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Николай Николаевич Дыгало был признанным 
ученым мирового уровня в области нейробио-
логии; его исследования существенно обогатили 
разные области этой обширной науки, в первую 
очередь, нейроэндокринологию. Нас с Николаем 
Николаевичем долгие годы связывали очень доб
рые профессионально-дружеские отношения, не-
сколько завершенных серьезных совместных на-
учных проектов. Наряду с позитивными научными 
контактами, основанными на общих интересах и 
представлениях о том, каким образом наш мозг 
преодолевает тяжелые ситуации, всегда присут-
ствовала “роскошь человеческого общения”, как 
это называл Сент-Экзюпери. Николай Николае-
вич был человеком особенным, удивительно пози-
тивным и мудрым, и заряжал этим позитивом (что 
ценно всегда и особенно в наши непростые вре-
мена). Когда пришла печальная весть о том, что 
его не стало, одной из первых была мысль о том, 
чтобы достойно увековечить его память. Николай 
Николаевич многие годы был членом редколлегии 
журнала “Нейрохимия”/Neurochemical Journal, и 
спецвыпуск журнала, посвященный его памяти, 
мог бы быть заслуженной данью нашего уважения 
и признания. Коллеги и ученики активно поддер-
жали эту идею.

Сегодня высокий уровень ученого никому до-
казывать не нужно ‒ нужно просто найти его ра-
боты на просторах аккумулирующего всю инфор-
мацию интернета. Поэтому новое знание, добытое 
Николаем Николаевичем с коллегами, всегда будет 
доступно будущим поколениям ученых. Иная си-
туация с пониманием, каким человеком был уче-
ный ‒ если о нем не расскажут те, кто его знал, эта 
информация просто исчезнет. Поэтому открывает 
этот спецвыпуск статья воспоминаний коллег, уче-
ников и друзей Николая Николаевича. Научную 
часть выпуска составляют статьи ученых-нейро-
биологов, в первую очередь продолжателей дела 
Николая Николаевича, представителей новосибир-
ской школы, которые развивают его идеи. 

Завершаю это краткое вступление известным 
стихотворением В.А. Жуковского “Воспомина-
ние”. Написанное два столетия назад (в 1821 году), 
оно полностью передает то, что чувствую сейчас, 
вспоминая Николая Николаевича:

О милых спутниках, которые наш свет
Своим сопутствием для нас животворили,
Не говори с тоской: их нет;
Но с благодарностию: были.
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ПРЕДИСЛОВИЕ – КАК ВСЕ НАЧИНАЛОСЬ
(Г.Т. Шишкина)

Шишкина Галина Трифоновна: Николай Ни-
колаевич Дыгало родился 09 августа 1952 года 
в  городе Барнауле Алтайского края. После 
школы (в 1969 году) поступил в Новосибирский 
государственный университет, который окончил 
в 1974 году. Вся его дальнейшая жизнь была свя-
зана с одним Институтом ‒ цитологии и генетики 
СО РАН, и одной лабораторией этого Института, 
организованной и долгое время руководимой бле-
стящим ученым профессором Евгением Владими-
ровичем Науменко. Как в родной лаборатории, так 
и в коллективе трех, как их называли, родствен-
ных лабораторий, включая лаборатории Людмилы 
Николаевны Ивановой и Нины Константиновны 
Поповой, благодаря нашим учителям, универси-
тетской школе, особой атмосфере городка сло-
жился общий интерес к проводимой нами работе. 
Чего стоили только межлабораторные семинары, 
на которых в жарких спорах формировалось наше 
мировоззрение. Не удивительно, что почти весь 

первый состав научных сотрудников лаборатории 
Е.В. Науменко защитил докторские диссертации. 
В 1988 году впервые на базе лаборатории провели 
Всесоюзную конференцию с  международным 
участием, на которой было сделано 70 докладов 
исследователями из 12 отечественных городов, 
а также из Чехословакии, Венгрии, ГДР и Польши 

Рис. 1. Е.В. Науменко, Н.Н. Дыгало и А.Л. Маркель 
(докладчик) на Всесоюзной конференции с между-
народным участием “Онтогенетические и генетико-
эволюционные аспекты нейроэндокринной регуля-
ции стресса”, проведенной в Новосибирске 1988 г.

Рис. 2. Участники этой же конференции 1988 г., которые не поленились сфотографироваться вместе.
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(рис. 1, 2), и, помимо тезисов [1], был издан сбор-
ник некоторых выбранных докладов [2]. 

Многочисленные встречи на этой, а также по-
следующих отечественных и зарубежных конфе-
ренциях создали общий круг исследователей, объ-
единенных научными и дружескими связями. Но 
главное – наука, споры, общение и, конечно, ра-
бота кипели в лаборатории.

Из дополнительных увлечений НН можно отме-
тить его любовь к лошадям (рис. 3) и горным вер-
шинам (рис. 4).

Еще Николай Николаевич очень любил рифмо-
вать строки, в том числе, и с философским подтек-
стом. Как-то в связи с собственным днем рожде-
ния его осенило: “Как ни крути, а  день рожде-
нья – В мир этот нашего явленья – Приятен тем 
и знаменит – Что с ним у нас весь белый свет – 
А без него нас просто нет!”

Рис. 3. Любимое животное.

Рис. 4. На очередной горной вершине. Многие годы 
эти “горные походы” организовывал и возглавлял 
Дмитрий Георгиевич Кнорре.

Рис. 5. В начале пути.

Рис. 6. Любимый Академгородок.

Ушедшие люди продолжают жить среди нас 
в воспоминаниях. Ниже представлены воспомина-
ния о НН некоторых учеников и коллег, работаю-
щих в ИЦиГ СО РАН. Мне же хотелось бы закон-
чить свое короткое предисловие еще одним подхо-
дящим к этому случаю четверостишием Николая 
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Николаевича: “Нам каждому дано пройти путь лишь 
один. ‒ Деталям нет числа, их дарит нам судьба. ‒ 
Но каждый господин той памяти, что с ним ‒ Пре-
будет навсегда в грядущие века” (рис. 5, 6).

ВОСПОМИНАНИЯ УЧЕНИКОВ 
(Н.С. Юдин, Д.А. Ланшаков, Т.С. Калинина)

Юдин Николай Серафимович: Я хорошо запомнил 
свою первую встречу с Николаем Николаевичем. 
В сентябре 1985 года, начав уже учиться на пятом 
курсе НГУ, я  глубоко разочаровался в биологии 
и решил перевестись в медицинский институт. Там 
посмотрели мою зачётку и сказали, что перевести 
меня могут только на первый курс и с обязательной 
пересдачей всех предметов. Я впал в отчаяние, но 
случайная встреча с сотрудницей кафедры физио-
логии НГУ Марией Сергеевной Виноградовой пре-
допределила всю мою последующую жизнь. После 
её звонка, в конце рабочего дня я пришёл в ИЦиГ 
к заведующему лабораторией Е.В. Науменко и был 
представлен Николаю Николаевичу. Он мельком 
взглянул на меня и сказал: “Приходи завтра в ви-
варий к  двенадцати часам – будем рассаживать 
крыс”. На следующий день в виварий я шёл мимо 
студенческой столовой и решил, что вполне успею 
перекусить и только чуть-чуть опоздаю. Вроде не-
большая очередь, но двигалась так медленно, что 
в виварий я, сгорая от стыда, явился уже во вто-
ром часу. Николай Николаевич не сказал ни слова, 
но его испепеляющий взгляд я помню до сих пор. 
Если бы не его выдержка, наше знакомство могло 
закончиться тогда, даже не начавшись.

Николай Николаевич помог мне начать свой путь 
в науке на личном примере. Цикл нашей научной ра-
боты выглядел следующим образом. В году мы про-
водили две серии экспериментов – зимой и летом. 
Считалось, что весной и осенью у животных меня-
ется состояние организма, поэтому работать на них 
нельзя. Поэтому, в среднем, за год у научного сотруд-
ника накапливался материал на одну-две статьи.

Каждую субботу в библиотеке ГПНТБ, напротив 
НГУ, обновляли выставку из нескольких десятков 
свежих научных журналов. Нужно было прийти, 
пролистать все журналы на предмет статей, отно-
сящихся к твоей теме, и заказать их оттиски. По-
скольку ксероксов ещё не было, то оттиск в един-
ственном экземпляре делали в библиотеке. Потом 
оттиски хранили в лаборатории, и их можно было 
взять почитать под роспись, как в библиотеке. На 
выставке также был специальный журнал Current 
Contents. В нём печатались списки статей из со-
тен научных журналов вместе с адресами авторов. 
Если статья выходила в журнале, которого не было 
в ГПНТБ, то можно было заполнить специальную 
карточку с просьбой прислать её оттиск и отпра-
вить автору по почте. Если повезёт, то через пару 
месяцев в ИЦиГ приходил конверт с “авторским” 

экземпляром. Николай Николаевич часто меня 
спрашивал: “Коля, а ты видел последнюю статью 
такого-то в журнале таком-то? Ну и что там напи-
сано?” Хочешь не хочешь, а при такой системе ты 
был в курсе всех научных новостей. Работе с лите-
ратурой он отводил огромное значение. Весь ра-
бочий стол Николая Николаевича был завален от-
тисками и рабочими журналами. Помню, он часто 
ворчал, что журнал по поведению у нас был заля-
пан мышиным пометом, журнал по биохимии был 
в пятнах крови, а журнал по измерению тирозин-
гидроксилазы был в дырках, прожжённых едкой 
щёлочью. Ещё у каждого из нас на столе стояла 
картотека – такой красивый ящичек из оргстекла. 
Туда мы складывали небольшие карточки, на ко-
торых писали библиографические данные статьи, 
а на обороте – её краткое содержание. За десять лет 
до появления первых компьютеров, эти карточки 
были незаменимы при написании собственных пу-
бликаций. По совету Николая Николаевича, пер-
вые статьи на английском я переводил письменно 
со словарём, практически дословно. За год полу-
чалось несколько общих тетрадей, но благодаря 
этому я быстро усвоил нужную терминологию. 

Тема моей будущей диссертации была связана 
с изучением активности фермента тирозингидрок-
силазы в мозге взрослых мышей после введения 
матери гормона кортикостерона. Гормон нужно 
было вводить мышам точно в определённые дни 
беременности. Но мыши, как назло, становились 
беременными перед праздниками и выходными. 
Как-то раз, мы с Николаем Николаевичем пошли 
в виварий делать мышам уколы сразу после перво-
майской демонстрации…

Методику измерения активности тирозинги-
дроксилазы Николай Николаевич поставил сам, за 
год до моего появления в лаборатории. Методика 
была сложная, состояла из нескольких стадий, 
которые нужно было проделывать в максималь-
ном темпе, чтобы не потерять драгоценный био-
материал. На этот счёт шеф любил повторять, что 
экспериментальные данные лучше всего хранятся 
в двух видах – в  голове у живой мыши и в виде 
цифр в  лабораторном журнале. Все переходные 
этапы следовало, по возможности, максимально 
ускорить. Обычный день начинался с  того, что 
я нумеровал несколько штативов со стеклянными 
пробирками, готовил скоропортящиеся растворы 
и гомогенизаторы. Стеклянные гомогенизаторы 
заказывали у стеклодува, и они были индивиду-
альными – к каждому гомогенизатору нужно было 
подобрать пестик, чтобы он не “звенел” при встря-
хивании. Потом мы с  Николаем Николаевичем 
одевали телогрейки и запирались на 1–2 часа в хо-
лодной комнате для “растирки” мышиных мозгов. 
В ходе последующих манипуляций, в каждую пробу 
нужно было засыпать по несколько миллиграмм 
окиси алюминия. Сначала я мучился, многократно 
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взвешивая алюминий на рычажных весах, а потом, 
по совету Николая Николаевича, сделал “черпак” 
из иглы для шприца и  дело пошло гораздо бы-
стрее. Последний этап – измерение флюоресцен-
ции на приборе “Хитачи” мы часто заканчивали 
уже поздно вечером. Столовая “Улыбка” закры-
валась в десять вечера, все магазины закрывались 
ещё раньше, так что я нередко оставался голодным. 
В такой ситуации Николай Николаевич приводил 
меня домой, и мы ужинали с ним на кухне, по-
скольку все домашние уже спали.

Потом наступал этап статистической обработки 
результатов. Николай Николаевич очень требова-
тельно относился к статистике. Одной из первых 
книг, которые он дал мне прочесть, была “Статисти-
ческие методы в биологии” Бейли. Критерий Стью-
дента мы считали на советской ЭВМ, которая была 
копией американской “Барроуз”. А вот для диспер-
сионного анализа приходилось набивать цифры на 
бумажную перфоленту и нести её в Вычислитель-
ный центр ИЦиГ. И каждый раз, когда я получал 
выдачу с машины, сердце замирало – будут или нет 
статистические различия между группами?

Наконец наступал завершающий этап – написа-
ние статьи. Помню, свои первые тезисы на конфе-
ренцию, объемом в одну страничку, я писал при-
мерно месяц. Возвращая мне очередной исчёркан-
ный вариант, Николай Николаевич говорил что-то 
типа “рыхло”, “вяло”, “неубедительно”, “много 
воды” и т.д. Сам он любил писать кохиноровским 
карандашом с резинкой. Напишет фразу и тут же 
начинает что-то стирать, подбирать слова, отта-
чивать формулировки. В качестве примера как не 
надо писать, он часто цитировал мне заумный тер-
мин из какой-то монографии – “прематурацион-
ная аутомодификация функционального ответа”. 
Сейчас в  это трудно поверить, но в  80-х статьи 
писали с помощью ножниц и клея. Первый вари-
ант писали на листах А4, потом вырезали удачные 
куски и приклеивали их на новом листе в нужном 
порядке. Потом статью представляли на межлабо-
раторном семинаре, но предварительно ее читал 
профессор Е.В. Науменко и рецензент – кто-то 
из сотрудников. Для этого текст перепечатывали 
на механической пишущей машинке для “чер-
новиков”. Для “чистовиков” в лаборатории сто-
яли две электрические пишущие машинки. В ма-
шинку можно было засунуть пять листов бумаги 
с “копиркой”, но читабельными были только пер-
вых два листа, которые и отправляли в редакцию. 
Каждую опечатку приходилось замазывать белым 
“штрихом”. Особая сноровка требовалась, когда 
в русском тексте нужно было напечатать что-ни-
будь по-английски. Сначала печатали русский 
текст и в нужном месте делали пробелы по числу 
английских букв. Затем пачку листов переносили 
в английскую машинку и допечатывали на ней. 

Отдельно хочу рассказать об организатор-
ском таланте Николая Николаевича. Примерно 
в  1988  году он уговорил Е.В. Науменко прове-
сти на базе лаборатории международную конфе-
ренцию “Онтогенетические и  генетико-эволю-
ционные аспекты нейроэндокринной регуляции 
стресса”. Примерно год у него ушёл на переписку 
с коллегами. В Новосибирск приехали все видные 
ученые в этой области из СССР и социалистиче-
ских стран. Николай Николаевич занимался их 
размещением, арендой зала, публикацией тезисов 
и много чем ещё. В стране уже был повальный де-
фицит всего, включая пищевые продукты. Я как-то 
увидел у него на столе письмо на имя зампредседа-
теля СО РАН с просьбой выделить 10 банок раство-
римого кофе (!) для проведения конференции. 

Свой очерк об этом замечательном человеке 
и  о  чувствах, которые у  меня возникают сейчас 
при мыслях о нём, я хочу закончить бессмертными 
строчками Андрея Дементьева: “Не смейте забы-
вать учителей. – Пусть будет жизнь достойна их 
усилий. – Учителями славится Россия. – Ученики 
приносят славу ей. – Не смейте забывать учителей!”

Ланшаков Дмитрий Александрович: Николай Ни-
колаевич был яркой личностью. Его лекции всегда 
были интересными, он заражал своим пристрастием 
к  науке. Его видение современной Физиологии 
было комплексным. Как заведующий кафедрой он 
постоянно старался пригласить выдающихся препо-
давателей. Для своего спецкурса он всегда выбирал 
авангардные моменты на передовом крае исследо-
ваний. Поэтому проходить дипломную практику 
я захотел именно в его лаборатории. Работая над 
дипломом, я был впечатлен четкостью организации 
и слаженностью при заборе материала. В лабора-
тории кипела работа. Николай Николаевич отпра-
вил меня, ещё студента последнего курса в первую 
в моей жизни командировку в Санкт-Петербург. 
Позже мы вместе работали над текстом дипломной 
работы. Николай Николаевич всегда мог вычленять 
самое главное и  сформулировать проблематику, 
и всегда учил этому нас – своих учеников. 

