег крыс в колесе) может служить информатив-
ным подходом к изучению механизмов влияния произвольной физической тренировки 
на функционирование сердечно-сосудистой и других систем организма человека. 
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Comprehensive Analysis of Voluntary Wheel Training Effects on Neural Control  
of The Heart Rate in Rats
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Aerobic physical training is used to prevent and correct many cardiovascular disorders. 
To study the effects of such physical exercise, various methods of training are used in 
rodents, among which voluntary wheel running is of particular interest, because it is close 
to the natural rat locomotion in terms of the pattern of motor activity and is devoid of 
stressful influence. The aim of this work was a comprehensive study of the effects of wheel 
running on the nervous control of heart rate (HR) in rats. At the age of 6 weeks, the animals 
were divided into two groups: training (TR, free access to wheels, n = 11) and sedentary 
control (CON, n = 12). After 6 weeks of training, ECG was recorded in freely moving 
rats using skin electrodes in baseline, after blockade of cardiac nervous influences and 
under air-jet stress (4 min). The effects of the autonomic nervous system were analyzed by 
administering a β1-adrenergic blocker and a peripherally acting M-cholinoceptor blocker, 
and by analyzing cardiac rhythm variability using spectral and wavelet analyses. TR group 
showed a decrease in the baseline HR level compared to the CON group. The decrease 
in HR upon administration of atenolol (2 mg/kg) did not differ between the groups, but 
methylatropine (1 mg/kg) caused a more significant increase in HR in the TR group than 
in the CON group. With the combined action of atenolol and methylatropine, HR levels 
did not differ between the groups. The rats of the TR group showed an increase in the 
contribution of high-frequency (0.75–3 Hz) oscillations to the total spectrum power of the 
RR interval. During air-jet stress, TR group showed a more pronounced increase in HR 
compared to the CON group. In addition, in the TR group, a decrease in the amplitude of 
HR high-frequency oscillations was observed during stress, while in the CON group, such 
a decrease was absent. Thus, the voluntary wheel running is accompanied in the rat by an 
increase in parasympathetic influences on the heart, which is manifested in an increase in 
respiratory sinus arrhythmia and in an increase in vagal influence on the resting HR level. 
Moderate bradycardia at rest provides the possibility of a more pronounced increase in HR 
during emotional stress because of the suppression of parasympathetic cardiac influences.

Keywords: rat, exercise training, sympathetic nervous system, parasympathetic nervous 
system, spectral analysis, wavelet analysis
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Сахарный диабет, наряду с ишемией, входит в десятку патологий, являющихся при-
чиной смертности населения планеты, по последним данным ВОЗ. Данные кли-
нических исследований выявили высокий риск инсульта и инфаркта у пациентов, 
страдающих диабетом. Вместе с тем в настоящее время нет четкого представления 
об участии белка паннексина 1 (Panx1) в ишемии мозга на фоне диабета. В пред-
ставленном исследовании с  использованием линии мышей с  нокаутом гена Panx1 
на  моделях стрептозотоцин-вызванного диабета и  фотоиндуцированной ишемии 
было изучено влияние белка Panx1 на выраженность ишемического поражения моз-
га и системное воспаление у мышей на фоне сочетания ишемии мозга и диабета. 
Установлено, что в условиях экспериментального диабета нокаут гена Panx1 значи-
мо снижает размер ишемического очага, стабилизирует вызванное ишемией повы-
шение проницаемости гематоэнцефалического барьера, снижает количество ошибок 
животных в сенсомоторном тесте и уровень нейтрофилов в крови. Важно отметить, 
что нокаут Panx1 проявляет протекторное действие только на фоне сахарного диабе-
та, не оказывая значимого воздействия на выраженность ишемического поражения 
мозга у мышей без стрептозотоцин-вызванного диабета. Нокаут гена Panx1 также не 
влиял на выраженность гипергликемии у животных в этой модели диабета. Можно 
предположить, что эффективность лечения инсульта в сочетании с сахарным диа-
бетом может быть повышена включением в комплексную терапию блокаторов пан-
нексиновых каналов как нового направления лечения таких тяжелых заболеваний.

Ключевые слова: диабет, ишемия, паннексин 1, фототромбоз, нокаут, воспаление
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ВВЕДЕНИЕ

Инсульт является одной из основных причин смертности населения планеты, со-
ставляя 11% от общего числа смертей за 2020 г. [1]. К настоящему времени сахарный 
диабет (СД) также вошел в список десяти основных причин смертности населения [2]. 
При этом СД дает двукратный избыточный риск для широкого спектра сосудистых за-
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болеваний, включая инсульт [3]. Данные клинических исследований указывают на по-
вышение риска неблагоприятного краткосрочного исхода инсульта у больных на фоне 
диабета [4], что свидетельствует о  необходимости дополнительного обследования 
и коррекции фармакотерапии с учетом наличия данного заболевания у пациентов с ин-
сультом. На данный момент отсутствуют специфичные терапевтические подходы для 
лечения последствий ишемического инсульта, осложненного диабетом, а признанные 
методы терапии инсульта ограничены тромболизисом. Поэтому остается актуальной 
ĸаĸ для фундаментальной, таĸ и для ĸлиничесĸой медицины задача поисĸа новых ми-
шеней ĸорреĸции такого состояния.

Одной из таĸих мишеней могут быть отĸрытые в 2000 г. ĸаналы, сформированные 
белĸом паннеĸсином-1 (Panx1). В  физиологических условиях эти каналы участвуют 
в транспорте нуклеотидов как из нейронов и астроцитов, так и из эндотелия сосудов 
и эритроцитов в условиях недостатка кислорода [5]. Данные литературы свидетельст-
вуют о вовлечении данного белĸа в ряд патологичесĸих реаĸций при ишемии, таĸих 
ĸаĸ нарушение ионного гомеостаза, потенцирование глутаматной эĸсайтотоĸсичности, 
ĸальциевой перегрузĸи ĸлеток [6]. Однако данные экспериментов in vivo не дают одноз-
начного ответа об участии Panx1 в ишемическом повреждении головного мозга. Было 
показано, что нокаут Panx1 не влиял на выраженность повреждения мозга в модели ок-
клюзии средней мозговой артерии (МСАО) у мышей [7]. В то же время были продемон-
стрированы протекторные эффекты как блокады канала Panx1 инъекциями мефлохина 
и пробеницида, так и системного нокаута гена данного белка в модели кратковременной 
МСАО на мышах, что выражалось в уменьшении очага повреждения, нейровоспаления, 
реактивности микроглии и сенсомоторного дефицита, уменьшении отека за счет сни-
жения экспрессии аквопорина-4 и повышения выживаемости нейронов [8, 9]. В работе 
Freitas-Andrade с соавт. сообщалось о проявлении протекторного действия нокаута дан-
ного белка только у самок мышей в модели постоянной МСАО, что авторы связывают 
с вовлечением Panx1 в передачу сигнала от эстрогеновых рецепторов типа β. При этом 
у самок линии дикого типа, на основе которой был сделан тотальный нокаут, общая 
экспрессия Panx1 в условиях ишемии была выше, чем у самцов [10].

Таким образом, несмотря на существующие данные о вовлеченности каналов, фор-
мируемых Panx1, в  развитие ишемического поражения, эксперименты на  животных 
с использованием модели МСАО не дают однозначного представления о протекторной 
роли блокады комплекса Panx1 или нокаута гена данного белка. Сами авторы исследо-
ваний отмечают, что противоречивость полученных результатов в значительной сте-
пени может быть связана с использованием различных экспериментальных подходов 
к моделированию ишемического инсульта. В связи с этим становится очевидным, что 
для всестороннего исследования участия каналов Panx1 в развитии ишемического по-
ражения мозга необходимо использовать различные модели данной патологии. В этом 
отношении фотоиндуцированная ишемия является одной из наиболее перспективных 
моделей ишемического инсульта ввиду малоинвазивности и высокой воспроизводимо-
сти четко заданной локализации ишемического очага [11].

Наряду с ишемией, в десятку патологий, являющихся причиной смерти населения 
планеты, по последним данным ВОЗ, входит СД. Пациенты, страдающие диабетом, 
входят в группу риска развития инсульта и инфаркта. В литературе мы не обнаружи-
ли данных о  вовлечении Panx1 в  развитие ишемического поражения мозга на  фоне 
СД. Однако было показано, что экспрессия Panx1 была повышена как в мозге крыс 
со стрептозотоцин-индуцированным диабетом, так и в культуре нейронов через 24 ч 
после воздействия среды с высокой концентрацией глюкозы. Обработка культуры про-
бенецидом, блокирующим каналы Panx1, в гипергликемических условиях снижала со-
держание активной каспазы-1 и уровень секреции IL-18, повышала жизнеспособность 
нейронов. В  качестве механизма, посредством которого каналы Panx1 вносят вклад 
в воспаление на фоне повышенного уровня глюкозы, авторы рассматривают паннек-
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син-зависимую активацию рецепторных белков инфламмасом NLRP. АФК, продукция 
которых повышается при гипергликемии, могут увеличивать проводимость поры кана-
ла Panx1. В то же время окислительный стресс, сопровождающий диабет, индуцирует 
появление молекулярных фрагментов, ассоциированных с  повреждением (DAMPs), 
которые проникают в клетку через расширенную пору канала и активируют рецептор-
ные белки NLRP, опосредуя сборку инфламмасом [12]. Наличие в литературе данных 
о протекторной роли блокады каналов Panx1 в нейронах на фоне гипергликемии ука-
зывает на возможность участия данного белка в диабет-индуцированных изменениях 
физиологических процессов в нервной ткани.

Несмотря на  то, что каналы Panx1 представляют собой перспективную и  актив-
но изучаемую мишень коррекции патологий, нами не обнаружено данных о его роли 
в ишемии мозга на фоне СД, в связи с чем представляется актуальной задача выясне-
ния его роли в условиях сочетания этих патологий. 

Цель работы – изучить влияние нокаута гена Panx1 на последствия ишемии голов-
ного мозга у мышей в модели стрептозотоцин-индуцированного диабета.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования
Эксперименты были проведены на самцах мышей линии C57BL/6J и родственной 

линии с нокаутом гена паннексина-1 (Panx1–/–) (любезно предоставлены Институтом 
цитологии и  генетики Сибирского отделения Российской академии наук, г. Новоси-
бирск [13]) массой 20–35 г в возрасте 10–12 недель. Животных содержали в условиях 
вивария с контролируемой температурой 22 °С и режимом освещения 12 ч свет (9:00–
21:00)/12 ч темнота без ограничения доступа к воде. 

Использованные вещества и препараты
Во всех процедурах с  наркотизированными животными, кроме магнитно-резо-

нансной томографии (МРТ), в  качестве общей анестезии использовали смесь ком-
мерческих препаратов «Золетил100 ©» (VirbacSanteAnimale, Франция) и  «Ксила  ©» 
(Interchemiewerken «DeAdelaar» B.V., Нидерланды) в дозах 35 и 3.5 мг/кг (в/б) соответ-
ственно. Во время проведения МРТ использовали ингаляционный наркоз (Изофлуран, 
Laboratorios Karizoo, Испания). Для моделирования диабета был использован неселек-
тивный токсичный алкилирующий агент стрептозотоцин (Sigma Aldrich Co., США). 
В качестве фотосенсибилизатора при моделировании ишемического инсульта исполь-
зовали 0.15%-ный раствор бенгальского розового (БР, Sigma Aldrich Co., США). Для 
измерения проницаемости гематоэнцефалического барьера использовали 2.4%-ный 
раствор красителя Эванса синего (ЭС, Sigma Aldrich Co., США), а также диметилсуль-
фоксид (ДМСО) (MPBiochemicals, Франция). При оценке соотношения числа нейтро-
филов и  лимфоцитов препарат фиксировали метанолом (FisherChemical, Германия) 
и окрашивали красителем Гимза (ПанЭко, Россия).

Моделирование ишемии мозга на фоне сахарного диабета
Животных случайным образом разделяли на 4 группы, по ≥ 5 животных в каждой: 

две группы без диабета, дикого типа (WT) и с нокаутом гена паннексина-1 (KO), и две 
группы со стрептозотоцин-индуцированным диабетом тех же линий (WTd и КОd). Жи-
вотных содержали в условиях вивария с контролируемой температурой 22 °С и режи-
мом освещения 12 ч свет (9:00–21:00)/12 ч темнота без ограничения доступа к воде 
и к стандартному комбикорму, за исключением дней измерения уровня глюкозы, ког-
да за 3 ч до  измерения животным ограничивали доступ к  корму. У  всех животных 
до  начала эксперимента определяли базовый уровень глюкозы в  крови, массу тела, 
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соотношение нейтрофилов и лимфоцитов в мазке крови. Диабет индуцировали сери-
ей внутрибрюшинных инъекций стрептозотоцина, растворенного в натрий-цитратном 
буфере (pH 4.5) в дозе 55 мг/кг, ежедневно в течение 5 последовательных дней. Контр-
ольным животным внутрибрюшинно вводили растворитель в эквивалентном объеме. 
Уровень глюкозы у животных измеряли с помощью глюкометра Diacont Classic 2598 
(OK Biotech Co., Ltd., Тайвань) на 8-, 10-, 12- и 16-й дни. Критерием развития устой-
чивой гипергликемии был уровень глюкозы 16.7 мМ (300 мг/дл) на момент последнего 
измерения (перед катетеризацией яремной вены) [14]. Каплю крови для анализа в глю-
кометре отбирали пункцией латеральной вены хвоста с помощью иглы 27G. Живот-
ных взвешивали ежедневно в первые две недели с первой инъекции стрептозотоцина 
и ежедневно после операции катетеризации яремной вены. Животным ограничивали 
доступ к корму на 4–6 ч в вечернее время в дни инъекций стрептозотоцина  и измере-
ния концентрации глюкозы.

На 13-й день после первой инъекции стрептозотоцина всем животным проводили 
операцию введения полиуретанового катетера во внутреннюю яремную вену для по-
следующего моделирования ишемического инсульта посредством фототромбоза (ФТ) 
по ранее описанной методике [15]. Через двое суток после катетеризации с помощью 
стереотаксической установки устанавливали лазер (λ 532 нм, диаметр апертуры 3 мм, 
величина освещенности на поверхности черепа 55–60 лк, Viacho, Китай) так, чтобы 
он светил в область сенсомоторной коры (ML = –2.2 мм, АР = 0 мм [16]). В качест-
ве фотосенсибилизатора использовали 0.15%-ный раствор бенгальского розового (БР, 
Sigma, США), который вводили внутривенно через катетер в дозе 10 мг/кг в течение 
15 с  (объем введения не превышал 300 мкл), и через 3 минуты включали лазерную 
установку на 5 мин. 

Измерение объема ишемического поражения головного мозга
Объем повреждения головного мозга, вызванного ишемией, оценивали с  помо-

щью МРТ через 48 ч после фототромбоза на томографе BRUKER BioSpec 70/30 USR 
(Германия) с индукцией магнитного поля 7 Tл, на основе Т2-взвешенных изображе-
ний. Область сканирования 16 срезов толщиной 0.4 мм составила 18 х 18 мм2, ма-
трица сканирования – 180 х 180, общее время сканирования для каждого животного 
не превышало 30 мин. Изображения серий фронтальных срезов мозга анализировали 
в программе ImageJ (National Institutes of Health, США). Чтобы скорректировать вы-
числяемый объем с учетом отека поврежденного полушария, вводили множитель 1/k. 
Степень отека ипсилатерального повреждению полушария (k) подсчитывали по фор-
муле k = d*(∑Aипсилат./∑Aконтралат.), где ∑Aипсилат. и ∑Aконтралат. – сумма пло-
щадей ипсилатерального и контралатерального полушария в серии срезов толщиной d. 
Объем поражения определяли по формуле (d*∑A)/k, где ∑A – сумма площадей области 
повреждения в серии срезов толщиной d.

Измерение проницаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ)
Для измерения проницаемости ГЭБ через сутки после ФТ животным внутривенно че-

рез катетер вводили 2.4%-ный раствор витального красителя Эванса синего (ЭС, Sigma, 
США) в дозе 80 мг/кг (объем введения не превышал 150 мкл). Далее через сутки про-
водили транскардиальную перфузию гепаринизированным физиологическим раствором 
(40 ед/мл) по стандартной методике [17] для выведения крови и красителя ЭС из крове-
носного русла. Проницаемость ГЭБ оценивали по предложенной ранее методике, опре-
деляя содержание ЭС в гомогенате выделенных полушарий мозга животных после экс-
тракции красителя в ДМСО (MPBiochemicals, Франция) на термошейкере (48 ч, 37 °С) 
и центрифугирования (9000 g, 25 мин) с последующим определением оптической плот-
ности (λ 620 нм) полученного экстракта [18]. На основе калибровочного графика рассчи-
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тывали концентрацию красителя в образце (массу красителя, содержащуюся в 100 мг 
ткани мозга) и вычисляли его относительное содержание в ипсилатеральном полушарии 
(в контралатеральном полушарии данный показатель был принят за 100%) [14].

Тест «Решетка»
Для оценки неврологического статуса непосредственно перед и через двое суток 

после фототромбоза проводили сенсомоторный тест «Решетка» [19]. На 5-минутной 
видеозаписи подсчитывали два параметра: общую двигательную активность живот-
ного, оцениваемую как число шагов, которые мышь совершает задней ипсилатераль-
ной конечностью – n общ., и число случаев свободного проскальзывания лап мыши 
в ячейки – n (моторные ошибки). Вычисляли число моторных ошибок, нормированное 
на 100 шагов животного, по формуле (n/n общ. х 100), результаты представляли в виде 
разности соответствующих показателей до  и после индукции ишемии: (n после/n 
общ. – n до/n общ.) х 100.

Оценка воспалительного статуса животных
Для оценки системного воспаления определяли процентное соотношение нейтро-

филов в мазках крови из латеральной хвостовой вены у мышей исследуемых групп. 
Референсными значениями для взрослых мышей линии C57BL/6J считали: сегментоя-
дерные нейтрофилы: 8–20%, лимфоциты 76–91% [20]. Каплю крови наносили на пред-
метное стекло и  делали тонкий мазок пластиковым шпателем. После высушивания 
на воздухе препарат фиксировали метанолом (FisherChemical, Германия) и высушива-
ли в химическом шкафу с вытяжкой, а затем окрашивали красителем Гимза (ПанЭко, 
Россия) в течение 7 мин. Затем стекла промывали водой, удаляя остатки красителя. Чи-
сло лимфоцитов и нейтрофилов подсчитывали на микроскопе (ЛОМО, Россия) вруч-
ную с помощью программы WBC Counter (Kazuyoshi Sasaoka, Япония). Для каждого 
мазка подсчет клеток продолжали до достижения общего числа лейкоцитов 100, после 
чего рассчитывали процент нейтрофилов, поскольку именно его увеличение отражает 
выраженность воспалительного процесса.

Статистический анализ
Статистический анализ был выполнен с использованием программы GraphPadPrism 

8.4.3 (GraphPad Software Inc., США). Нормальность распределения полученных дан-
ных определяли с помощью критерия Шапиро – Уилка. Статистическую значимость 
различий оценивали с помощью непарного t-теста или трехфакторного дисперсионно-
го анализа. Множественные сравнения проводили с помощью апостериорного теста 
Шидака. Для исключения выпадающих значений использовали метод ROUT. Различия 
считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Динамика развития стрептозотоцин-вызванного диабета у мышей
Используемый нами протокол введения стрептозотоцина приводил к развитию ди-

абета у животных на 10–12-й день эĸсперимента, что подтверждалось стойким повы-
шением уровня глюкозы (рис. 1). Концентрация глюкозы в крови мышей KO уже на 8-й 
день достигала 13.9 ± 6.6 мМ, что значимо отличалось от исходных показателей и от 
значений у контрольной группы животных. Стойкая гипергликемия (содержание глю-
козы в крови выше 16 мМ) у мышей с нокаутом гена Panx1 развивалась на 10-й день, 
а  у животных дикого типа на 12-й, на что указывает наличие достоверных отличий 
измеряемого показателя в сравнении с 1-м днем эксперимента. 
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Рис. 1. Динамика изменения уровня глюкозы в крови у мышей исследуемых групп. WT – дикий тип (без 
диабета), Panx 1 KO – нокаут гена паннексина 1 (без диабета), WTd, KOd – соответствующие группы мышей 
с экспериментальным диабетом. WT n = 7, WTd n = 9, КО n = 18, КОd n = 15. Данные представлены в виде 
средних ± стандартное отклонение. Трехфакторный ДА, апостериорный тест Шидака, различия достоверны: 
** – p < 0.01, # – p < 0.0001 (по сравнению с той же группой в 1-й день эксперимента).

Наряду с гипергликемией, другим симптомом, характерным для СД, является сниже-
ние массы тела, поэтому данный параметр оценивали регулярно наряду с изменением 
концентрации глюкозы. Было установлено, что при 2-недельном диабете снижение мас-
сы тела составило 4.43 ± 1.97 г у животных дикого типа (n = 9) и 5.23 ± 3.04 г у мышей 
с нокаутом гена Panx1 (n = 15, рис. 2). Снижение массы тела наблюдали и у контрольных 
групп (1.5 ± 1.4 г и 1.97 ± 1.46 г у дикого типа, n = 6, и нокаутов по Panx1, n = 17 соответ-
ственно), однако оно было статистически значимо ниже, чем в группах соответствую-
щего генотипа с диабетом. При этом ни в контроле, ни при диабете между животными, 
нокаутными по Panx1 и с полноценной экспрессией данного белка в изменении уровня 
глюкозы в крови и массы тела, статистический анализ не выявил значимых различий.

Рис. 2. Изменение массы тела у мышей исследуемых групп в последний день эксперимента в сравнении 
с первым днем. WT – дикий тип (без диабета, n = 6), KO – нокаут гена паннексина 1 (без диабета, n = 17); 
WTd (n = 9), KOd (n = 15) – соответствующие группы мышей с сахарным диабетом. Данные представлены 
в виде средних ± стандартное отклонение. Трехфакторный ДА, апостериорный тест Шидака, различия до-
стоверны: * – p < 0.05, *** – p < 0.001. 
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Влияние нокаута гена Panx1 на развитие поражения мозга при фототромбоз-
вызванной ишемии у мышей на фоне диабета

Размер очага повреждения является основным показателем тяжести ишемии. В ре-
зультате анализа Т2-взвешенных изображений было установлено, что ноĸаут гена 
Panx1 в 1.5 (1.2–1.7) раза снижал размер очага у животных на фоне 2-недельного ди-
абета (рис. 3). Следует отметить, что у контрольных животных, которым не вводили 
стрептозотоцин, нокаут гена Panx1 не влиял на размер ишемического очага (рис. 3), не 
было достоверных отличий и в выраженности ишемического повреждения (всех изме-
ряемых параметров за исключением теста «Решетка») у мышей при сравнении групп 
дикого типа с диабетом и без него.

Площадь экстравазации красителя эванса синего (ЭС) может применяться для оценки 
размера повреждения мозговой ткани при ишемии наряду с МРТ-методом [21]. Изме-
нения, наблюдаемые при оценке экстравазации ЭС, были сопоставимы с результатами 
МРТ (рис. 4). Так, в условиях 2-недельного диабета площадь эĸстравазации у мышей 
с ноĸаутом гена Panx1 (n = 14) была в 1.8–2 раза меньше, чем у мышей диĸого типа (n = 8).

Влияние нокаута гена Panx1 на индуцированное ишемией нарушение ГЭБ у мышей 
на фоне диабета

Ноĸаут гена Panx1 также существенно изменял фототромбоз-вызванное нарушение 
ГЭБ у мышей при 2-недельном диабете. При этом проницаемость ГЭБ у животных 
диĸого типа была в 3.8 раза выше, чем у животных, ноĸаутных по гену Panx1 (рис. 4b). 

Влияние нокаута гена Panx1 на развитие фототромбоз-вызванного нарушения 
сенсомоторного статуса у мышей на фоне диабета

Оценка сенсомоторного статуса животных при моделировании ишемии коры боль-
ших полушарий в  области пре- и  постцентральной извилин является комплексным 
показателем выраженности ишемического повреждения. В  нашей работе индукция 
ишемии приводила у животных всех групп к значимому увеличению числа моторных 
ошибок в тесте «Решетка». Ноĸаут гена Panx1 приводил ĸ почти 3-ĸратному снижению 
количества моторных ошибок у животных на фоне 2-недельного диабета (рис. 5).