Калинина Татьяна Сергеевна: “Жизнь – это не те 
дни, что прожиты, а те, что запомнены” (Г. Мар-
кес). Мне повезло, что весь мой путь в науке, да 
и сам выбор этого пути прошел под влиянием такой 
сильной и яркой личности, которым был и оста-
ется для меня Николай Николаевич Дыгало. Этот 
человек всегда был лидером и примером служения 
науке. Придя в 437 комнату корпуса ИЦиГ на ВЦ 
в далеком 1985 году в качестве студентки, ищущей 
руководителя для дипломной практики, я неведомо 
каким чувством поняла, что это именно то место, 
где мне будет безусловно интересно. Как выбирает 
студент руководителя? Это загадка и магия… Вер-
ного алгоритма нет, есть интуитивные ощущения…, 
и они полностью оправдались! С НН было инте-
ресно всегда. В годы студенчества – на определении 
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активности тирозингидроксилазы in vitro (шесть на-
боров разномастной стеклянной посуды, многоста-
дийная методика на целый день, замеры на спектро-
флуориметре, расположенном в другом корпусе), 
при работе с животными в виварии, абсолютно все 
было полноценно, с самоотдачей, подробным разъ-
яснением непонятных для меня методических тон-
костей. «Татьяна, боль в душе храня, не обижайся на 
меня, ‒ Когда библиотечный день меняю на замеров 
лень. ‒ Не надо думать: “Лишь трясти?!” ‒ С улыб-
кой в зеркальце взгляни – и улыбнись! ‒ Долой пе-
чаль! Прекрасна Жизнь!» ‒ из поздравительной от-
крытки от НН на 8 Марта в мои студенческие годы…

Много воды утекло с тех пор…, и всегда НН был 
в авангарде новых подходов и новых методов. Это 
сейчас метод ревертивной ПЦР, да еще и в реальном 
времени, делают на каждом углу и во всех лаборато-
риях. А в далеком 97-98 гг. ПЦР с обратной транс-
крипцией, да не из культуры клеток, а из образцов 
мозга, на практически самодельных амплификато-
рах с водяным охлаждением было суперновым ме-
тодом. «Татьяна, ты ‒ в мечту поверь и что-нибудь 
“отпецеэрь”», и еще: “Когда вокруг одни заботы ‒ 
Студенты, дети громко плачут... Татьяна, Вы спасете 
нас, амплифицируя удачу!” И выбор этого подхода 
в нашей лаборатории для определения экспрессии 
нейрогенов был сделан именно благодаря НН.

После РТ-ПЦР было и введение антисмысло-
вых олигонуклеотидов, и  применение РНК-ин-
терференции, и, наконец, самые современные ме-
тоды – опто- и хемогенетическая активация ней-
ронов определенной “эргичности” в отделах мозга. 

Быть причастным к применению новых передо-
вых подходов ‒ большая честь для всех учеников 
НН, это настоящее везение – учиться у настоящего 
ученого, беззаветно преданного науке, впитывать 
его мировоззрение. Широта взглядов НН всегда 
меня восхищала. Его эрудиция в вопросах истории, 
культуры, литературы, музыки была потрясающей. 
Я бесконечно благодарна судьбе за все годы, про-
веденные рядом, за настоящее наставничество, за 
любовь к жизни и преданность науке, за тот яркий 
след, который НН оставил в моем сердце и кото-
рый просто не имеет права погаснуть… 

ВОСПОМИНАНИЯ ДРУЗЕЙ-КОЛЛЕГ 
(Н.М. Бажан, А.С. Цыбко, А.В. Куликов,  

В.С. Науменко, А.Л. Маркель)

Бажан Надежда Михайловна: Я  звала его по 
имени отчеству только в официальной обстановке, 
а так по жизни я звала его Коля, а он меня – На-
дежда. Это повелось с  тех пор, когда он прохо-
дил практику в Институте цитологии и генетики 
как студент, а  я была уже аспиранткой. Коля 
был веселым человеком, весёлым и остроумным. 
Мне нравилось слушать его рассказы о  жизни. 
Мы работали в разных, но очень близких по духу 

и месторасположению лабораториях. Иногда он 
появлялся у нас в конце рабочего дня совершенно 
неожиданно и расспрашивал, как идут дела, и чем 
мы сейчас занимаемся по науке. И сам рассказывал 
свои короткие рассказы про Украину, про Барнаул, 
где жили его родители, про направления в  на-
уке физиологии. Никогда не забуду его образное 
сравнение, что ученые кидаются на какую-нибудь 
модную тему как стайки рыб в аквариуме кидаются 
к тому месту, где дают корм. Потом мода проходит, 
и рыбки отправляются в свободное плавание, пока 
не появляется новая “мода”. 

Коля был выдающимся ученым, потому что вы-
давался из наших рядов своей страстью к использо-
ванию самых последних молекулярно-генетических 
методов, которые появлялись в арсенале физиоло-
гов. Под его руководством, он и  его сотрудники 
первыми среди физиологов стали использовать 
антисмысловые РНК, измерения уровня мРНК ге-
нов, вовлеченных в регуляцию физиологических 
процессов, методом ПЦР в реальном времени, ме-
тоды оптогенетики и др. Некоторые из этих “пио-
нерских” испытаний так и не дошли до широких 
народных масс, а  другими постепенно овладели 
все физиологические лаборатории. У нас никогда 
не было с ним совместных работ, но мне достав-
ляло удовольствие слушать его доклады на Отчет-
ных сессиях института. Он был научным лидером, 
за которым шли его сотрудники, к которому всегда 
прислушивались мы – сотрудники других лабора-
торий. Еще нас объединяло то, что мы долгие годы 
работали в рамках одного межлабораторного фи-
зиологического семинара. Руководил работой се-
минара триумвират: профессора Науменко Е.В., 
Попова Н.К. и Иванова Л.Н. На этом семинаре мы 
должны были докладывать не только диссертации, 
но и статьи перед их отправкой в редакцию. Этот 
семинар был хорошей школой жизни, в которой мы 
все вместе учились и учили. 

Отдельно хочется вспомнить, как Коля работал 
в качестве заведующего кафедрой физиологии на 
факультете естественных наук НГУ. Он стал заве-
довать кафедрой физиологии, которая имела свою 
славную долгую историю, устоявшуюся учебную 
программу и традиции. Не покушаясь на традиции, 
Коля принялся модифицировать (насколько это 
возможно в строгих рамках утвержденного учебного 
плана) список спецкурсов. Его главная цель была 
дать студентам самые современные представления 
о физиологии, о роли молекулярной иммунологии 
в  физиологических методах, о  новых горизонтах 
нейрогеномики и т.д. Во время заседания кафедры, 
когда мы заслушивали дипломные работы студен-
тов, он проявлял изрядный дуализм. С одной сто-
роны, он очень строго спрашивал студентов, а с дру-
гой стороны, когда мы обсуждали потом оценки 
этим студентам, всегда вставал на их сторону и за-
щищал их интерес. Он был добрым человеком.
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Большое видится на расстоянии. Время с каж-
дым днем увеличивает расстояние между нами 
и Николаем Николаевичем Дыгало. И я без преуве
личения могу сказать, что он был “лицом” совре-
менной российской физиологии и самым крупным 
физиологом в Сибири и на Дальнем Востоке. 

Цыбко Антон Сергеевич: “Проверьте свои про-
граммы, чтобы никакого парабиоза Введенского там 
не было!” ‒ призывал Николай Николаевич каждый 
год на сентябрьском собрании кафедры физиоло-
гии. Почему-то мне это очень сильно запомнилось. 
Безусловно, Николай Николаевич был открыт для 
новых идей. От нейроэндокринологии до хемогене-
тики он всегда шёл в ногу с нейронаукой. Но Нико-
лай Николаевич не был механически за всё новое 
против всего старого, просто он чётко осознавал, 
если за старой идеей ничего не стоит, в науке ей не 
место. Не в его духе было преклоняться перед ав-
торитетами и концепциями просто “из уважения”. 
Для меня важно, что его открытость новому обу-
словила и то, что я пришёл в преподавание. Будучи 
избран на должность заведующего кафедрой физи-
ологии, Николай Николаевич захотел “омолодить” 
преподавательский состав, добавить новых спец-
курсов, из которых студенты могли бы почерпнуть 
свежие факты и идеи. Как сейчас помню июльский 
день 2016 года, когда я бесцеремонно влетел в его 
кабинет с предложением создать новый спецкурс. 
Тогда я был не очень хорошо знаком с Николаем 
Николаевичем и почему-то уверился в том, что он 
вежливо предложит мне опубликовать ещё с десяток 
статей, подрастить немного h-индекс, а уже потом 
приходить с предложениями спецкурсов. Да, таково 
было мое предубеждение. Но как же я ошибался! 
С энтузиазмом выслушав мой “концепт” спецкурса, 
он предложил прислать примерный список тем, 
и после мы ещё несколько раз встречались и обсуж-
дали содержание спецкурса. Николай Николаевич 
был харизматичным человеком, с широчайшей эру-
дицией, прекрасный рассказчик. Трудно было не 
подпасть под его обаяние. Признаюсь, чувствовал 
я пару раз уколы совести за то, что по незнанию мог 
подозревать Николая Николаевича в высокомерии, 
которое иногда свойственно крупным учёным. Что 
касается спецкурса, то тогда я ещё не подозревал, 
какой большой труд мне предстоит проделать. Де-
сять лекций нужно было создать с нуля. Было пару 
раз желание всё бросить, но каждый раз вспоминал 
про выданный мне кредит доверия и довёл начатое 
до конца. И готовя курс, и каждый год его обнов-
ляя, я сам стал глубже и шире понимать нейрона-
уку. И это тоже, кстати, в соответствии с заветами 
Николая Николаевича. Он поверил в меня, дал воз-
можность реализовать себя в преподавании, стать 
интеллектуально богаче, и за это я всегда буду ему 
благодарен.

Куликов Александр Викторович. Идеологические ос-
новы научного успеха Николая Николаевича: Большое 

научное наследие Николая Николаевича зафикси-
ровано в многочисленных статьях в престижных оте
чественных и международных изданиях и хорошо 
известно широкому кругу отечественных и зарубеж-
ных физиологов и нейроэндокринологов. Однако 
мало кто знает об идеологической основе этих науч-
ных достижений, поскольку Николай Николаевич, 
по-видимому, считал себя некомпетентным делать 
свои принципы научного исследования достоянием 
научной общественности. Действительно, он был 
физиологом, а не философом. Однако в кругу близ-
ких коллег он время от времени высказывал свой 
подход к научному познанию, особенно не акцен-
тируя на этом внимание. Пользуясь предоставлен-
ной мне возможностью, я хочу предложить научной 
общественности и особенно начинающим исследо-
вателям основные принципы, которые лежат в ос-
нове его успешной научной карьеры и которые он 
неоднократно высказывал в личной беседе. Сразу 
оговорюсь, что это мое изложение его принципов. 
Первый принцип: для научного успеха необходимо 
резко ограничить круг исследования, лучше быть 
признанным специалистом в узком вопросе, чем 
дилетантом во всем. Второй принцип: выбирай та-
кую задачу, которую ты можешь четко сформули-
ровать и однозначно экспериментально решить за 
ограниченное время (желательно за один цикл ис-
следования), лучше полностью решить локальную 
проблему, чем добавить тумана в глобальную про-
блему, которая может быть и вообще не имеет реше-
ния. Третий (и самый важный) принцип: научный 
метод обладает такой мощью, что строгое исполь-
зование его даже при изначально ложной посылке 
обязательно приведет к открытию истины. Николай 
Николаевич часто повторял: “Если будешь, строго 
используя научный метод, искать доказательства 
того, что земля плоская, то обязательно придешь 
к выводу, что она круглая”. Анализируя многочис-
ленные работы Николая Николаевича, особенно 
опубликованные в рейтинговых журналах, я про-
слеживаю строгое соблюдение этих трех принципов. 
Эти принципы кажутся такими простыми и очевид-
ными, но как мало исследователей строго им сле-
дует из-за желания любой ценой разрекламировать 
свою (или, что хуже, чужую) идею, получить грант 
или просто “хайпануть”.

Науменко Владимир Сергеевич: Мое знакомство 
с Николаем Николаевичем Дыгало произошло даже 
не на заре моей научной деятельности, а в раннем 
детстве, когда я, будучи внуком Евгения Влади-
мировича Науменко, заведующего лабораторией, 
где работал Николай Николаевич, сопровождал их 
в путешествии по реке Обь, в рамках конференции, 
проводимой лабораторией. Обучаясь на факультете 
естественных наук Новосибирского государствен-
ного университета, я слушал лекции Николая Ни-
колаевича о структуре различных рецепторов и ме-
ханизмах их действия в регуляции функции ЦНС, 
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что, отчасти, определило мои дальнейшие научные 
интересы. Позднее, уже во время моей работы в Ла-
боратории нейрогеномики поведения ИЦиГ СО 
РАН, при обсуждении результатов научных экспе-
риментов, проводимых сначала мной, а потом и мо-
ими учениками в течении более чем двадцати лет, 
Николай Николаевич неизменно высказывал свои 
замечания. Его конструктивная критика всегда была 
обоснована и принималась нами во внимание. За-
седания комиссии по оценке работ аспирантов-фи-
зиологов, которую Николай Николаевич бессменно 
возглавлял, всегда проходили в дружеской обста-
новке благодаря чувству юмора Николая Никола-
евича. Для меня Николай Николаевич всегда был 
примером интенсивно и эффективно работающего 
научного сотрудника: в  его Лаборатории значи-
тельно раньше нашей были поставлены работы с ге-
нетическими конструктами для регуляции экспрес-
сии генов в in vivo мозге и иммуногистохимический 
анализ, без которых современные нейробиологи-
ческие работы выполнять становится все сложнее. 
С уходом Николая Николаевича мы потеряли важ-
ную часть сообщества нейробиологов и физиологи-
ческих генетиков Института. 

Маркель Аркадий Львович: Есть люди, о которых 
не получается думать и говорить в прошедшем вре-
мени даже тогда, когда они покидают этот мир… 
Таков Николай Дыгало! Почти половина века озна-
меновалась присутствием в стенах ИЦиГ СО РАН 
ныне профессора д.б.н. чл.-корр. РАН Николая 
Николаевича Дыгало, а  когда-то в  самом начале 
его научной карьеры просто Дыгало, Коли-Нико-
лая, студента НГУ, старшего лаборанта, научного 
сотрудника, только начинающего свой блестящий 
путь в науку в лаборатории Центральной регуля-
ции эндокринных функций, возглавляемой ученым 
с мировым именем, профессором-эндокринологом 
Евгением Владимировичем Науменко, передав-
шим в последствие бразды правления лабораторией 
и блестящие ее традиции науки и жизни своему луч-
шему ученику и новатору в области нейроэндокри-
нологии к тому времени уже доктору биологических 
наук Николаю Николаевичу Дыгало. Однако все на-
чиналось значительно раньше, когда взошла первая 
заря на горизонте науки Николая Дыгало, который 
скорее всего благодаря врожденной любознатель-
ности, чутью истинного исследователя и неутихаю-
щему стремлению к новизне нашел “золотой клю-
чик” с прозаическим на первый взгляд названием ‒ 
тирозингидроксилаза, который помог молодому 
ученому открыть заветную дверь в храм науки, име-
нуемой нейробиологией в широком смысле этого 
слова. Все началось с малого, но закончилось (вер-
нее, далеко не закончилось и будет продолжаться 
в работах многочисленных учеников и последовате-
лей) блестящими обобщениями, такими, например, 
как роль нейрохимической модуляции в формиро-
вании нейроконнектома [3], глюкокортикоидная 

теория развития депрессии [4], эволюция эндокрин-
ной системы и гуморальный код [5] и другими. Од-
новременно ярко проявился талант Н.Н. Дыгало как 
новаторского методиста: он начал широко исполь-
зовать новейшие и разработанные в лаборатории 
методы исследования функций мозга с помощью 
генетических инструментов, был пионером в нашей 
стране по использованию оптогенетических подхо-
дов для изучения поведения экспериментальных 
животных. Все это далеко не закончилось, и лабо-
ратория по-прежнему остается Дыгаловской и идет 
по проложенному им пути. Николай Николаевич 
всегда был полон энергии, новых идей и  замыс-
лов, каким образом эти идеи материализовать. Все 
это делало его человеком незаурядным, с которым 
было интересно говорить, спорить, соглашаться- 
не соглашаться, но всегда оставаться заинтересован-
ным в новых встречах, разговорах о науке, о нами 
обоюдно любимых эндокринологии, эволюции, 
жизни. Его похвала и оценки были особенно зна-
чимы, также как критика всегда приводила к по-
ложительным результатам. Мне лично доставило 
большое удовольствие, когда Николай Николаевич 
с улыбкой сообщил мне, что цитирует на лекциях 
студентам две мои строчки: “от жизни жизнь – дру-
гого не дано, и вертит ДНК своё веретено”. Как-то 
раз, на некоем большом семинаре, когда надо было 
выбирать представителей из нашего коллектива, со-
трудник института д.б.н. В.А. Мордвинов, предлагая 
кандидатуру Н.Н. Дыгало, привел несколько аргу-
ментов, из которых самым неотразимым для меня 
прозвучал такой: “…и, вообще, у Николая Дыгало 
есть ХАРИЗМА!”. Я не выдержал и спросил: “Что 
это такое – харизма?”, на что получил совершенно 
точный ответ – “…ну вы же сами видите!”. И, дей-
ствительно, что спрашивать – ясный и  зоркий 
взгляд, немного ироничная улыбка, заразительный 
смех, быстрая реакция и четкая акцентированная 
речь – не оставляли равнодушными никого из собе-
седников Николая Николаевича. У меня такое ощу-
щение, что Николай Дыгало не покинул наш инсти-
тут, во всяком случае, его идеи, его планы, его ра-
бота, его манера общения остаются с нами и в нас.
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В настоящее время термин “инсулиновая резистентность” (ИР) расширился и включает не только 
периферическую, но и центральную ИР. Однако лежащие в ее основе механизмы и физиологиче-
ские проявления в ЦНС отличаются от таковых на периферии, и в настоящее время концепция 
центральной ИР претерпела значительные изменения. Имеются многочисленные доказательства 
развития ослабленного ответа нервной ткани на инсулин, что прямо или косвенно опосредует эти-
ологию и патогенез множества неврологических нарушений. Расшифрованы некоторые молеку-
лярные механизмы, лежащие в основе снижения чувствительности нейронов и глиальных клеток 
к инсулину, поступающему из кровотока в ЦНС. Настоящий обзор посвящен анализу механизмов 
возникновения ИР мозга при психических расстройствах, ишемических и травматических повреж-
дениях мозга, наркозе и послеоперационном стрессе, а также при когнитивном дефиците, в том 
числе, ассоциированном с болезнью Альцгеймера. Также обсуждаются подходы к диагностике и ле-
чению патологических состояний мозга, вызванных центральной ИР.

Ключевые слова: центральная инсулиновая резистентность, сахарный диабет, неврологические нарушения, 
интраназально вводимый инсулин
DOI: 10.31857/S1027813324030011, EDN: EQXSIY

Список сокращений:
IGF-1– инсулиноподобный фактор роста-1
INSR – рецептор инсулина
IRS – белки-субстраты рецептора инсулина
JNK1 – c-Jun N-концевая киназа-1
MAPK – митоген-активируемые протеинки-

назы 
PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа
PTP1B – протеинфосфотирозинфосфатаза 1B
БА – болезнь Альцгеймера
ИВИ – интраназально вводимый инсулин
МРС – магнитно-резонансная спектроскопия 
МЭГ – магнитоэнцефалография
ПЭТ – позитронно-эмиссионная томография
СД – сахарный диабет
фМРТ – функциональная магнитно-резонанс-

ная томография

ВВЕДЕНИЕ

Нарушение активности гормональных сигналь-
ных систем в мозге может иметь много причин, 
среди которых снижение уровня гормонов и ней-
ромедиаторов, нарушение их транспорта и  сиг-
налинга в клетках нервной системы, изменение 
экспрессии и активности белков, ответственных 
за функционирование сигнальных систем мозга. 
Возникающие в одном сигнальном каскаде нару-
шения через какое-то время охватывают всю ин-
тегративную сеть сигнальных систем мозга. Это 
приводит к изменениям центральной регуляции 
периферических функций, эндокринного и гор-
монального статуса на периферии, результатом 
чего является развитие множественных патоло-
гических процессов в мозге и на периферии. Это 
усугубляет первоначально возникшие нарушения 
в отдельном сигнальном каскаде в ЦНС, делая их 
более выраженными и необратимыми [1, 2]. Все 
вышесказанное в полной мере относится к инсу-
линовой системе мозга, ослабление активности 

ОБЗОРЫ
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которой характеризуют как центральную инсули-
новую резистентность (ИР). 

Основы концепции феномена ИР были зало-
жены более 80 лет назад [3]. В дальнейшем были 
выявлены причины, вызывающие снижение ответа 
тканей на действие инсулина, среди которых сни-
жение активности инсулина в мозге, уменьшение 
числа функционально активных инсулиновых ре-
цепторов (INSR) в нейронах и глиальных клетках, 
нарушение работы пострецепторного аппарата ин-
сулиновой системы, ухудшение связывания INSR 
с гормоном, снижение транспорта инсулина через 
ГЭБ. Перечень патологий, при которых возникает 
центральная ИР, расширился и включает не только 
ожирение и сахарный диабет (СД), но также раз-
личные неврологические и психические заболева-
ния, включая травматические и ишемические по-
вреждения мозга, нейродегенеративные заболева-
ния, депрессию, шизофрению [4].

Основным источником инсулина во взрослом 
организме у  человека и  других млекопитающих 
являются β-клетки поджелудочной железы. Се-
креция инсулина происходит не только в ответ на 
поступление пищи, но и подвержена циркадным 
ритмам  [5]. Поступающий в  кровоток инсулин 
транспортируется во все ткани организма, в том 
числе в ЦНС, куда он проникает посредством вы-
сокоспециализированной транспортной системы 
через ГЭБ. Практически все ткани и типы клеток 
содержат компоненты инсулиновой системы. Так 
в мозге INSR экспрессируются в нейронах и дру-
гих типах клеток [6]. В инсулин-чувствительных 
тканях (печень, мышцы, жировая ткань) инсулин 
выступает в качестве анаболического гормона и ре-
гулирует обмен глюкозы, липидов и белков, как 
напрямую, воздействуя на INSR в этих тканях, так 
и опосредованно через гипоталамические струк-
туры, отвечающие за пищевое поведение и метабо-
лизм [7, 8]. Широко изучаются и другие централь-
ные эффекты инсулина – нейротрофические, ней-
ромодуляторные, нейропротекторные. Регуляция 
функциональной активности нервных и глиальных 
клеток напрямую зависит от инсулина, и, как след-
ствие, снижение их чувствительности к инсулину 
является первопричиной многих эндокринных 
и неврологических расстройств [4, 8, 9]. 

Среди молекулярных механизмов, лежащих 
в  основе развития ИР мозга, выделяют окисли-
тельный стресс (ОС), липотоксичность и нейро-
воспаление [10-12]. Эти патологические процессы 
приводят к снижению связывания инсулина и его 
функционального гомолога инсулиноподобного 
фактора роста-1 (IGF-1) с INSR и родственными 
им рецепторами IGF-1, к  усилению активности 
негативных регуляторов инсулинового сигналинга 
(тирозиновые фосфатазы), к повышению активно-
сти инсулин-деградирующего фермента, что сни-
жает уровень инсулина в мозге [13]. Результатом 

является нарушение взаимодействия инсулиновой 
системы с лептиновой, меланокортиновой, дофа-
миновой и другими системами мозга, что приводит 
к дисбалансу во всей интегративной сети сигналь-
ных систем в ЦНС. Центральная ИР чаще всего 
развивается длительно, но сейчас отсутствуют на-
дежные прямые методы ее лабораторной диагно-
стики. Тем не менее, некоторые имеющиеся под-
ходы для коррекции периферической ИР могут 
быть применимы и для снижения ИР мозга. В об-
зоре подробно рассмотрены эффекты инсулина 
в ЦНС, свидетельства развития ИР мозга при не-
которых неврологических нарушениях и терапев-
тические подходы для ее коррекции. 

ИНСУЛИН В ЦНС (СИГНАЛИНГ, 
ЦЕНТРАЛЬНЫЕ ЭФФЕКТЫ)

Ранее считали, что инсулин воздействует на пе-
риферические ткани и почти не влияет на ЦНС. Но 
в дальнейшем было доказано, что инсулин в мозге 
имеет определяющее значение для нормального 
функционирования организма и  играет важную 
роль в  регуляции фундаментальных клеточных 
процессов в нейронах, а через центральные меха-
низмы контролирует метаболические и ростовые 
процессы на периферии [6, 14].

Транспорт инсулина в мозг осуществляется как 
с участием INSR с помощью рецептор-опосредуе-
мого эндоцитоза [15], так и путем пассивного про-
никновения через фенестрированные капилляры 
и эпендимные клетки срединного возвышения ги-
поталамуса или посредством транспорта из спин-
номозговой жидкости с участием таницитов [16]. 
При повышении уровня инсулина на периферии 
сначала наблюдается увеличение его концентрации 
в мозге, а затем в спинномозговой жидкости [17]. 
Инсулинотранспортная система в различных от-
делах мозга функционирует различным образом. 
В гипоталамусе, продолговатом мозге, варолиевом 
мосту концентрация инсулина может достигать вы-
соких значений, в то время как в затылочной коре 
и таламусе она низка. Это, по-видимому, обуслов-
лено различной ролью инсулина в регуляции этих 
отделов мозга и различной проницаемостью ГЭБ 
для гормона [17]. Изменение транспорта инсулина 
через ГЭБ отмечено при различных физиологиче-
ских и патологических состояниях – в условиях го-
лодания, переедания, а также при ожирении, ста-
рении, у пациентов с СД 2 типа и болезнью Альц-
геймера (БА), для которых характерна центральная 
ИР [18-21]. 

Имеются данные о синтезе инсулина в мозге [22], 
о чем свидетельствует обнаружение мРНК для ин-
сулина в гипоталамусе, гиппокампе, а также при 
культивировании нейронов in vitro. мРНК инсу-
лина обнаруживается в  ЦНС эмбрионов грызу-
нов и других новорожденных животных, а также 
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в ранний постанатальный период, задолго до на-
чала его синтеза поджелудочной железой, и  это 
связывают с  эволюционно детерминированной 
ролью инсулина в регуляции нейрогенеза и нейро-
дифференцировки. Существуют данные о синтезе 
инсулина и  С-пептида проинсулина в  нервной 
ткани взрослых млекопитающих и человека, где 
он действует как аутокринный или паракринный 
регулятор, оказывая влияние на нейротрофические 
процессы и когнитивные функции и регулируя пи-
щевое поведение и энергетический обмен [22].

Инсулиновый сигнальный путь является одним 
из наиболее эволюционно древних [23]. Инсулин, 
связываясь с INSR или гетерокомплексами INSR 
и  рецептора IGF-1, активирует множество сиг-
нальных путей, общих для клеток нервной ткани 
и инсулин-чувствительных органов на периферии. 
Ключевым событием является активация 3-фос-
фоинозитидного пути и ее эффекторного звена – 
серин/треониновой AKT-киназы. Компоненты 
инсулиновой системы присутствуют во всех типах 
клеток нервной ткани [6]. На рис. 1 представлены 
основные сигнальные пути, активируемые инсу-
лином, и его центральные и периферические эф-
фекты. 

Существуют различия в компонентах инсулино-
вой сигнальной системы в ЦНС и на периферии. 
Для ЦНС характерно присутствие INSR А типа, 
который характеризуется более низкой скоростью 
десенситизации, что повышает устойчивость мозга 
к развитию ИР, и с этим, по-видимому, связано 
наличие множества нейроспецифических функций 
у инсулина мозга [7]. 

Активация тирозинкиназного домена INSR 
приводит к его аутофосфорилированию. Фосфо-
рилированная по остатку тирозина β-субъединица 
INSR специфично взаимодействует с  белками, 
субстратами INSR (IRS-белками), тирозиновое 
трансфосфорилирование которых является триг
гером для активации множества регуляторных 
и  адаптерных белков, содержащих фосфотиро-
зинсвязывающие участки. Это приводит к запу-
ску внутриклеточных каскадов и опосредует ре-
гуляцию транскрипции зависимых от инсулина 
генов [24]. Описано 6 изоформ IRS-белков, клю-
чевую роль из которых играют IRS-1 и IRS-2, обна-
руживаемые во всех типах клеток и тканей. IRS-2 
в большей мере ответственен за центральные эф-
фекты инсулина, тогда как на периферии основ-
ную роль играет IRS-1. Активация IRS-2 связана 
с активацией роста и дифференцировкой нервных 
клеток, регуляцией пищевого поведения, когни-
тивных функций, а также контролем обмена глю-
козы, липидов и белков [24]. Как отмечалось выше, 
тирозиновое фосфорилирование IRS-1 и  IRS-2 
приводит к активации эффекторных белков, со-
держащих SH2-домены, обеспечивающие их свя-
зывание с  фосфотирозинсодержащими сайтами 

IRS-белков, ключевым среди них является фосфа-
тидилинозитол-3-киназа (PI3K) [24]. Результатом 
активации SH2-доменсодержащих белков явля-
ется запуск нижележащих сигнальных каскадов, 
которые ответственны за регуляцию зависимых от 
инсулина транскрипционных факторов, вовлечен-
ных в контроль роста, дифференцировки, апоптоза 
и других клеточных процессов.

Основной мишенью IRS-белков являются гете-
родимерные изоформы PI3K, катализирующие син-
тез фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфата [25]. Его 
образование индуцирует транслокацию 3-фосфа-
тидилинозитол-зависимых протеинкиназ 1 и 2 ти-
пов (PDK1/2), белка SIN1, компонента комплекса 
mTORC2 и  AKT-киназы к  плазматической мем-
бране [25]. Активация AKT является одним их 
ключевых событий в трансдукции инсулинового 
сигнала. Этот фермент представлен тремя изофор-
мами: AKT1, AKT2 и AKT3, экспрессия которых 
в ЦНС зависит от области мозга и специфична для 
определенного типа нейронов и глиальных клеток. 
AKT1 и  AKT3 представлены в  основном в  гип-
покампе, AKT2 – в астроцитах [26]. AKT играет 
важную роль в контроле жизнедеятельности кле-
ток, участвуя в регуляции экспрессии генов, ответ-
ственных за рост и метаболические процессы, кле-
точную выживаемость, ангиогенез, дифференци-
ровку. Одним из ключевых инсулин-опосредуемых 
эффектов AKT является транслокация в плазмати-
ческую мембрану транспортера глюкозы GLUT4, 
что обеспечивает захват глюкозы клетками [27]. 
Большая часть глюкозных транспортеров в ЦНС 
представлена нечувствительными к инсулину фор-
мами  – GLUT1, GLUT2 и  GLUT3 [27]. GLUT2, 
выявляемый в основном в аркуатных и паравен-
трикулярных ядрах и в латеральной области гипо-
таламуса, локализован совместно с глюкокиназой 
и рецептором 1 типа сульфонилмочевины SUR1, 
которые выполняют функции сенсоров глюкозы. 
Транспортер GLUT4 экспрессируется в  ЦНС 
грызунов, но на сравнительно низком уровне. Он 
идентифицирован в двигательных ядрах спинного 
мозга, ядрах продолговатого мозга, мозжечке, ба-
зальных ганглиях, неокортексе, обонятельной лу-
ковице, гипоталамусе, гиппокампе [27]. GLUT4 
в  основном экспрессируется в  нейронах, где он 
часто колокализован с GLUT3. Предполагают, что 
GLUT4 в головном мозге участвует в транспорте 
глюкозы при повышенной в ней потребности ней-
ронов, в инсулинозависимой регуляции активных 
нейронных цепей и в центральной нервной регу-
ляции гомеостаза глюкозы во всем организме. По-
вышенная потребность нейронов в энергии удов-
летворяется за счет усиления синтеза АТФ. По-
требность двигательных нейронов в энергии резко 
возрастает во время физической нагрузки, тогда 
как потребность нейронов гиппокампа в энергии 
возрастает в ответ на интеллектуальные задачи или 
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эмоциональный стресс, и эти процессы находятся 
под контролем инсулина [28]. В нейронах гиппо-
кампа выявлены инсулин-чувствительные транс-
портеры GLUT8. Они активируются в  условиях 
нарушенного метаболизма глюкозы, при гиперг-
ликемии и инсулиновом дефиците, что характерно 
для СД 1 типа [29]. 

Другой важной мишенью инсулина является кас
кад митоген-активируемых протеинкиназ (MAPK),  
включающий в качестве конечного эффекторного 
компонента киназы семейства ERK. Путь MAPK/
ERK1/2 опосредует регуляцию активности множе-
ства транскрипционных факторов и эффекторных 

белков [24]. Способность инсулина активировать 
MAPK/ERK1/2 путь обеспечивает взаимодей-
ствие инсулиновой системы с  другими путями, 
включающими другие эффекторные компоненты 
каскада MAPK. 