Влияние нокаута гена Panx1 на развитие воспаления, вызванного 
фотоиндуцированной ишемией, у мышей на фоне диабета

В качестве показателя системного воспаления в  данном исследовании оценива-
ли долю нейтрофилов в  периферической крови с  использованием оĸрашивания по 
Романовсĸому  –  Гимзе. Уровень нейтрофилов на  фоне диабета до  ФТ поĸазал, что 
у группы с ноĸаутом гена Panx1 (n = 15) ĸоличество нейтрофилов было значимо ниже, 
чем у животных диĸого типа (n = 9) (рис. 6a). При этом изолированное действие диа-
бета не вызывало значимого повышения уровня нейтрофилов по сравнению с данным 
показателем в контрольной группе (дикий тип без диабета).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Терапия сочетанных патологий сопряжена с  многочисленными трудностями, часто 
связанными со сложной системой взаимодействия повреждающих факторов различной 
природы и механизмов их патогенеза. Больных СД относят к группе риска возникновения 
инфарктов и инсультов, занимающих лидирующую позицию в списке причин смертности 
населения планеты, что, безусловно, требует пристального внимания со стороны иссле-
дователей и клиницистов. В представленной работе предпринята попытка выявить вовле-
чение белка паннексина 1 в ишемическое повреждение мозга на фоне СД у мышей. Ранее 
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Рис. 3. Вызванное фотоиндуцированной ишемией повреждение мозга у мышей дикого типа и с нокаутом 
гена Panx1 на фоне диабета. (a) – объем ишемического очага поражения после фототромбоза у мышей дикого 
типа и с нокаутом гена Panx1 на фоне диабета (данные нормированы на средние значения в соответствую-
щих контрольных группах, у животных без диабета (control = 1)), (b) – наглядные Т2-взвешенные МРТ-изо-
бражения повреждения мозга у исследуемых групп животных. WТ n = 11, WTd n = 7, КО n = 21, КОd n=13. 
Различия достоверны: ** – p < 0.01.
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исследования роли паннексина 1 и сформированных им каналов для такого сочетания не 
проводились. Для моделирования диабета у мышей нами была выбрана стрептозотоци-
новая модель СД 2-го типа. Развитие диабета у мышей мы наблюдали на 10–12-й день 
введения стрептозотоцина, что согласуется с данными литературы [14]. Выбор пробле-
мы стрептозотоцин-вызванного диабета у мышей, нокаутных по гену Panx1, был основан 
на том, что моделирование экспериментального диабета у таких животных ранее не было 
изучено. В настоящем исследовании показано, что характер нарастания уровня глюкозы 
в крови у животных дикого типа и с нокаутом гена Panx1 в целом был сходным, однако 
первые значимые признаки гипергликемии были обнаружены у  мышей, нокаутных по 
гену Panx1, на 8-й, а у мышей дикого типа – на 12-й день эксперимента. В литературе так-
же нет однозначного указания на характер участия паннексинов в регуляции метаболизма 
глюкозы. Например, было показано, что фармакологическая блокада Panx1 и тканеспеци-
фичный нокаут целевого гена ухудшали поглощение глюкозы адипоцитами в ответ на ин-
сулин, а в экспериментах in vivo приводили к тяжелой инсулинорезистентности у мышей 

Рис. 4. Оценка экстравазации красителя Эванса синего (ЭС) и проницаемости ГЭБ после фотоиндуцирован-
ной ишемии у мышей дикого типа (WTd) и с нокаутом гена Panx1 (KOd) на фоне диабета. (a) – сравнение 
экстравазации ЭС у изучаемых групп животных (WТ n = 5, WTd n = 8, КО n = 16, КОd n = 14), (b) – сравнение 
проницаемости ГЭБ у изучаемых групп животных (WТ n = 9, WTd n = 4, КО n = 21, КОd n = 9), (c) – нагляд-
ные фотографии головного мозга после фототромбоза, введения ЭС через сутки и перфузии на вторые сутки 
после ишемического повреждения у мышей. Данные нормированы на средние значения в соответствующих 
контрольных группах, у животных без диабета (control = 1). Различия достоверны: ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
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Рис. 5. Сенсомоторный статус животных исследуемых групп, оцененный с помощью теста «Решетка». Из-
менение доли (в процентах) моторных ошибок на 100 шагов животного после ФТ по сравнению с показа-
телями до ФТ у мышей дикого типа (WTd, n = 8) и с нокаутом гена Panx1 (KOd, n = 13) на фоне диабета. 
WT n = 5, KO n = 16. Данные нормированы на средние значения в соответствующих контрольных группах, 
у животных без диабета (control = 1). Различия достоверны: *** – p < 0.001; # – p < 0.0001.
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Рис. 6. Оценка уровня нейтрофилов у мышей дикого типа (WTd) и с нокаутом гена Panx1 (KOd) на фоне диа-
бета. (a) – сравнение доли нейтрофилов у экспериментальных групп c диабетом до фототромбоза (WТ n = 5, 
WTd n = 9, КО n = 17, КОd n = 15), (b) – изменение уровня нейтрофилов на последнем дне эксперимента по 
сравнению с первым днем (24 ч после фототромбоза на фоне диабета, WT n = 6, WTd n = 9, КО n = 16, КОd n 
= 13). Данные нормированы на средние значения в соответствующих контрольных группах, у животных без 
диабета (control = 1). Различия достоверны: ** – p < 0.01.
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с ожирением [22]. Вместе с тем согласно другим данным, нокаут гена Panx2 увеличивал 
тяжесть диабета за счет увеличения чувствительности β-клеток к сигналам апоптоза, в то 
время как Panx1 не оказывал существенного влияния на выраженность диабета [23]. 

Наблюдаемое нами снижение массы тела у животных, которым вводили стрепто-
зотоцин, что является одним из симптомов диабета, также подтверждает развитие па-
тологии у животных в выбранной нами модели стрептозотоцин-вызванного диабета.

Индукция ишемии у животных исследуемых групп на фоне экспериментального 
диабета сопровождалась развитием очага поражения мозга у мышей дикого типа боль-
шего размера по сравнению с животными, не экспрессирующими ген белка паннексина 
1. Снижение размера ФТ-индуцированного ишемичесĸого очага у мышей с нокаутом 
Panx1 по сравнению с животными диĸого типа свидетельствует о вовлечении данного 
белка в патогенез инсульта у мышей только на фоне диабета, поскольку при изолиро-
ванной фотоиндуцированной ишемии у мышей дикого типа и с нокаутом Panx1 отли-
чий не было обнаружено. Основным известным на данный момент механизмом вовле-
чения каналов Panx1 в индуцированные гипергликемией процессы в мозге является 
активация белков NLRP1, рецепторов к молекулярным фрагментам, ассоциированным 
с повреждениями (DAMPS), проникновение которых в клетку может быть опосредова-
но каналом Panx1 [12]. У нокаутных животных, вероятно, данный повреждающий фак-
тор был исключен, и на фоне 2-недельного диабета мы наблюдали уменьшение разме-
ра ишемического очага у животных в сравнении с мышами с полноценной экспрессией 
данного белка. Изучению особенностей влияния экспериментального диабета на выра-
женность ишемии посвящены единичные исследования. Так, стрептозотоцин-вызван-
ный диабет у мышей усугублял ишемический инсульт, повышая ферроптоз в клетках 
мозга, что было вызвано повышением экспрессии липокалина 2 (LCN2) в нейтрофи-
лах, инфильтрация которых была повышена у животных с диабетом [24]. В указанной 
работе исследователи использовали для индукции ишемии модель окклюзии средней 
мозговой артерии, возможно, что отсутствие выраженного увеличения очага пораже-
ния у животных дикого типа на фоне диабета в настоящем исследовании связано с осо-
бенностями используемой нами модели фототромбоза. 

Ранее нами и другими авторами продемонстрировано значимое повышение прони-
цаемости ГЭБ при фототромбоз-вызанной ишемии [15], в настоящем исследовании мы 
оценили проницаемость ГЭБ через сутки после индукции ишемии у исследуемых групп 
мышей. Нокаут гена Panx1 практически в 4 раза снижал повышение данного показателя 
у животных в условиях диабета, что согласуется с полученными нами данными по объему 
ишемического очага у этих групп мышей. Ранее нами показано, что блокада канала Panx1 
в культивируемых астроцитах крыс снижает тромбин- и липополисахарид-вызванную ак-
тивацию клеток [25], что может свидетельствовать о возможной роли белка паннексина 1 
в регуляции проницаемости ГЭБ, одним из компонентов которого выступают астроциты.

Логичным следствием протекторного действия нокаута Panx1 в моделируемом нами 
на мышах сочетании ишемии и экспериментального диабета была стабилизация сенсо-
моторного статуса мышей в отсутствие белка Panx1. Безусловно, что снижение размера 
очага ишемического повреждения в области сенсомоторной коры и стабилизация ба-
рьерной функции ГЭБ приведут к снижению числа моторных ошибок в используемом 
нами тесте «Решетка», что мы и наблюдали у нокаутных по гену Panx1 животных. 

Известно, что не только диабет 2-го типа, но и диабет 1-го типа сопряжен с повышени-
ем провоспалительного статуса организма, на что указывает нарастание уровня провоспа-
лительных цитокинов (TNF-альфа, IL-6), С-реактивного белка в крови таких пациентов, 
а  также изменение хемотаксиса иммунокомпетентных клеток, например, нейтрофилов 
[26–28]. Повышенный уровень TNF-α наблюдался у крыс со стрептозотоцин-вызванным 
диабетом, что указывает на повышение провоспалительного статуса [29]. 

В нашей работе группы с нокаутом гена Panx1 демонстрировали значимо более низкий 
уровень нейтрофилов по сравнению с животными дикого типа, что согласуется с имею-
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щимися данными о способности Panx1 опосредовать повышение подвижности нейтрофи-
лов посредством секреции АТФ, который активирует пуринергические рецепторы на их 
мембране [29], вследствие чего у животных, не имеющих белка Panx1 в тканях, снижена 
способность рекрутировать лейкоциты к месту очага поражения. Тем не менее уровень 
нейтрофилов у животных дикого типа и с нокаутом гена Panx1 без диабета (контрольные 
группы) не различался, что еще раз свидетельствует о проявлении эффекта нокаута Panx1 
именно на фоне диабет-вызванной перестройки физиологических процессов. 

При этом изолированное действие диабета не вызывало значимого повышения 
уровня нейтрофилов по сравнению с данным показателем в контрольной группе, что 
подтверждает характеристику СД как медленно прогрессирующего воспалительного 
заболевания хронического характера. Это согласуется с данными о том, что число лей-
коцитов у мышей было увеличено на 62–86% в модели СД2, вызванного с помощью 
15 недель высокожировой диеты, однако в модели СД1 при остром подъеме уровня 
глюкозы, индуцированном D-маннугептулозой и глюкозой, изменений не наблюдалось 
[29]. Также интересно, что несмотря на повышение уровня лейкоцитов в кровотоке, 
у них была обнаружена сниженная фагоцитарная способность в отношении бактерий, 
и у животных наблюдали сниженный бактериальный клиренс на фоне инфекций [30]. 
Индуĸция ишемии на фоне диабета не приводила ĸ значимому возрастанию доли ней-
трофилов, при этом доля нейтрофилов у мышей с ноĸаутом Panx1 ниже поĸазателей 
в группе диĸого типа. Это также можно объяснить нарушением сигнального пути вне-
клеточного АТФ, в котором ключевую роль играют каналы Panx1, поэтому в отсутст-
вие этого белка не происходило резкого увеличения секреции АТФ на фоне воспале-
ния, и пуриновые рецепторы на поверхности нейтрофилов не были активированы.

Таким образом, результаты представленного исследования впервые демонстри-
руют вовлечение белка паннексина 1 в ишемическое повреждение мозга, вызванное 
сочетанным действием 2-недельного диабета и  фототромбоза у  мышей. Молекуляр-
ные механизмы обнаруженного протекторного действия нокаута белка Panx1 у мышей 
в условиях фотоиндуцированной ишемии на фоне экспериментального диабета еще 
предстоит исследовать. Однако полученные нами данные позволяют предположить, 
что эффективность терапии сочетанных с СД патологий может быть повышена вклю-
чением в фармакологический комплекс препаратов блокаторов паннексиновых кана-
лов как нового направления лечения таких тяжелых заболеваний. 
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Brain Damage in Photoinduced Ischemia under Streptozotocin-Induced Diabetes  
in Mice with Pannexin 1 Protein Gene Knockout
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Diabetes mellitus (DM), along with ischemia, is one of the top ten causes of death in 
the globalpopulation, according to the latest World Health Organization (WHO) data. 
Clinical research data have revealed a high risk of stroke and heart attacks in patients with 
diabetes. However, there is still a lack of understanding of the involvement of pannexin 
1 (Panx1) protein in cerebral ischemia combined with DM. In the presented study, we 
used the Panx1 gene knockout mice in models of streptozotocin-induced diabetes and 
photoinduced ischemia to investigate the effect of the Panx1 on the severity of ischemic 
brain damage and systemic inflammation in mice with a combination of cerebral ischemia 
and diabetes. It has been found that under conditions of experimental diabetes, the 
knockout of the Panx1 gene significantly reduces the size of the ischemic lesion, stabilizes 
the ischemia-induced increase in the blood-brain barrier permeability, reduces the number 
of errors in the sensorimotor test and the level of neutrophils in the blood. It is important 
to note that the Panx1 knockout exhibits a protective effect only in the presence of diabetes 
mellitus, without significantly affecting the severity of ischemic brain injury in mice 
without streptozotocin-induced diabetes. Panx1 knockout also did not affect the severity 
of hyperglycemia in animals in this diabetes model. It can be assumed that the efficacy 
of the treatment for pathologies combined with diabetes mellitus can be enhanced by 
incorporating pannexin channel blockers into the complex therapy, representing a novel 
approach to addressing these serious conditions.

Keywords: diabetes, ischemia, pannexin 1, photothrombosis, knockout, inflammation
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Крысы линии WAG/Rij являются генетической моделью абсансной эпилепсии. Око-
ло 15–50% крыс данной линии предрасположены к аудиогенным судорогам. Крысы 
WAG/Rij демонстрируют депрессивноподобное поведение, а в субпопуляции крыс 
WAG/Rij с  предрасположенностью к  аудиогенным судорогам отмечается повы-
шенный уровень тревожности после предварительной звуковой стимуляции. Элек-
трофизиологические и  поведенческие исследования указывают на  вовлеченность 
дофаминергической системы как в  абсансную, так и  в аудиогенную эпилепсию. 
В дорсальном стриатуме обнаружена область, где плотность дофаминовых рецепто-
ров у предрасположенных к аудиогенным судорогам крыс WAG/Rij (WAG/Rij-AGS) 
была выше, чем у неаудиогенных крыс WAG/Rij (WAG/Rij-nonAGS). Целью иссле-
дования было выяснить: (1) являются ли поведенческие изменения у крыс WAG/Rij 
генетически обусловленными или вызваны предварительной звуковой стимуляцией; 
(2) как вовлечены области дорсального стриатума с разной плотностью дофамино-
вых рецепторов в контроль абсансной эпилепсии у разных субпопуляций крыс WAG/
Rij. Исследование проводили на  самцах крыс WAG/Rij, разделенных на  группы: 
WAG/Rij-nonAGS (с абсансной эпилепсией) и WAG/Rij-AGS (со смешанной формой 
эпилепсии – абсансной и аудиогенной). Использовали тесты “Приподнятый кресто-
образный лабиринт”, “Вынужденное плавание” и  “Трехкамерный социальный ла-
биринт”. Для оценки вовлеченности дорсального стриатума в контроль абсансных 
судорог применяли метод прямой высокочастотной стимуляции мозга. Тестирование 
животных на аудиогенную эпилепсию проводили после окончания экспериментов. 
Показали, что повышенный уровень тревожности у крыс WAG/Rij-AGS генетиче-
ски обусловлен, а депрессивноподобное поведение у крыс WAG/Rij не зависит от 
предрасположенности к аудиогенным судорогам. У крыс WAG/Rij-AGS зарегистри-
ровали отклонения в социальном поведении. Высокочастотная стимуляция области 
дорсального стриатума, в которой отличается плотность дофаминовых рецепторов 
у  аудиогенных и  неаудиогенных групп крыс, указала на  различия вовлеченности 
дорсального стриатума в контроль абсансной и смешанной форм эпилепсии у WAG/
Rij-AGS и WAG/Rij-nonAGS субпопуляций.

Ключевые слова: линия WAG/Rij, абсансная эпилепсия, аудиогенная эпилепсия, тре-
вожность, депрессивноподобное поведение, дофаминовый рецептор, электростиму-
ляция, дорсальный стриатум
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 ВВЕДЕНИЕ

Примерно 50% больных, страдающих эпилепсией, имеют сопутствующие аффек-
тивные состояния, такие как депрессия, тревожное состояние, психоз и расстройст-
ва аутистического спектра [1]. Распространенность депрессии и тревоги у пациентов 
с эпилепсией, по данным разных исследований, варьирует от 20 до 55% [2]. Крысы 
линии WAG/Rij являются общепризнанной линией крыс с  неконвульсивной генера-
лизованной формой абсансной эпилепсии [3]. Как оказалось, 15–50% от общего чи-
сла крыс линии WAG/Rij предрасположены к аудиогенным судорогам (конвульсивная 
форма) [4]. Это перекликается и с клиническими данными: у 40% больных с абсанс-
ной эпилепсией регистрируются конвульсивные формы эпилепсии [5]. Субпопуляцию 
крыс линии WAG/Rij с генетически детерминированной абсансной эпилепcией и пред-
расположенностью к аудиогенной эпилепсии (WAG/Rij-AGS) рассматривают как мо-
дель смешанной формы эпилепсии [4]. Экспериментальные исследования показывают 
связь между конвульсивными формами эпилепсии и тревожностью [6, 7]. Сравнение 
субпопуляций крыс линии WAG/Rij показало повышенный уровень тревожности 
у WAG/Rij-AGS со смешанной формой эпилепсии, так же как и для крыс Wistar с пред-
расположенностью к аудиогенной эпилепсии. Для определения предрасположенности 
к  аудиогенной эпилепсии в  этих экспериментах животные предварительно подвер-
гались двухразовой звуковой стимуляции. Нельзя исключить, что предварительное 
воздействие аудиогенной стимуляции могло повлиять на  результаты поведенческих 
тестов, особенно на  уровень тревожности. Предполагается, что стрессовая звуковая 
стимуляция может влиять на уровень тревожности [8]. Депрессивноподобное поведе-
ние обнаружено у всех крыс линии WAG/Rij независимо от их предрасположенности 
к аудиогенным судорогам [8]. Таким образом, было предположено, что повышенный 
уровень тревожности связан с фактором «аудиогенность», а депрессивноподобное по-
ведение крыс линии WAG/Rij связано с фактором «абсансность» [8]. Вопрос, являются 
ли наблюдаемые поведенческие нарушения генетическими или могут быть последст-
виями судорожного опыта вследствие звуковой стимуляции и могли повлиять на ре-
зультаты экспериментов, остается открытым. 

Электрофизиологические и  поведенческие исследования показывают вовлечен-
ность дофаминергической системы как в абсансную, так и в аудиогенную эпилепсию. 
Предполагается, что депрессивноподобное поведение, обнаруженное у  крыс линии 
WAG/Rij в  поведенческих тестах, связано с  гипофункцией дофаминергической сис-
темы: острое введение селективного антагониста D2/D3-рецепторов раклоприда уси-
ливало выраженность депрессии и подавляло антидепрессивный эффект при хрони-
ческом введении имипрамина. Введение неселективного агониста D1- и D2-подобных 
дофаминовых рецепторов апоморфина подавляло абсансную активность, в  то время 
как введение неселективного антагониста D1- и D2-подобных дофаминовых рецепто-
ров галоперидола оказывало противоположное действие [9]. 

Показано, что стриатум способен модулировать активность верхнего двухолмия 
(SC) [10], тем самым участвуя в регуляции аудиогенной эпилепсии. Передача возбу-
ждения на глубинные слои SC критически необходима для формирования двигатель-
ного возбуждения при аудиогенном припадке [11]. Введение субконвульсивной дозы 
антагониста ГАМК-рецепторов пикротоксина в верхнее двухолмие (SC) на фоне фо-
кальных микроинъекций апоморфина в стриатум стимулировало развитие дикого бега 
[12], который является первой фазой аудиогенного припадка. 

В инициации и поддержании абсансной эпилепсии критическую роль отводят кор-
тико-таламическому контуру [13, 14]. Экспериментальные исследования показали, что 
базальные ганглии и их основной нейротрансмиттер дофамин играют роль “системы 
дистанционного управления абсансной эпилепсии” [15]. Результаты эксперименталь-
ных исследований и клинические данные подтверждают, что связанные с эпилепсией 
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изменения в аминергическом балансе мозга могут быть субстратом для ряда психиче-
ских и поведенческих сопутствующих заболеваний [16, 17]. У крыс линии WAG/Rij 
плотность как D1-, так и D2-рецепторов в дорсальном стриатуме ниже по сравнению 
с ACI – линией крыс, устойчивой к эпилепсии. В то же время во фронтальной и темен-
ной областях коры плотность D2-рецепторов у WAG/Rij выше, чем у ACI [18].  

Ранее нами было показано различие в плотности распределения дофаминовых ре-
цепторов в стриатуме у четырех групп крыс: у аудиогенных крыс линии Kрушинско-
го – Молодкиной (КМ), WAG/Rij-nonAGS (крысы линии WAG/Rij с абсансной эпилеп-
сией), WAG/Rij-AGS (крысы линии WAG/Rij с абсансной и аудиогенной эпилепсией) 
и у крыс Wistar без абсансной и аудиогенной эпилепсии. В дорсальном стриатуме была 
обнаружена область, где плотность дофаминовых рецепторов у аудиогенных крыс (ко-
горты KM и у WAG/Rij-AGS) была выше, чем у неаудиогенных крыс контроля (WAG/
Rij-nonAGS и Wistar) [9]. Отличие уровня тревожности у WAG/Rij-nonAGS и WAG/Rij-
AGS, корреляция между каталепсией и уровнем тревожности у WAG/Rij-AGS, а также 
вовлеченность дофаминовой системы в модуляцию абсансной эпилепсии позволили 
нам предположить, что стриатные области с разной плотностью дофаминовых рецеп-
торов у WAG/Rij-nonAGS и WAG/Rij-AGS могут по-разному контролировать судороги 
различного типа. Для проверки этого предположения мы использовали метод прямой 
высокочастотной электрической стимуляции структур мозга, вызывающей десинхро-
низацию контуров, вовлеченных в эпилептическую активность.

Целью данного исследования было выяснить, во-первых, являются ли сопутству-
ющие коморбидные состояния, наблюдаемые в поведенческих тестах у обеих субпо-
пуляций крыс линии WAG/Rij, генетически обусловленными или вызваны предвари-
тельными звуковыми стимуляциями. И во-вторых, как вовлечены области дорсального 
стриатума с разной плотностью D1- и D2-подобных дофаминовых рецепторов у двух 
субпопуляций крыс линии WAG/Rij (только с абсансной или и с абсансной, и с аудио-
генной активностью) в контроль судорог разного типа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования
Исследование проведено на  половозрелых самцах крыс линии WAG/Rij (n = 32) 

в возрасте 6–7 месяцев и крыс стока Wistar (n = 13) того же возраста и пола. Исследова-
ние субпопуляций крыс WAG/Rij было поделено на два этапа: исследование поведения 
(WAG/Rij, n = 20, Wistar, n = 13) и  электрофизиологическое исследование областей 
стриатума с разной плотностью дофаминовых рецепторов (WAG/Rij, n = 12). Тестиро-
вание на предрасположенность к аудиогенной эпилепсии проводилось после проведе-
ния всех экспериментов.

Крысы линии WAG/Rij были рождены и выращены на биологическом факультете 
МГУ имени М. В. Ломоносова, крысы стока Wistar приобретены в питомнике лабора-
торных животных «Столбовая». Все животные содержались в виварии в стандартных 
условиях с  12-часовым световым циклом (09:00–21:00) при комнатной температуре 
20 ± 2 оC и относительной влажности воздуха около 60%. Животных размещали в стан-
дартных пластиковых клетках группами по 4–5 животных в клетке. Все животные по-
лучали стандартный пищевой рацион (сухой полнорационный гранулированный экс-
трудированный комбикорм, ООО “ЛАБОРАТОРКОРМ”, Россия) и имели свободный 
доступ к пище и воде. В постоперационный период животных содержали в специаль-
ных индивидуальных боксах размером 30 х 30 х 30 см со свободным доступом к воде 
и  корму. После проведения всех серий экспериментов по результатам тестирования 
на предрасположенность к аудиогенной эпилепсии животные были разделены на груп-
пы: AGS – предрасположенные к аудиогенной эпилепсии крысы, nonAGS – не предра-
сположенные. 
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Поведенческое исследование
Поведение животных (WAG/Rij, n = 20, Wistar, n = 13) исследовали при помощи 

следующих тестов: «Приподнятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ), «Вынужденное 
плавание» (ВП), социальное поведение оценивали в  тесте «Трехкамерный социаль-
ный лабиринт» (ТСЛ). Тесты проводились в разные дни с интервалом не менее 3 дней 
и были упорядочены по возрастанию стрессогенности (ПКЛ – ТСЛ – ВП). Тестирова-
ние крыс на предрасположенность к аудиогенной эпилепсии проводили после завер-
шения всех поведенческих тестов (рис. 1), чтобы исключить предварительное влияние 
звуковых стимуляций.

Behavioral tests

Elevated
plus maze

Forced
swimming

Sound provocation
(100 dB, 90 s)

Time, day

Three chamber
sociability test

1

5

9 16

Рис. 1. Схема исследования. 