Имеется несколько механизмов негативной ре-
гуляции 3-фосфоинозитидного пути, что, с одной 
стороны, обеспечивает эффективный контроль ре-
ализуемых через него регуляторных эффектов ин-
сулина и, с другой, может стать причиной ИР [30]. 
IRS-белки содержат сайты для фосфорилирования 
по остаткам серина и треонина, фосфорилирова-
ние которых c-Jun N-концевой киназой-1 (JNK1) 

Инсулин
Поглощение
глюкозы

GLUT4
INSR/IGF1R

IRS PKCλ/ζ
Синаптогенез
Синаптическая
пластичность

PI3K
Расширение
сосудовeNOS

MAPK/ERK1/2 Синтез гликогена
Регуляция апоптоза
Фосфорилирование
tau-белка

Выживание
Пролиферация
Рост
Нейрогенез
Синаптическая
пластичность

Экспрессия генов
Апоптоз
Синтез липидов

Аутофагия
Синтез белков 
Синтез липидов

ПЕРИФЕРИЧЕСКИЕ
ЭФФЕКТЫ

ЦЕНТРАЛЬНЫЕ
ЭФФЕКТЫ

↓Продукция глюкозы

↑Липогенез

↓Липолиз

↓Термогенез

↑Когнитивные функции

↓Депрессия

↓Потребление пищи

↑Расход энергии

GSK3β

FOXO1 mTORC1

AKT

Рис. 1. Общая схема сигнальных путей, активируемых инсулином, и некоторые эффекты инсулина в ЦНС и на 
периферии.
Сокращения: INSR/IGF1R – рецептор инсулина и IGF-1; IRS – инсулин-рецепторный субстрат; PI3K – фосфа-
тидилинозитол-3-киназа; AKT – серин/треонин-специфическая протеинкиназа B (AKT); mTORC1 – комплекс 
мишени рапамицина млекопитающих (mammalian target of rapamycin complex) 1; GLUT4 – транспортер глюкозы 
4-го типа; GSK3β – киназа-3β гликоген синтазы; FOXO1 – транскрипционный фактор FOX (forkhead box) семей-
ства; PKC λ/ζ – протеинкиназа С λ/ζ-типов; eNOS – эндотелиальная изоформа NO-синтазы; MAPK/ERK1/2 – 
сигнальный путь митоген-активируемый протеинкиназ. 
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и другими протеинкиназами приводит к ингибиро-
ванию IRS-белков и выключает их из передачи сиг-
нала, что может приводить к ИР. Еще одним нега-
тивным регулятором инсулинового сигнала явля-
ется протеинфосфотирозинфосфатаза 1B (PTP1B), 
которая дефосфорилирует INSR и IRS-белки, пе-
реводя их в неактивное состояние и препятствуя 
ответу клетки на инсулин [31]. Функции нега-
тивного регулятора 3-фосфоинозитидного пути 
может выполнять SH2-доменсодержащая инози-
тол-5’-фосфатаза 2 типа (SHIP2), которая экспрес-
сируется в различных отделах мозга [32]. Повыше-
ние ее экспрессии обнаружено при эндокринных 
нарушениях и при старении, что указывает на ее 
роль в развитии центральной ИР при метаболиче-
ских расстройствах и в пожилом возрасте. 

Остановимся подробнее на центральных эф-
фектах действия инсулина. 

Нейропротекторное действие инсулина. Нейро-
протекторный эффект инсулина реализуется в ос-
новном через каскад PI3K/AKT/mTOR/p70-S6K-
киназа. Следствием его активации является вызы-
ваемые инсулином ингибирование нейронального 
апоптоза, подавление β-амилоидной нейроток-
сичности и предотвращение накопления β-ами-
лоидных фибрилл, а также снижение ОС и стресса 
эндоплазматического ретикулума [24]. Активи-
руя 3-фосфоинозитидный путь, инсулин спосо-
бен снижать аутофагическую гибель клеток, в том 
числе при патологических процессах, в частности 
при ишемии головного мозга [33, 34].

Инсулин мозга снижает негативное влияние ОС 
на нейроны, предотвращая в них митохондриаль-
ные дисфункции и  восстанавливая окислитель-
но-восстановительный баланс [35]. В  условиях 
ОС в  нейронах нарушается процессинг белков, 
ослабляются сигнальные каскады и  нарушается 
транспорт нейромедиаторов и нутриентов, в том 
числе глюкозы. Стимулируя захват глюкозы и син-
тез пирувата, инсулин восстанавливает образова-
ние внутриклеточного пула АТФ, и это позволяет 
снабжать энергией ферменты антиоксидантной 
защиты и транспортеры [36]. Инсулин также сни-
жает концентрацию внеклеточного глутамата, пре-
дотвращая эксайтотоксичность, которая является 
пусковым механизмом для нейродегенерации [37]. 
Инсулин подавляет апоптоз путем повышения со-
держания антиапоптотического белка Bcl-2 и сни-
жения активности каспазы-3 [35]. 

Нейротрофическое действие инсулина. Инсулин 
является необходимым ростовым фактором в раз-
вивающемся мозге. Еще 40 лет назад было пока-
зано, что системное введение инсулина новоро-
жденным крысятам повышает интенсивность ро-
стовых процессов в мозге [38]. В дальнейшем было 
обнаружено, что IRS2 опосредует многие эффекты 
инсулина на рост и  дифференцировку нейро
нов, на разрастание, созревание и  регенерацию 

аксонов [39, 40]. Через посредство активации пути 
IRS/PI3K/mTOR в  нейронах инсулин повышает 
экспрессию белка PSD-95, ответственного за си-
наптогенез и структурную реорганизацию нейро-
нов [41]. Другим механизмом, через который ин-
сулин реализует свое влияние на рост нейритов 
и формирование синапсов, является стимуляция 
экспрессии Tau-белка, который тесно ассоции-
рован с микротрубочками нейрональных клеток 
и вовлечен в процессы роста нейритов [42]. 

Нейромодуляторное действие инсулина. Спо-
собность инсулина взаимодействовать с большим 
числом нейромедиаторных систем мозга и влиять 
на их активность лежит в основе его нейромоду-
ляторного действия. Показаны регуляторные эф-
фекты инсулина на функциональную активность 
множества нейромедиаторных систем [43]: глута-
матергические NMDA и  AMPA-рецепторы [44], 
ионотропные GABA-рецепторы [6, 45], рецепторы 
катехоламинов и других биогенных аминов [46, 47]. 
Инсулин через посредство активации 3-фосфоино-
зитидного пути контролирует высвобождение ней-
ропептидов и моноаминов, влияет на их транспорт 
и обратный захват в синаптической щели, регу-
лирует функциональную активность рецепторов, 
специфичных для различных классов нейромеди-
аторов, контролирует активность ионных кана-
лов [41]. 

Инсулин играет важную роль в регуляции рас-
хода энергии, а также в контроле пищевого пове-
дения и системы вознаграждения [7, 12]. Показана 
высокая плотность INSR в гиппокампе, гипота-
ламусе и мозжечке [24]. Инсулин стимулирует ги-
поталамическую анорексигенную сигнализацию, 
которая снижает поисковое поведение, в то время 
как ингибирование эффектов инсулина способ-
ствует анорексигенным эффектам, способствуя 
увеличению массы тела и  усилению потребле-
ния пищи [21]. В мозжечке инсулин стимулирует 
GABA-ергическую ингибирующую активность, 
которая, как полагают, также участвует в регуля-
ции пищевого поведения [48]. В связи с этим, ИР 
в центральных регуляторных отделах мозга приво-
дит к ожирению и развитию депрессии, связанной 
с нарушениями системы вознаграждения. Следует 
отметить, что гиппокамп и мозжечок являются ос-
новными структурами мозга, где нарушается пере-
дача сигналов инсулина при БА, что указывает на 
потенциальную связь между центральной ИР, ней-
родегенерацией и когнитивным дефицитом [49]. 

Все вышесказанное свидетельствует о том, что 
инсулиновая система занимает одно из централь-
ных мест в  интегративной сети сигнальных си-
стем мозга и играет исключительно важную роль 
в контроле нейрогенеза, синаптической пластич-
ности, выживаемости нейронов. Вследствие этого 
нарушения в  инсулиновой системе мозга са-
мым неблагоприятным образом сказываются на 



220	 ЗОРИНА, ШПАКОВ

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 3 2024

функционировании всей ЦНС и нарушают цен-
тральную регуляцию биохимических и физиоло-
гических процессов на периферии. 

ЦЕНТРАЛЬНАЯ 
ИНСУЛИНОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ КАК 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ АДАПТАЦИЯ

Широко обсуждается эволюционное значение 
возникновения феномена центральной ИР, по-
скольку ИР мозга описана при естественных фи-
зиологических процессах [50]. Сформулирована 
теория, согласно которой ИР мозга представляет 
собой транзиторное состояние, которое возникло 
в ходе эволюции как физиологическая адаптация 
мозга для поддержания нормогликемии при воз-
действии экстремальных физических нагрузок, 
холода [51], инфекций [52, 53], при ограничении 
пищевого рациона и при голодании [51]. Так го-
лодание приводит к запуску глюконеогенеза в пе-
чени, липолизу в белом и буром жире, усилению 
термогенеза, что позволяет в  наиболее эконом-
ном режиме переждать дефицит пищевых ресур-
сов [51, 54]. Повышение уровня провоспалитель-
ных цитокинов при инфекционных заболеваниях 
на время ослабляет инсулиновую сигнализацию 
в нервных клетках, что также вносит вклад в раз-
витие ИР. Воздействие неблагоприятных факторов 
окружающей среды и инфекционные заболевания 
не приводят к системной ИР, и это свидетельствует 
о том, что ИР мозга не обязательно вызывает си-
стемную ИР [8]. С наступлением благоприятного 
периода происходит восстановление чувствитель-
ности тканей мозга к инсулину, и это не приводит 
к нарушению метаболизма. Однако в настоящее 
время это эволюционное преимущество вносит 
негативный вклад в развитие ИР мозга и ассоции-
рованных с ней патологий.

ЦЕНТРАЛЬНАЯ 
ИНСУЛИНОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ 

ПРИ НЕВРОЛОГИЧЕСКИХ 
НАРУШЕНИЯХ – СВИДЕТЕЛЬСТВА 
И МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ

Нарушение инсулинового сигнального пути 
в мозге до недавнего времени связывали в основ-
ном с СД 1 типа, с характерным для него острым 
дефицитом инсулина, в том числе в ЦНС. В мень-
шей степени были изучены нарушения инсули-
нового сигналинга при СД 2 типа. Было принято 
считать, что нарушения в инсулиновых каскадах 
при ожирении и СД 2 типа происходят в основном 
в периферических тканях, в то время как в ЦНС 
чувствительность нейронов к инсулину сохраня-
ется или претерпевает небольшие изменения [1, 4, 
8, 24]. 

В дальнейшем было обнаружено, что централь-
ная ИР выявляется как в  условиях метаболиче-
ского синдрома и СД 2 типа, так и при нейроде-
генеративных заболеваниях, причем по этиоло-
гии, молекулярным механизмам и клиническим 
последствиям она отличается от периферической 
ИР [9]. Более того БА часто рассматривают как СД 
3 типа. У пациентов с поздними стадиями БА от-
мечают выраженные признаки нарушений инсули-
нового сигналинга в ЦНС, в большинстве случаев 
не связанные или слабо связанные с изменениями 
периферического метаболизма, характерными для 
СД 2 типа. На протяжении длительного времени 
центральная ИР, более характерная для СД 3 типа, 
и периферическая ИР, типичная для СД 2 типа, 
могут развиваться и существовать независимо друг 
от друга [9, 49]. В то же время снижение инсули-
новой чувствительности в мозге быстро приводит 
к нарушению центральной регуляции перифериче-
ского метаболизма и вызывает дисфункцию панк-
реатических β-клеток, результатом чего могут стать 
СД 2 типа и метаболический синдром. Другими 
словами, СД 2 типа является фактором риска для 
развития СД 3 типа (БА), и наоборот [1]. 

Важную роль в  развитии ИР в  мозге играют 
нарушения в  инсулиновых сигнальных каска-
дах, вызванные изменениями активности INSR, 
IRS-белков и  компонентов 3-фосфоинозитид-
ного пути [2, 25, 26]. Создание и изучение линии 
мышей, нокаутных по INSR А-типа в нейрональ-
ных клетках (NIRKO), пролило свет на централь-
ные механизмы функционирования инсулинового 
пути. У  этих грызунов наблюдается гиперфагия 
и развивается зависимое от диеты предиабетиче-
ское состояние, для которого характерны повыше-
ние массы тела, системная ИР, слабо выраженная 
гипергликемия, повышение концентрации инсу-
лина, лептина и триглицеридов в крови [55, 56]. 
NIRKO-мыши демонстрируют тревожное пове-
дение с изменением обмена дофамина, что сви-
детельствует об участии инсулинового сигналинга 
в  регуляции дофаминергических нейронов [57]. 
У мышей, нокаутных по рецептору IGF-1 в гип-
покампе и амигдале, повышается тревожность, на-
рушается системный гомеостаз глюкозы, а нокаут 
обоих рецепторов (INSR, рецептор IGF-1) в гип-
покампе приводит к нарушению пространственной 
памяти [58]. Нарушение пространственной памяти 
и долговременной потенциации отмечено и при 
внедрении в гиппокамп лентивирусной конструк-
ции, экспрессирующей антисмысловую последова-
тельность, которая снижает экспрессию INSR, что 
свидетельствует о развитии ИР гиппокампа при де-
фиците INSR [59]. 

Ослабление активности инсулинового пути спо-
собствует нейродегенерации. В мозге NIRKO-мы-
шей нарушена активность PI3K, и это приводит 
к  снижению фосфорилирования AKT-киназы, 
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результатом чего является усиление гиперфосфори-
лирования ассоциированного с микротрубочками 
Tau-белка, ответственного за развитие нейродегене-
рации, в том числе при БА [56, 60]. Другим свиде-
тельством вклада ослабления инсулинового сигна-
линга в развитие нейродегенерации является то, что 
в гиппокампе irs2-дефицитных мышей повышалась 
плотность нейрофибриллярных клубков, содержа-
щих гиперфосфорилированный Tau-белок  [39].  
Имеются клинические данные о  снижении экс-
прессии и  фосфорилирования INSR и  ослабле-
нии инсулиновых каскадов в  мозге пациентов 
с СД 2 типа и БА [21, 26, 40]. Снижение экспрес-
сии и активности IRS-белков, в том числе IRS-1, 
обнаружено у пациентов с БА, что приводит к ос-
лаблению PI3K-каскада и нарушению экспрессии 
генов, ответственных за нейрогенез, нейропротек-
цию и нейродифференцировку [61].

В пользу взаимосвязи между нарушениями 
в PI3K-пути и центральной ИР свидетельствуют 
данные, полученные при изучении мелатонино-
вой сигнализации в мозге. Регуляция мелатонином 
углеводного гомеостаза включает его связывание 
с мелатониновыми рецепторами супрахиазмати-
ческого ядра гипоталамуса, регулирующего цир-
кадные ритмы, ведущее к активации IRS-1 и ни-
жележащих компонентов 3-фосфоинозитидного 
пути [62]. Подавление мелатонинового сигналинга 
с помощью антагонистов мелатониновых рецеп-
торов и интрацеребральное введение ингибитора 
PI3K ослабляло ингибирующее влияние мелато-
нина на глюконеогенез в печени, следствием чего 
было усиление ИР мозга и ИР на периферии [63]. 
Снижение уровня мелатонина отмечено у пациен-
тов с предиабетическими состояниями, метаболи-
ческим синдромом и СД 2 типа [64] .Эти данные 
указывают на тесную взаимосвязь между наруше-
ниями циркадного ритма и развитием центральной 
ИР, в основе чего лежит ослабление мелатонино-
вых путей в гипоталамусе, регулирующих актив-
ность PI3K и зависимых от нее транскрипционных 
факторов, контролируемых инсулином мозга [64].

Важную роль в развитии ИР в ЦНС играет уси-
ление провоспалительных процессов в мозге, яв-
ляющееся следствием ОС, гиперинсулинемии, ги-
пергликемии, дислипидемии, аутоиммунных про-
цессов, инфекционных заболеваний, ишемических 
и  травматических повреждений [10, 11, 37]. Ряд 
авторов рассматривают нейровоспаление, как ос-
новную причину центральной ИР и возникающих 
вследствие этого нейрональных дисфункций [65, 
66]. Увеличение уровня провоспалительных ци-
токинов изменяет синаптическую пластичность 
нейронов гиппокампа и нарушает пространствен-
ную память и обучение [66]. Провоспалительные 
цитокины запускают сигнальные каскады, пода-
вляющие активность инсулиновой системы. Это 
обусловлено активацией ими JNK-киназ, которые 

фосфорилируют IRS-белки по ингибирующим сай-
там [67]. Наряду с цитокинами, JNK-киназы могут 
активироваться свободными жирными кислотами 
и факторами стресса эндоплазматического ретику-
лума [65].

Другим механизмом влияния провоспалительных 
цитокинов на инсулиновую чувствительность явля-
ется активация ими негативных регуляторов инсу-
линового сигналинга – белков SOCS-семейства, 
которые дефосфорилируют IRS-1 и IRS-2 и вызы-
вают их деградацию в протеосомах [24, 30]. Опре-
деленный вклад в развитие центральной ИР вно-
сит индуцибельная изоформа NO-синтазы (iNOS), 
активируемая провоспалительными цитокинами 
и бактериальными липополисахаридами [68, 69]. 
iNOS опосредует S-нитрозилирование сигнальных 
молекул, в частности INSR и AKT в гипоталамусе, 
и тем самым ослабляет проведение сигнала инсу-
лина и способствует развитию ожирения [69]. Но-
каут гена, кодирующего iNOS, предотвращает раз-
витие ИР [68]. Таким образом, активация белков 
SOCS-семейства и iNOS может вносить существен-
ный вклад в центральную ИР, индуцируемую про-
воспалительными факторами.

Активные формы кислорода, при избытке ко-
торых развивается ОС, в  норме участвуют в  ре-
гуляции активности большого числа сигнальных 
путей, в том числе инсулиновых [70]. Мозг осо-
бенно чувствителен к  окислительному повреж-
дению из-за высокой скорости утилизации нерв-
ными клетками кислорода и относительно низкой 
антиоксидантной активности по сравнению с дру-
гими тканями, поэтому ОС пагубно сказывается на 
функциональном состоянии нервной ткани [71]. 
ОС  сопровождает множество заболеваний, по-
скольку его возникновение связано с изменением 
фундаментальных клеточных процессов, и вносит 
вклад в развитие ИР мозга. В ряде работ показана 
индукция церебральной ИР при усилении ОС и из-
менении экспрессии генов и активности антиокси-
дантов, а также при повышении уровня продуктов 
окисления белков, липидов и ДНК [71, 72]. Нару-
шение работы митохондрий в гипоталамусе путем 
нокаута гена шаперона Hsp60 достаточно, чтобы 
вызвать дисфункцию митохондрий, усиление 
окислительного стресса и центральную ИР [73].

В настоящее время центральная ИР показана 
как при эндокринных нарушениях и БА, так и при 
различных неврологических патологиях и  про-
цессах, и этот список продолжает увеличиваться. 
В  таблице 1 суммированы механизмы, лежащие 
в основе возникновения центральной ИР, при не-
которых неврологических заболеваниях и психиче-
ских расстройствах.

Неврологические нарушения (биполярные рас-
стройства, депрессия, шизофрения). Нарушение пе-
редачи инсулинового сигнала вовлечено в патофи-
зиологию биполярных расстройств (БР) [74, 75]. 
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Кроме того, метаболические нарушения, СД 2 типа 
и  ожирение, широко распространены при БР, 
а у лиц с БР вероятность развития СД 2 типа в два 
раза выше [74]. Применение интраназально вво-
димого инсулина (ИВИ) и сенсибилизаторов ин-
сулинового сигналинга, пиоглитазона и лираглу-
тида, при лечении БР, привело к различным ре-
зультатам [76-78]. Так ИВИ улучшал когнитивные 
функции у пациентов с БР [76], в то время как пи-
оглитазон при биполярной депрессии продемон-
стрировал недостаточную активность в качестве 
антидепрессанта [78]. Следует, однако, отметить, 
что существенным ограничением этого направле-
ния исследований является измерение только пе-
риферической, а не центральной чувствительно-
сти к инсулину, тогда как по имеющимся данным 
между ними нельзя ставить знак равенства. 

Инсулин модулирует дофаминергические ме-
золимбические пути, отвечающие за мотивацию 
и  вознаграждение. Нарушение этого механизма 
снижает эффективность дофаминовой сигналь-
ной трансдукции, обмен и  обратный захват до-
фамина [79]. В дофаминергических нейронах вен-
трального стриатума ослабление инсулинового 
сигналинга было ассоциировано с  симптомами 
депрессии, в то время как ИР в амигдале вызывает 
повышенное стремление к вознаграждению [80, 81]. 
Наличие ИР мозга у людей с диагностированной 
депрессией приводит к более высокому уровню ан-
гедонии, что проявляется в активации поискового 
поведения и в увеличении количества потребляе-
мой пищи, в отличии от пациентов с депрессией, 
но без ИР мозга [82]. 

При шизофрении, как и  при БР, и  депрес-
сии, часто наблюдается симптомокомплекс, ха-
рактерный для метаболических нарушений. Хотя 
обычно это связывают с побочными эффектами 

психотических препаратов, но нарушения пери-
ферического метаболизма у первично диагности-
рованных лиц, не принимающих лекарственные 
препараты, также широко распространены [83]. 
В патогенез шизофрении вовлечены следующие 
механизмы: нарушение функций дофаминерги-
ческой и глутаматергической нейромедиаторных 
систем [84], системные и центральные провоспа-
лительные процессы [85], нарушение энергетиче-
ского метаболизма и обмена глюкозы [86]. Осла-
бление активности инсулиновой системы мозга 
вследствие центральной ИР может вносить значи-
мый вклад в развитие шизофрении [43]. По данным 
анализа post mortem, у пациентов с шизофренией 
описано снижение экспрессии INSR и  нижеле-
жащих компонентов инсулинового сигналинга во 
фронтальной коре [87, 88]. У лиц с шизофренией 
снижена визуально-пространственная память, что 
коррелирует с нарушением потребления глюкозы 
тканями мозга и появлением маркеров ИР во вне-
клеточных везикулах нейронального происхожде-
ния [89]. 

Когнитивные расстройства вследствие наркоза. 
Когнитивные расстройства и послеоперационный 
делирий являются одними из наиболее распростра-
ненных послеоперационных осложнений, и они 
связаны, как с хирургическим вмешательством, так 
и с длительным наркозом. Патофизиология этих 
процессов изучена недостаточно, но считается, что 
их основными механизмами являются нарушение 
нейроэндокринной регуляции, нейровоспаление, 
нарушение связности нейронных сетей, а также 
ишемическое повреждение, вызванное снижением 
мозгового кровотока [90]. В литературе описано не 
только возникновение центральной ИР вследствие 
индукции наркоза, но и усугубление текущей ИР 
в послеоперационный период [91]. Известно, что 

Табл. 1. Основные механизмы возникновения центральной инсулиновой резистентности при психических 
и неврологических расстройствах 

Патология Основные механизмы

Психические расстройства 
(депрессия, биполярные 
расстройства, шизофрения)

Патологическое состояние сигнальной сети мозга, нарушение 
метаболизма, развитие инсулинорезистентности мозга. 

Наркоз и послеоперационный 
период

Угнетение работы мозга, гипергликемия при индукции наркоза, 
острое воспаление, окислительный стресс, центральная 
инсулинорезистентность как физиологическая адаптация к голоданию. 

Травматические и ишемические 
повреждения мозга

Нейровоспаление, митохондриальная дисфункция, окислительный 
стресс.

Когнитивный дефицит 
и болезнь Альцгеймера

Дисфункция функциональной активности IRS-1 вследствие 
β-амилоид-зависимого нейровоспаления. Наличие метаболических 
нарушений, увеличивающее риск возникновения инсулинорезистент-
ности. 
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наркоз приводит к гипергликемии, вследствие чего 
снижается ответ мозга на инсулин, и это сопрово-
ждается ростом уровня провоспалительных цито-
кинов и нейровоспалением [91].

Появление транзиторной ИР может быть 
обусловлено длительным голоданием перед опе-
рационным вмешательством. Предоперацион-
ная углеводная нагрузка становится все более ча-
стой хирургической практикой, поскольку может 
предотвратить состояние ИР, возникающее из-за 
стресса и голодания [92]. Об участии инсулино-
вой системы нейронов в патогенезе когнитивных 
нарушений в  послеоперационный период сви-
детельствуют исследования эффектов ИВИ при 
длительном наркозе [2]. Положительное действие 
ИВИ на когнитивные функции показано не только 
у грызунов [93-96], но и в клинических испыта-
ниях [97]. Механизмы действия ИВИ при длитель-
ном наркозе связаны с уменьшением гиперфосфо-
рилирования Tau-белка [93-95], восстановлением 
экспрессии нейротрофического фактора мозга 
BDNF и  ряда других синаптических белков [95, 
96], а также с противовоспалительным эффектом 
ИВИ [97].

Травматические и  ишемические повреждения 
ЦНС. Травмы мозга и церебральная ишемия, раз-
личающиеся по этиологии, имеют сходный пато-
генез и приводят к когнитивному дефициту [98]. 
Нейровоспаление, митохондриальная дисфункция 
и ОС в этом случае приводят к развитию ИР мозга, 
однако, эти процессы еще требуют дальнейшего 
исследования. 

Активация гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовой оси и симпатической вегетативной нерв-
ной системы вследствие травмы головного мозга яв-
ляется причиной гипергликемии. Это обусловлено 
тем, что повышение продукции кортикостероидов, 
катехоламинов и  глюкагона способствует увели-
чению выработки глюкозы и снижению секреции 
инсулина поджелудочной железой [99–101]. У жи-
вотных с экспериментальной травмой мозга было 
обнаружено снижение чувствительности мозга 
к инсулину, что может быть следствием эксайто-
токсичности глутамата, вызванной травматиче-
ским воздействием и активацией провоспалитель-
ных процессов в  головном мозге [100, 102, 103]. 
При однократном травматическом воздействии 
снижение чувствительности мозга к  инсулину 
наблюдается в  течение 7 дней, а  при повторной 
травме – в сроки до 28 дней [102, 104]. Даже через 
4 месяца после травматического воздействия по-
глощение глюкозы в зонах мозга, ответственных за 
когнитивные функции, снижается, что указывает 
на отставленные эффекты травмы головного мозга 
на глюкозный гомеостаз в ЦНС [105]. При этом 
наблюдается региональная специфичность разви-
тия ИР при травматических повреждениях мозга, 
о  чем свидетельствует разная степень снижения 

поглощения глюкозы в стриатуме и в гиппокампе, 
которая положительно коррелирует с ухудшением 
пространственной памяти [105]. Сопутствующие 
эндокринные патологии, а также системная и цен-
тральная ИР ухудшают последствия травмы голов-
ного мозга и снижают восстановительный потен-
циал нервной ткани. Повреждение мозга у мышей 
с ожирением сопровождается ослаблением стиму-
лирующего воздействия инсулина на AKT-зависи-
мый путь, выраженным нейровоспалением, зна-
чительным ухудшением способности к обучению, 
резким ухудшением памяти и  тяжелым тревож-
но-депрессивным состоянием [102].

В контексте исследования ишемического по-
вреждения мозга основное внимание исследова-
телей сосредоточено на изучении влияния пери-
ферической ИР, имеющейся у пациента в момент 
инсульта, поскольку она является фактором риска 
инсульта. Наличие ИР повышает риск повторного 
инсульта, ухудшает его исход и увеличивает смерт-
ность [106]. По данным множества клинических 
исследований сделаны следующие выводы. ИР 
тесно связана с  возникновением ишемического 
инсульта, коррелирует с ранним ухудшением не-
врологического статуса у пациентов, перенесших 
инсульт, постинсультной депрессией и заболева-
ниями мелких сосудов головного мозга [106]. 

Клинические исследования центральной ИР 
при инсульте отсутствуют. Однако результаты экс-
периментальных исследований показывают, что 
ухудшение передачи инсулинового сигнала и сни-
жение активации AKT-киназы вследствие ИР ухуд-
шает исход инсульта, не позволяя реализовать ней-
ропротекторный механизм AKT-зависимого пути. 
У мышей с нейрон-специфичным нокаутом INSR 
отмечено снижение активации AKT и повышение 
фосфорилирования Tau-белка, что, тем не менее, 
не приводит к дефициту памяти и образованию 
амилоидных бляшек [39]. В то же время при дие-
та-индуцированной ИР у мышей обнаруживается 
корреляция между ослаблением AKT-сигналинга 
и увеличением образования амилоидных бляшек, 
что сопровождается ухудшением пространственной 
памяти [107]. У диабетических мышей BKS-db/db 
и у ob/ob мышей, генетически предрасположен-
ных к ожирению, продемонстрировано увеличе-
ние зоны инфаркта и  повышение когнитивного 
дефицита по сравнению с недиабетическими жи-
вотными, и это связывают с центральной ИР [108]. 

По данным экспериментов на клеточных куль-
турах при моделировании ИР в  нейронах коры 
головного мозга, длительное воздействие инсу-
лина усиливает активацию AKT-киназы, но зна-
чительно ослабляет ответ клеток на последующую 
кратковременную обработку инсулином, что при-
водит к снижению нейропротекторного эффекта 
гормона. Тем самым, центральная ИР усугубляет 
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ишемическое повреждение головного мозга, осла-
бляя фосфорилирование AKT-киназы [109].

Одним из следствий ИР является ухудшение 
работы микрососудистого русла и повышение ве-
роятности тромбоза [110]. Наличие ИР в эндотели-
оцитах препятствует реализации инсулин-зависи-
мой активации NO-синтазы и ухудшает вазодила-
тацию сосудов. Более того, в этих клетках показана 
активация MAPK-сигнального пути и повышение 
вследствие этого продукции эндотелина-1, мощ-
ного вазоконстриктора, что ухудшает способность 
к увеличению мозгового кровотока при возникаю-
щей ишемии головного мозга [110].

Ослабление инсулиновой сигнализации при це-
ребральной ишемии может возникать вследствие 
развития митохондриальной дисфункции, ОС 
и нейровоспаления [111]. И эти факторы могут как 
усиливать предшествующую инсульту ИР мозга, 
так и заложить основы для развития ИР нервной 
ткани de novo.

СИМПТОМЫ ИР МОЗГА, ДИАГНОСТИКА 
И ПОДХОДЫ К ЛЕЧЕНИЮ

Для описания симптомов ИР мозга можно обра-
титься к данным пациентов с СД 2 типа, БА и дан-
ным экспериментов на животных с нейрон-специ
фичным нокаутом гена INSR. Среди симптомов 
можно выделить нарушение баланса пищевого 
поведения в сторону переедания, нестабильный 
эмоциональный фон, депрессивное состояние, 
ухудшение когнитивных функций, в  том числе 
пространственной памяти, нарушение терморегу-
ляции [2, 4, 9, 40]. 

На данный момент не существует прямых лабо-
раторных методов диагностики центральной ИР, 
а также не определены диагностические маркеры 
для ее характеристики. В экспериментах исполь-
зуют широкий спектр диагностических подходов 
от физических методов до биохимических, на-
пример, исследование уровней глюкозы и инсу-
лина в крови в ответ на ИВИ, потребление пищи, 

Табл. 2. Современные подходы для фармакологической коррекции центральной инсулиновой резистентности 
при эндокринных и неврологических расстройствах 

Подход/механизм Препарат Применение

Восстановление уровня инсулина 
в ЦНС 

Интраназально вводимый инсулин
Доклинические 
и клинические 
испытания 

Аналоги инсулина быстрого действия Применяются

Применение ингибиторов 
инсулиндеградирующего фермента Низкомолекулярные агенты Доклинические 

испытания

Ингибирование работы негативных 
регуляторов сигналинга инсулина 

Ингибиторы PTP1B-фосфатазы 
(тродусквемин, кларамин)

Клинические 
испытания

Регуляция работы периферической 
нервной системы (вероятный 
механизм)

Ингибиторы натрий-зависимого 
переносчика глюкозы 2 типа 
(эмпаглифлозин, дапаглифлозин)

Применяются

Повышение чувствительности 
к эндогенному инсулину, модуляция 
работы инсулиновой сигнальной 
системы

Метформин Применяется

Производные тиазолидиндионов Применяются

Бромокриптин Применяется

Мелатонин Клинические 
испытания

Аналоги глюкагоноподобного 
пептида-1, ингибиторы дипептидил 
пептидазы-4

Применяются 

Аналоги амилина (прамлинтид) Применяются

Аналоги лептина (метрелептин) Применяются

Иммуносупрессивная терапия Инфликсимаб, адалимумаб Клинические 
испытания
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оценка содержания инсулина в  СМЖ [14, 112]. 
Интенсивно разрабатываются тест-системы для 
исследования наличия компонентов инсулиновой 
сигнальной системы в крови на основе внеклеточ-
ных экзосом нейронального происхождения. 

В исследованиях на людях широко применя-
ются современные методы нейровизуализации, 
функциональная магнитно-резонансная томогра-
фия (фМРТ), магнитно-резонансная спектроско-
пия (МРС), позитронно-эмиссионная томогра-
фия (ПЭТ), магнитоэнцефалография (МЭГ). Ос-
новным методом исследования центральной ИР 
на данный момент является фМРТ, которая имеет 
высокую разрешающую способность и позволяет 
исследовать не только кортикальные структуры, 
но и подкорковые. С помощью фМРТ описано ре-
гиональное действие инсулина [113], в том числе на 
структуры мозга, регулирующие систему вознаграж-
дения, пищевое поведение и когнитивные функ-
ции, нарушения которых связывают с развитием 
центральной ИР [113, 114]. С помощью МЭГ были 
изучены эффекты инсулина на активность нейро-
нов, исследованы корреляции между действием ин-
сулина и массой тела, метаболическими и генетиче-
скими факторами и развитием ИР в ЦНС [115, 116]. 
ПЭТ используют для оценки потребления мозгом 
глюкозы при действии инсулина [117], поскольку 
наличие центральной ИР снижает потребление 
глюкозы клетками нервной ткани. 

Следует отметить, что концепция центральной 
ИР и ее вовлеченности в патогенез эндокринных 
и неврологических нарушений пересматривается, 
и на данный момент нарабатывается эксперимен-
тальная и  клиническая база для коррекции ИР 
мозга и ассоциированных с ней расстройств. В ка-
честве методов коррекции патологического со-
стояния инсулиновой системы в ЦНС могут быть 
применены подходы, реализуемые для лечения пе-
риферической ИР. Среди них выделяют контроль 
рациона, увеличение физической нагрузки, сниже-
ние психоэмоционального стресса и соблюдения 
режима работы-отдыха, отказ от вредных привы-
чек, а также медикаментозную терапию препара-
тами с изученным центральным действием. 