Поведенческие тесты: Приподнятый крестообразный лабиринт, Трехкамерный со-
циальный лабиринт, Вынужденное плавание. Интервал между тестами – 3 дня. Спустя 
7 дней после завершения исследования поведения проводили тестирование на аудио-
генную эпилепсию.

Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт». Оценку уровня тревожности жи-
вотных проводили в тесте ПКЛ [19]. Экспериментальная камера лабиринта состояла 
из четырех расходящихся из центра рукавов (длина рукавов – 50 см, ширина – 15 см, 
высота стенок – 30 см). Два противоположных рукава были закрыты с торцов стенками 
(освещенность 10 лк); два других – открыты и ярко освещены (400 лк). Лабиринт был 
установлен на высоте 55 см от пола. Животное помещали в центр лабиринта напротив 
закрытого рукава и в течение 5 мин оценивали следующие показатели: латентный пе-
риод захода в закрытый отсек, общее время нахождения на открытых рукавах, количе-
ство выходов на открытые рукава, количество свешиваний с открытых рукавов, коли-
чество выглядываний из закрытых рукавов, вертикальную двигательную активность 
(стойки), количество актов груминга.

Тест «Трехкамерный социальный лабиринт». Тест ТСЛ изначально был описан для 
мышей [20], а позже адаптирован для крыс [21]. Для оценки социального взаимодейст-
вия был использован Т-образный лабиринт с двумя отсеками (центральный отсек был 
закрыт). Тест состоял из двух сессий длительностью 10 мин. Перед экспериментом 
испытуемую крысу предварительно помещали в лабиринт с двумя пустыми камерами 
для адаптации в течение 2 мин.

В первую сессию (оценка социального поведения) в один из боковых отсеков Т-
образного лабиринта, отделенных двойной решеткой, помещали крысу того же возра-
ста и пола, ранее незнакомую для испытуемого животного (стимул), а второй боковой 
отсек оставляли пустым. Во время второй сессии (оценка стремления к социальной 
новизне) в  ранее пустой боковой отсек помещали другую незнакомую крысу, кото-
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рая представляла собой «новый стимул», а крыса с первой сессии оставалась на том 
же месте и являлась «старым стимулом». Между сессиями испытуемое животное от-
саживали в переноску. После каждого животного пол лабиринта тщательно очищали 
10%-ным раствором этанола. Во время эксперимента оценивалось время, проведенное 
у каждого бокового отсека, количество контактов (просовывание носа между прутьями 
решетки), количество стоек и актов груминга. 

Тест «Вынужденное плавание». В тесте ВП, основанном на методе Порсолта [22] 
в модификации Щетинина с соавт. [23], оценивали депрессивноподобное поведение. 
Для этого крыс помещали в цилиндр высотой в 50 см и диаметром 25 см, заполненный 
водопроводной водой до уровня 35 см. Температура воды составляла 25 ± 1 оС. Экспе-
риментальные сессии длились 10 мин. Оценивали следующие параметры: 

–– латентный период первого акта активного плавания – крыса совершает энергич-
ные движения всеми лапами, активно перемещаясь внутри емкости (включая 
карабканье);

–– суммарную длительность активного плавания – крыса совершает активные пла-
вательные движения, перемещаясь внутри емкости (включая карабканье); 

–– латентный период и  длительность первого акта неподвижности  – отсутствие 
плавательных движений; 

–– суммарную длительность периодов неподвижности – животное практически не-
подвижно, движения направлены только на поддержание тела на поверхности 
воды. 

Электрофизиологическое исследование
Для регистрации ЭЭГ-сигналов, а также стимуляции с обратной связью (импуль-

сы подаются в момент появления разрядов на ЭЭГ) экспериментальным животным 
(WAG/Rij, n = 12, самцы) унилатерально имплантировали биполярные электроды. 
Электрод состоял из основания в виде скрученной нихромовой проволоки диаметром 
0.25 мм, спаянного в двух местах с медной проволокой, остающейся на поверхности 
черепа. Перед операцией животное помещали в  камеру, в  которую на  протяжении 
3 мин подавали ингаляционный наркоз Изофлуран (Baxter, США) в  концентрации 
5%. Затем крысу помещали в  стереотаксис, продолжая подавать Изофлуран через 
маску, закрепленную поверх зубного держателя, постепенно снижая концентрацию 
с 2.5% до 1.5%. В качестве местной анестезии использовали 2%-ный раствор новока-
ина для инъекций. После успешной анальгезии над поверхностью черепа состригали 
шерсть, с помощью ножниц и 30%-ного раствора перекиси водорода удаляли кожу 
и мягкие ткани. Далее тщательно высушивали череп и, используя бур, просверли-
вали небольшие отверстия для электродов и крепежных винтов. Электроды припа-
ивали к наружному контакту одним быстрым движением и закрепляли с помощью 
самозатвердевающего полимерного материала «Белакрил»-М ХО Р («ВладМиВа», 
Россия). Электроды, используемые в  эксперименте, были изготовлены из нихрома 
в лаковой изоляции.

Координаты для вживления электродов определяли с помощью стереотаксического 
атласа мозга крысы [24]. Биполярные электроды вживляли в  соматосенсорную кору 
(SSC) (AP = –1.5; ML = +4.5; H = –2) и дорсальный стриатум (DS) (AP = +1; ML = +2.6; 
H = –4.2). В затылочную кость вживляли электрод заземления и крепежный винт. Пос-
ле операции и в течение всего эксперимента животных содержали в индивидуальных 
прозрачных пластиковых боксах размером 30 х 30 х 30 см с доступом к воде и корму ad 
libitum. Реабилитационный период после операции составлял не менее 7 дней.
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Регистрация ЭЭГ и стимуляция с обратной связью. После семидневного реабили-
тационного периода проводили регистрацию ЭЭГ и стимуляцию структур. Биполярные 
электроды использовали как для регистрации ЭЭГ, так и для стимуляции структур от 
координат, представленных в статье. К электродам присоединяли кабель, соединенный 
с регистрирующим устройством и стимулятором. Запись осуществляли при помощи 
датчика BioRecorder 8Channels (BioRecorder, Россия), полученные данные от устройст-
ва визуализировали в программе EDFbrowser (Teunis van Beelen, Нидерланды). 

В первый день регистрировали базовую ЭЭГ. Запись базовой ЭЭГ проводили через 
те же биполярные электроды. На следующий день осуществляли поиск порога стиму-
ляции для исследуемых структур. Для этого в ответ на начало разряда вручную пода-
вали короткую пачку импульса частотой 130 Гц длительностью 1 с. Задержка после 
появления разряда составляла не менее 1 с (для генерализации приступа) и не более 3 
с. Длительность импульса составляла 300 мкс. Стимуляцию начинали со значения ам-
плитуды импульса 25 мкА, затем постепенно повышали с шагом 25 мкА. Пороговыми 
считались те параметры, в ответ на воздействие которых последовательно прерыва-
лось три разряда. Диапазон значений составил 150–250 мкА.

В последующие дни записи поочередно проводили высокочастотную (130  Гц) 
стимуляцию с обратной связью для соматосенсорной коры и дорсального стриатума 
с перерывом между стимуляциями не менее 7 дней. В день записи первый час реги-
стрировали базовую запись, во второй час проводили высокочастотную стимуляцию 
выбранной структуры (соматосенсорной коры или дорсального стриатума), далее – ре-
гистрировали возможные отставленные эффекты в течение 3 ч. Схема эксперимента 
приведена на рис. 2. Сравнивали процент прерванных разрядов во время стимуляции 
между аудиогенной и  неаудиогенной группами крыс, а  также количество, среднюю 
продолжительность разрядов для базовой записи во время и после стимуляции.  После 
окончания экспериментов крысы тестировались на предрасположенность к аудиоген-
ной эпилепсии, как и после поведенческих тестов.

После окончания эксперимента проводили морфоконтроль. Крыс наркотизировали 
комбинацией препаратов Золетил (5 мг/100г) + Ксилазин и проводили транскардиаль-
ную перфузию физиологическим раствором и 4%-ным раствором формальдегида. За-
тем мозг извлекали. Для дополнительной фиксации мозг помещали в 4%-ный раствор 
формальдегида на неделю, затем перемещали в 30%-ный раствор сахарозы. Когда мозг 
погружался на дно сосуда, его извлекали и нарезали на микротоме, соединенном с кри-
отомом. Под микроскопом уточняли место локализации кончиков электродов во вжив-
ляемых структурах, делали снимки в  программе ScopePhoto. Анализировали данные 
только тех крыс, у которых было подтверждено верное положение кончиков электродов.

Day 0 Day 7 Day 8 Day 9 Day 17 Day 18

Surgery Basrline

DS stimulation
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Threshold
searching

Рис. 2. Схема электрофизиологического эксперимента. SSC – соматосенсорная кора, DS – дорсальный стриатум. 

Тестирование на аудиогенную эпилепсию
После проведения всех экспериментов для тестирования на  предрасположен-

ность к аудиогенной эпилепсии крыс однократно помещали в звукоизолированную 
камеру и подвергали действию звука громкостью 120 дБ максимально в течение 90 с. 
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Звуковой стимул прерывали в том случае, если у животного развивались судороги. 
Если в ответ на звуковой стимул не было судорог, то длительность звукового стимула 
составляла 90 с. Во время тестирования регистрировали латентный период начала 
припадка, длительность двигательного возбуждения. Тяжесть судорог оценивали по 
шкале Крушинского:

0 – отсутствие реакции;
1 – «дикий бег»;
2 – падение на брюшко и клонические судороги;
3 – падение на бок с тоническим напряжением мышц туловища и резко
выраженными клоническими судорогами конечностей;
4 – тонические судороги всей мускулатуры и приостановка дыхания.
Крысы, у  которых в  ответ на  звуковую стимуляцию не развивалось никакой ре-

акции (отсутствие двигательного возбуждения и судорог), считались неаудиогенными 
(nonAGS), а крысы, у которых регистрировали развитие судорожного припадка, счита-
лись предрасположенными к аудиогенной эпилепсии (AGS).

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ проводили в программе GraphPad Prism 8.4.3 (PraphPad 

Software, Inc., 2020, США). Для проверки нормальности распределения данных ис-
пользовали критерий Шапиро – Уилка. Данные экспериментов оформлены и пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартной ошибки среднего (M ± SEM) при 
нормальном распределении и в виде медианы ± интерквартильного размаха (Me ± 
IQR) при распределении, отличном от нормального. В тексте значения представлены 
в виде M ± SEM, в ином случае вид указан в скобках. Для статистической обработ-
ки в случае нормального распределения использовали t-критерий Стьюдента, а при 
распределении, отличном от нормального – тест Манна – Уитни. При сравнении трех 
и выше групп применяли дисперсионный анализ. Для установления влияния одно-
го фактора использовали однофакторный дисперсионный анализ One-way ANOVA, 
а для установления влияния двух факторов – двухфакторный дисперсионный анализ 
Two-way ANOVA. Для исключения статистических выбросов использовали крите-
рий ROUT при Q > 1%. Как статистически значимый уровень доверительной вероят-
ности приняли p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При тестировании на предрасположенность к аудиогенной эпилепсии у 40% от об-
щего числа исследуемых крыс линии WAG/Rij в ответ на звуковой стимул развились 
судороги низкой интенсивности, характеризующиеся разделением первой фазы при-
падка двигательного возбуждения на две волны тормозной паузой длительностью 15.1 
± 5.4 с. Длительный латентный период начала аудиогенного припадка (14.2 ± 2.9 с) 
указывает на его низкую интенсивность.

Поведенческое исследование
Оценка параметров поведения в тесте ПКЛ выявила повышенный уровень тревож-

ности у субпопуляции крыс линии WAG/Rij, предрасположенных к аудиогенной эпи-
лепсии (WAG/Rij-AGS). One-way ANOVA показал статистически значимые отличия по 
фактору «Группа» во времени пребывания в закрытых рукавах лабиринта (F2, 26 = 4.7, 
p < 0.05) и  во времени на  свету (суммарное время, проведенное в  центральном от-
секе и в открытых рукавах) (F2, 26 = 4.7, p < 0.05). Крысы WAG/Rij-AGS достоверно 
больше времени провели в закрытых рукавах ПКЛ (рис. 3a) по сравнению с крысами 
WAG/Rij-nonAGS (Wistar-nonAGS: 230.4 ± 2.1 c, n = 9; WAG/Rij-nonAGS: 222.3 ± 15.1 с, 
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n = 12; WAG/Rij-AGS: 270.0 ± 6.7 с, n = 8; сравнение WAG/Rij-nonAGS и WAG/Rij-
AGS: p < 0.05, One-way ANOVA с поправкой Тьюки на множественное сравнение). Не 
обнаружили достоверных отличий во времени в  закрытых рукавах между группами 
«Wistar-nonAGS» и «WAG/Rij-nonAGS» (p = 0.8), «Wistar-nonAGS» и «WAG/Rij-AGS» 
(p = 0.07). Время пребывания на свету (рис. 3b) у WAG/Rij-AGS было достоверно ко-
роче, чем у неаудиогенных WAG/Rij-nonAGS (Wistar-nonAGS: 69.6 ± 2.1 с, n = 9; WAG/
Rij-nonAGS: 77.8 ± 15.1 с, n = 12; WAG/Rij-AGS: 30.0 ± 6.7 с, n = 8; сравнение WAG/
Rij-nonAGS и WAG/Rij-AGS: p < 0.05, One-way ANOVA с поправкой Тьюки на мно-
жественное сравнение). Достоверных отличий во времени на свету между группами 
«Wistar-nonAGS» и «WAG/Rij-nonAGS» (p = 0.8), «Wistar-nonAGS» и «WAG/Rij-AGS» 
(p = 0.07) не обнаружили. Тест Крускала – Уоллиса показал значимое отличие по фак-
тору «Группа» в  количестве свешиваний с  открытых рукавов лабиринта (p < 0.05). 
Крысы WAG/Rij-AGS совершали меньшее количество свешиваний (рис. 3c) с откры-
тых рукавов ПКЛ (Wistar-nonAGS: 2.0 ± 7.5 (Me ± IQR), n = 9; WAG/Rij-nonAGS: 7.0 ± 
10.0 (Me ± IQR), n = 12; WAG/Rij-AGS: 2.0 ± 1.8 (Me ± IQR), n = 8; сравнение WAG/Rij-
nonAGS и WAG/Rij-AGS: p < 0.05, тест Данна). Не обнаружили достоверных отличий 
в  количестве свешиваний между группами «Wistar-nonAGS» и  «WAG/Rij-nonAGS» 
(p = 0.07), «Wistar-nonAGS» и «WAG/Rij-AGS» (p > 1). Достоверных отличий между 
группами по количеству выглядываний из закрытого рукава, количеству стоек и коли-
честву актов груминга не обнаружили.

Рис. 3. Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт». Сравнение групп «Wistar-nonAGS», «WAG/Rij-
nonAGS» и «WAG/Rij-AGS». (a) – время в закрытых рукавах, * p < 0.05, One-way ANOVA с поправкой Тьюки 
на множественное сравнение, данные представлены в виде M ± SEM; (b) – время на свету, * p < 0.05, One-way 
ANOVA с поправкой Тьюки на множественное сравнение, M ± SEM; (c) – количество свешиваний с откры-
тых рукавов, *p < 0.05, критерий Крускала – Уоллиса с использованием теста Данна для множественного 
сравнения, Me ± IQR.

В тесте ТСЛ в первой посадке теста с помощью Two-way ANOVA (факторы ана-
лиза – «Группа» и «Отсек») обнаружили статистически значимое отличие по фактору 
«Отсек» (F2, 36 = 24.02, p < 0.0001). Крысы WAG/Rij-nonAGS и Wistar-nonAGS значимо 
больше времени проводили рядом со стимульной крысой по сравнению с пустым отсе-
ком, в то время как крысы WAG/Rij-AGS не отдавали значимого предпочтения отсеку 
рядом с животным (рис. 4). Результаты представлены в табл. 1.
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Таблица 1. Результаты первой посадки теста «Трехкамерный социальный лабиринт» 

Отсек Wistar-nonAGS
n = 9

WAG/Rij-nonAGS 
n = 12

WAG/Rij-AGS 
n = 8

stimulus 386.6 ± 67.2 402.1 ± 40.1 300.0 ± 55.5

center 37.1 ± 8.9**** 42.3 ± 13.0**** 46.7 ± 9.9**

empty 176.3 ± 60.5** 155.7 ± 41.1*** 184.3 ± 41.4 ns
Примечание. Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего. * – время, 
проведенное в отсеке (в секундах), сравнивали со временем в стимульном отсеке для каждой группы. Ис-
пользовали Two-way ANOVA с поправкой Сидака для множественного сравнения.

При сравнении времени, проведенного в каждом отсеке, между группами статисти-
чески значимых отличий не обнаружили. По количеству контактов, количеству стоек 
и актов груминга группы Wistar-nonAGS, WAG/Rij-nonAGS и WAG/Rij-AGS не отли-
чались. Во время второй посадки (оценка стремления к социальной новизне) различий 
между исследованными группами не обнаружили.

Рис. 4. Тест «Трехкамерный социальный лабиринт», первая посадка. * – достоверные отличия от времени, 
проведенного в отсеке рядом со стимулом (Two-way ANOVA, поправка Сидака для множественного сравне-
ния). Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего.

В тесте ВП One-way ANOVA показал статистически значимые отличия по фактору 
«Группа» во времени активного плавания (F2, 26 = 7.2, p < 0.001) и в длительности пери-
одов неподвижности (F2, 26 = 6.1, p <0.001). Результаты представлены в табл. 2. Крысы 
WAG/Rij-nonAGS не отличались от крыс WAG/Rij-AGS по времени активного плава-
ния и неподвижности, но обе группы отличались от крыс Wistar-nonAGS (рис. 5a, b). 
Было проведено сравнение крыс линии WAG/Rij с крысами стока Wistar без деления по 
признаку аудиогенности (рис. 5c, d), при этом у крыс линии WAG/Rij (WR) зафиксиро-
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вали меньшее время активного плавания и большее время неподвижности по сравне-
нию с крысами Wistar (WS). 

Таблица 2. Результаты теста «Вынужденное плавание» 

Параметр
Wistar-

nonAGS 
n = 9

WAG/Rij-
nonAGS 
n = 12

WAG/Rij-AGS 
n = 8

Wistar 
n = 13

WAG/Rij 
n = 20

Время  
активного 

плавания, с
90.7 ± 15.8 42.9 ± 5.6** 39.0 ± 9.8** 80.3 ± 12.4 44.1 ± 5.0##

Длительность 
периодов 

неподвижно-
сти, с

267.9 ± 23.9 356.8 ± 15.4 ** 348.8 ± 21.6* 260.4 ± 21.7 352.2 ± 12.5###

Примечание. Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего. * – сравнение 
с Wistar-nonAGS (One-way ANOVA с поправкой Тьюки), # – сравнение Wistar и WAG/Rij (непарный t-критерий).

Электрофизиологическое исследование
При высокочастотной стимуляции соматосенсорной коры и дорсального стриату-

ма оценивали эффективность прерывания характерных для абсансной эпилепсии пик-
волновых разрядов (ПВР). Для этого количество прерванных ПВР делили на общее 
количество ПВР во время стимуляции без учета пропущенных приступов. Результаты 
представлены в табл. 3. 

Таблица 3. Процент прерванных разрядов во время высокочастотной стимуляции соматосен-
сорной коры (SSC) и дорсального стриатума (DS) для крыс линии WAG/Rij с предрасположен-
ностью к аудиогенным судорогам (WAG/Rij-AGS) и без нее (WAG/Rij-nonAGS) 

Стимулируемые структуры WAG/Rij-nonAGS WAG/Rij-AGS

SSC 130 Гц 70.2% (n = 6) 51.5% (n = 6)

DS 130 Гц  0% (n = 6) 92.6% (n = 6)

Было показано, что высокочастотная стимуляция (130 Гц) дорсального стриатума 
эффективно прерывает ПВР только у крыс линии WAG/Rij-AGS, предрасположен-
ных к аудиогенной эпилепсии. У крыс WAG/Rij-nonAGS данный режим стимуляции 
не прерывал ПВР (AGS: 92.6 ± 19.9%, n = 6; non-AGS: 0 ± 0%, n = 6, р = 0.03, тест 
Манна – Уитни, табл. 3) (рис. 6a, b). Высокочастотная стимуляция соматосенсорной 
коры прерывала ПВР у  обеих субпопуляций крыс линии WAG/Rij. При высокоча-
стотной стимуляции соматосенсорной коры достоверных различий между аудиоген-
ными и  неаудиогенными группами крыс получено не было (p > 0.05, тест Уэлча) 
(рис. 6c, d). 
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В течение высокочастотной стимуляции дорсального стриатума у  аудиогенной 
группы (рис. 6b) однофакторный дисперсионный анализ показал значимый эффект 
фактора «Стимуляция» (F1.6, 7.8 = 17.8), а проведенный апостериорный тест Холма – Си-
дака выявил различия между средними значениями групп «baseline» (9.1 ± 1.2 с) 
и «stimulation 130 Hz» (4.3 ± 1.7 с), p < 0.01. Также в течение высокочастотной стиму-
ляции соматосенсорной коры у неаудиогенной (рис. 6c) группы крыс линии WAG/Rij 
наблюдали достоверное снижение средней продолжительности разрядов (baseline: 4.5 
± 1.3 с; stimulation 130 Hz: 3.1 ± 1.0 с, p < 0.05). Анализ данных в течение трех часов 
после стимуляции достоверных различий не показал. По параметру «количество раз-
рядов» статистически значимых отличий не было обнаружено.

Рис. 5. Тест «Вынужденное плавание».  Сравнение времени активного плавания (a) и времени неподвиж-
ности (b) у  крыс Wistar-nonAGS, WAG/Rij-nonAGS и WAG/Rij-AGS. * – достоверные отличия от Wistar-
nonAGS (One-way ANOVA c поправкой Тьюки), значимых отличий между крысами WAG/Rij-nonAGS 
и WAG/Rij-AGS не обнаружили. Сравнение времени активного плавания (c) и времени неподвижности (d) 
у крыс Wistar (WS) и WAG/Rij (WR). # – достоверные отличия, непарный t-критерий. Данные представлены 
в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего.
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Рис. 6. Средняя продолжительность разрядов до  (baseline), во время (130 Hz) и после (1/2/3h) высокоча-
стотной стимуляции дорсального стриатума (a, b) и соматосенсорной коры (c, d) у неаудиогенной и у ауди-
огенной группы крыс линии WAG/Rij. *p < 0.05, **p < 0.01 (DS – однофакторный дисперсионный анализ 
ANOVA, тест Холма – Сидака; SSC – критерий Фридмана). Данные представлены в виде среднего значения 
и стандартной ошибки среднего.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поведенческое исследование
Результаты нашего исследования показали повышенный уровень тревожности 

у субпопуляции крыс линии WAG/Rij, чувствительных к аудиогенной эпилепсии, по 
сравнению с  неаудиогенными крысами WAG/Rij до  запуска эпилептического конту-
ра, участвующего в развитии аудиогенного припадка. На это указывают статистически 
значимо повышенное время нахождения аудиогенных крыс линии WAG/Rij в темных 
рукавах ПКЛ, сниженное время нахождения на свету и меньшее количество свешива-
ний с открытых рукавов по сравнению с неаудиогенными крысами. Можем предпо-
ложить, что повышенная тревожность у аудиогенной субпопуляции крыс не является 
следствием воздействия звуковых стимуляций на структуры, участвующие в генера-



1745ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ И ЭЛЕКТРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

ции аудиогенного припадка, а  обусловлена генетическими  особенностями развития 
и функционирования мозга. Связанное с аудиогенностью повышение плотности свя-
зывания с  D1DR и  D2DR было показано в  дорсальном стриатуме и  моторной коре 
[9]. Из клинических исследований известна положительная корреляция между эффек-
тивностью когнитивно-поведенческой терапии и  снижением показателя связывания 
меченого антагониста D2-рецепторов у пациентов с социальной тревожностью [25]. 
Это может указывать на связь между высоким уровнем рецепторной активности D2-
рецепторов и проявлениями тревожности. 

В тесте ВП, где оценивали депрессивноподобное поведение, при сравнении двух 
субпопуляций крыс WAG/Rij различий не зарегистрировали, однако обнаружили отли-
чие обеих групп от неаудиогенных крыс Wistar. Тест ВП является одним из наиболее 
часто используемых тестов для оценки депрессивноподобного поведения у грызунов, 
в том числе в моделях психических расстройств [26]. Но в последнее время интерпре-
тация результатов этого теста подвергается сомнению. Предполагается, что тест ВП 
оценивает стратегии преодоления острого неизбегаемого стресса, а не депрессивнопо-
добное поведение у животных [27]. В этом случае неподвижность отражает пассивную 
стратегию, а активное плавание – активную стратегию преодоления стресса, вызван-
ного неизбегаемым плаванием [27, 28]. Было высказано предположение, что непод-
вижность в тесте ВП является адаптивной реакцией и отражает переход от активных 
стратегий выживания к пассивным, а увеличение длительности активного поведения 
связано с повышенной тревожностью [28]. Тест ВП позволяет зарегистрировать пове-
денческую реакцию на действие неизбегаемого стрессора, которая может быть нару-
шена при депрессии и ряде других расстройств. Состояния, которые, как считается, 
способствуют развитию депрессии у людей, как правило, смещают показатели теста 
ВП у грызунов в сторону пассивной стратегии преодоления [29]. Мы предполагаем, 
что увеличение длительности неподвижности, зарегистрированное в наших экспери-
ментах, может свидетельствовать о  депрессивноподобном поведении крыс WAG/Rij 
обеих субпопуляций. 