Основные подходы к  медикаментозной тера-
пии объединены в таблице 2 [2, 8, 118]. Среди них 
можно выделить восстановление уровня инсулина 
в ЦНС с помощью периферического или централь-
ного введения инсулина или при применении ин-
гибиторов инсулиндеградирующего фермента; 
ингибирование работы негативных регуляторов 
сигналинга инсулина; регуляцию работы перифе-
рической нервной системы, направленную на по-
вышение чувствительности нисходящих сигналов 
инсулина из регуляторных отделов мозга; повы-
шение чувствительности INSR к эндогенному ин-
сулину; модуляцию работы инсулиновой сигналь-
ной системы путем изменения функционирования 

других нейромедиаторных и нейрогормональных 
систем (в том числе лептиновой и меланокортино-
вой систем мозга); иммуносупрессивную терапию 
для снятия нейровоспаления.

Остановимся более подробно на применении 
ИВИ при коррекции ИР ЦНС, которое на протя-
жении вот уже полутора десятков лет интенсивно 
изучается в нашей лаборатории молекулярной эн-
докринологии и нейрохимии ИЭФБ РАН [2]. 

ПРИМЕНЕНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНО 
ВВОДИМОГО ИНСУЛИНА ДЛЯ 

КОРРЕКЦИИ ЦЕНТРАЛЬНОЙ ИР

Сходство патологических механизмов, лежа-
щих в основе острых и хронических повреждений 
головного мозга, предполагает, что лекарственное 
средство с комплексным воздействием, предотвра-
щающее развитие этих процессов, может быть эф-
фективным универсальным препаратом для тера-
пии различных поражений мозговой ткани и пре-
дотвращения возможных осложнений [2, 119]. 
В этом отношении применение ИВИ может быть 
весьма эффективным для восстановления уровня 
инсулина в  ЦНС и  чувствительности нервной 
ткани к инсулину. 

За последние десятилетия интраназальный спо-
соб введения приобретает особую актуальность 
для доставки лекарственных веществ в ЦНС. Бо-
лее 30 лет назад William H. Frey II впервые пред-
ложил использование интраназального введения 
различных веществ, гормонов, белков и ростовых 
факторов, и в том числе инсулина, для лечения БА 
и других заболеваний ЦНС [120]. К настоящему мо-
менту описаны и проанализированы более 50 кли-
нических испытаний ИВИ при различных патоло-
гиях ЦНС (https://clinicaltrials.gov/). Из полученных 
результатов можно сделать вывод, что применение 
ИВИ не вызывает опасений в отношении кратко- 
и долгосрочных побочных эффектов [2, 14, 119].

ИВИ обеспечивает неинвазивную прямую до-
ставку инсулина в головной мозг, минуя ГЭБ, что 
позволяет избежать потенциальных системных 
побочных эффектов, связанных со снижением 
уровня глюкозы в крови. После распыления в но-
совой полости инсулин проникает в ЦНС с помо-
щью внутриклеточного транспорта посредством 
связывания с INSR и с помощью внеклеточного 
транспорта с током межклеточной жидкости. Ис-
следования на животных показали, что поступле-
ние ИВИ вызывает активацию INSR и повышает 
фосфорилирование AKT по активирующим фер-
мент сайтам, причем действие инсулина является 
специфичным для определенных отделов мозга, 
что обусловлено различной плотностью распреде-
ления в них INSR [121]. Использование ИВИ при-
водит к быстрому повышению уровня инсулина 
в СМЖ без заметных изменений периферического 

https://clinicaltrials.gov/
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уровня инсулина, и это позволяет предположить, 
что инсулин при интраназальном введении в ос-
новном остается в ЦНС [121].

ИВИ показал обнадеживающие результаты 
в клинических испытаниях при терапии БА, при-
водя к  снижению ИР, улучшению когнитивных 
функций у  пациентов [14]. Тем не менее, необ-
ходимо учитывать, что длительное и интенсивное 
введение инсулина в головной мозг может вызвать 
усиление уже существующей ИР в ЦНС и другие 
побочные эффекты, поэтому необходимо оптими-
зировать дозы и схему введения гормона. 

В клинических испытаниях ИВИ отмечено его 
положительное действие на контроль массы тела, 
пищевое поведение, настроение и  когнитивные 
функции не только у здоровых субъектов, но и при 
СД 2 типа, БА, мягком когнитивном дефиците [14, 
121, 122]. Интересным является улучшение раз-
личных видов памяти при терапии ИВИ. Одним 
из возможных механизмов восстановления памяти 
может быть воздействие инсулина на функцио-
нальные взаимосвязи между обоими полушариями, 
что было показано у пациентов с СД 2 типа [123]. 
Улучшение мозгового кровотока и  повышение 
потребления глюкозы нервными клетками мо-
жет быть другим аспектом положительного вли-
яния ИВИ на память и другие когнитивные про-
цессы  [14]. Более того, длительное применение 
ИВИ у здоровых людей оказывает антидепрессант-
ное действие, что проявляется в повышении уве-
ренности в себе, улучшении психоэмоционального 
состояния и снижении тревожности [47]. Учиты-
вая, что ИВИ оказывает стимулирующее действие 
на когнитивные процессы и что когнитивные нару-
шения признаны основными симптомами депрес-
сии, данный фармакологический подход может 
представлять собой новую стратегию для комбини-
рованного использования с доступными в настоя-
щее время антидепрессантами. 

Весьма перспективным является применение 
ИВИ при церебральной ишемии. Клинические 
испытания ИВИ при этой патологии отсутствуют, 
а экспериментальные данные о механизмах дей-
ствия и эффективности ИВИ при ишемии голов-
ного мозга немногочисленны и ограничены в ос-
новном нашими работами [34, 124-126]. По име-
ющимся данным, ИВИ оказывает выраженное 
нейропротекторное действие при ишемии, обу-
словленное активацией PI3K/AKT-сигнального 
пути. Об этом свидетельствует снижение гибели 
нервных клеток в  гиппокампе и  коре головного 
мозга крыс, перенесших церебральную ишемию-
реперфузию  [34, 127]. Нами показано, что дей-
ствие ИВИ направлено на снижение ОС и повы-
шение экспрессии ферментов антиоксидантной 
защиты [125]. Другими авторами установлено по-
вышение потребления глюкозы мозгом у  крыс, 
получавших ежедневно ИВИ, после перенесенной 

травмы мозга, что указывает на стимулирующее 
влияние инсулина на процесс потребления глюкозы 
в ЦНС, тем более что травматические повреждения 
также могут сопровождаться центральной ИР [128]. 
В модели геморрагического инсульта ИВИ снижает 
метаболический дистресс у мышей, уменьшая соот-
ношение лактат/пируват и повышая уровень глю-
козы в спинномозговой жидкости [124], что указы-
вает на нейропротекторный эффект инсулина мозга 
при инсульте различной этиологии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итоги, необходимо отметить, что 
функционирование инсулиновой сигнальной си-
стемы в мозге и природа центральной ИР еще до 
конца не изучены, и это обусловлено целым ря-
дом причин. Во-первых, несмотря на общее струк-
турно-функциональное сходство с  инсулиновой 
системой на периферии, инсулиновая система 
в нейронах имеет ряд значимых отличий, которые 
состоят не только в иной превалирующей форме 
INSR, в преобладании IRS2 над IRS1 и в особен-
ностях паттерна нейрональных внутриклеточных 
эффекторов, но и в существенно отличающейся от 
периферических тканей архитектуре сигнальных 
каскадов мозга, которые взаимодействуют между 
собой и, тем самым, в значительной степени опре-
деляют функциональную активность друг друга. 
Тем самым, причинами ИР мозга могут быть не 
изменения в собственно инсулиновом сигнальном 
каскаде, а изменения во взаимодействии его ком-
понентов (как на рецепторном, так и на постре-
цепторном уровнях) с компонентами других сиг-
нальных систем. Именно этим предопределяется 
более широкий спектр регуляторных влияний ин-
сулина в мозге в сравнении с периферией. Во-вто-
рых, концентрация инсулина в мозге существенно 
выше, чем на периферии, а  функции инсулина 
в мозге не менее критичны для жизнедеятельно-
сти организма, и это заставляет природе использо-
вать широкий спектр молекулярных механизмов, 
направленных на предотвращение развития ИР 
в ЦНС. Эти механизмы в настоящее время не до 
конца понятны, а попытки экстраполировать на 
ЦНС более изученные и, в какой-то степени, бо-
лее простые механизмы развития периферической 
ИР не всегда релевантны, а в ряде случаев могут 
быть и ошибочными. В-третьих, до сих пор не по-
няты причинно-следственные связи между ИР 
мозга и развитием неврологических и нейродегене-
ративных заболеваний. Так, например, БА может 
приводить к развитию метаболического синдрома 
и диабетической патологии, в то время как при СД 
2 типа с высокой частотой развиваются признаки 
деменции, и в основе этих переходов лежит разви-
тие центральной ИР, но ее причины в каждом слу-
чае совершенно разные. Соответственно и тера-
пия связанных с центральной ИР неврологических 
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расстройств должна существенно отличаться от та-
ковой для метаболических заболеваний, ассоции-
рованных с периферической ИР, и учитывать эти-
ологию и патогенез конкретного неврологического 
расстройства. Решение всех этих проблем – преро-
гатива ближайших десятилетий, и несомненно, что 
дальнейшее изучение инсулиновой системы мозга 
и центральной ИР являются ключом к их решению. 
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Brain Insulin Resistance in Neurological Disorders of Various Genesis:  
Current State and Treatment Approaches
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Nowadays, the phenomenon insulin resistance (IR) has expanded and include not only peripheral, 
but also central IR. However, the underlying mechanisms and physiological manifestations in the 
central nervous system differ from those on the periphery, and currently the concept of central IR has 
undergone significant changes. There are abundant evidences of the development of the nervous tissue 
weakened response to insulin, which directly or indirectly mediates the etiology and pathogenesis of 
many neurological disorders. Some molecular mechanisms underlying the decrease in the sensitivity 
of neurons and glial cells to insulin entering from the bloodstream to the central nervous system have 
been deciphered. This review is devoted to the analysis of the brain IR mechanisms in mental disorders, 
ischemic and traumatic brain injuries, anesthesia and postoperative stress, as well as cognitive deficits, 
including those associated with Alzheimer’s disease. Approaches to the diagnosis and treatment of 
pathological brain conditions caused by central IR are also discussed. 
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Выявленная ранее способность анти-апоптозного белка Bcl-xL к повышению экспрессии в гип-
покампе в ответ на стресс, коррелировавшая с устойчивостью к индукции стрессом депрессии [1], 
указывает на потенциальную возможность использования этого белка в качестве мишени для 
ослабления симптомов депрессивного расстройства. Целью настоящей работы было оценить на 
крысах влияние подавления экспрессии Bcl-xL в гиппокампе (с помощью TET-ON системы на 
основе лентивирусных векторов для контролируемой доксициклином экспрессии трансгенов) на 
поведение в тесте принудительного плавания. Обнаруженное снижение экспрессии (определяли 
иммуноблотом) Bcl-xL в гиппокампе и менее выраженное во фронтальной коре сопровождалось 
отчетливым депрессивно-подобным эффектом, проявляющимся меньшим латентным периодом 
до первого эпизода замирания и большей продолжительностью пассивного поведения. У живот-
ных, получавших совместное введение вектора и доксициклина, также обнаружено достоверное 
увеличение экспрессии белка мозгового нейротрофического фактора (BDNF) в гиппокампе, отно-
сительного веса надпочечников и снижение стрессорного уровня кортикостерона в плазме крови 
по сравнению с группами, получавшими отдельные введения этих препаратов. Относительные веса 
надпочечников достоверно отрицательно коррелировали с уровнем экспрессии Bcl-xL во фронталь-
ной коре. В целом ген-направленное снижение экспрессии Bcl-xL в гиппокампе приводило у крыс 
к депрессивно-подобному ответу в тесте принудительного плавания. Этому поведенческому эффек-
ту сопутствовало изменение функционирования надпочечников, проявляющееся увеличением веса 
желез и снижением стрессорного уровня кортикостерона в периферической циркуляции.

Ключевые слова: анти-апоптозный белок Bcl-xL, мозговой нейротрофический фактор (BDNF), гиппокамп, 
фронтальная кора, тест принудительного плавания, кортикостерон, надпочечники
DOI: 10.31857/S1027813324030024, EDN: EQVQHW

ВВЕДЕНИЕ

Внешние стрессовые обстоятельства могут про-
воцировать развитие депрессивных расстройств, 
как у  людей, так и  в экспериментальных иссле-
дованиях на животных [2, 3]. Вместе с тем, боль-
шинство индивидуумов, столкнувшихся даже с тя-
желым стрессом, сохраняют нормальные пове-
денческие функции, что инициировало проверку 
возможности терапии обусловленных стрессом 
психопатологий путем стимулирования у чувстви-
тельных особей механизмов естественной устойчи-
вости [4]. 

Экспериментальные исследования эффек-
тов перенесенного стресса и антидепрессантных 

воздействий на животных выявили в центральной 
нервной системе множество изменений различных 
систем и функций, среди которых изменения про-
цессов апоптоза и нейрогенеза [5–10] оказались 
тесно связанными с развитием депрессии и осла-
блением ее симптомов. Важную роль в регуляции 
клеточной пролиферации и  жизнеспособности 
нейронов играют мозговой нейротрофический 
фактор (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) 
и анти-апоптозные белки. В связи с психопатоло-
гиями, большее внимание исследователей истори-
чески привлекал антиапоптозный белок Bcl-2 [11], 
в  то время как интерес к  Bcl-xL возник срав-
нительно недавно. В  2008 году были опублико-
ваны фактически первые результаты о снижении 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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экспрессии Bcl-xL в  гиппокампе крыс хрониче-
скими стрессовыми воздействиями, индуциру-
ющими депрессивно-подобное поведение [12]. 
Однако в ответах Bcl-xL на стресс обнаружились 
индивидуальные особенности, которые оказались 
причастными к определению поведенческой вос-
приимчивости или устойчивости к стрессорным 
воздействиям. Выявленная у части животных спо-
собность к повышению экспрессии анти-апоптоз-
ного белка Bcl-xL в гиппокампе в ответ на стресс 
коррелировала с устойчивостью к индукции стрес-
сом депрессии [13], что позволяет причислять этот 
белок к участникам механизма естественной устой-
чивости к индуцируемой стрессом депрессии. По-
вышение экспрессии может представлять, таким 
образом, потенциальную терапевтическую стра-
тегию для уменьшения симптомов депрессивного 
расстройства [1, 14], что подтверждается повыша-
ющим влиянием на экспрессию некоторых средств 
антидепрессантной терапии [12, 15-19]. 

Bcl-xL выполняют нейропротективную функ-
цию [20, 21], поэтому снижение его уровня в мозге, 
сопровождающее стрессовое воздействие, предпо-
ложительно может способствовать наблюдаемому 
усилению гибели нервных клеток и развитию де-
прессии. Однако будет ли снижение экспрессии 
этих белков реально инициировать развитие де-
прессии, оставалось неясным. Для ответа на этот 
вопрос в представленной работе на крысах было 
проведено исследование влияния подавления экс-
прессии Bcl-xL в гиппокампе на поведение в те-
сте принудительного плавания. Были определены 
также экспрессии Bcl-xL и BDNF в гиппокампе 
и фронтальной коре, уровни кортикостерона и ин-
терлейкина-6 в периферической крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работу проводили на взрослых сам-
цах крыс (Wistar) массой тела 200–250 г, содержа-
щихся в виварии ИЦиГ СО РАН в условиях кон-
тролируемого светового режима (14 ч свет/10 ч тем- 
нота) со свободным доступом к  воде и  корму. 
В  работе следовали рекомендациям о  гуманном 
обращении с  лабораторными животными Ко-
миссии по биоэтике Института цитологии и  ге-
нетики  СО  РАН (протокол № 8 от 19.03.2012 г.) 
и рекомендациям Минздрава России (приложение 
к приказу № 267 от 19 июня 2003 г.), а также дирек-
тивам Совета Европы (86/609/EEC).

Схема эксперимента. Для подавления экс-
прессии Bcl-xL в  гиппокампе была использо-
вана TET-ON система на основе лентивирусных 
векторов для контролируемой доксициклином 
экспрессии трансгенов [22]. Для экспрессии хи-
мерного белка тетрациклинового репрессора 
с  транскрипционнным репресором KRAB ис-
пользовали вектор pLVUT-tTR-KRAB. После-
довательности, кодирующие малые ингибирую-
щие шпильковые РНК (shRNA), находились под 
контролем промотора H1-TetO. Два варианта ко-
роткой шпильки (табл. 1), нацеленные на Bcl-xL, 
были идентифицированы с  использованием 
BLOCK-iT™ RNAi Designer (Invitrogen) и клониро-
ваны в pLVTHM с использованием сайтов рестрик-
ции MluI, ClaI.

Оценку эффективности нокдауна каждого вари-
анта shRNA проводили на первичных клетках фи-
бробластов крысы с трансфекцией плазмидной ДНК 
с использованием Lipofectamine 2000 (Invitrogen). 
Только вариант sh#2 снижал экспрессию Bcl-xL 
в  два раза по сравнению с  контролем через 
48 часов после трансфекции [F(3, 16)=5.3526,  
p=0.01] (рис. 1). 

Этот вариант shRNA (sh#2) был использован 
для производства лентивирусного вектора (Tg), 
который в объеме 5 мкл вводили в стереотаксисе 
под наркозом (кетамин/ксилазин) билатерально 
в область СА1 гиппокампа по следующим коор-
динатам: ±1.5 мм медиально/латерально, –3 мм 
спереди/сзади, –2.7 мм дорсально/вентрально от 
брегмы. Через 2 недели после введения вектора, 
половина животных в течение 7-ми дней получала 
с питьевой водой доксициклин (Dox; 2 г/мл в 5% 
сахарозе) (Tg+Dox). Третья группа животных по-
лучала только Dox в режиме Tg+Dox. 

На 6 и 7 дни проводили претестовые и тесто-
вые сессии теста принудительного плавания (тест 
Порсолта; 11–13 животных в группе). Через 30 мин 
после тестовой сессии у животных после быстрой 
декапитации собирали плазму крови для опреде-
ления у выбранных случайным образом 7-8 жи-
вотных в каждой группе уровней кортикостерона 
и интерлейкина-6 иммуноферментным методом 
с помощью наборов (Assay Designs, Inc., USA). На 
холоде быстро выделяли гиппокамп и фронталь-
ную кору для определения белков (иммуноблотом) 
Bcl-xL и BDNF. 

Тест принудительного плавания. Тест проводили 
согласно протоколу, предложенному еще в 1977 г. 
для преклинической оценки антидепрессантной 

Таблица 1. Варианты коротких шпилек, нацеленных на Bcl-xL

sh#1 CACCGCATTCAGTGATCTAACATCCCGAAGGATGTTAGATCACTGAATGCTTTT

sh#2 CACCGGACAGCATATCAGAGCTTTGCGAACAAAGCTCTGATATGCTGTCCTTTT
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Laboratories, США) использовали в  разведении 
1:1000 для окрашивания BDNF и Bcl-xL и в раз-
ведении 1:10000 для окрашивания бета-актина. За-
тем усиливали хемилюминисцентный сигнал с по-
мощью специального набора (Chemilumine-scence 
kit SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity 
Substrate, “Life Technologies”, США) в  течение 
1 мин. Интенсивность окрашивания полос, соот-
ветствующих анализируемым белкам, определяли 
путем сканирования мембран (ChemidocTM Touch 
Imaging System, Bio-Rad Laboratories, США) с по-
следующей компьютерной денситометрией (про-
грамма Scion Image 4.0.3.2, Scion Corporation, 
США). Количество белков BDNF и Bcl-xL выра-
жали в относительных единицах к бета-актину того 
же образца.

Статистический анализ. Полученные данные 
после проверки их соответствия нормальному 
распределению (использовали для этого критерий 
Колмогорова—Смирнова с  поправкой Лиллие-
форса) обрабатывали с применением однофактор-
ного дисперсионного анализа (one-way ANOVA), 
t-критерия Стьюдента, а также корреляционного 
анализа (по Пирсону). Результаты поведенче-
ских тестов анализировались с использованием 
ANOVA для повторных измерений с  “группой” 
в  качестве фактора. Результаты представлены 
как M ± m. Эффекты считали достоверными при  
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние внутригиппокампальной инъекции век-
тора отдельно и совместно с потреблением докси-
циклина с питьевой водой на уровни белков Bcl-xL 
и BDNF в гиппокампе и фронтальной коре. Добав-
ление доксициклина в питьевую воду крыс, полу-
чавших введения вектора, вызвало нокдаун Bcl-xL 
в гиппокампе [F(2,19)=5.7934, p=0.0109]. Общий 
уровень белка Bcl-xL в этой структуре снизился 
примерно до 69.1% по сравнению с контрольными 
животными, получавшими только Dox (p < 0.05), 
и до 75 по сравнению с Tg (p < 0.05) (рис. 2a). 

Во фронтальной коре также наблюдалось, хотя 
и менее выраженное [F(2,18) = 3.2113, p = 0.06417], 
понижающее влияние совместного введения век-
тора и антибиотика на экспрессию Bcl-xL (рис. 2б). 
Прямые сравнения отдельных групп по t-крите-
рию Стьюдента показали достоверные различия 
между группами Tg+Dox и Dox: t(13) = –2.549784, 
p = 0.024202, и на уровне выраженной тенденции 
между Tg+Dox и Tg: t(14) = -2.107102; p = 0.056824. 

Введение вектор+доксициклин, подавляющего 
экспрессию Bcl-xL, привело в  гиппокампе, по-
мимо снижения уровня анти-апоптозного белка, 
к небольшому: F(2,20) = 2.8767, p = 0.07979, уве-
личению экспрессии белка BDNF (рис. 2в). Пря-
мые парные сравнения по t-критерию Стьюдента 

эффективности препаратов [23]. В классическом 
варианте для крыс [24] принудительное плавание 
применяется, как правило, один раз в день в тече-
ние двух последовательных дней, 15 минут в пер-
вый день (претест) и 5 минут – во второй день (те-
стовая сессия). Поведение животных, помещенных 
в стеклянный цилиндр (46 × 20 см), наполненный 
водой до высоты 30 см, записывали с помощью ви-
деокамеры для последующего определения латент-
ного времени до первого эпизода депрессивно-по-
добного поведения и суммарной продолжительно-
сти этого поведения.

Иммуноблот. Уровни белков Bcl-xL и  BDNF 
определяли методом Вестерн блота как описано 
ранее [25]. Образцы гиппокампа и фронтальной 
коры гомогенизировали в  лизирующем буфере, 
содержащем 150 мМ NaCl, 50 мМ Трис, 1% Три-
тон Х-100, и  ингибиторы протеаз: 2 мМ PMSF 
(фенилметилсульфонилфторид, phenylmethyl 
sulphonyl fluoride) и по 2 мкг/мл леупептина, пеп-
статина и апротинина. Супернатант, содержащий 
50 мкг белка, разделяли электрофорезом в  12% 
полиакриламидном геле с додецилсульфатом на-
трия (система Mini-Protean 3 Dodeca Cell, “Bio-
Rad Laboratories”, США) и переносили на нитро-
целлюлозную мембрану (Bio-Rad Laboratories, 
США) диаметром 0.45 мкм (система Trans-Blot, 
“Bio-Rad Laboratories”, США). Детекцию исследу-
емых белков на мембране проводили с помощью 
первичных антител ‒ кроличьих поликлональных 
антител к BDNF (разведение 1:500; кроличьи по-
ликлональные антитела, N-20, sc-546, Santa Cruz 
Biotechnology, США), Bcl-xL (разведение 1:500; 
кроличьи моноклональные антитела, #2764, 54H6, 
Cell Signaling Technology, США) и  бета-актину 
(разведение 1:20000; кроличьи поликлональные 
антитела, I-19, sc-1616, Santa Cruz Biotechnology, 
США). Вторичные анти-кроличьи антитела, конъ-
югированные с пероксидазой хрена (IgG, Bio-Rad 
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Рис. 1. Оценка эффективности нокдауна Bcl-xL вари-
антами shRNA: sh#1 и sh#2, в первичных клетках фи-
бробластов крысы через 48 часов после трансфекции. 
* - p < 0.05 по сравнению с контрольной группой.
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показали достоверные различия между группами 
Tg и  Tg+Dox: t(14) = 2.34143; p = 0.034522. Во 
фронтальной коре различий между группами по 
экспрессии BDNF не обнаружено (рис. 2г).

Поведение в  тесте принудительного плавания. 
В претесте не было обнаружено различий между 
группами по значениям поведенческих параме-
тров (рис. 3а, б). Использование ANOVA для по-
вторных измерений поведения показал для латент-
ного времени до первого замирания достоверное 
влияние повторного тестирования [F(1,32) = 28.586,  
p = 0.000007] и взаимодействие факторов (пода-
вления экспрессии и  повторного тестирования) 
[F(1,32) = 3.980, p = 0.028598]. Для продолжитель-
ности замирания у животных групп Tg и Tg+Dox 
достоверными были влияние группы [F(1,22) = 
= 4.674, p = 0.041760] и повторного тестирования 
[F(1,22) = 19.470, p = 0.000220]. В 5-минутной те-
стовой сессии, проведенной через сутки после 

претеста, животные с  подавлением экспрессии 
Bcl-xL в  гиппокампе демонстрировали досто-
верно меньшую продолжительность латентного 
времени до первого замирания (рис. 3а), то есть, 
по сравнению с группой Tg, они быстрее впадали 
в депрессивно-подобное состояние. Кроме того, 
эти животные характеризовались большей продол-
жительностью замирания в тесте (рис. 3б).

Вес надпочечников и  уровень кортикостерона 
в  плазме крови. У  животных, получавших со-
вместное введение вектора и доксициклина, об-
наружено достоверное увеличение относительного 
веса надпочечников по сравнению с  группами, 
получавшими отдельные введения этих препара-
тов (рис. 4а) [F(2,19) = 4.1234, p = 0.03468]. 

Дисперсионный анализ показал достовер-
ное влияние перенесенных воздействий также 
на уровень кортикостерона [F(2,19) = 4.6480,  
p = 0.02274]. Уровень гормона, измеренный в плазме 
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Рис. 2. Уровни белков Bcl-xL (a, б) и BDNF (в, г) в гиппокампе (a, в) и фронтальной коре (б, г) взрослых крыс, по-
лучавших внутригиппокампальные инъекции лентивирусного вектора и доксициклин с питьевой водой отдельно 
и совместно. Dox – доксициклин, Tg ‒ лентивирусный вектор, Tg+Dox ‒ лентивирусный вектор с последующим 
потреблением доксициклина. Значения M±m представлены в процентах относительно группы Dox, принятой за 
100%; в каждой группе 7–8 животных. Звездочками указаны различия между группами: на (а) ‒ p < 0.05 по срав-
нению с группами Dox и Tg; на (б) ‒ p < 0.05 по сравнению с группой Dox, с группой Tg на уровне выраженной 
тенденции ‒ p = 0.0568; на (в) ‒ p < 0.05 по сравнению с обеими контрольными группами.
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крови через 30 минут после стресса принудитель-
ного плавания, был достоверно (p < 0.05) снижен 
у животных группы Tg+Dox по сравнению с груп-
пой Tg (рис. 4б). 

Интерлейкин-6 в плазме крови. Характер изме-
нений уровня интерлейкина-6 в плазме крови че-
рез 30 минут после стресса принудительного пла-
вания был сходен с изменениями уровня кортико-
стерона, однако различия между группами были 
значительно менее выраженными и, также как 

и общий эффект [F(2, 18) = 1.8784, p = 0.18160], не 
достигали статистической достоверности (рис. 5).

Корреляции. Относительные веса надпочеч-
ников достоверно отрицательно коррелировали 
с уровнем экспрессии Bcl-xL во фронтальной коре: 
r = –0.42 (n=23) p < 0.05. 

Между уровнями кортикостерона и интерлей-
кина-6 в плазме крови через 30 минут после стресса 
принудительного плавания обнаружена достоверная 
положительная корреляция: r = 0.44 (n=21) p < 0.05. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основным результатом работы явилось впер-
вые обнаруженное увеличение депрессивно-подоб-
ного поведения у животных после ген-направлен-
ного подавления экспрессии Bcl-xL в гиппокампе. 
В 5-минутной тестовой сессии, животные со сни-
женной экспрессией Bcl-xL в гиппокампе прояв-
ляли достоверно большую продолжительность за-
мирания. Помимо продолжительности пассивного 
поведения, для улучшения прогностической досто-
верности теста был использован дополнительный 
показатель ‒ латентный период до первого эпизода 
замирания [26], уменьшение которого свидетель-
ствовало также и о более быстром развитии депрес-
сивно-подобного состояния у этих животных. 

Выявленный про-депрессивно-подобный по-
веденческий эффект мог быть реально связан со 
снижением экспрессии Bcl-xL, обнаруженным не 
только в гиппокампе, но и во фронтальной коре. 
Хронический непредсказуемый умеренный стресс 
активировал апоптоз в  гиппокампе и  коре мы-
шей, а также значительно увеличивал продолжи-
тельность пассивного поведения в тесте принуди-
тельного плавания [27]. Исследования, проведен-
ные на ранних постнатальных стадиях, показали, 
что дефицит Bcl-xL в  коре и  CA1-CA3 областях 
гиппокампа индуцировал апоптоз в  популяции 
дифференцированных нейронов, регулирующих 
сложное поведение [28]. PGAM5 (Bcl-xL-Binding 
Protein V68) дефосфорилирует Bcl-xL и  препят-
ствует тем самым апоптозу [29]. Недавно было 
обнаружено, что нокауты по PGAM5 проявляют 

Рис. 5. Стресорные (через 30 минут после стресса 
принудительного плавания) уровни интерлейкина-6 
в плазме периферической крови взрослых крыс, по-
лучавших внутригиппокампальные инъекции лен-
тивирусного вектора и  доксициклин с  питьевой 
водой отдельно и совместно. Dox – доксициклин, 
Tg ‒ лентивирусный вектор, Tg+Dox ‒ лентивирус-
ный вектор с последующим потреблением доксици-
клина; в каждой группе 7–8 животных. 
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депрессивно-подобное поведение, а хронический 
стресс, провоцирующий депрессивно-подобное 
поведение, снижал экспрессии PGAM5 в префрон-
тальной коре и гиппокампе [30]. Авторы считают, 
что одним из механизмов провоцирования депрес-
сивно-подобного поведения снижением экспрес-
сии PGAM5 является ограничение продукции АТФ 
в нейронах, приводящее к уменьшению количества 
нейрональных шипиков в префронтальной коре. 
Хотя Bcl-xL в  основном известен своей ролью 
в регуляции апоптоза, и как анти-апоптотический 
фактор он может предотвращать гибель нейронов, 
Bcl-xL имеет и неканонические функции, незави-
симые от апоптоза [31]. Показано, например, его 
участие в росте и дифференцировке нейронов и ак-
сонов [32, 33], синаптической трансмиссии [34], 
а также, посредством регуляции митохондриаль-
ного метаболизма, в образовании синапсов [35, 36].

Наряду с  поведенческими изменениями, по-
следствия снижения экспрессии Bcl-xL в гиппо-
кампе и фронтальной коре включали значитель-
ные различия в функциональной активности над-
почечников, что проявилось увеличением веса 
желез и снижением стрессорного уровня кортико-
стерона в плазме крови животных. Несмотря на об-
щепринятое мнение о связи повышенного уровня 
глюкокортикоидов с развитием психопатологией, 
функциональное значение этих гормонов для ини-
циации первых эпизодов стресс-индуцированного 
депрессивно-подобного поведения остается до 
конца не изученным. Увеличение уровня глюко-
кортикоидов при стрессе участвует в реакциях пре-
одоления стресса, и можно думать, что снижение их 
уровня в некоторых случаях может способствовать 
развитию депрессивно-подобного поведения, что, 
например, согласуется с ослаблением депрессив-
но-подобного поведения однократным введением 
кортикостерона [37]. Вместе с  тем, полученный 
нами результат указывает на явную разбаланси-
ровку гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы, механизмы которой, а также отношение 
к поведенческим эффектам не ясны. Относитель-
ные веса надпочечников отрицательно коррели-
ровали с уровнем экспрессии Bcl-xL во фронталь-
ной коре, что может свидетельствовать о защитной 
роли Bcl-xL в этой структуре против гипертрофии 
надпочечников. Механизм связи между снижением 
экспрессии Bcl-xL, стрессорного уровня кортико-
стерона и усилением депрессивно-подобного пове-
дения может включать изменение экспрессии глю-
кокортикоидных рецепторов (ГР). Являясь важ-
нейшими транскрипционными факторами, они 
значительно увеличивают ядерную транслокацию 
в клетках мозга при остром стрессе [38, 39], а во 
фронтальной коре в разные сроки, через 20 [40] 
и  40 минут [41], после стресса принудительного 
плавания обнаружено увеличение уровней мРНК 
и  белка ГР. Глюкокортикоиды могут влиять на 
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экспрессию антиапоптозных белков [42, 43], об-
разование комплексов между этими белками и ГР, 
а также их перемещение в митохондрии, усиливая 
активные пути преодоления стресса в ответ на не-
гативные стимулы [44, 45]. В последнее время в ли-
тературе появляется все больше данных, связываю-
щих митохондриальную дисфункцию с патофизио-
логией депрессии [46]. 