Ранее было показано, что проявления депрессивноподобного поведения у  крыс 
линии WAG/Rij снижаются при фармакологическом подавлении ПВР. Крысы WAG/
Rij, получавшие длительное лечение в раннем возрасте противоабсансным препаратом 
Ethosuximide, не проявляли симптомов депрессивноподобного поведения, в отличие от 
крыс WAG/Rij того же возраста, не получавших лечения [30]. У них также снижалась 
абсансная активность. Другими словами, снижение абсансной активности приводило 
к отмене депрессивноподобного поведения. Известны три генетические животные мо-
дели депрессии: Flinders Sensitive (FSL) [31], Maudsley Reactive [32] и римская модель 
низкого избегания [33]. Крысы WAG/Rij более схожи с крысами FSL: у обеих линий 
депрессивноподобные изменения поведения не связаны с повышенной тревожностью. 
Особенностью животных FSL является то, что у них депрессивноподобное поведение 
появляется после хронического легкого стресса [34]. Наши результаты показывают, 
что крысы линии WAG/Rij обладают признаками депрессивноподобного поведения 
в исходных условиях, т. е. депрессивноподобное поведение генетически обусловлено 
и не зависит от предрасположенности к аудиогенной эпилепсии и экспозиции звуковой 
стимуляции. 

В нашем исследовании статистически значимые отклонения в социальном поведе-
нии крыс WAG/Rij-AGS были зарегистрированы только в первой сессии теста ТСЛ. 
Крысы WAG/Rij-nonAGS, как и крысы Wistar-nonAGS, проявляли заинтересованность 
в социальном объекте, в то время как у крыс WAG/Rij-AGS подобного социального 
предпочтения не обнаружили. Во время второй сессии (оценка стремления к социаль-
ной новизне) различий между группами Wistar-nonAGS, WAG/Rij-nonAGS и  WAG/
Rij-AGS не обнаружили. У крыс линии КМ, выведенной из материнского стока Wistar 
по признаку аудиогенности, были зарегистрированы отклонения в социальном пове-
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дении в  обеих сессиях  – в  условиях латентной аудиогенной эпилепсии [35]. Позже 
было показано, что после предварительного трехразового предъявления аудиогенной 
стимуляции у крыс КМ также наблюдается социальный дефицит без существенных 
изменений [36].

Наши результаты показывают, что у крыс линии WAG/Rij с  латентной аудиоген-
ной эпилепсией наблюдаются отклонения в социальном поведении, однако нарушения 
в  стремлении к  социальной новизне, подобные обнаруженным у  аудиогенных крыс 
КМ [35], отсутствуют. Можем предположить, что социальные нарушения у крыс ли-
нии WAG/Rij генетически обусловлены, но выраженность проявления зависит от сте-
пени развития аудиогенной эпилепсии. Действительно, у крыс WAG/Rij-AGS в ответ 
на звуковой стимул развивались судороги низкой интенсивности с разделением на две 
волны с тормозной паузой, длительным латентным периодом, что указывает на низкую 
интенсивность аудиогенного припадка. Крысы КМ, в  отличие от WAG/Rij-AGS, де-
монстрируют судороги максимальной интенсивности с коротким латентным периодом 
начала без тормозной паузы. 

Электрофизиологическое исследование
В этой серии экспериментов проводилась высокочастотная электрическая стиму-

ляция соматосенсорной коры и дорсального стриатума. Область стимуляции сомато-
сенсорной коры групп WAG/Rij-AGS и WAG/Rij-nonAGS не отличалась по плотности 
дофаминовых рецепторов, а область дорсального стриатума крыс WAG/Rij-AGS име-
ла большую плотность дофаминовых рецепторов по сравнению с крысами WAG/Rij-
nonAGS. Соматосенсорную кору можно рассматривать как область сравнения. С одной 
стороны, эта критическая область, где инициируется абсансная активность, с другой 
стороны, отличий по плотности дофаминовых рецепторов в данном регионе обнаруже-
но не было. В нашем исследовании высокочастотная стимуляция (130 Гц) соматосен-
сорной коры у субпопуляции WAG/Rij-nonAGS эффективно прерывала 70.2% ПВР. На 
эффективность прерывания указывало статистически достоверное снижение продол-
жительности разрядов во время стимуляции. У крыс группы WAG/Rij-AGS количест-
во прерываемых разрядов было ниже: высокочастотная стимуляция соматосенсорной 
коры была эффективна в 51.5% случаев. Таким образом, высокочастотная стимуляция 
соматосенсорной коры подавляла ПВР у обеих субпопуляций крыс линии WAG/Rij. 

Реакция на десинхронизирующую высокочастотную стимуляцию области дорсаль-
ного стриатума с разной плотностью дофаминовых рецепторов у WAG/Rij-AGS и WAG/
Rij-nonAGS различалась между группами. Было показано, что электрическая стимуляция 
дорсального стриатума эффективно прерывает 92.6% ПВР у крыс с предрасположенно-
стью к аудиогенной эпилепсии. Данная область дорсального стриатума отличалась вы-
сокой плотностью дофаминовых рецепторов по сравнению с крысами WAG-Rij-nonAGS 
и Wistar. При этом высокочастотная стимуляция этой же области не прерывала ни одного 
разряда у крыс линии WAG/Rij-nonAGS. Предполагается, что нигростриарная дофами-
нергическая проекция является частью дистанционного управления абсансных припад-
ков: разрушение нигростриарного дофаминергического пути приводило к достоверному 
снижению как общей продолжительности пик-волновых разрядов, так и  к снижению 
продолжительности каждого из пик-волновых разрядов [15].

Для абсансной эпилепсии характерны функциональные корреляции между уровнями 
метаболизма дофамина и серотонина в стриатуме, что подчеркивает тесную взаимосвязь 
между этими системами мозга у абсансных крыс вне зависимости от предрасположенно-
сти к аудиогенным судорогам. Было показано, что часто повторяющиеся ПВР оказыва-
ют большее влияние на аминергическую систему мозга, чем аудиогенные припадки или 
генетическая предрасположенность к ним [37]. У крыс линии WAG/Rij показана низкая 
дофаминергическая реактивность нигростриарной проекции. В  оптогенетическом ис-
следовании была показана роль нигростриарного пути и разных проекций от сетчатой 
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части черной субстанции (SNpr) в контроле судорог разного типа. Ингибирование SNpr 
приводило к прекращению нескольких видов генерализованных припадков, в том числе 
абсансных и аудиогенных за счет подавления проекции в средние и глубокие слои верх-
него двухолмия (DLSC). Селективное ингибирование проекций на педункулопонтинное 
ядро (PPN) показало неоднозначные результаты: ослабевали абсансные припадки, а на 
аудиогенную эпилепсию это воздействие не влияло. PPN имеет проекции в базальные 
ганглии и  таламус. Активация DLSC или PPN приводит к десинхронизации активно-
сти коры [38]. Результаты нашего исследования также указывают на вовлеченность дор-
сального стриатума в контроль судорог разного типа. В настоящее время продолжают-
ся исследования влияния низкочастотной стимуляции дорсального стриатума, а также 
вентрального стриатума с низко- и высокочастотной стимуляцией у крыс линии WAG/
Rij обеих субпопуляций групп. Таким образом, результаты нашего исследования пока-
зывают, что сопутствующие эпилепсии состояния, такие как тревожность, депрессивно-
подобное поведение и социальный дефицит, не обусловлены предварительной звуковой 
стимуляцией. Показано, что существуют различия вовлеченности дорсального стриату-
ма в контроль абсансной и смешанной форм эпилепсии. 

Тревожность и  депрессия – самые распространенные коморбидные состояния 
у больных эпилепсией. Вопрос о том, как этиологически могут быть связаны прояв-
ления эпилепсии и коморбидные ей состояния, до сих пор остается мало изученным. 
Эти состояния оказывают существенное влияние не только на качество жизни пациен-
тов, но и осложняют фармакотерапию [39]. Ряд антиконвульсантов обладает негатив-
ным психотропным профилем, утяжеляя проявления депрессии и  тревожности [40], 
а отмена вальпроатов приводит к отягощению депрессии [41]. Показано, что именно 
депрессия снижает качество жизни у фармакорезистентных пациентов, а не частота 
эпилептических приступов [42]. Депрессия снижает эффективность лечения, увеличи-
вает риск развития побочных эффектов как из-за нежелательных явлений, вызванных 
противоэпилептическими препаратами, так и на фоне лекарственного взаимодействия. 
Помимо этого, проблема гиподиагностики депрессии у  эпилептических пациентов 
остается актуальной. Результаты проведенных ретроспективных экспериментов ука-
зывают на вовлеченность стриатума как в поведенческие нарушения, так и в контроль 
абсансной активности у крыс линии WAG/Rij. В настоящее время продолжаются ис-
следования влияния низкочастотной стимуляции дорсального стриатума, а также вен-
трального стриатума с  низко- и  высокочастотной стимуляцией у  крыс линии WAG/
Rij обеих групп. Возможно, фармакологические исследования с введением агонистов 
и антагонистов дофаминовых рецепторов двум группам крыс WAG/Rij и оптогенети-
ческие исследования, направленные на  активацию или торможение исследованных 
структур, позволят расширить понимание наблюдаемых нарушений. Исследования 
в этом направлении могут обеспечить более дифференцированный подход к лечению 
больных эпилепсией с коморбидными психическими симптомами, а дофаминергиче-
ская система может рассматриваться как терапевтическая мишень.
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Behavioural and Electrophysiological Features of WAG/Rij Rats with Different Forms 
of Genetic Epilepsy 
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aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia 
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WAG/Rij rats are widely used as a genetic model of absence epilepsy. Approximately 
15–50% rats of the strain are susceptible to audiogenic seizures. WAG/Rij rats demonstrate 
depressive-like behavior. After preliminary sound provocation an increased level of 
anxiety was found in audiogenic susceptible WAG/Rij subgroup. Electrophysiological and 
behavioral studies suggest the involvement of the dopaminergic system in both absence 
and audiogenic epilepsy. An increased binding density to dopamine receptors was found 
in the dorsal striatum subregions in audiogenic prone rats compared to non-audiogenic. 
The study aims were (1) to determine whether behavioral changes in WAG/Rij rats were 
genetically determined or induced by prior sound stimulation; (2) how regions of the dorsal 
striatum with different density of dopamine receptors in subpopulations of WAG/Rij rats 
are involved in the absence epilepsy control. The study was conducted using two rat groups: 
WAG/Rij-nonAGS (absence epilepsy) and WAG/Rij-AGS (mixed epilepsy). The study was 
performed using tests: “Elevated plus maze”, “Forced swimming” and “Three chamber 
sociability test”. High-frequency deep brain stimulation was performed for evaluation of 
dorsal striatum involvement in the absence seizure control. After experiments animals were 
tested for the susceptibility to audiogenic seizures. It demonstrated that the increased level 
of anxiety in WAG/Rij-AGS rats is genetically determined, while depressive-like behavior 
in WAG/Rij rats is not dependent on a predisposition to audiogenic seizures. Deviations in 
social behavior were observed in WAG/Rij-AGS rats. Stimulation of the dorsal striatum 
indicates differences in the control of absence and mixed forms of epilepsy in the 
WAG/Rij-AGS and WAG/Rij-non-AGS subpopulations.

Keywords: WAG/Rij strain, absence epilepsy, audiogenic epilepsy, anxiety, depressive-
like behavior; dopamine receptors, electrostimulation, dorsal striatum



 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2024, том 110, 
№ 10, с. 1752–1766

ВЛИЯНИЕ АНАЛОГОВ N-КОНЦЕВЫХ ФРАГМЕНТОВ АКТГ/МСГ 
НА УРОВЕНЬ ТРЕВОЖНОСТИ, БОЛЕВУЮ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 

И УРОВНИ НЕЙРОТРОФИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ BDNF И VEGF 
В ПЕРВИЧНЫХ КУЛЬТУРАХ НЕЙРОНОВ МОЗГА КРЫСЫ

© 2024 г. Н. Ю. Глазова1, 2, Д. М. Манченко1, Е. А. Себенцова1, 2, Л. А. Андреева2, 
И. А. Гривенников2, О. В. Долотов1, 2, Н. Ф. Мясоедов2, Н. Г. Левицкая1, 2, *
1Московский государственный университет имени М. В. Ломоносова, Москва, Россия
2Национальный исследовательский центр “Курчатовский институт”, Москва, Россия

*E-mail: nglevitskaya@gmail.com

Поступила в редакцию 25.06.2024 г.
После доработки 03.09.2024 г.

Принята к публикации 01.10.2024 г.

АКТГ/МСГ-подобные пептиды (меланокортины) обладают широким спектром ней-
ротропных эффектов, в том числе влияют на процессы обучения и памяти, нейро-
протекцию, эмоциональный статус и болевую чувствительность. Данная работа по-
священа сравнению нейротропных эффектов пептидов, структура которых включает 
в  себя природный фрагмент АКТГ и  стабилизирующий трипептид PGP. В  работе 
были использованы пептиды – АКТГ4-7PGP (семакс), АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP. Из-
учалось влияние этих пептидов на исследовательское поведение, уровень тревожно-
сти и болевую чувствительность белых крыс, а также на уровни нейротрофических 
факторов BDNF (brain derived neurotrophic factor) и VEGF (vascular endothelial growth 
factor) в первичных культурах нейронов мозга крысы. Сравнительное исследование 
эффектов аналогов различных фрагментов АКТГ/МСГ позволило выявить как сход-
ство, так и различия их нейротропной активности. Пептиды, в структуре которых 
присутствует фрагмент АКТГ4-7 или АКТГ6-9, обладают ноотропной, анксиолитиче-
ской и анальгетической активностью, а также вызывают повышение уровней VEGF 
в культуре нейронов гиппокампа. Пептид, содержащий в структуре последователь-
ность АКТГ7-10, проявляет анксиолитическую активность, увеличивает исследова-
тельское поведение, не влияет на болевую чувствительность и оказывает стимули-
рующее влияние на уровни BDNF и VEGF в нейрональных культурах. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что разные участки N-концевой области молекулы 
АКТГ ответственны за проявление определенных нейротропных эффектов мелано-
кортинов. Результаты исследования могут быть использованы при разработке лекар-
ственных препаратов на основе природных меланокортинов.

Ключевые слова: меланокортины, фрагменты АКТГ, синтетические аналоги, тревож-
ность, болевая чувствительность, нейротрофические факторы, крысы
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ВВЕДЕНИЕ

Меланокортины  – это семейство нейропептидных гормонов, которое включает 
в себя адренокортикотропный гормон (АКТГ), три различные формы меланоцитсти-
мулирующего гормона (α-, β- и  ɣ-МСГ), фрагменты этих гормонов и  их синтети-
ческие аналоги. Меланокортины (МК), рецепторы МК и  эндогенные антагонисты 
этих рецепторов образуют меланокортиновую систему организма [1]. МК система 
вовлечена в регуляцию широкого круга физиологических функций, включая стеро-
идогенез, пигментацию, иммунную систему, нейропротекцию, память и внимание, 
эмоциональный статус, болевую чувствительность и другие функции [2–4]. МК си-
стема играет важную роль в модуляции ряда патологических процессов, в том числе 
при нейродегенеративных и нервно-психических заболеваниях [4, 5]. В настоящее 
время охарактеризовано 5 типов МК-рецепторов (MCR1  – MCR5), которые разли-
чаются по распределению в  тканях и  по сродству к  различным лигандам [6]. Все 
эндогенные МК содержат в своей структуре последовательность HFRW, соответст-
вующую фрагменту АКТГ/α-МСГ6-9 [7]. Тетрапептид HFRW является минимальным 
фрагментом, который способен активировать MCR, но этот пептид обладает очень 
низкой активностью и селективностью, что свидетельствует о важности остатков вне 
общей последовательности [8, 9].

Ответственной за нейротропные эффекты МК является N-концевая область моле-
кулы АКТГ/МСГ – фрагмент АКТГ4-10 (MEHFRWG) [7]. Гептапептид АКТГ4-10 спосо-
бен связываться с MCR, обладает ноотропной, нейропротекторной и анальгетической 
активностью, участвует в регуляции ответа организма на стрессорные воздействия [2, 
10, 11]. Нейротропную активность сохраняют также фрагменты природных пептидов 
и их аналоги, в структуре которых присутствуют последовательности АКТГ4-7, АКТГ6-9 
или АКТГ7-10 [10, 12, 13]. Предполагается, что активные центры для различных нейро-
тропных эффектов могут находиться в разных локусах N-концевой области молекулы 
АКТГ [13, 14]. Фрагменты АКТГ/МСГ могут взаимодействовать с МК-рецепторами 
как смещенные лиганды, что приводит к активации различных сигнальных каскадов, 
опосредующих разные эффекты пептидов [4, 15]. Кроме того, МК могут выступать 
в роли аллостерических модуляторов активности рецепторов других нейромедиатор-
ных систем [16]. Такие свойства могут определять разнообразные поведенческие эф-
фекты коротких фрагментов АКТГ/МСГ.

Зависимость нейротропных эффектов МК от структуры в настоящее время недо-
статочно исследована. Изучение взаимосвязи структура – активность позволит выя-
вить последовательности, ответственные за проявление определенных эффектов, что 
необходимо для разработки новых аналогов МК с заданными свойствами [17].

Короткие фрагменты АКТГ либо не способны активировать известные МК-рецеп-
торы (АКТГ4-7 и АКТГ7-10), либо обладают очень низкой активностью (АКТГ6-9), что 
может быть связано с их быстрой протеолитической деградацией [8, 14]. Ранее было 
показано, что присоединение последовательности, обогащенной пролином, к природ-
ным пептидам, обладающим нейротропной активностью, приводит к увеличению вы-
раженности действия и пролонгации их эффектов [18, 19]. Такой подход был исполь-
зован при разработке гептапептида семакс (MEHFPGP), структура которого включает 
в  себя фрагмент АКТГ4-7 и  стабилизирующий трипептид PGP (АКТГ4-7PGP). Иссле-
дования показали, что семакс обладает ноотропной, анксиолитической и анальгетиче-
ской активностью [20–22]. Кроме того, семакс оказывал нейротрофическое действие 
в экспериментах in vivo и in vitro – увеличивал экспрессию нейротрофического фактора 
мозга (brain derived neurotrophic factor, BDNF) в первичной культуре глиальных кле-
ток [23] и в структурах мозга крыс при системном введении [24]. В дальнейшем были 
синтезированы и исследованы пептиды АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP (HFRWPGP и FR-
WGPGP). Было показано, что гептапептид АКТГ6-9PGP, как и семакс, проявляет ноо-
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тропную активность, однако длительность его действия меньше, чем у семакса [25]. 
АКТГ6-9PGP оказывал антистрессорное действие в  моделях острого и  хронического 
стресса, проявлял нейропротекторную активность, а также снижал реакцию животных 
на болевое термическое раздражение [3, 26, 27]. Изучение физиологической активно-
сти АКТГ7-10PGP показало, что этот пептид проявляет анксиолитическую активность, 
способен улучшать обучение крыс в тестах с отрицательным подкреплением, однако, 
в отличие от семакса, его введение приводит к росту числа ошибочных реакций при 
обучении с  положительным подкреплением [28]. Влияние АКТГ7-10PGP на  болевую 
чувствительность ранее не исследовалось.

В настоящее время показано, что фактор роста эндотелия сосудов (vascular 
endothelial growth factor, VEGF), первоначально рассматривавшийся как фактор, спе-
цифический для эндотелия, оказывает прямое воздействие на нейроны и  глиальные 
клетки, регулируя их рост и дифференцировку [29]. Наряду с более изученным BDNF, 
VEGF является важным участником ряда гиппокамп-зависимых процессов, в том чи-
сле связанных с регуляцией когнитивных функций и эмоций. VEGF способен стиму-
лировать синаптическую пластичность, усиливать нейрогенез, улучшать обучение 
и эмоциональное состояние животных [29, 30]. Показано, что α-МСГ стимулирует экс-
прессию VEGF в первичной культуре астроцитов гиппокампа крысы, что указывает 
на возможную роль этого фактора в нейропротекторных и когнитивных эффектах МК 
[31]. Влияние N-концевых фрагментов АКТГ/МСГ и их аналогов на экспрессию VEGF 
ранее не исследовалось.

Изучение нейротропных эффектов семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP проводи-
лось в  различных экспериментальных моделях in vitro и  in vivo, с  использованием 
разных доз и  способов введения пептидов, что затрудняет сравнение полученных 
результатов. Для сопоставления активности пептидов нами было проведено исследо-
вание нейротрофических, анксиолитических и  анальгетических эффектов аналогов 
N-концевых фрагментов АКТГ в одинаковых экспериментальных условиях.

Целью представленной работы явилось сравнительное исследование эффектов геп-
тапептидов семакс, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на болевую чувствительность и уро-
вень тревожности крыс, а также на уровни нейротрофических факторов BDNF и VEGF 
в первичных культурах нейронов мозга крысы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали следующие синтетические меланокортины  – АКТГ4-7PGP 
(MEHFPGP, семакс), АКТГ6-9PGP (HFRWPGP) и АКТГ7-10PGP (FRWGPGP). Пептиды 
были синтезированы в  Лаборатории молекулярной фармакологии пептидов Нацио-
нального исследовательского центра “Курчатовский институт”.

Эксперименты на первичных культурах нейронов гиппокампа и коры больших 
полушарий мозга крысы

В работе использовали первичные культуры нейронов гиппокампа и коры боль-
ших полушарий эмбрионов (Е17) крыс линии Sprague‑Dawley. Ткани механически 
диссоциировали, клетки высевали плотностью 150 тысяч клеток на  лунку в  обра-
ботанные поли-L-лизином 96-луночные полистирольные планшеты (Nunc) и  куль-
тивировали при 37 оС в 100 мкл стандартной бессывороточной среды N2 [32], со-
держащей дополнительно 15 мМ HEPES. После культивирования в течение 5 суток 
в культуральную среду вносили стерильные растворы исследуемых пептидов до ука-
занной концентрации. В качестве контроля добавляли эквивалентный объем раство-
рителя. Через 24 ч после внесения пептидов отбирали культуральную среду и вноси-
ли холодный (4 оС) экстракционный буфер [33]. После инкубации в течение 15 мин 
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при 4 оС и четырех циклов замораживания – размораживания клеточные экстракты 
центрифугировали 1 ч при 15000 g (4 оС), супернатанты отбирали и  хранили при 
–70 оС. Оценку уровней BDNF и VEGF в полученных лизатах проводили с помощью 
иммуноферментного анализа c использованием наборов “BDNF Emax” (Promega) 
и “Rat VEGF Construction Kit” (Antigenix) согласно методикам и рекомендациям про-
изводителей.

Эксперименты на животных
Работа выполнена на 170 самцах крыс Wistar массой 220–250 г, полученных из 

питомника “Столбовая” (Московская область, Россия). Животных содержали в стан-
дартных условиях вивария с соблюдением 12-часового светового режима и свобод-
ным доступом к воде и стандартному лабораторному корму. До начала эксперимента 
для всех крыс проводили 10-дневную адаптацию – ежедневный хэндлинг в течение 
1–2 мин.

При изучении влияния пептидов на поведение крыс препараты вводили интрана-
зально (и/н) за 15 мин до тестирования. Пептиды вводили бодрствующим животным 
в дозе 0.05 мг/кг в водном растворе в объеме 0.1 мл/кг массы тела. Дозы пептидов, 
время и  способ введения были выбраны на  основании ранее проведенных исследо-
ваний влияния аналогов фрагментов АКТГ на поведение животных [20, 25, 28]. При 
изучении влияния пептидов на  болевую чувствительность крыс препараты вводили 
внутрибрюшинно (в/б) в дозе 0.5 мг/кг в водном растворе в объеме 1 мл/кг массы тела. 
Ранее нами было показано, что семакс при в/б введении оказывает анальгетическое 
действие, при этом наиболее эффективной является доза 0.5 мг/кг. При и/н введении 
семакс не оказывал влияния на болевую чувствительность крыс [34]. На основании 
этих данных были выбраны дозы и способ введения пептидов для исследования их 
влияния на болевую чувствительность крыс. Во всех экспериментах контрольным жи-
вотным вводили эквивалентный объем воды для инъекций в соответствующие сроки 
и соответствующим способом.

Тест “приподнятый крестообразный лабиринт”
Для оценки исследовательского поведения и  уровня тревожности животных ис-

пользовали тест “приподнятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ). Экспериментальная 
камера лабиринта состоит из четырех расходящихся из центра рукавов. Два противо-
положных рукава закрыты с торцов стенками; два других – открыты. Проводили две 
серии независимых экспериментов на разных животных. В первом случае животных 
тестировали при однородном неярком освещении (освещенность открытых рукавов – 
45 лк, закрытых – 20 лк), во втором – при контрастном освещении рукавов (закры-
тые рукава затемнены – 8 лк, открытые – ярко освещены – 450 лк). Крысу помещали 
в центр лабиринта и в течение 5 мин регистрировали время нахождения на открытых 
и  закрытых рукавах лабиринта, количество заходов в  открытые и  закрытые рукава, 
а также число стоек и свешиваний с открытых рукавов.

Тест “сдавливания задней лапы”
Для оценки болевой чувствительности животных использовали тест “сдавливания 

задней лапы”, в котором было ранее зарегистрировано анальгетическое действие се-
макса. В данном тесте болевым раздражителем служит равномерно нарастающее дав-
ление на заднюю конечность. Измерение проводили с помощью анальгезиметра фир-
мы “Ugo Basile” (Италия). Уровень болевой чувствительности определяли по величине 
давления на конечность в момент отдергивания лапы. Давление измерялось в услов-
ных единицах прибора (одна условная единица соответствует возрастанию нагрузки 
на 20 г/см2). Максимальная нагрузка на конечность составляла 25 условных единиц. До 
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введения препаратов проводили три измерения исходной болевой чувствительности. 
При анализе результатов для вычисления фоновой болевой чувствительности исход-
ные значения усредняли. После инъекции проводили 6 измерений болевой чувстви-
тельности с интервалом 15 мин. Выраженность анальгетического действия оценивали 
в процентах к максимально возможному эффекту. Для этого при статистической обра-
ботке данных для каждого животного при каждом измерении вычисляли относитель-
ное изменение болевой чувствительности по формуле: (Pi — P0) / (Pmax— P0) x 100, где 
Pi – величина болевого порога при измерении, P0 – фоновая болевая чувствительность, 
Pmax – максимальная нагрузка на конечность [35].

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных производили при помощи пакетов программ 

“Statistica 10” и  “GraphPad Prism 8”. Анализ выборок показал соответствие распре-
деления критериям нормального (p > 0.20; критерии Колмогорова – Смирнова и Ша-
пиро – Уилка) и равенство дисперсий (p > 0.10, тест Брауна – Форсайта), что позво-
лило нам использовать дисперсионный анализ (ANOVA). Анализ результатов теста 
ПКЛ и уровней BDNF и VEGF проводили с использованием однофакторного ANOVA 
для межгруппового фактора ПЕПТИД (контроль vs. семакс vs. АКТГ6-9PGP vs. АК-
ТГ7-10PGP) с последующим post hoc анализом с использованием критерия Даннетта. 
При анализе влияния каждого пептида на изменения болевого порога применяли двух-
факторный ANOVA с повторными измерениями (repeated ANOVA) для межгруппового 
фактора ПЕПТИД (контроль vs. пептид) и  внутригруппового фактора ВРЕМЯ (вре-
мя после введения препарата). В  случае достоверного влияния указанных факторов 
или их взаимодействия проводили post hoc анализ с использование критерия Фишера 
(Fisher LSD test). Различия считали статистически значимыми при p < 0.05. Данные 
на графиках представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на уровни нейротрофических 
факторов в первичных культурах нейронов гиппокампа и коры больших полушарий 

мозга крысы
Исследовалось влияние гептапептидов в  концентрации 0.1 нМ на  содержание 

BDNF и  VEGF в  нейрональных культурах. Использование однофакторного ANOVA 
показало значимое влияние фактора ПЕПТИД на уровни BDNF в культуре нейронов 
коры больших полушарий (F3, 20 = 6.75; p < 0.003). Множественное сравнение пока-
зало статистически значимое увеличение уровней BDNF при введении АКТГ7-10PGP 
относительно контрольных значений (p < 0.02) (рис. 1). Значимых изменений уровней 
BDNF в культивируемых нейронах коры больших полушарий мозга крысы через 24 ч 
после введения семакса или АКТГ6-9PGP в концентрации 0.1 нМ обнаружено не было 
(p > 0.70). При оценке влияния препаратов на уровни BDNF в культуре нейронов гип-
покампа было зарегистрировано статистически значимое влияние фактора ПЕПТИД 
(F3, 12 = 9.08; p < 0.002; ANOVA). Введение АКТГ7-10PGP приводило к значимому увели-
чению содержания BDNF в культуре по сравнению с контролем (p = 0.001). Введение 
семакса или АКТГ6-9PGP в концентрации 0.1 нМ не приводило к значимому изменению 
уровней BDNF (p > 0.30). Оценка воздействия пептидов на уровни VEGF в культуре 
нейронов гиппокампа продемонстрировала статистически значимое влияние фактора 
ПЕПТИД (F3, 12 = 9.09; p < 0.002; ANOVA). Дальнейший анализ показал, что введение 
всех исследуемых пептидов в концентрации 0.1 нМ приводит к значимому повышению 
уровней нейротрофина в культуре (p < 0.03).
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2. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на исследовательское поведение 
и уровень тревожности животных в различных экспериментальных условиях

Влияние пептидов на уровень тревожности и исследовательское поведение крыс 
оценивали в тесте ПКЛ. Пептиды вводили и/н за 15 мин до тестирования. Проводили 2 
серии экспериментов на разных животных. В первой серии использовалось контраст-
ное, а во второй – однородное неяркое освещение рукавов лабиринта. В каждой серии 
было 4 группы животных (контрольная группа и три группы с введением пептидов).

При контрастном освещении рукавов (в условиях высокой стрессорной нагрузки) ис-
пользование однофакторного ANOVA продемонстрировало значимое влияние фактора 
ПЕПТИД на время, проведенное в открытых рукавах (F3, 36 = 9.76; p < 0.001), число заходов 
в открытые рукава (F3, 36 = 5.76; p < 0.003) и число свешиваний с открытых рукавов лаби-
ринта (F3, 36 = 7.25; p < 0.001). Дальнейший анализ показал, что введение всех исследован-
ных пептидов приводит к статистически значимому увеличению перечисленных парамет-
ров относительно контрольных значений (рис. 2). Отличий между пептидами выявлено 
не было (p > 0.20). Значимого влияния исследуемых препаратов на число стоек и заходов 
в закрытые рукава лабиринта отмечено не было (F3, 36 < 1.8; p > 0.15, 1-way ANOVA).

При использовании однородного неяркого освещения лабиринта (в условиях по-
ниженной стрессорной нагрузки) ANOVA показал статистически значимое влияние 
фактора ПЕПТИД на число стоек (F3, 36 = 6.44; p < 0.001) и число заходов в закрытые 
рукава лабиринта (F3, 36 = 4.33; p < 0.01). Дальнейший анализ показал, что введение 
АКТГ7-10PGP приводит к значимому увеличению этих показателей как относительно 
контрольных значений, так и по сравнению с группами крыс, получавшими инъекции 
семакса или АКТГ6-9PGP (рис. 3).

В группах крыс, которым вводили семакс или АКТГ6-9PGP, число стоек и заходов 
в закрытые рукава лабиринта не отличались от контрольных значений (p > 0.17). Зна-
чимого влияния фактора ПЕПТИД на время в открытых рукавах, число свешиваний 
и заходов в открытые рукава в данной модификации теста зарегистрировано не было 
(F3, 36 < 1.5; p > 0.20).
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Рис. 1. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на уровни BDNF и VEGF в культивируемых нейронах коры 
больших полушарий и гиппокампа эмбрионов крысы. (a) – уровни BDNF в нейронах коры больших полушарий; 
(b) – уровни BDNF в нейронах гиппокампа; (c) – уровни VEGF в нейронах гиппокампа. Уровни BDNF и VEGF 
в белковых экстрактах клеток измеряли через 24 ч после внесения пептидов в концентрации 0.1 нМ. В каждой 
группе по 6 (кора БП) или 4 (гиппокамп) клеточных культуры. Средние значения уровней BDNF в контроль-
ных клеточных культурах нейронов гиппокампа и коры составляли 4.63 и 2.38 пг/100 тысяч высеянных клеток 
соответственно; среднее значение уровней VEGF в контрольных клеточных культурах нейронов гиппокампа 
составляло 56.21 пг/100 тысяч высеянных клеток. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка 
среднего. Статистически значимые отличия от контроля отмечены * (p < 0.05), ** (p < 0.01) и *** (p < 0.001).
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3. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на болевую чувствительность крыс
Влияние пептидов на болевую чувствительность крыс изучали в тесте “сдавлива-

ния задней лапы”. Пептиды вводили в/б в дозе 0.5 мг/кг. Эффекты каждого пептида из-
учали в отдельном эксперименте. В каждом эксперименте было 2 группы крыс (контр-
ольная группа и группа с введением пептида).

При исследовании эффектов семакса двухфакторный ANOVA выявил статистиче-
ски значимое влияние фактора ПЕПТИД (F1, 28 = 14.42; p < 0.001), а также значимое 
взаимодействие факторов ПЕПТИД и ВРЕМЯ (F8, 224 = 4.20; p < 0.0001) для величи-
ны болевого порога. Дальнейший анализ показал статистически значимое увеличение 
этого показателя в группе крыс, получавших инъекцию семакса, с 15-й по 75-ю мин 
после введения пептида относительно контрольных значений. Кроме того, с 15-й по 
60-ю мин после инъекции величина болевого порога в этой группе крыс статистически 
значимо превышала фоновые значения. В контрольной группе животных значимых от-
личий от фоновых значений отмечено не было (p > 0.16) (рис. 4).

При изучении эффектов АКТГ6-9PGP двухфакторный ANOVA выявил статистиче-
ски значимое влияние факторов ПЕПТИД (F1, 28 = 14.42; p < 0.001) и ВРЕМЯ (F8, 224 
= 5.71; p < 0.001), а также значимое взаимодействие этих факторов (F8, 224 = 2.70; p < 
0.01) для величины болевого порога. Post hoc анализ показал статистически значимое 
увеличение болевого порога в группе крыс, которым вводили АКТГ6-9PGP, с 15-й по 
45-ю мин после инъекции по сравнению с контролем. Величина этого показателя че-
рез 15 и 45 мин после введения пептида статистически значимо превышала исходные 
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Рис. 2. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на поведение крыс в  тесте “Приподнятый крестоо-
бразный лабиринт” при контрастном освещении рукавов лабиринта. (a) – время, проведенное в открытых 
рукавах лабиринта (с); (b) – число заходов в открытые рукава; (c) – число свешиваний; (d) – число заходов 
в закрытые рукава; (e) – число стоек. Пептиды вводили интраназально в дозе 0.05 мг/кг за 15 мин до тести-
рования. В каждой группе было по 10 крыс. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка 
среднего. Статистически значимые отличия от контроля отмечены * (p < 0.05) и ** (p < 0.01).
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значения, а через 30 мин увеличение относительно исходных значений было на уровне 
тенденции (p < 0.06). В контрольной группе крыс значимых отличий от фоновых зна-
чений отмечено не было (p > 0.11) (рис. 4).

При исследовании влияния АКТГ7-10PGP на  болевую чувствительность крыс 
ANOVA не выявил значимого влияния факторов ПЕПТИД и  ВРЕМЯ, а  также взаи-
модействия этих факторов для величины болевого порога крыс в тесте “сдавливания 
задней лапы” (F < 1.6; p > 0.15) (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

МК обладают широким спектром нейротропных эффектов, в  том числе влияют 
на процессы обучения и памяти, нейропротекцию, эмоциональный статус и болевую 
чувствительность [2–4]. Участком, ответственным за нейротропную активность МК, 
является фрагмент АКТГ4-10 [7]. Результаты структурно-функциональных исследо-
ваний позволяют предположить, что последовательность этого фрагмента включает 
в себя несколько различных, возможно, перекрывающихся сайтов, которые способны, 
воздействуя на рецепторы и активируя разные сигнальные пути, вызывать различные 
эффекты [4]. Данная работа была посвящена сравнению эффектов пептидов, структура 
которых включала в себя природный фрагмент АКТГ – АКТГ4-7, АКТГ6-9 или АКТГ7-10 – 
и стабилизирующий трипептид PGP.

Ранее нами было показано, что семакс (АКТГ4-7PGP) и АКТГ6-9PGP при и/н введе-
нии улучшают обучение крыс в моделях с положительным (пищевым) и отрицатель-
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Рис. 3. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на поведение крыс в тесте “Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт” при однородном слабом освещении рукавов лабиринта. (a) – время, проведенное в открытых 
рукавах лабиринта – секунды; (b) – число заходов в открытые рукава; (c) – число свешиваний; (d) – число 
заходов в закрытые рукава; (e) – число стоек. Пептиды вводили интраназально в дозе 0.05 мг/кг за 15 мин 
до тестирования. В каждой группе было по 10 крыс. Данные представлены в виде среднего ± стандартная 
ошибка среднего. Статистически значимые отличия от контроля отмечены * (p < 0.05), от группы с введени-
ем АКТГ7-10PGP – # (p < 0.05) и ## (p < 0.01).
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ным (болевым) подкреплением [25, 28]. Аналогичное введение АКТГ7-10PGP улучшало 
воспроизведение рефлекса пассивного избегания болевого раздражителя, но негативно 
влияло на выработку пищедобывательного рефлекса на место [28].

В данной работе для оценки влияния пептидов на  поведение крыс нами был ис-
пользован тест ПКЛ в двух модификациях (в условиях низкой и высокой стрессорной 
нагрузки), что позволило оценить зависимость эффектов пептидов от условий тестиро-
вания. Условия эксперимента (в том числе различия в освещенности установки) опреде-
ляют базовый уровень исследовательской активности и тревожности и, как следствие, 
могут влиять на выраженность анксиолитических/анксиогенных эффектов различных 
препаратов и  воздействий [36, 37]. Сравнение поведения контрольных крыс в  тесте 
ПКЛ в различных условиях показало, что возрастание освещенности открытых рукавов 
приводит к  снижению времени, проведенного в  открытых рукавах лабиринта, числа 
свешиваний и заходов в открытые рукава. При этом не изменяются показатели, связан-
ные с исследовательской активностью, – число стоек и заходов в закрытые рукава (рис. 
2 и 3). Такие изменения свидетельствуют о возрастании у животных реакции тревоги 
и страха при изменении уровня освещенности экспериментальной установки [38].
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Рис. 4. Влияние семакса, АКТГ6-9PGP и АКТГ7-10PGP на болевую чувствительность крыс в тесте “сдавлива-
ние задней лапы”. Пептиды вводили внутрибрюшинно в дозе 0.5 мг/кг. По оси абсцисс – время относительно 
момента введения препарата (мин); по оси ординат – величина болевого порога в процентах к максимально 
возможному эффекту. В каждой группе было по 15 крыс. Данные представлены в виде среднего ± стандарт-
ная ошибка среднего. Статистически значимые отличия от контроля отмечены * (p < 0.05) и ** (p < 0.01). 
Статистически значимые отличия от фоновых значений (p < 0.05) отмечены закрашенными символами.
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Оценка влияния исследуемых препаратов на эмоциональное состояние животных 
показала, что семакс и АКТГ6-9PGP не влияют на поведение крыс в условиях незначи-
тельной стрессорной нагрузки, однако в условиях, провоцирующих реакцию тревоги 
и страха, оказывают анксиолитическое действие. Введение АКТГ7-10PGP также приво-
дило к снижению тревожности животных в стрессогенных условиях. Однако этот пеп-
тид, в отличие от семакса и АКТГ6-9PGP, стимулировал исследовательскую активность 
крыс в условиях незначительной стрессорной нагрузки.

Таким образом, исследованные аналоги фрагментов АКТГ в  условиях, прово-
цирующих реакцию тревоги и  страха (при обучении с болевым подкреплением или 
в ситуации яркого контрастного освещения рукавов ПКЛ), оказывают положительное 
ноотропное и  анксиолитическое действие. В  условиях незначительной стрессорной 
нагрузки (при выработке пищедобывательного рефлекса на  место в  лабиринте или 
в ситуации неяркого однородного освещения рукавов ПКЛ) пептиды семакс и АКТГ6-

9PGP улучшают обучение и не влияют на эмоциональное состояние животных. В таких 
условиях пептид АКТГ7-10PGP стимулирует исследовательское поведение, что может 
приводить к росту ошибочных реакций при обучении в лабиринте.

Известно, что АКТГ-подобные пептиды играют важную роль в процессах восприя-
тия боли. В зависимости от структуры, дозы и способа их введения может наблюдаться 
как снижение, так и повышение болевой чувствительности [39]. Ранее нами было по-
казано, что фрагмент АКТГ4-10 и семакс при в/б введении оказывают анальгетическое 
действие в тесте “сдавливания задней лапы” [11, 34]. В данной работе в/б введение 
семакса вызывало повышение болевого порога у крыс в этом тесте, что согласуется 
с полученными ранее данными. Инъекция АКТГ6-9PGP также приводила к снижению 
болевой чувствительности, однако продолжительность эффекта этого пептида была 
меньше, чем семакса. Пептид АКТГ7-10PGP не оказывал влияния на болевую чувстви-
тельность крыс. Следовательно, для сохранения анальгетической активности необхо-
димо наличие в структуре пептида последовательности АКТГ4-7 или АКТГ6-9.

Исследование влияния аналогов фрагментов АКТГ на  содержание нейротрофи-
ческих факторов в культуре нейронов показало, что только АКТГ7-10PGP в использо-
ванной концентрации (0.1 нМ) способен стимулировать уровни BDNF в  первичных 
культурах нейронов гиппокампа и коры больших полушарий мозга крысы. Введение 
семакса или АКТГ6-9PGP в  использованной концентрации не влияло на  содержание 
этого нейротрофина в культурах. Все три исследованных пептида оказывали стимули-
рующее влияние на уровни VEGF в культуре нейронов гиппокампа. 

BDNF мозга, в частности, коры больших полушарий, рассматривается как важный 
участник регуляции исследовательской активности [40, 41]. Полученные нами данные 
о  стимуляции исследовательской активности пептидом АКТГ7-10PGP, но не семаксом 
и  АКТГ6-9PGP, согласуются со способностью АКТГ7-10PGP повышать уровни BDNF. 
Пептид, в  структуре которого присутствует последовательность АКТГ7-10, способен 
оказывать стимулирующее влияние на содержание как BDNF, так и VEGF в культуре 
нейронов. Пептиды, содержащие последовательности АКТГ4-7 или АКТГ6-9, в исполь-
зованных условиях эксперимента были менее активны и  оказывали влияние только 
на уровень VEGF в культуре нейронов гиппокампа. В настоящее время показано, что 
VEGF оказывает нейропротекторное и  нейротрофическое действие, играет важную 
роль в  регуляции когнитивных функций и  эмоций [29, 42]. Увеличение экспрессии 
VEGF приводит к  усилению нейрогенеза, улучшает гиппокамп-зависимое обучение 
и нормализует уровень тревожности и депрессивности [30, 43]. Одним из возможных 
механизмов нейропротекторных и когнитивных эффектов природных МК и их аналогов 
может быть регуляция продукции нейротрофических факторов клетками мозга [31].

Таким образом, сравнительное исследование эффектов синтетических МК-анало-
гов различных фрагментов N-концевой области АКТГ/МСГ позволило выявить как 
сходство, так и различия их нейротропной активности. Пептиды, в структуре которых 
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присутствует фрагмент АКТГ4-7 или АКТГ6-9, обладают ноотропной, анксиолитической 
и анальгетической активностью, а также вызывают повышение уровней VEGF в куль-
туре нейронов гиппокампа. Пептид, содержащий в  структуре последовательность 
АКТГ7-10, проявляет анксиолитическую активность, увеличивает исследовательское 
поведение, не влияет на болевую чувствительность и оказывает стимулирующее влия-
ние на уровни BDNF и VEGF в нейрональных культурах.

Полученные данные свидетельствуют о том, что разные участки N-концевой обла-
сти молекулы АКТГ ответственны за проявление определенных нейротропных эффек-
тов МК. Результаты исследования могут быть использованы при разработке лекарст-
венных препаратов на основе природных меланокортинов.
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The Effect of ACTH/MSH N-Terminal Fragment Analogs on the Anxiety Level, Pain 
Sensitivity and Levels of Neurotrophic Factors BDNF and VEGF in Primary Neuronal 

Cultures of Rats

N. Yu. Glazovaa, b, D. M. Manchenkoa, E. A. Sebentsovaa, b, L. A. Andreevab, 
I. A. Grivennikovb, O. V. Dolotova, b, N. F. Myasoedovb, and N. G. Levitskayaa, b, *

aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
bNational Research Centre “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia
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ACTH/MSH-like peptides (melanocortins) have a wide range of neurotropic effects, in-
cluding effects on learning and memory processes, neuroprotection, emotional state and 
pain sensitivity. Present work is aimed to compare the effects of peptides, the structure of 
which includes a natural fragment of ACTH and a stabilizing tripeptide PGP. The peptides 
ACTH4-7PGP (Semax), ACTH6-9PGP и ACTH7-10PGP were used in the work. The effects of 
these peptides on the exploratory behavior, anxiety level and pain sensitivity of white rats, 
as well as on the protein levels of the neurotrophic factors BDNF (brain derived neuro-
trophic factor) and VEGF (vascular endothelial growth factor) in primary neuron cultures 
were studied. A comparative study of the effects of analogs of different ACTH/MSH frag-
ments revealed both similarities and differences in their neurotropic activity. The peptides 
structure of which includes a sequence of ACTH4-7 or ACTH6-9 have nootropic, anxiolytic 
and analgesic activity, and also cause an increase in VEGF levels in the culture of hippo-
campal neurons. The peptide containing the ACTH7-10 sequence in the structure exhibits 
anxiolytic activity, increases exploratory behavior, does not affect pain sensitivity and has 
a stimulating effect on BDNF and VEGF levels in neuronal cultures. The data obtained 
indicate that different parts of the N-terminal region of the ACTH molecule are respon-
sible for the manifestation of certain neurotropic effects of melanocortins. The results of 
the study can be used in the development of therapeutics based on natural melanocortins.

Keywords: melanocortins, ACTH/MSH fragments, synthetic analogs, anxiety, pain 
sensitivity, neurotrophic factors, rat
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Заболевания печени, сопровождающиеся обструктивным холестазом (ОХ), часто за-
висят от пола. Уровень гормона пролактина нередко повышен при различных заболе-
ваниях гепатопанкреатобилиарной зоны, что является неблагоприятным прогностиче-
ским признаком. Для уточнения роли пролактина в развитии панкреатита в условиях 
ОХ были исследованы структурные изменения ткани печени и поджелудочной железы 
(ПЖ) самок крыс на фоне гиперпролактинемии. Крысы были разделены на следующие 
экспериментальные группы: группа К – контрольные животные; группа ГиперПрл – 
животные с нормальной работой печени на фоне гиперпролактинемии; группа БП – 
животные с билиарным панкреатитом в условиях ОХ; группа БПгиперПрл – животные 
с билиарным панкреатитом в условиях ОХ на фоне гиперпролактинемии. Гиперпро-
лактинемию моделировали трансплантацией гипофиза донора под капсулу почки ре-
ципиента. Билиарный панкреатит моделировали перевязкой билиопанкреатического 
протока за 1 см до впадения его в двенадцатиперстную кишку, вызывая обструкцию 
протоков ПЖ селезеночного отдела. Через 14 дней после операций проводили забор би-
оматериала. Биохимические показатели сыворотки крови подтверждали развитие ОХ 
и панкреатита. Структура паренхимы ПЖ в группах БП и БПгиперПрл была изменена, 
особенно в селезеночном отделе. В обеих группах были обнаружены тубуло-островко-
вые и тубуло-ацинарные комплексы, воспалительная инфильтрация, явление ацинарно-
протоковой метаплазии, что сопровождалось выраженным фиброзом паренхимы ПЖ 
в группе БПгиперПрл. Важно отметить, что кишечный отдел ПЖ продолжал компен-
саторно работать в условиях развития панкреатита в группах БП и БПгиперПрл. В тка-
ни печени были показаны гистологические подтверждения развития ОХ в группах БП 
и БПгиперПрл, с потерей балочной структуры гепатоцитов и развития перицеллюляр-
ного фиброза на фоне гиперпролактинемии. Таким образом, мы впервые показали, что 
у самок крыс с повышенной концентрацией пролактина на фоне ОХ развивается более 
тяжелая форма панкреатита с явно выраженным фиброзированием ткани ПЖ. Данную 
модель развития билиарного панкреатита на фоне ОХ возможно использовать не только 
для изучения роли пролактина в нарушении работы ПЖ, но и его участия в компенса-
торных реакциях поддержания работы экзокринной части ПЖ при данной патологии.

Ключевые слова: гиперпролактинемия, обструктивный холестаз, билиарный панкре-
атит, фиброз, поджелудочная железа, печень
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ВВЕДЕНИЕ

За последние десятилетия во всем мире прослеживается рост числа заболеваний 
гепатопанкреатобилиарной зоны, таких как холестатические нарушения работы пече-
ни, острый панкреатит и другие. Часто неблагоприятный прогноз связан с быстрым 
прогрессированием болезни, отсутствием специфических симптомов, что приводит 
к поздней диагностике заболевания. Принадлежность к женскому полу, а также число 
беременностей – нередко являются факторами риска развития данных патологий. Яр-
кий пример – желчнокаменная болезнь, которая в ряде случаев может сопровождаться 
развитием билиарного панкреатита с поражением части поджелудочной железы (ПЖ) 
[1]. Структурно-функциональные изменения, происходящие при этом в ПЖ, развива-
ются вследствие билиарного рефлюкса, под действием которого происходит пораже-
ние протоковой системы и ацинарных клеток (с нарушением работы ферментов ПЖ) 
[2, 3]. Кроме того, пристальное внимание уделяется исследованию метаболических 
функций гормона пролактина, уровень которого нередко повышен при заболеваниях 
гепатопанкреатобилиарной зоны [4–7]. 

Целью работы стало исследование структурных изменений ткани печени и различ-
ных отделов ПЖ самок крыс для выяснения роли пролактина в развитии панкреатита 
в условиях обструктивного холестаза (ОХ) на фоне гиперпролактинемии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на половозрелых самках крыс Wistar массой тела 180–230 г. Кры-
сы находились в стандартных условиях в виварии со свободным доступом к еде и воде. 
Животных наркотизировали смесью золетила и  ксилазина дважды: для выполнения 
хирургических операций и  через 14 дней после операции для забора биоматериала 
(фрагменты печени и поджелудочной железы) и взятия крови из яремной вены. Крысы 
были разделены на 4 экспериментальные группы по 7 самок в каждой: I группа (К) – 
контрольные (ложнооперированные) животные; II группа (ГиперПрл)  – животные 
с нормальной работой печени на фоне гиперпролактинемии; III группа (БП) – живот-
ные с билиарным панкреатитом в условиях ОХ; IV группа (БПгиперПрл) – животные 
с билиарным панкреатитом в условиях ОХ на фоне гиперпролактинемии. 

В ходе эксперимента проводились следующие хирургические операции: перевязка 
билиопанкреатического протока (часть общего желчного протока, проходящая через 
ПЖ) крысы для моделирования панкреатита (группы БП и БПгиперПрл) и пересадка 
гипофиза крысы-донора под капсулу почки крысе-реципиенту для моделирования ги-
перпролактинемии (группы ГиперПрл и БПгиперПрл). На крысах контрольной группы 
(К) проводили ложные операции (вскрывали брюшную полость без перевязки протока 
и пересадки гипофиза). 

Перевязку билиопанкреатического протока проводили за 1 см до  его впадения 
в двенадцатиперстную кишку, вызывая при этом полную обструкцию общего желч-
ного протока и частичную обструкцию протоков ПЖ, при которой происходило на-
рушение ее селезеночного отдела. Несмотря на отсутствие у крыс желчного пузыря, 
ОХ часто экспериментально моделируется перевязкой общего желчного протока для 
создания похожей клинической картины, отражающей последствия развития желчно-
каменной болезни у человека [8, 9].

Для повышения концентрации пролактина до уровня, соответствующего состоянию 
физиологической гиперпролактинемии беременных крыс, осуществляли транспланта-
цию гипофиза от нелактирующей половозрелой самки крысы-донора под почечную 
капсулу крысы-реципиента [10, 11]. Фундаментальное объяснение данной модели за-
ключается в том, что все тропные гормоны гипофиза находятся под позитивным вли-
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янием рилизинг-гормонов гипоталамуса и только один пролактин – под негативным 
влиянием дофамина гипоталамуса. 

Биоптаты тканей печени (фрагмент из центральной доли) и поджелудочной железы 
(фрагменты из двух отделов – селезеночный и кишечный) фиксировали в 4%-ном рас-
творе параформальдегида (Sigma, США). Далее проводили гистологическое исследо-
вание образцов с использованием микроскопа Leica DM 1000 и цифровой камеры Leica 
DFС 295 (Германия) при стандартном окрашивании гематоксилином и эозином пара-
финовых срезов толщиной 4–5 мкм, полученных на микротоме ESM-150S (ERMA Inc., 
Япония). Для подтверждения развития фиброза в  исследуемых тканях проводилось 
гистологическое окрашивание по Маллори (БиоВитрум, Россия). Для каждого типа 
ткани был подобран протокол окрашивания по Маллори с выявлением компонентов 
соединительной ткани.

Определяли концентрацию общего и  прямого билирубина (Ольвекс диагности-
кум, Россия), активность липазы (набор «Липаза-ново», Вектор-Бест, Россия), щелоч-
ной фосфатазы (ЩФ), аспартатаминотрансферазы (АСТ) и аланинаминотрансферазы 
(АЛТ) (Ольвекс диагностикум, Россия) в  сыворотке на  спектрофотометре Genesys 
(Thermo scientific). Концентрацию глюкозы в  свежей капиллярной крови анализиро-
вали при помощи глюкометра и  тест-полосок Accu-Chek Active (Roche Diagnostics 
GmbH, Германия).

Статистический анализ полученных данных проводили в  программе GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software Inc., США) с использованием непараметрического теста 
Краскела – Уоллиса с поправкой Данна для множественных сравнений. Данные пред-
ставляли в  виде медианы (Me) и  интерквартильного размаха (25 и  75 процентили). 
Различия считали статистически значимыми пpи p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В контрольной группе (К) ложнооперированных самок крыс гистологических осо-
бенностей в строении печени и обоих отделов ПЖ не было выявлено (рис. 1a, b, c), би-
охимические показатели крови также были в пределах нормы (табл. 1). В печеночной 
дольке трабекулы гепатоцитов были четко выражены, видны небольшие желчные про-
токи, состоящие из холангиоцитов, а также центральная вена и другие важные сосуды. 
Экзокринная часть обоих отделов ПЖ была представлена ацинарными клетками и си-
стемой выводных протоков, а эндокринная часть состояла из островков Лангерганса 
разной величины. Сосуды обоих отделов ПЖ, как и печени, не были повреждены. 

Как видно из рис. 1d, e, f, структура гепатоцитов и желчных протоков, а также стро-
ение экзокринной части обоих отделов ПЖ в группе ГиперПрл не менялась по срав-
нению с  контрольной группой. Однако наблюдалась более высокая прибавка массы 
тела через 14 дней по сравнению с  контролем (табл. 1), остальные метаболические 
показатели работы печени и ПЖ были в пределах нормы. 

В группе БП в печени наблюдали пролиферацию желчных протоков и увеличение раз-
меров холангиоцитов (рис. 1g, рис. 2a), что согласуется с данными литературы по нали-
чию выраженной протоковой реакции в условиях ОХ [12, 13]. Несмотря на характерные 
очаговые фибротические изменения в портальных зонах в виде отложений коллагеновых 
волокон вокруг пролиферированных клеток желчных протоков, было выявлено частич-
ное нарушение балочного строения гепатоцитов по сравнению с контрольной группой. 
Также наблюдали отдельные очаги некротизированной ткани. Вокруг расширенных кро-
веносных сосудов можно было отметить образование неполных фиброзных септ.

В нашей экспериментальной модели билиарного панкреатита проявились четкие 
отличия в структуре ПЖ между селезеночным и кишечным отделом. В селезеночном 
отделе, характеризующемся обструкцией протокового аппарата в  результате опера-
ции, структура паренхимы ПЖ была сильно нарушена (рис. 1h, рис. 2b). Наблюдалась 
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трансформация ацинарных клеток с приобретением морфологических признаков кле-
ток протоков с образованием тубулярных или тубулоацинарных комплексов (явление 
ацинарно-протоковой метаплазии при развитии панкреатитов различного генеза [14]), 
интерстициальный отек, инфильтрация клетками воспаления, что свидетельствовало 
о наличии ранних признаков развития панкреатита. В селезеночном отделе ПЖ наблю-
дали умеренное увеличение количества внутридольковых и  междольковых протоков 
с расширением диаметра их просвета с образованием больших площадей соединитель-
ной ткани (перидуктальный фиброз). Также встречались умеренно фиброзированные 
участки вокруг расширенных сосудов. В эндокринной части ПЖ данного отдела отме-

Рис. 1. Гистологическое окрашивание по Маллори ткани печени, селезеночного и кишечного отделов подже-
лудочной железы самок крыс всех экспериментальных групп, увеличение х10, шкала – 100 мкм. Группа (К): 
(a) – печень, (b) – селезеночный отдел ПЖ, (c) – кишечный отдел ПЖ; группа (ГиперПрл): (d) – печень, (e) – 
селезеночный отдел ПЖ, (f) – кишечный отдел ПЖ; группа (БП): (g) – печень, (h) – селезеночный отдел ПЖ, 
(i) – кишечный отдел ПЖ; группа (БПгиперПрл): (j) – печень, (k) – селезеночный отдел ПЖ, (l) – кишечный 
отдел ПЖ. ADM – ацинарно-протоковая метаплазия, CV – центральная вена печеночной дольки, F – фиброз, 
I – островок Лангерганса ПЖ, PZ – портальная зона печеночной дольки.
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чалось появление тубуло-островковых комплексов. При этом периинсулярные ацинусы, 
расположенные вокруг островков, более крупные по размеру, оставались неизменен-
ными. Структура ПЖ в кишечном отделе (рис. 1i) была практически не повреждена, 
наблюдалась лишь незначительная воспалительная инфильтрация и отложение колла-
геновых волокон вокруг кровеносных сосудов, характерное для нормальной ткани ПЖ. 

Итак, ПЖ повреждалась частично (селезеночный отдел), а остальная часть компен-
саторно работала за всю железу. В данной группе БП ожидаемо были повышены кон-
центрация общего и прямого билирубина (все крысы в данной группе были с выражен-
ной желтушностью) и активность ферментов АЛТ, АСТ, ЩФ и липазы по сравнению 
с контрольной группой (табл. 1). Масса печени, нормированная на массу тела животно-
го, была выше по сравнению с контрольной группой, что также подтверждало развитие 
ОХ. Концентрация глюкозы в крови не отличалась от контроля, однако значение ме-
дианы было повышенным (6.9 ммоль/л), соответствующим умеренной гипергликемии.

В Группе БПгиперПрл наблюдали более тяжелые изменения структуры печени по 
сравнению с группой БП: выраженная пролиферация желчных протоков с увеличени-
ем их диаметра, деформация трабекул гепатоцитов, расширение синусоидальных про-

Таблица 1. Показатели состояния животных в экспериментальных группах

Параметр Контрольная
группа

Группа 
ГиперПрл

Группа 
БП

Группа 
БПгиперПрл

Набор массы тела
за 14 дней, г

16.2 
(8.2; 16.3)

24.9
 (22.1; 28.1) *

23.1
 (16.7; 29.7)

16.3
 (10.2; 24.9)

Масса ПЖ/масса тела крысы, 
х 100%

0.59
 (0.56; 0.68)

0.64 
(0.61; 0.75)

0.48
(0.40; 0.50)

0.65
(0.54; 0.76) &

Масса печени/масса тела 
крысы, х 100%

2.5 
(2.4; 3.0)

2.6 
(2.4; 2.7)

5.2 
(4.9; 5.6)*

5.4 
(4.5; 6.1)*

Билирубин
общий, мкмоль/л

2.6 
(2.3; 2.9)

3.3 
(3.1; 3.8)

189 
(188; 190)*

217
 (160; 230)**

Билирубин
прямой, мкмоль/л

0.5
 (0.3; 0.7)

0.6
 (0.5; 0.8)

121
 (85; 129)*

149 
(82; 170)**

АЛТ
Ед/л

30 
(21; 33)

26 
(16; 39)

128
 (118; 207)**

112
 (88; 160)*

АСТ 
 Ед/л

113
 (102; 134)

146
 (107; 206)

872
 (699; 1234)**

955
 (746; 1124)**

ЩФ
Ед/л

39
 (22; 43)

26
 (20; 42)

208
 (191; 216)**

185
 (150; 223)*

Липаза
Ед/л

70 
(52; 79)

115 
(93; 176)

329
 (260; 525)***

231
 (195; 416)*

Уровень глюкозы
ммоль/л

4.6
 (3.8; 6.1)

5.4 
(4.0; 5.9)

6.9 
(6.5; 8.2)

7.9 
(6.3; 8.9)*

Примечание.* – статистически значимое отличие от контроля, p < 0.05; ** – статистически значимое отли-
чие от контроля, p < 0.01; *** – статистически значимое отличие от контроля, p < 0.001; & – статистически 
значимое отличие от группы БП, p < 0.05.
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странств, появление зон некроза и перипортальной инфильтрации клетками воспале-
ния (рис. 1j, рис. 2c). Также происходила потеря функционирующей паренхимы печени 
вследствие обширного замещения соединительной тканью. В  данной группе можно 
было отметить диффузное поражение фиброзной тканью расширенных портальных 
зон и перицеллюлярный фиброз, характеризующийся отложением соединительноткан-
ных волокон вокруг печеночных долек.

Структура ПЖ в данной группе была также изменена, особенно в селезеночном от-
деле (рис. 1k, рис. 2d). Отсутствовало четкое строение паренхимы, наблюдалась воспа-
лительная инфильтрация, атрофия ацинарных клеток, отмечалось появление метапла-
зированных протоков, туболо-островковых и тубуло-ацинарных комплексов и отеков. 
Также отмечалась выраженная деструкция экзокринной паренхимы вследствие значи-
тельного фиброза: большие площади плотных фиброзных септ вокруг увеличенных 
в количестве и расширенных в диаметре внутридольковых и междольковых протоков, 
отложение рыхлой соединительной ткани внутри долек и  плотной соединительной 
ткани вокруг долек. В кишечном отделе ПЖ наблюдались выраженная очаговая ин-
фильтрация и межацинарные отеки по сравнению с группой БП (рис. 1l). Биохимиче-
ские показатели крови в этой группе были повышены по сравнению с контрольной, 
включая концентрацию глюкозы в крови (до 7.9 ммоль/л) (табл.1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В группе ГиперПрл на фоне нормальной работы печени при гиперпролактинемии 
у самок крыс не было выявлено изменений в гистологическом строении органов ге-
патопанкреатобилиарной зоны. В настоящее время активно ведутся исследования ме-

Рис. 2. Гистологическое окрашивание по Маллори ткани печени и  селезеночного отдела поджелудочной 
железы самок крыс опытных групп БП и БПгиперПрл, увеличение х 40, шкала – 100 мкм. Группа (БП): (a) – 
печень, (b) – селезеночный отдел ПЖ; группа (БПгиперПрл): (c) – печень, (d) – селезеночный отдел ПЖ. 
CH – холангиоциты, клетки желчных протоков, Hep – гепатоциты.
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таболических функций пролактина в регуляции обмена веществ в норме и при пато-
логии. Было показано, что пролактин, модулируя функциональную активность ряда 
ферментов и  транспортеров в  адипоцитах жировой ткани и  островках Лангерганса 
ПЖ, потенциально влияет на метаболизм жиров и глюкозы [15], чем можно объяснить 
полученное достоверное увеличение прибавки массы тела через 14 дней по сравнению 
с контрольной группой (табл. 1). Также хотелось бы отметить, что в нашем исследо-
вании мы не изучали изменения амилазы во всех экспериментальных группах, так как 
среди панкреатических ферментов надежным диагностическим маркером панкреатита 
является липаза, которая остается повышенной в течение более длительного периода 
[16], что мы и получили в  группах БП и БПгиперПрл по сравнению с контрольной 
группой.

Согласно литературным данным, пролактин участвует в патогенезе развития фибро-
за печени [17], а повышение его концентрации в сыворотке является плохим прогно-
стическим признаком при оценке тяжести состояния [18]. В группах БП и БПгиперПрл 
в ткани печени были показаны гистологические подтверждения развития ОХ, с поте-
рей балочной структуры гепатоцитов и развития перицеллюлярного фиброза на фоне 
гиперпролактинемии. Повышенный уровень пролактина на фоне ОХ приводит к более 
значительным изменениям как в ткани печени, так и селезеночного отдела ПЖ, сопро-
вождая воспалительный процесс фиброзом и развитием внешне- и внутрисекреторной 
недостаточности. В группе БПгиперПрл также важно отметить развитие гиперглике-
мии (табл. 1). В структуре ПЖ система протоков, эндокринные и ацинарные клетки 
функционально связаны между собой, что особенно важно при развитии панкреатита, 
который в  ряде случаев может предшествовать развитию панкреатогенного диабета 
[19–21]. По данным литературы, в модели панкреатита, вызванного перевязкой прото-
ков органов гепатопанкреатобилиарной зоны, у крыс не развивается характерный для 
билиарного панкреатита необратимый фиброз (для этого необходимо дополнительное 
воздействие, например, с применением химических веществ), поэтому она подходит 
только для изучения ранних событий в патогенезе данного заболевания [22]. Для поло-
вых гормонов ранее было показано как гепатопротекторное, так и гепатотоксическое 
действие в развитии различных патологий печени [23]. Необходимы дальнейшие ис-
следования для выяснения панкреопротекторного или панкреотоксического действия 
пролактина, которое может зависеть от стадии заболевания ПЖ.

Таким образом, мы впервые показали, что у  самок крыс с  повышенной концен-
трацией пролактина на фоне ОХ развивается более тяжелая форма билиарного пан-
креатита с явно выраженным фиброзированием ткани ПЖ. Данную модель развития 
билиарного панкреатита на фоне ОХ возможно использовать не только для изучения 
роли пролактина в нарушении работы ПЖ, но и его участия в компенсаторных реакци-
ях поддержания работы экзокринной части ПЖ при данной патологии. 
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Histological features of the hepatic and pancreatic structure of female rats in the 
model of biliary pancreatitis with hyperprolactinemia

N. S. Sirotinaa, *, T. M. Ilievaa, D. V. Rudenkoa, I. B. Kostenkoa, A. V. Kuryninaa, 
T. A. Balakinaa, and O. V. Smirnovaa

aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia 
*e-mail: kushnarevans@mail.ru

Liver diseases accompanied by obstructive cholestasis (OC) often depend on sex. Prolactin 
hormone levels are often elevated in a variety of hepatopancreatobiliary zone diseases, 
which is an adverse prognostic sign. To clarify the role of prolactin in the development 
of pancreatitis under OC conditions, structural changes in hepatic and pancreatic tissue 
female rats against the background of hyperprolactinemia were investigated. The rats were 
divided into the following experimental groups: group K – control animals; group Hyper-
Prl – animals with normal hepatic function against the background of hyperprolactinemia; 
group BP – animals with biliary pancreatitis under OC; group BPhyperPrl – animals with 
biliary pancreatitis under OC against the background of hyperprolactinemia. Hyperpro-
lactinemia was modeled by transplanting the donor's pituitary gland under the recipient’s 
kidney capsule. Biliary pancreatitis was simulated with a ligation of the biliopancreatic 
duct 1 cm prior to its discharge into the duodenum, causing obstruction of the ducts of 
the splenic segment of pancreas. After 14 days of operations, a biomaterial was collected. 
The biochemical indicators of the blood serum confirmed the development of ОС and 
pancreatitis. The structure of the pancreatic parenchyma in the BP and BPhyperPrl groups 
was changed, especially in the splenic segment. In both groups, tubulo-insula and tubulo-
acinar complexes, inflammatory infiltration, acinaro-ductal metaplasia were found, which 
was accompanied by severe pancreatic parenchyma fibrosis in the group BPhyperPrl. It is 
important to note that the duodenal segment of pancreas continued to compensate for pan-
creatitis development in the BP and BPhyperPrl groups. In the hepatic tissue, histological 
confirmation of the development of obstructive cholestasis was shown in the BP and BPhy-
perPrl groups, with the loss of the beam structure of hepatocytes and the development of 
pericellular fibrosis against the background of hyperprolactinemia. Thus, we first showed 
in our work that female rats with increased prolactin concentration on the background of 
OC develop a heavier form of pancreatitis with a pronounced pancreatic fibrosis. This 
model of the development of biliary pancreatitis under OC can be used not only to study 
the role of prolactin in disruption of the pancreas, but also its participation in compensa-
tory reactions to maintain the work of the exocrine part of the pancreas in this pathology.

Keywords: hyperprolactinemia, obstructive cholestasis, biliary pancreatitis, fibrosis, 
pancreas, liver
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Легочная артериальная гипертензия (ЛАГ) сопровождается подъемом давления в ма-
лом круге кровообращения; для ЛАГ характерна активация симпатического отдела 
вегетативной нервной системы и ренин-ангиотензин-альдостероновой систем (РААС). 
Изменение барорецепторной регуляции системного кровообращения, тесно перепле-
тенной с СНС и РААС, при ЛАГ не исследовано. В работе изучали барорецепторную 
реакцию (БРР) в хронической монокроталиновой (МКТ) модели ЛАГ у крыс (Wistar, 
290 ± 30 г, 2–4 месяца). Для индукции вазомоторных ответов хронически катетеризо-
ванным, бодрствующим контрольным животным и животным с ЛАГ (4 недели после 
инъекции МКТ) градуально, последовательно вводили агонист α1-адренорецепторов 
(фенилэфрин) и  донор NO (нитропруссид натрия). Среднее артериальное давление 
и ЧСС регистрировали только при действии вазоактивных соединений, при действии 
вазоактивных соединений на фоне ангиотензина-II (АТII), атропина. Рассчитывали па-
раметры, характеризующие барорецепторное изменение ЧСС: наибольшую и наимень-
шую достижимую ЧСС (ЧССmax, ЧССmin), рефлекторную тахикардию (ТКБРР) и бради-
кардию (БКБРР), диапазон (АБРР) и индекс чувствительности (ИЧБРР) барорецепторной 
реакции (БРР). У крыс c ЛАГ наблюдали значимое снижение ЧССmax, ТКБРР , АБРР , а так-
же индекса чувствительности БРР, но не БКБРР . При введении через 4 недели после на-
чала эксперимента АТII приводит к заметным, но различным изменениям параметров 
БРР у контрольных крыс и у крыс с ЛАГ. У крыс с ЛАГ АТII вызывает менее значимые 
изменения ЧССmax и ТКБРР , чем у животных контрольной группы. АТII незначительно 
влияет на парасимпатический компонент барорецепторного рефлекса у крыс с ЛАГ. Та-
ким образом, в условиях МКТ модели у крыс ЛАГ оказывает существенное влияние 
на барорецепторную регуляцию. Это влияние манифестирует в уменьшении диапазона 
и чувствительности БРР. ЛАГ не одинаково влияет на симпатический и парасимпати-
ческий компоненты барорецепторной регуляции ЧСС. В  модели ЛАГ влияние АТII 
на БРР оказывается снижен. В заключение – ЛАГ приводит к нарушению немедлен-
ных, рефлекторных механизмов регуляции ЧСС и кровообращения в большом круге.

Ключевые слова: легочная артериальная гипертензия, ритм сердца, системное кровоо-
бращение, барорецепторная реакция, парасимпатическая регуляция ЧСС, ангиотензин II
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ВВЕДЕНИЕ

Состояние, сопровождающееся значительно увеличенным средним давлением в ле-
гочных артериях, повышенным правожелудочковым систолическим давлением, гипер-
трофией правого желудочка, обструктивными изменениями сосудов в легких, а также 
снижением перфузии в малом круге кровообращения, определяется как легочная арте-
риальная гипертензия (ЛАГ) [1]. Исследованию ЛАГ посвящено значительное коли-
чество работ [2], большинство из которых направлено на изучение функциональных 
и структурных перестроек в малом круге кровообращения. Тем не менее ремоделиро-
вание и дисфункция малого круга кровообращения при ЛАГ приводит к изменению 
системной гемодинамики. При ЛАГ наблюдается ослабление способности сосудов 
большого круга развивать и поддерживать тонус [3], ЛАГ приводит к нарушению ре-
гионального кровотока, микроциркуляции в целом ряде сосудистых бассейнов орга-
низма [4–7] за счет  перестройки локальных механизмов стабилизации давления [4, 
8]. Известно, что ЛАГ сопровождается увеличением активности ренин-альдостерон-
ангиотензиновой системы (РААС), повышением тонуса симпатического отдела (СНС) 
вегетативной нервной системы (ВНС) [9, 10], ростом уровня циркулирующего адрена-
лина, ангиотензина-II (АТII) [11]. Также при ЛАГ наблюдается повышение уровня ва-
зопрессина, что синергично с альдостероном способствует реабсорбции ионов натрия, 
увеличению объема циркулирующей жидкости [12] и оказывает влияние на долгосроч-
ную регуляцию системной гемодинамики.

Накапливаются данные, указывающие на  перестройку механизмов немедленной 
регуляции гемодинамики в большом круге при ЛАГ. Барорецепторная реакция (БРР), 
обусловленная сдвигом баланса активности парасимпатического и симпатического от-
делов ВНС, является центральным элементом системы, отвечающей за немедленную, 
рефлекторную координацию сердечного выброса и артериального давления (АД).

Установлено, что у пациентов с ЛАГ наблюдается существенное снижение вари-
абельности сердечного ритма (ВСР), проявляющееся в  уменьшении кумулятивной 
спектральной мощности (КСМ). Уменьшение ВРС связывают с ослаблением вегета-
тивного контроля ЧСС и рассматривают как один из прогностических признаков ЛАГ 
[10, 13, 14].

Более того, в клинических исследованиях показано, что степень нарушения веге-
тативной регуляции ЧСС у пациентов пропорциональна тяжести ЛАГ [10, 13]. Осла-
бленная связь флуктуаций ЧСС и АД наблюдается у пациентов с ЛАГ при спонтанных 
и  вызванных отклонениях АД. Для пациентов с  ЛАГ также характерно увеличение 
длительности периода восстановления ЧСС покоя после физической нагрузки [15, 16]. 
Проба Вальсальвы при ЛАГ вызывает обмороки, увеличивает риск внезапной сердеч-
ной смерти [17], что также указывает на  ослабленную способность к  стабилизации 
ЧСС со стороны ВНС. Подавленный быстрый контроль ЧСС, вероятно, является при-
чиной увеличенной подверженности аритмиям пациентов с ЛАГ [18]. Совокупность 
имеющихся сведений позволяет предположить, что ЛАГ затрагивает БРР и сопрово-
ждается т. н. барорефлекторной дисфункцией [19]. 

Однако остается неизвестным, в какой степени и какой именно компонент бароре-
цепторной регуляции системной гемодинамики и ЧСС изменен или подавлен, а также 
каково соотношение активности симпатического и парасимпатического отделов ВНС 
при ЛАГ.

В данной работе впервые прямо исследуется функционирование барорецепторно-
го рефлекса, диапазон колебаний ЧСС, возникающих в ответ на вазоконстрикторные 
либо вазодилятаторные стимулы, в  экспериментальной in vivo модели ЛАГ. Так как 
активность симпатического отдела ВНС, чувствительность тканей к адренергическим 
воздействиям подвержены модуляции РААС, в данной работе изучено влияние АТII 
на барорецепторный контроль ЧСС в условиях легочной гипертензии.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные 
Работа выполнена с использованием крыс (самцы стока Wistar, 2–4 месяца, 290 ± 

30 г, 25 животных), полученных из питомника «Столбовая» (Научный центр биомеди-
цинских технологий ФМБА России). В ходе экспериментов были соблюдены все акту-
альные требования этических норм работы с лабораторными животными. Перед экспе-
риментами животных содержали в виварии течение 2 недель в стандартных условиях 
при световом режиме 12 : 12 с доступом к воде и пище ad libitum. В течение 5 недель 
после вживления катетеров и индукции ЛАГ животных содержали в тех же условиях, 
но в индивидуальных клетках.

Катетеризация
Для хронической регистрации АД, ЧСС и инфузии вазоактивных соединений кры-

сам контрольной и  экспериментальной групп вживляли один внутриартериальный 
и два внутривенных комбинированных полиуретановых катетера (Instechlabs, США), 
подключенных к трехканальным устройствам сосудистого доступа (УСД, VABR3B/22, 
Instechlabs, США). Катетеризацию осуществляли стандартным способом наркотизи-
рованным животным (золетил-100, в. б., 0.1 мл на 100 г массы тела) по методике, опи-
санной ранее [3].

Регистрация среднего артериального давления и ЧСС
Среднее артериальное давление (САД) и ЧСС регистрировали в модифицированной 

установке для работы с бодрствующими животными прямым методом, как описано ра-
нее [3]. В эксперимент животных брали по окончании периода восстановления через 6 
суток после вживления катетеров. Для регистрации САД артериальный катетер и УСД 
подключали к датчику давления (Gould Statham 23PB, США) и мостовому усилите-
лю (Biograph-4, Россия), сигнал от которого поступал на АЦП (National Instruments, 
США). Запись сигналов осуществляли с помощью ПО (National Instruments, LabView 
RunTime Engine) с частотой 10 КГц. Для предотвращения тромбообразования в арте-
риальном катетере осуществляли его промывку 10%-ным раствором гепарина (5000 
Ед) в физиологическом растворе (1–1.5 мкл/мин).

Индукция и верификация ЛАГ
Для индукции ЛАГ использовали стандартный подход [20], основанный на одно-

кратном введении монокроталина (МКТ, Sigma Aldrich, подкожно, 60 мг/кг, 0.3 мл). Ин-
дивидуальную навеску МКТ готовили непосредственно перед введением и растворяли 
в физиологическом растворе с титрованием 0.1 нормальной HCl до полного растворе-
ния осадка (pH раствора МКТ доводили до 7 титрованием 0.2 Н NaOH). Животным 
контрольной группы вводили физиологический раствор (0.3 мл). ЛАГ индуцировали 
только у тех животных, которые через 6 суток после вживления катетеров демонстри-
ровали нормальный уровень САД (100 ± 10 мм рт. ст.), ЧСС покоя (360 ± 30 уд/мин), 
ректальную температуру 37 ± 0.5 оС, а также суточный объем потребляемой жидкости 
(30 ± 10 мл). Формирование ЛАГ подтверждали, выявляя структурные и функциональ-
ные признаки гипертрофии правого желудочка методом эхокардиографии с помощью 
УЗИ-аппарата Visual Sonics VEVO 1100 с линейным датчиком MS250 (диапазон частот 
12–24 МГц), как описано ранее [3].
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Инфузия вазоактивных соединений и протоколы экспериментов
Инфузию вазоактивных соединений осуществляли через внутривенные катетеры, 

подключенные к УСД при помощи шприцевых программируемых инфузионных помп 
(Harvard Apparatus Pump 11 Elite Infusion/Withdrawal, США) со шприцами Hamilton 
1002 TLL (2.5 мл, байонетный затвор), воспроизводя протокол повышения концентра-
ций фенилэфрина (ФЭ) и нитропруссида натрия (НП) из [21] c изменениями, перечи-
сленными ниже.

По окончании постоперационного периода восстановления, а также на 28-й (рис. 
1a) день после инъекции МКТ после 30-минутного периода адаптации и  контроль-
ной записи САД / ЧСС животным вводили раствор нитропруссида натрия (1 мкг/кг/
мкл, в физиологическом растворе, Sigma Aldrich) с линейно нарастающей скоростью 
инфузии («рамповое» введение) от 7 до  40 мкг/кг/мин за 3.5 мин (суммарный объ-
ем  – 82.25  мкл, рис. 1b). Затем дожидались возвращения САД и  ЧСС (20–25 мин) 
к контрольному уровню и осуществляли введение агониста α1-адренорецепторов (α1-
АР) фенилэфрина (1 мкг/кг/мкл в физиологическом растворе, Sigma Aldrich) с линей-
но нарастающей скоростью инфузии от 5 до 35 мкг/кг/мин за то же время, что и НП 
(суммарный объем – 70 мкл, рис. 1b). Через час животным вводили раствор атропина 
(1 мг/кг, в/в, 0.3 мл) для блокады парасимпатической компоненты барорецепторного 
рефлекса. Инфузию ФЭ и НП осуществляли повторно, но на фоне атропина (рис. 1с).

В части экспериментов на следующие сутки повторяли эксперимент, но введение 
вазоактивных соединений и  атропина осуществляли на  фоне непрерывной инфузии 
ангиотензина II, который добавляли в  промывочную смесь для артериального кате-
тера (АТII, 1.5 нг/кг/мин, в/в, в 1%-ном растворе БСА в физиологическом растворе, 
2.5%-ный раствор гепарина 5000 Ед, суммарный объем ~ 400–500 мкл). Инфузию ATII 
начинали за 60 мин до введения НП (рис. 1). Для инфузии НП / ФЭ использовали два 
отдельных внутривенных катетера.

Оценка диапазона и чувствительности барорефлекторной реакции
В ходе периода «рампового» введения НП или ФЭ вычисляли пары значений САД 

и  ЧСС для каждого кардиоцикла (рис. 2a). Последовательные пары значений САД 
и ЧСС использовали для построения регрессионной кривой барорецепторной реакции 
(кривой «САД-ЧСС», рис. 2b). Для получения регрессионной кривой использовали 
специализированное ПО («Data Processing», Лукошкова), реализованное в среде Lab-
View и основанное на ранее описанных численных методах аппроксимации [22, 23] 
и алгоритмах Левенберга – Марквардта. Четырехпараметрическая логистическая рег-
рессионная кривая имеет уравнение вида:

,

где  – значение по оси абсцисс для точки перегиба кривой, b – коэффициент кру-
тизны кривой, c – наименьшее асимптотическое значение, интерпретируемое как наи-
меньшее достижимое (минимальное) значение ЧСС (ЧССmin), d – наибольшее асимпто-
тическое значение, интерпретируемое как наибольшее достижимое (максимальное) 
значение ЧСС (ЧССmax), наблюдаемое при индукции барорецепторной реакции ФЭ 
и  НП [21]. Асимптотические значения регрессионной кривой использовали для ми-
нимизации межиндивидуальной вариабельности широты диапазона отклонений САД 
и ЧСС при действии вазоактивных соединений.

В качестве индекса чувствительности барорецепторной реакции (ИЧБРР) использо-
вали максимальное значение производной регрессионной кривой БРР. Используя рег-
рессионную кривую, также рассчитывали диапазон барорефлекторной реакции (АБРР) 
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Рис. 1. (a) – схема экспериментальных воздействий в группах при моделировании ЛАГ. Светло-синий – фор-
мирующаяся ЛАГ (2 недели), синий – сформированная ЛАГ (4 недели). Красная штриховка – инфузия ангио-
тензина II. Фиолетовая штриховка – инфузия атропина. МКТ – монокроталин. (b) – схематическое представле-
ние вазомоторных ответов в сосудистом русле большого круга кровообращения при оценке барорецепторной 
реакции (БРР). (c) – схема, демонстрирующая последовательность применения вазомоторных соединений при 
оценке БРР. САД – среднее артериальное давление, НП – нитропруссид натрия, ФЭ – фенилэфрин.
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как разницу между ЧССmax и ЧССmin. Определяли ЧСС покоя как среднее значение ЧСС 
за 1 мин, наблюдаемое за 1 мин до введения вазоактивных соединений. Также рассчи-
тывали величину рефлекторной тахикардии (ТКБРР) и брадикардии (БКБРР) как разность 
между ЧССmax или ЧССmin и ЧСС покоя.

Статистический анализ
Для статистической обработки данных использовали программную среду R [24]. 

В тех случаях, когда в индивидуальных кривых БРР после аппроксимации параметры 
(ЧССmin,

 
max и др.) принимали аномальные значения, использовали соответствующие зна-

чения параметров из нелинейной модели со смешанными эффектами. В данном случае 
подготовка результатов осуществлялась средствами пакета tidyverse [25]. Построение 
нелинейной модели логистических кривых со смешанными эффектами [26] производи-
ли средствами пакета nlme [27] с использованием уравнения убывающей логистической 
функции SSdlf из пакета nlraa [28] в 3 этапа: предварительная аппроксимация отдель-
ных кривых (функции nlsLMlist, пакет nlraa), построение на  их основе усредненной 
кривой (функция nlme); построение смешанной модели, включающей в  себя кривые 
для каждой группы, с использованием параметров усредненной кривой [29].

Для статистического анализа характеристических показателей БРР строили линей-
ные модели со смешанными эффектами с помощью пакета lme4 [30], что позволяло 
оценивать значимость различий в  связанных и  несвязанных группах. Проверка ста-
тистических гипотез для коэффициентов модели выполнялась с применением тестов 
Вальда и t-тестов, степени свободы для которых рассчитывались по методу Саттеруай-
та, средствами пакета emmeans [31]. Различия между группами принимали значимы-
ми при p < 0.05. Для ИЧБРР проверка статистических гипотез и расчет доверительных 
интервалов производили на основе логарифмически трансформированных данных (на 
рисунках для ИЧБРР доверительные интервалы показаны без обратной трансформации). 
Для расчета стандартных ошибок и доверительных интервалов в линейных моделях 
использовался пакет clubSandwicth [32] c поправкой для малых выборок «CR1» [33]. 

Рис. 2. (a) – репрезентативные записи, получаемые при последовательном анализе кардиоциклов и демон-
стрирующие синхронные отклонения САД и  ЧСС при рамповом внутривенном введении животным ни-
тропруссида (НП, голубой) или фенилэфрина (ФЭ, красный). (b) – репрезентативный пример кривой ба-
рорецепторной реакции (БРР), получаемой при логистической аппроксимации рефлекторного изменения 
ЧСС, вызванного введением нитропруссида и фенилэфрина. Показаны рассчитываемые характеристические 
параметры БРР. Горизонтальными линиями показаны наибольшее (сверху) и наименьшее (снизу) асимпто-
тические значения, интерпретируемые как максимальное и минимальное значения ЧСС.
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Поправку на множественные сравнения производили по методу Холма средствами па-
кета multcomp [34].

Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего [нпДИ; впДИ], 
где нпДИ и впДИ – нижний и верхний пределы доверительного интервала. Для графи-
ческого представления результатов анализа использовали пакеты ggplot2 [35], gghalves 
[36], ggdist [37] и patchwork [38] среды R.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ЛАГ на рефлекторную тахикардию, брадикардию, диапазон 
и чувствительность барорецепторного рефлекса

В наших экспериментах введение вазоконстриктора (ФЭ) с постепенно нарастаю-
щей скоростью приводило к немедленному, градуальному повышению САД, а также 
снижению ЧСС за счет индукции барорецепторного рефлекса. В свою очередь, рампо-
вое введение вазодилятатора (НП) приводило к немедленному снижению САД и росту 
ЧСС. Дозозависимое рефлекторное изменение ЧСС, вызванное введением вазоактив-
ных соединений, имело типичный сигмоидальный характер (рис. 3a). Наибольшая до-
стижимая ЧСС у крыс контрольной группы в начале эксперимента составляла 512.17 
± 16.7 [478.9; 545.5], а наименьшая – 289.5 ± 13.7 [262.6; 316.4] уд/мин (рис. 3a, панель 
«исходно»). Диапазон барорефлекторной реакции у крыс контрольной группы состав-
лял 204.0 ± 16.7 [170.9; 237.1] уд/мин (рис. 3b, табл. 1).

У крыс с ЛАГ (4 недели после введения МКТ) наибольшая достижимая ЧСС зна-
чимо меньше (p = 0.001) по сравнению с исходным уровнем и составляет 440.1 ± 18.49 
[403.9; 476.3] уд/мин; наименьшая достижимая ЧСС значимо не меняется и составляет 
258.7 ± 14.9 [229.4; 288.0] уд/мин (рис. 3a, панель «4-я нед»). Таким образом, ЛАГ 
приводит к значимому уменьшению рефлекторной тахикардии (от 138.0 ± 11.9 [114.5; 
161.5] до 90.3 ± 12.0 [66.4; 114.2] уд/мин, p = 0.0029, рис.3c), а также диапазона баро-
рефлекторной реакции (от 211.1 ± 7.4 [196.9; 225.4] до 166.6 ± 14.6 [137.4; 195.8], p = 
0.0031, рис. 3b), но не влияет на рефлекторную брадикардию (рис. 3d). Также у крыс 
с ЛАГ значимо (р = 0.0005) уменьшается индекс чувствительности барорецепторной 
реакции (рис. 3e), (3.58 ± 0.38 [2.89; 4.43] и 2.02 ± 0.29 [1.52; 2.68], табл.1).

У контрольных крыс к 4-й неделе после начала эксперимента, в противоположность 
животным с ЛАГ, наблюдалось значимое увеличение ЧССmax (p < 0.001), большее, чем 
у животных с ЛАГ, изменение ЧССmin (p = 0.0052, рис. 3a), что приводит к увеличению 
АБРР и ТКБРР; у контрольных животных ИЧБРР падает незначительно. Величины ЧССmax, 
ЧССmin, АБРР , ТКБРР , ИЧБРР значимо превышают таковые, наблюдаемые у крыс с ЛАГ 
(рис. 3b, c, d, p ≤ 0.0011, табл. 1).

Влияние ангиотензина II на диапазон и чувствительность барорецепторного 
рефлекса при ЛАГ

Ангиотензин II не вызывал немедленного значимого изменения ЧСС покоя, а также 
не менял наибольшую и наименьшую достижимую ЧСС (рис. 4a, панели «исходно»). 
Таким образом, в наших экспериментах при действии АТII не наблюдалось изменения 
АБРР, БКБРР, ТКБРР, а также ИЧБРР (рис. 4b–d, панель «Исходно») у животных в начале 
эксперимента.

Тем не менее при повторном введении через 4 недели после начала эксперимента 
инфузия АТII приводила к заметным изменениям барорецепторной реакции. Эффекты, 
индуцируемые ATII, различаются у крыс с ЛАГ (4 недели после введения МКТ) и жи-
вотных контрольной группы. В обеих группах при действии АТII наблюдается сниже-
ние максимальной ЧСС и уменьшение рефлекторной тахикардии. Однако у крыс с ЛАГ 
в результате действия АТII максимальная ЧСС и ТКБРР изменяются менее значимо, чем 
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Рис. 3. Влияние ЛАГ на барорефлекторное изменение ЧСС и характеристики барорецепторной реакции. (a) – 
кривые барорецепторной реакции (БРР), полученные с использованием нелинейной модели со смешанными 
эффектами. Зеленым цветом обозначены кривые для контрольной («контроль») группы животных (для момента 
начала – «исходно», через 4 недели после начала эксперимента – «4-я нед»), а оранжевым – для группы «ЛАГ», т.е. 
животных до введения и через 4 недели после введения МКТ. Тонкими линиями показаны аппроксимированные 
кривые для отдельных экспериментов (животных); полупрозрачными лентами обозначены доверительные 
интервалы. На графиках указаны аппроксимированные значения ЧСС покоя и максимально достижимые пределы 
ЧСС. ЧСС покоя, пределы ЧСС, а также стандартная ошибка среднего значения для этих величин отмечены 
цветными горизонтальными отрезками на оси ординат. Панели представлены в одинаковом масштабе по обеим 
осям. (b) – диапазон барорецепторной реакции. (c) – рефлекторная тахикардия. (d) – рефлекторная брадикардия. 
(e) – индекс чувствительности БРР. На панелях (b – e) приведены точные значения р (t-тест); доверительный 
интервал (CI) и стандартная ошибка среднего (SE) показаны интенсивностью цвета. Кумулятивные плотности 
распределения для групп показаны слева в виде оранжевых (ЛАГ) и зеленых (контроль) огибающих контуров. 
Описательные характеристики выборок (верхний и нижний квартиль, медиана) показаны горизонтальными 
линиями на контуре. Индивидуальные значения показаны серыми точками. На панелях приведены средние 
значения ± стандартная ошибка среднего для каждой группы.
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Рис. 4. Влияние ангиотензина II (ATII) на характеристики барорецепторной реакции при ЛАГ. (a) – кривые ба-
рорецепторной реакции (БРР), полученные с использованием нелинейной модели со смешанными эффектами. 
Кривые БРР показаны для контрольной группы крыс («контроль») на момент начала и через 4 недели после 
начала экспериментов; для группы животных до введения («исходно/ЛАГ») и через 4 недели после введения 
МКТ («4-я нед/ЛАГ»). Голубым цветом обозначены кривые БРР до введения, а красным – кривые, полученные 
на фоне инфузии ATII. Обозначения доверительных интервалов, аппроксимированных кривых для отдельных 
экспериментов, отметки на оси ординат и масштаб осей, а также приведенные на панелях аппроксимированные 
значения такие же, как на рис. 3а. На панелях (b – e) представлены отдельные характеристики БРР у контроль-
ных животных (зеленый цвет) и животных с ЛАГ (оранжевый цвет), определяемые до и в ходе инфузии АТII. 
Характеристики БРР приведены для начала («исходно») и через 4 недели («4-я нед») после начала эксперимента. 
Панели «Исходно» и «4-я неделя» даны в одинаковом масштабе по оси ординат. (b) – диапазон БРР. (c) – рефлек-
торная тахикардия. (d) – рефлекторная брадикардия. (e) – индекс чувствительности БРР. Обозначения значений 
р, доверительных интервалов, ошибок среднего, плотностей распределения и описательных статистик такие 
же, как на рис. 3. На панелях приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего для каждой группы.
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Таблица 1. Характеристические значения ЧСС и параметров барорецепторной реакции 
в группе контрольных животных (контроль), получавших в начале эксперимента 
физиологический раствор, а также в группе животных, получавших в начале эксперимента 
раствор МКТ (ЛАГ) и сформировавших к 4-й неделе признаки ЛАГ (правая колонка) 

период 
эксперимента исходно 4-я неделя

группа / параметр 
БРР

контроль 
(перед введением 

ф. р-ра)

ЛАГ 
(перед введением 

МКТ)

контроль
(4 нед после 

введения ф. р-ра)

ЛАГ
(4 нед после 

введения МКТ)

ЧССmax 512.2 ± 17.0  
[478.9; 545.5]

515.2 ± 18.5  
[478.9; 551.6]

627.1 ± 28.5 
[571.2; 682.9]

440.1 ± 18.5 
[403.9; 476.3]

ЧССmax: 
ATII

512.0 ± 16.3  
[480.1; 544.0]

525.1 ±1 8.7  
[488.5; 561.7]

491.0 ± 22.7 
[446.5; 535.5]

403.9 ± 21.1 
[362.5; 445.3]

ЧСС покоя 353.1 ± 8.0 
[337.2; 369.0]

352.5 ± 6.9  
[338.8; 366.2]

309.1 ± 6.9 
[295.3; 322.9]

344.7 ± 15.1 
[314.6; 374.8]

ЧСС покоя: 
ATII

355.5 ± 11.1  
[333.4; 377.7]

357.5 ± 10.7  
[336.1; 378.8]

334.3 ± 10.8 
[312.8; 355.9]

343.0 ± 15.0 
[313.2; 372.8]

ЧССmin 289.5 ± 13.7  
[262.6; 316.4]

301.8 ± 14.7  
[273.0; 330.7]

207.8 ± 17.7 
[173.1; 242.5]

258.7 ± 14.9 
[229.4; 288.0]

ЧССmin: 
ATII

277.8 ± 13.1  
[252.2; 303.4]

262.7 ± 15.0  
[233.3; 292.0]

162.9 ± 20.7 
[122.3; 203.4]

292.4 ± 17.3 
[258.5; 326.3]

АБРР
204.0 ± 16.7  

[170.9; 237.1]
211.1 ± 7.2  

[196.9; 225.4]
241.3 ± 20.3 

[201.0; 281.7]
166.6 ± 14.7 

[137.4; 195.8]
АБРР: 
ATII

198.2 ± 21.2  
[156.1; 240.3]

209.6 ± 18.5  
[172.9; 246.4]

166.7 ± 13.1 
[140.8; 192.7]

117.8 ± 16.3 
[85.3; 150.3]

ТКБРР
141.4 ± 19.2  

[103.1; 179.6]
138.0 ± 11.8  

[114.5; 161.5]
180.0 ± 15.7 

[148.7; 211.3]
90.3 ± 12.0 

[66.4; 114.2]
ТКБРР: 
ATII

131.5 ± 17.1  
[97.4; 165.6]

151.2 ± 21.5  
[108.3; 194.1]

106.9 ± 8.9 
[89.2; 124.7]

62.2 ± 9.2 
[44.0; 80.4]

БКБРР
62.5 ± 5.2  

[52.0; 72.9]
73.1 ± 12.9  
[47.4; 98.8]

61.5 ± 6.4  
[48.7; 74.2]

76.2 ± 9.3  
[57.8; 94.7]

БКБРР: 
ATII

66.8 ± 10.5  
[45.9; 87.7]

58.4 ± 7.4  
[43.7; 73.1]

59.9 ± 7.5  
[45.0; 74.9]

55.9 ± 14.1  
[27.7; 84.0]

ИЧБРР
5.2 ± 1.1  
[3.4; 7.9]

3.6 ± 0.4  
[2.9; 4.4]

3.5 ± 0.3  
[3.0; 4.2]

2.0 ± 0.3  
[1.5; 2.7]

ИЧБРР: 
ATII

4.0 ± 0.8  
[2.8; 5.9]

5.3±1.1  
[3.5; 8.0]

2.4 ± 0.3  
[1.9; 2.9]

2.7 ± 0.6  
[1.8; 4.2]

n/nATII 8/9 7/7 5/5 7/5
Примечание. Значения параметров приведены на момент начала эксперимента («исходно», левые колонки) 
и к моменту окончания 4-й недели эксперимента («4-я неделя», правые колонки). В нижней части каждой 
графы для каждой группы приведены значения ЧСС и параметры барорецепторной реакции, получаемые 
на фоне инфузии ангиотензина II (АТII). nATII – количество животных, получавших АТII.
МКТ – монокроталин; ЧССmax – наибольшее асимптотическое (максимальное достижимое) значение ЧСС; 
ЧСС покоя  – значение ЧСС, наблюдаемое до  введения вазоактивных соединений; ЧССmin  – наименьшее 
асимптотическое (минимальное достижимое) значение ЧСС; АБРР – диапазон (амплитуда) барорецепторной 
реакции; ТКБРР – величина рефлекторной тахикардии; БКБРР – величина рефлекторной брадикардии; ИЧБРР – 
индекс чувствительности барорецепторной реакции.
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у животных контрольной группы (рис. 4с, панель «4-я нед»). Также ЧССmin у крыс с ЛАГ 
на фоне АТII значимо отличается от этого параметра у контрольных животных (p < 0.001, 
рис 4a, панель «4-я нед/ЛАГ»). Крысы с ЛАГ при действии АТII демонстрируют тенден-
цию к уменьшению БКБРР (рис. 4d, «4-я нед»), однако, различия между группами оказы-
ваются незначимыми, поскольку у контрольных животных АТII на 4-й неделе экспери-
мента вызывал значительное повышение ЧСС покоя (табл. 1).

И в контрольной группе животных (на 4-ю неделю), и у животных с ЛАГ введе-
ние АТII приводило к  значимому снижению АБРР (рис. 4b, панель «4-я нед»). Одна-
ко у контрольных животных этот эффект АТII преимущественно реализуется за счет 
снижения наибольшей достижимой ЧСС (при повышенной ЧСС покоя) и ослабления 
рефлекторной тахикардии, а у животных с ЛАГ – как за счет снижения рефлекторной 
тахикардии, так и брадикардии (рис. 4b–d).

Изменение парасимпатического компонента барорецепторного рефлекса при ЛАГ 
Во всех экспериментальных группах атропин вызывает увеличение ЧСС покоя, умень-

шение рефлекторной брадикардии; также, наименьшая достижимая ЧСС на фоне атропи-
на во всех группах выше, чем в контрольных условиях. Атропин не вызывает значимого 
изменения наибольшей достижимой ЧСС как в контрольной группе, так и у животных 
с ЛАГ (рис. 5a, верхние панели). Атропин уменьшает АБРР в контрольной группе животных 
и у животных с ЛАГ за счет изменения ЧССmin и БКБРР . Атропин также вызывает уменьше-
ние ИЧБРР как у животных контрольной группы, так и у животных с ЛАГ (табл. 2).

Наибольшее изменение ЧСС покоя (от 309.1 ± 6.9 [295.3; 322.9] до  394.9 ± 12.0 
[371.0; 418.8] уд/мин, 85.7 уд/мин), ЧССmin (от 207.8 ± 17.7 [173.1; 242.5] до 333.0 ± 
17.6 [298.5; 367.4] уд/мин, 125.18 уд/мин), БКБРР и АБРР, вызванное действием атропина, 
обнаруживается у контрольных животных через 4 недели после начала эксперимента 
(рис. 5a, панель «4-я нед/контроль»); у животных с ЛАГ атропин приводит к значимо 
меньшему изменению ЧССmin, БКБРР и АБРР (p < 0.05), чем у крыс контрольной группы 
на 4-ю неделю (рис. 5a, правая верхняя панель, табл. 2, ΔАБРР).

Рис. 5. Влияние ЛАГ на холинергическую составляющую барорецепторного контроля ЧСС. Кривые бароре-
цепторной реакции показаны для контрольной группы крыс («контроль») на момент начала и через 4 недели 
поcле начала экспериментов; для группы животных до введения («исходно/ЛАГ») и через 4 недели после 
введения МКТ («4-я нед/ЛАГ»). Для каждой группы и временной точки показаны кривые БРР, полученные 
в стандартных условиях (зеленый цвет), а также после введения атропина (розовый цвет). На рисунке пред-
ставлены только минимально достижимая ЧСС и ЧСС покоя. Обозначения групповых средних, доверитель-
ных интервалов, индивидуальных предсказаний, а также отметки на краях панелей для параметров, ЧСС 
покоя и масштаб панелей такие же, как на предыдущих рисунках. 
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Влияние ATII на парасимпатический компонент барорецепторного рефлекса при ЛАГ 
В контрольных условиях АТII оказывает незначительное влияние на изменения па-

раметров барорецепторной реакции, вызываемые атропином (рис. 6a, панели «исход-
но»). В контрольной группе через 4 недели после начала эксперимента при действии 
атропина на фоне инфузии АТII наблюдается незначительное изменение ЧСС покоя 
(от 334.3 ± 10.8 [312.8; 355.9] до 362.0 ± 15.2 [331.8; 392.2] уд/мин, 27 уд/мин) и ЧССmin 
(от 162.9 ± 20.7 [122.3; 203.4] до 183.9 ± 26.6 [131.7; 236.1] уд/мин, 21 уд/мин), а также 
лишь небольшое ослабление БКБРР и снижение АБРР (16.4 ± 28 уд/мин на фоне инфузии 
АТII и 102.8 ± 21.2 уд/мин без АТII, рис. 6b, панель «контроль»). Таких эффектов не 
наблюдается у животных с ЛАГ (рис. 6b, панель «ЛАГ») – вызываемое атропином по-
вышение ЧССmin, ослабление БКБРР и АБРР сохраняются (табл. 2).

Рис. 6. Влияние ATII на  парасимпатический компонент барорецепторного контроля ЧСС при ЛАГ. (a) – 
кривые барорецепторной реакции показаны для контрольной группы крыс, группы животных до введения 
(«исходно») и через 4 недели после введения монокроталина («ЛАГ»). Розовым цветом показаны кривые 
БРР, регистрируемые на фоне инфузии АТII. (b) – разница в величине диапазона БРР (ΔАБРР), определя-
емого до и после введения атропина для контрольных животных (левая панель) и животных, получавших 
МКТ («ЛАГ», правая панель). Красным цветом показана разница в величине диапазона БРР, регистрируемая 
на фоне инфузии АТII. Обозначения доверительных интервалов, ошибок среднего, плотностей распределе-
ния и описательных статистик такие же, как на рис. 3. На панелях приведены средние значения ± стандарт-
ная ошибка среднего для каждой группы.
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Таблица 2. Характеристические значения ЧСС и параметров барорецепторной реакции 
в группе контрольных животных (контроль), а также в группе животных, сформировавших 
к 4-й неделе признаки ЛАГ (правая колонка) на фоне атропина 

период 
эксперимента исходно 4-я неделя

группа / 
параметр БРР

контроль
(атропин)

ЛАГ
(перед введением 

МКТ)
(атропин)

контроль
(атропин)

ЛАГ
(4-я нед.  после 
введения МКТ)

(атропин)

ЧСС покоя
353.1 ± 8.0 
[337.2; 369.0] 
385.3 ± 12.1 

[361.2; 409.4])

352.5 ± 6.9 
[338.8; 366.2] 
404.2 ± 11.0 

[382.4; 426.0])

309.1 ± 6.9 
[295.3; 322.9] 
394.9 ± 12.0 

[371.0; 418.8])

344.7 ± 15.1 
[314.6; 374.8] 
390.3 ± 13.1 

[364.3; 416.3])

ЧСС покоя:  
АТII

355.5 ± 11.1 
[333.4; 377.7] 

390.7 ± 7.3 
[376.2; 405.3])

357.5 ± 10.7 
[336.1; 378.8] 
391.8 ± 10.1 

[371.8; 411.9])

334.3 ± 10.8 
[312.8; 355.9] 
362.0 ± 15.2 

[331.8; 392.2])

343.0 ± 15.0 
[313.2; 372.8] 

388.2 ± 9.7 
[368.9; 407.5])

ЧССmin

289.5 ± 13.7 
[262.6; 316.4] 
339.3 ± 14.0 

[311.8; 366.8])

301.8 ± 14.7 
[273.0; 330.7] 
373.8 ± 14.8 

[344.7; 402.8])

207.8 ± 17.7 
[173.1; 242.5] 
333.0 ± 17.6 

[298.5; 367.4])

258.7 ± 14.9 
[229.4; 288.0] 
359.1 ± 15.9 

[327.9; 390.2])

ЧССmin: АТII
277.8 ± 13.1 
[252.2; 303.4] 
367.0 ± 13.0 

[341.5; 392.5])

262.7 ± 15.0 
[233.3; 292.0] 
371.7 ± 15.9 

[340.6; 402.7])

162.9 ± 20.7 
[122.3; 203.4] 
183.9 ± 26.6 

[131.7; 236.1])

292.4 ± 17.3 
[258.5; 326.3] 
379.5 ± 19.2 

[342.0; 417.1])

ИЧБРР

5.2 ± 1.1 
[3.4; 7.9] 
1.7 ± 0.3 

[1.2; 2.4])

3.6 ± 0.4 
[2.9; 4.4] 
2.4 ± 0.4 

[1.7; 3.2])

3.5 ± 0.3 
[3.0; 4.2] 
1.8 ± 0.1 

[1.6; 2.0])

2.0 ± 0.3 
[1.5; 2.7] 
1.4 ± 0.1 

[1.2; 1.7])

ИЧБРР: АТII
4.0 ± 0.8 
[2.8; 5.9] 
1.7 ± 0.3 

[1.2; 2.5])

5.3 ± 1.1 
[3.5; 8.0] 
2.3 ± 0.4 

[1.7; 3.2])

2.4 ± 0.3 
[1.9; 2.9] 
1.9 ± 0.1 

[1.7; 2.1])

2.7 ± 0.6 
[1.8; 4.2] 
0.7 ± 0.1 

[0.5; 1.0])

ΔАБРР
64.0 ± 14.0 
[35.7; 92.3]

67.5 ± 17.0 
[33.3; 101.8]

102.8 ± 21.2 
[59.9; 145.7]

73.5 ± 18.3 
[36.5; 110.4]

ΔАБРР: АТII 94.2 ± 22.1 
[49.7; 138.7]

110. 7± 17.7 
[75.0; 146.4]

16.4 ± 20.9 
[-25.7; 58.5]

76.1 ± 29.0 
[17.6; 134.6]

n(nатр) 8(8) 7(7) 5(5) 7(6)

nATII
(nATII+атр) 9(9) 7(6) 5(5) 5(4)

Примечание. Значения параметров приведены на момент начала эксперимента («исходно», левые колонки) 
и к моменту окончания 4-й недели эксперимента («4-я неделя», правые колонки). В нижней части каждой 
графы для каждой группы приведены значения ЧСС и параметры барорецепторной реакции, получаемые 
на фоне атропина и инфузии ангиотензина II (АТII). Обозначения такие же, как и в табл. 1, за исключением 
ΔАБРР, обозначающей разницу между диапазонами БРР до и после атропина.
Для возможности сопоставления в верхней строке каждой ячейки приведены значения параметра, опреде-
ляемые до введения животным атропина (выделено курсивом). В нижней строке каждой ячейки в круглых 
скобках жирным шрифтом приведены значения параметра, определяемые на фоне атропина.
nатр – количество животных, получавших атропин.
Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего [нпДИ; впДИ].
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Дисфункция барорецепторной регуляции ЧСС при ЛАГ
В наших экспериментах впервые прямо продемонстрировано, что ЛАГ оказывает 

существенное, комплексное влияние на барорецепторную регуляцию ЧСС. В частно-
сти, при ЛАГ у крыс наблюдается уменьшение рефлекторной тахикардии, а наиболь-
шая достижимая ЧСС меньше, чем у  контрольных животных. Таким образом, ЛАГ 
ослабляет способность к рефлекторному увеличению ЧСС в ответ на снижение сред-
него артериального давления, вызванного вазодилятацией системных сосудов за счет 
NO-зависимых механизмов.

У крыс с ЛАГ практически не уменьшается способность к рефлекторному сниже-
нию ЧСС в ответ на вазоконстрикцию, вызванную стимуляцией α1-адренорецепторов: 
рефлекторная брадикардия и наименьшая достижимая ЧСС при ЛАГ остается такой 
же, как и в контрольных условиях (группах). Следует отметить, что при ЛАГ, в усло-
виях монокроталиновой модели заболевания у крыс, не наблюдается существенного 
изменения амплитуды вазоконстрикторного ответа системных артерий на введение ФЭ 
и активацию α1-АР, хотя наблюдается заметное снижение способности артерий боль-
шого круга поддерживать тонус [3]. Таким образом, ЛАГ вызывает большее наруше-
ние тех механизмов и компонентов барорецепторной реакции, которые способствуют 
повышению ЧСС (при снижении САД) и меньшее нарушение тех, которые приводят 
к снижению ЧСС (при росте САД) – ЛАГ вызывает «несимметричное» изменение кри-
вой БРР, «искажая» в большей степени симпатическую компоненту барорефлекса.

Как результат снижения ЧССmax и ТКБРР у крыс с ЛАГ наблюдается существенное 
уменьшение диапазона барорецепторной регуляции. ЛАГ приводит к тому, что живот-
ные теряют способность к быстрой, рефлекторной стабилизации ЧСС при снижении 
САД. Следует отметить, что в наших экспериментах ЧСС покоя у «здоровых» живот-
ных и животных с ЛАГ оставалась одинаковой. В предыдущих работах показано, что 
через 4 недели после введения МКТ и  манифестации симптомов ЛАГ у  крыс САД 
остается на  прежнем уровне [3]. Ранее показано, что NO-зависимая вазодилятация 
в большом круге в хронической модели ЛАГ остается неизмененной, несмотря на по-
вреждение и дисфункцию эндотелия в малом круге кровообращения: снижение САД 
посредством активации NO-зависимых механизмов у контрольных животных и живот-
ных с ЛАГ оказывается одинаковым [3]. Тем не менее диапазон компенсаторной ре-
гуляции ЧСС и соответственно гемодинамики в большом круге при ЛАГ оказывается 
ограниченным. При неизменной величине NO-зависимой вазодилятации уменьшение 
барорефлекторного роста ЧСС может происходить за счет снижения «тонуса» симпа-
тического отдела ВНС или чувствительности к симпатическим факторам. 

Центральные механизмы дисфункции БРР могут быть обусловлены изменениями 
в  ростро-вентролатеральных структурах продолговатого мозга (РВЛМ), модулирую-
щих активность симпатических преганглионаров интермедиолатеральных зон спин-
ного мозга, или изменениями возбудимости самих симпатических преганглионарных 
нейронов. Хорошо известно, что премоторные нейроны РВЛМ вовлечены в пути баро-
рецепторной регуляции [39]. К настоящему времени показано, что вазоактивный пеп-
тид адреномедуллин может как усиливать, так и подавлять активность возбуждающих 
нейронов в РВЛМ и симпатическую афферентацию [40, 41]. Однако установлено, что 
при действии в РВЛМ адреномедуллин существенно подавлял чувствительность и ди-
апазон БРР, а также уменьшал ЧССmax при индукции барорецепторного ответа нитро-
пруссидом натрия [42]. В то же время показано, что уровень адреномедуллина в плазме 
повышен при ЛАГ, и, более того, уровень адреномедуллина коррелирует с тяжестью 
ЛАГ [43, 44]. Спекулятивно наблюдаемая нами дисфункция БРР у крыс с ЛАГ может 
быть обусловлена вызванным адреномедуллином нарушением активности СНС.
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Как указано выше, ВСР у  пациентов с  ЛАГ снижена [10, 13, 14]. Снижение 
КСМ / ВСР связывают с переходом от циклического, залпового характера к тоническо-
му, перманентному режиму активности эфферентных волокон симпатического отдела 
ВНС [45]. Тип разрядовой активности в симпатическом отделе ВНС может существен-
но различаться у здоровых животных и у животных с ЛАГ: у последних залповый ха-
рактер разрядов может отсутствовать [45]. Вызванное ЛАГ ослабление рефлекторной 
тахикардии может быть связано с утратой паттерна активности симпатическими не-
рвами, что приводит к ослаблению чувствительности пейсмейкерных кардиомиоцитов 
ритмоводителя сердца (синоатриального узла, САУ) к норадреналину (НА). Так как 
профиль секреции нейромедиатора влияет на чувствительность ткани к нему, то изме-
нение режима секреции НА с залпового на перманентный приводит к десенситизации 
адренорецепторов, снижению их экспрессии или представленности в мембране мио-
цитов ритмоводителя сердца, несмотря на возможное увеличение общего количества 
секретируемого норадреналина, характерное для ЛАГ [46, 47]. 

Известно, что ЛАГ сопровождается повышением уровня циркулирующих натрий-
уретических пептидов (ANP, BNP, CNP) [48], а  также повышением экспрессии их 
рецепторов, являющихся гуанилатциклазами [49]. Симпатическая иннервация, вклю-
чающая НА и адренорецепторы, а также система натрийуретических пептидов и их 
рецепторов являются двумя ключевыми и крайне тесно переплетенными элементами 
нейрогуморальной регуляции функционирования сердца [50]. В настоящее время по-
казано, что повышение уровня циркулирующих ANP и BNP снижает залповую актив-
ность симпатических нервов, а  также чувствительность барорецепторного рефлекса 
[51]. Увеличение активности системы натрийуретичеких пептидов может быть одной 
из причин наблюдаемого нами уменьшения диапазона БРР при ЛАГ. 

Периферические причины дисфункции БРР при ЛАГ могут быть связаны с изме-
нением функционирования барорецепторов каротидного синуса [52]. Известно, что 
системная артериальная гипертензия может сопровождаться снижением трансмураль-
ного давления в каротидном синусе, его фиброзом, что ослабляет чувствительность 
к изменению САД, способствует повышению активности симпатических нервов и дис-
функции БРР [53–55]. ЛАГ может способствовать ремоделированию барорецепторов, 
ослаблению их чувствительности к колебаниям САД, например, влияя на экспрессию 
пуриновых рецепторов Р2Х-типа в сенсорных окончаниях [56]. Недавно показано, что 
стимуляция каротидного синуса облегчает симптомы ЛАГ у крыс [57].

В наших экспериментах у  крыс с  ЛАГ наблюдалось не только уменьшение диа-
пазона БРР, но и снижение ИЧБРР. Причиной системной идиопатической гипертензии 
часто является ослабление чувствительности барорецепторного рефлекса – феномен, 
иначе называемый «барорецепторной недостаточностью» [58, 59]. Как указано выше, 
барорецепторная недостаточность при системной гипертензии сопровождается повы-
шенной активностью СНС. В данной работе впервые показано, что ЛАГ, как и систем-
ная гипертензия, ассоциирована с нарушением барорецепторной регуляции, которая, 
однако, обусловлена ослаблением «симпатического» компонента.

Ангиотензин II как фактор барорецепторной дисфункции при ЛАГ
У крыс с ЛАГ при действии ангиотензина II на 4-ю неделю после введения МКТ 

ЧССmax и ТКБРР изменяются (снижаются) крайне слабо по сравнению с контрольны-
ми животными. Хорошо известно, что ЛАГ сопровождается активацией РААС, уве-
личением уровня циркулирующего АТ и его производных. Слабое изменение ЧССmax 
и ТКБРР при действии АТII, вероятно, связано с исходно уменьшенным диапазоном БРР, 
а также с ослаблением чувствительности к АТII на фоне его хронически повышенного 
уровня у крыс с ЛАГ.

Ранее показано, что АТII при ЛАГ парадоксально уменьшает величину вазокон-
стрикторного ответа в большом круге кровообращения, обусловленного стимуляцией 
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α1-АР [3]. Соответственно АТII должен ослаблять величину рефлекторной брадикар-
дии; приводить к тому, что абсолютное значение ЧССmin будет выше, чем в экспери-
ментах без инфузии ангиотензина. Такой эффект действительно наблюдается у крыс 
с  ЛАГ, но не у  контрольных животных (лишенных парадоксального влияния ATII 
на  констрикторные эффекты α1-АР). Вышеописанный эффект, вероятно, не связан 
с подавлением парасимпатической компоненты БРР ангиотензином. Таким образом, 
ATII при ЛАГ способствует усугублению дисфункции БРР, которое манифестирует 
в снижении диапазона барорецепторной реакции.

Парасимпатический компонент барорецепторного контроля ЧСС при ЛАГ
Известно, что артерии малого круга кровообращения помимо симпатической име-

ют также интенсивную парасимпатическую иннервацию [9, 60]. К  настоящему вре-
мени установлено, что при ЛАГ активность парасимпатических постганглионарных 
волокон, иннервирующих артерии малого круга кровообращения, снижается [61]. Сти-
муляция парасимпатических нервов или потенцирование холинергических эффектов 
за счет применения ингибиторов холинэстеразы рассматривается как способ нормали-
зации циркуляции в малом круге при ЛАГ [62, 63].

В наших экспериментах атропин, блокируя М-холинорецепторы САУ, подавляет 
снижение ЧСС в  ответ на  введение ФЭ, активацию α1-АР и  вазоконстрикцию как 
у контрольных животных, так и у животных с ЛАГ. В наших экспериментах атропин 
приводил к типичным парасимпатолитичексим эффектам, включающим повышение 
ЧСС покоя, уменьшение АБРР за счет ЧССmin и БКБРР. Эти типичные эффекты наблю-
дались как у контрольных животных, так и у животных с ЛАГ. Как указано выше, 
у крыс с ЛАГ наименьшая достижимая ЧСС и рефлекторная брадикардия остаются 
неизменными, что позволяет предположить интактность холинергической компо-
ненты БРР у  крыс с  ЛАГ. Величина снижения АБРР, ЧССmin и  БКБРР под действием 
атропина, регистрируемая до  и через 4 недели после введения МКТ, оказывается 
практически одинаковой. Кроме того, ATII практически не изменял влияния атро-
пина на величину БКБРР и АБРР у крыс с ЛАГ. АТII незначительно влияет на парасим-
патический компонент барорецепторного рефлекса у крыс с ЛАГ. Эти наблюдения 
подтверждают предположение о минимальной дисфункции холинергической компо-
ненты БРР при ЛАГ.

Причиной того, что у контрольных животных при регистрации на 4-ю неделю экс-
перимента атропин приводит к большему изменению ЧССmin, БКБРР и АБРР , чем у крыс 
с ЛАГ, вероятно, является ремоделирующее действие АТII, способствующее отложен-
ному проконстрикторному действию у  «здоровых» животных, потенциации ответа 
на ФЭ и физиологическому усилению рефлекторного снижения ЧСС.

Наши функциональные эксперименты с  использованием МКТ модели патологии 
позволяют предположить, что парасимпатическая иннервация САУ, в отличие от ин-
нервации легочных артерий, при ЛАГ остается не затронутой. Следует отметить, что 
парасимпатический тонус и холинергический вклад в регуляцию ЧСС у человека гора-
здо больше, чем у грызунов. Поэтому дерегуляция ЧСС, обусловленная дисфункцией 
парасимпатического отдела ВНС у человека при ЛАГ, не может быть исключена пол-
ностью.

В итоге в представленной работе впервые в  экспериментах in vivo показано, что 
легочная артериальная гипертензия, вызванная МКТ, приводит к нарушению бароре-
цепторного контроля ЧСС, что соответственно снижает возможность рефлекторной 
стабилизации АД и обуславливает дерегуляцию кровообращения в системном круге. 
Результаты работы позволили подтвердить предположение, что ЛАГ оказывает влия-
ние на отдельные компоненты регуляции кровообращения в большом круге, преиму-
щественно нарушая симпатическую компоненту БРР.
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Rapid Adaptive Regulation of Systemic Circulation is Suppressed in Pulmonary
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Heart Rate Control
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Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by an increase of a pressure in 
the pulmonary circulation; PAH is accompanied by activation of the sympathetic (SNS) 
and the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS). However, PAH-associated changes 
in baroreceptor regulation of systemic circulation, which is tightly interwoven with SNS 
and RAAS, have not been studied. The baroreceptor response (BRR) was studied in a 
chronic monocrotaline (MCT) model of PAH in rats (Wistar, 290 ± 30 g, 2–4 months). 
Phenylephrine as an agonist of α1-adrenergic receptor and sodium nitroprusside as NO 
donor were gradually administered to chronically catheterized, non-anesthetized control 
animals and animals with PAH (4 weeks after MCT administration) to induce vasomotor 
responses. Mean arterial pressure and heart rate (HR) were recorded under the action of 
vasoactive compounds alone or under the action of vasoactive compounds in presence of 
angiotensin-II (ATII), atropine. The parameters characterizing baroreceptor change in HR 
including maximal and minimal heart rate (HRmax, HRmin), reflex tachycardia (TBRR) and 
bradycardia (BBRR), range (ABBR) and the baroreceptor response sensitivity index (SIBRR) 
were calculated. A significant decrease in HRmax, TBRR, ABBR (but not BBRR), as well as the 
sensitivity index of BRR was observed in rats with PAH. ATII induces significant and dif-
ferent changes in the BRR parameters in control rats and in rats with PAH if administered 
4 weeks after the start of the experiment. In rats with PAH, ATII causes less pronounced 
changes in HRmax, TBRR, and BBRR than in control animals. ATII insignificantly affects para-
sympathetic component of the baroreceptor reflex in rats with PAH. Thus, at least in the 
MCT-mediated model in rats, PAH significantly deteriorates the baroreceptor regulation 
of HR. This effect manifests in a decrease in the range and sensitivity of the baroreceptor 
response. Also, PAH unequally affects the sympathetic and parasympathetic control of the 
baroreceptor regulation of HR. On the other hand, ATII exhibits weak ability to alter BRR 
in rats with HAP. In conclusion, PAH leads to a disfunction of immediate, reflex mecha-
nisms HR and systemic circulation control.

Keywords: pulmonary arterial hypertension, heart rhythm, systemic circulation, 
baroreceptor reflex, baroreceptor regulation, parasympathetic control, heart rhythm, 
angiotensin II