Информативным маркером нейрональной пла-
стичности, ассоциируемым с депрессивным фено-
типом, считают экспрессию BDNF [47]. Однако, 
в  отличие от обычно сниженной, согласно ней-
ротрофической гипотезе депрессии [48], экспрес-
сии нейротрофина в различных животных моде-
лях этой патологии [49], экспрессия BDNF в гип-
покампе после подавления Bcl-xL, несмотря на 
продепрессантный поведенческий эффект, была 
повышенной. Такое несоответствие поведения 
и  экспрессии BDNF в  ключевых отделах мозга, 
связанных с  контролем депрессивно-подобного 
поведения, наблюдается нередко. Например, по-
вышенный уровень экспрессии нейротрофина 
был обнаружен во фронтальной коре крыс, прояв-
ляющих большую продолжительность пассивного 
поведения в тесте принудительного плавания по 
сравнению с крысами, проявляющими меньшую 
продолжительность [50]. Следует отметить, что су-
щественной особенностью головного мозга, обе-
спечивающей адекватные поведенческие ответы на 
негативные стимулы, является его пластичность, 
согласованное функционирование ключевых ком-
понентов и  механизмов которой в  гиппокампе 
осуществляется с  участием глюкокортикоидных 
гормонов [51]. Повышение уровня BDNF в гиппо-
кампе в нашей работе может объясняться снижен-
ным уровнем кортикостерона, оказывающего угне-
тающее влияние на экспрессию BDNF [52]. Повы-
шение экспрессии BDNF в гиппокампе могло быть 
также компенсаторным ответом на снижение экс-
прессии Bcl-xL. Функционирование нейротрофи-
ческой и анти-апоптозной систем взаимосвязано, 
на что указывает повышающее влияние BDNF на 
экспрессию Bcl-xL в гиппокампе [53]. 

Активную роль в провоцировании депрессивно-
подобного поведения играют воспалительные 
процессы [54], которые в условиях нашего экспе-
римента могли быть вызваны, например, инъек-
цией вирусных векторов в мозг [55] или стрессо-
выми условиями теста принудительного плавания. 
Даже такое небольшое стрессовое воздействие, 
как 30-минутное ограничение подвижности, по-
вышало в плазме крови крыс уровень, по крайней 
мере, одного провоспалительного цитокина ‒ ин-
терлейкина-6 [56]. Клинические исследования 
показывают прямую взаимосвязь между уровнем 
интерлейкина-6 в периферической крови и тяже-
стью депрессии [57]. Однако в  нашей работе не 
было обнаружено значительных различий между 

группами по уровню интерлейкина-6 в перифери-
ческой циркуляции, что отвергает возможность су-
щественного вклада периферического воспаления 
в изменение поведения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Снижение экспрессии Bcl-xL в  гиппокампе 
и фронтальной коре сопровождалось у крыс депрес-
сивно-подобным ответом в тесте принудительного 
плавания. Этому поведенческому эффекту сопут-
ствовало изменение функционирования надпо-
чечников, проявляющееся увеличением веса желез 
и снижением стрессорного уровня кортикостерона 
в плазме крови. 
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A Reduced Expression of BCL-XL in the Hippocampus is Accompanied by  
a Depression-Like Phenotype in Rats

G. T. Shishkina1, D. A. Lanshakov1, A. V. Bannova1, N. P. Komysheva1, and N. N. Dygalo 1 
1The Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 

Novosibirsk, Russia

The previously identified ability of the anti-apoptotic protein Bcl-xL to increase expression in the 
hippocampus in response to stress, which correlated with resistance to stress-induced depression 
(Shishkina et al., 2010; Dygalo et al., 2012), indicates the potential use of this protein as a target for 
reducing symptoms of depressive disorder. The aim of this work was to evaluate in rats the effect of 
suppression of Bcl-xL expression in the hippocampus (using a TET-ON system based on lentiviral 
vectors for doxycycline-controlled transgene expression) on behavior in the forced swim test. The 
detected decrease in the expression (determined by immunoblotting) of Bcl-xL in the hippocampus 
and less pronounced in the frontal cortex was accompanied by a clear depressive-like effect, manifested 
by a shorter latency period before the first episode of freezing and a longer duration of passive behavior. 
Animals that received joint administration of the vector and doxycycline also showed a significant 
increase in the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) protein in the hippocampus, 
the relative weight of the adrenal glands, and a decrease in the stress level of corticosterone in the 
blood plasma compared to groups that received separate administrations of these drugs. Relative adrenal 
weights were significantly negatively correlated with Bcl-xL expression levels in the frontal cortex. 
Overall, gene-directed reduction of Bcl-xL expression in the hippocampus resulted in a depressive-like 
response in the forced swim test in rats. This behavioral effect was accompanied by a change in the 
functioning of the adrenal glands, manifested by an increase in the weight of the glands and a decrease 
in the stress level of corticosterone in the peripheral circulation.

Keywords: anti-apoptotic protein Bcl-xL, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), hippocampus, frontal 
cortex, forced swim test, corticosterone, adrenal glands
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Микроглия в перинатальный период онтогенеза выполняет функции критически важного регу-
лятора процессов ангио-, нейро- и синаптогенеза. В условиях нормального развития, без индук-
ции воспаления, введение глюкокортикоидного гормона – дексаметазона (0.2 мг/кг) вызывало 
быстрое снижение уровней мРНК как про-, так и антивоспалительных цитокинов в стволе мозга 
новорожденных крысят. Уменьшение экспрессии генов Il1b, Tnfa наблюдалось уже через 1 час, 
а Il10, Tgfb1 через 4 часа после введения гормона 3-суточным крысятам. Подавление уровней 
мРНК цитокинов сопровождалось уменьшением числа клеток, экспрессирующих маркерный 
белок микроглии IBA1 в области голубого пятна ствола мозга, к 6 часу после введения глюко-
кортикоида. Выявленное в работе снижение экспрессии цитокинов и активности микроглии 
способно нарушить участие микроглии в процессах нейропластичности развивающегося мозга, 
что может являться одной из причин долговременного изменения его функционирования.

Ключевые слова: дексаметазон, цитокины, микроглия, мРНК, неонатальный мозг, ранние воздействия
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ВВЕДЕНИЕ

При развитии воспаления введение синтетиче-
ского глюкокортикоида – дексаметазона подавляет 
экспрессию провоспалительных и стимулирует экс-
прессию антивоспалительных цитокинов, что ока-
зывает иммунносупрессивный эффект [1–3]. Спо-
собность гормона снижать воспаление успешно 
используется в клинике. Вместе с  тем, действие 
дексаметазона на экспрессию про- и антивоспали-
тельных цитокинов в условиях нормального раз-
вития, а не стимулированного воспаления, оста-
ется открытым. Применение глюкокортикоидов 
в перинатальной медицине для купирования ре-
спираторного дистресс-синдрома новорожденных 
при угрозе преждевременных родов [4–6] делает 
вопрос о влиянии гормона на экспрессию цитоки-
нов развивающегося мозга актуальным. Благодаря 
своей липофильной природе и незрелости гема-
тоэнцефалического барьера, дексаметазон легко 
проникает в мозг, где основным “иммунным ор-
ганом” является микроглия. Основные функции 

микроглии перинатального мозга включают в себя 
не только очищение клеток от продуктов физио-
логического апоптоза и борьбу с патогенами, но 
и, что более важно, участие в образовании кор-
ректных и функциональных синаптических кон-
тактов формирующихся нейронных сетей [7–9]. 
Следовательно, повышение уровня гормона в кри-
тический период развития мозга может изменить 
активность микроглии и тем самым повлиять на 
формирование связей между нейронами и  орга-
низацию нейросетей, меняя функционирование 
мозга в дальнейшем. Известно, что стимуляция ак-
тивности микроглии в раннем онтогенезе меняет 
у взрослых животных стресс-реактивность, иммун-
ный ответ, увеличивает склонность к психопато-
логиям [10–13]. С целью выяснения влияния дек-
саметазона на уровни мРНК цитокинов в работе 
определяли динамику быстрых изменений уров-
ней мРНК генов провоспалительных цитокинов: 
интерлейкина-1 бета (Il1b), фактора некроза опу-
холи-альфа (Tnfa) и анти-воспалительных: интер-
лейкина 10 (Il10) и трансформирующего ростового 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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фактора бета (Tgfb1), а также уровень экспрессии 
маркерного белка микроглии IBA1 в стволе мозга 
неонатальных крысят. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные, введение препаратов, забор матери-
ала. В работе использовали неонатальных крысят 
Вистар обоего пола, содержавшихся по-пометно 
вместе с матерями в ЦКП Вивария конвенциональ-
ных животных ИЦиГ СО РАН. Животных содер-
жали в соответствии с Директивой Европейского 
Парламента и Совета ЕС 2010/63/EU от 22 сентя-
бря 2010 г., а также приказом 199н “Об утвержде-
нии Правил надлежащей лабораторной практики” 
Министерства Здравоохранения РФ, условия со-
держания были одобрены биоэтической комис-
сией ИЦиГ СО РАН – Протокол № 19 от 26 ноября 
2013 года при свободном доступе к воде и корму, 
контролируемом световом режиме 14/10. Бере-
менные самки были рассажены в индивидуальные 
клетки не позднее 18 дня беременности. День ро-
дов считали первым днем жизни. На второй день 
все пометы были выравнены до 8–10 крысят. Для 
нивелировки материнских эффектов в каждом по-
мете находились животные контрольных и подо-
пытных групп. Число животных было минимизи-
ровано до получения статистически достоверных 
результатов, каждая группа состояла из 10–12 жи-
вотных, при этом в  каждой экспериментальной 
группе были представлены крысята из не менее 
чем 3–4 разных пометов. 

На 3-й день жизни крысятам вводили подкожно 
0.2 мг/кг/20 мкл дексаметазона (KRKA, Слове-
ния), физиологический раствор (20 мкл), либо 
оставляли интактными. После инъекций крысят 
возвращали к  матерям. Животных выводили из 
эксперимента быстрой декапитацией через 30, 60, 
120, 240 и 360 минут после введений препаратов. 
Все манипуляции проводили в интервале с 09:00 до 
15:00. Для определения уровней мРНК (n = 7–8) 
на холоду выделяли ствол мозга, включающий весь 
блок ткани позади четверохолмия – ростральную 
часть продолговатого мозга и область моста. Для 
иммуногистохимического анализа после холодо-
вого наркоза проводили транскардиальную перфу-
зию крысят (n = 4) 0.02М фосфатно-солевым бу-
фером (PBS) и 4% раствором параформальдегида 
в 0.02 М PBS, извлекали мозг и помещали в та-
кой же фиксатор на 4 часа, а затем в 30% сахарозу 
в 0.02 М PBS для криопротекции. 

Определение уровней мРНК. Суммарную РНК 
из образцов ствола мозга выделяли одностадий-
ным гуанидин-изотиоцианатным методом, как 
описано нами ранее [14-16]. Синтез кДНК про-
водили из 3 мкг суммарной РНК c применением 
Oligo(dT) и ревертазы M-MuLV (“СибЭнзим”, Рос-
сия) в течение 90 мин при 42°С. Количественный 

анализ уровней мРНК цитокинов относительно 
мРНК гена домашнего хозяйства бета-актина про-
водили методом ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием наборов TaqMan® Gene Expression 
Assays (Il1b: Rn00580432_m1; Tnfa: Rn00562055_m1; 
Il10: Rn99999012_m1; Tgfb1: Rn00572010_m1; Actb: 
Rn00667869_m1; Thermo Fisher Scientific, USA) на 
амплификаторе VIIA™7 (Thermo Fisher Scientific, 
USA) в соответствии с протоколом производителя 
и рассчитывали по методу ∆∆Сt.

Иммуногистохимия. Иммунофлуоресцентное 
окрашивание проводили на сагиттальных сре-
зах толщиной 20 мкм, собранных на адгезивных 
стеклах Superfrost plus (Термо, США). Неспеци
фическое связывание блокировали в  1.5% BSA 
в PBST (0.02М PBS с 0.2% Triton X-100). Использо-
вали специфичные первичные антитела в разведе-
нии 1:250 для маркера микроглии IBA1 (ab178847, 
Abcam, США, rabbit) и тирозингидроксилазы (TН) 
(ab1542, Merck Millipore, sheep). Далее срезы инку-
бировали со вторичными антителами осла против 
IgG кролика с флуоресцентной меткой (Alexa-568, 
Biotium) и осла против IgG овцы с флуоресцентной 
меткой (Alexa-488, Jackson ImmunoResearch), ка-
ждое вторичное антитело брали в разведении 1:300.

Микрофотосъемки в  области синего пятна 
ствола мозга (Locus coeruleus, LC) проводили на 
конфокальном микроскопе LSM 780 (“Carl Zeiss”, 
Германия). Общий уровень флуоресцентного све-
чения (для тирозингидроксилазы (ТН)), а также 
средний диаметр по 10 клеткам и количество кле-
ток на 1 мм2 среза мозга, экспрессирующих IBA1, 
подсчитывали с помощью программного обеспече-
ния ZEN. 

Статистический анализ. После проверки выбо-
рок на нормальность распределения по критерию 
Колмогорова, обработку данных проводили с ис-
пользованием дисперсионного анализа ANOVA: 
двухфакторного для уровней мРНК (независимые 
факторы: введение гормона и время) или однофак-
торного для результатов иммуногистохимии (фак-
тор: введение гормона). Апостериорное сравнение 
групп анализировали по Фишеру, с применением, 
в случае необходимости, поправки на множествен-
ное сравнение (для уровней мРНК генов) или без 
таковой (для иммуногистохимии) в  пакете про-
грамм Statistica 10 (StatSoft, США). Результаты 
представлены как среднее ± ошибка средней. Раз-
личия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение дексаметазона привело к  быстрому 
снижению уровней мРНК генов провоспалитель-
ных цитокинов (рис. 1). Уже через 1 час после гор-
монального воздействия уровень мРНК интер-
лейкина 1В (Il1b) в стволе мозга 3-суточных кры-
сят достоверно снизился (рис. 1а) по сравнению 
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с уровнем контрольных животных (влияние гор-
мона: F(1,87)=59.75, p<0.001; влияние времени 
F(5,87)=6.99, p<0.001; взаимодействие факторов 
F(5,87)=6.74, p<0.001). Аналогичное снижение 
экспрессии гена обнаружено и для другого про-
воспалительного цитокина – фактора некроза 
опухоли-альфа (Tnfa) (рис. 1б), уровень мРНК ко-
торого также был значимо ниже уровня контроль-
ных животных, начиная с первого часа после вве-
дения гормона (влияние гормона F(1,79)=36.37, 
p<0.001; влияние времени F(5,79)=4.47, p<0.001; 
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Рис. 1. Уровни мРНК интерлейкина 1В (Il1b) (а) 
и фактора некроза опухоли-альфа (Tnfa) (б) в стволе 
мозга 3-суточных крысят через 30, 60, 120, 240 
и  360  минут после введения 0.2 мг/кг дексамета-
зона (кривая № 2) в процентах от введения физио-
логического раствора (кривая № 1). 
“0” по оси абсцисс – интактные одновозрастные 
крысята, *p < 0.05 по сравнению с контрольными 
животными аналогичного временного интервала. 

взаимодействие факторов F(5,79)=4.43, p<0.001). 
Снижение экспрессии генов обоих провоспали-
тельных цитокинов оставалось на низком, относи-
тельно контрольных животных, уровне на протя-
жении всех 6 часов наблюдений. 

Уровни мРНК антивоспалительных цитоки-
нов, интерлейкина 10 (Il10) и  трансформирую-
щего фактора роста бета (Tgfb) также снижались 
под действием гормона, но это действие гор-
мона выявлялось только к 4 и 6 часу после введе-
ния дексаметазона (рис. 2): для Il10 влияние гор-
мона F(1,66)=10.04, p<0.002 (рис. 2а), для Tgfb1 
F(1,88)=5.01, p<0.03 (рис. 2б), соответственно. 
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Рис. 2. Уровни мРНК интерлейкина 10 (Il10) (а) 
и трансформирующего фактора роста бета (Tgfb) (б) 
в стволе мозга 3-суточных крысят через 30, 60, 120, 
240 и 360 минут после введения 0.2 мг/кг дексамета-
зона (кривая № 2) в процентах от введения физио-
логического раствора (кривая № 1). 
“0” по оси абсцисс – интактные одновозрастные 
крысята, *p < 0.05 по сравнению с контрольными 
животными аналогичного временного интервала. 
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Достоверного влияния времени и взаимодействия 
факторов на уровни мРНК исследуемых антивос-
палительных цитокинов не выявлено. 

Снижение экспрессии генов про- и антивоспа-
лительных цитокинов сопровождалось уменьше-
нием числа микроглиальных клеток и их диаме-
тра в стволе мозга новорожденных крысят (рис. 3). 
Через 6 часов после введения дексаметазона число 
клеток, экспрессирующих маркерный белок ак-
тивированной микроглии IBA1, уровень кото-
рого оценивали иммуногистохимически, был до-
стоверно меньше, чем у  животных контрольной 
группы, получавших инъекцию физиологиче-
ского раствора F(1,18)=8.39, p<0.01. Средний ди-
аметр клеток микроглии после введения гор-
мона также достоверно снижался F(1,18)=5.37; 
p<0.03. При этом уровень флуоресцентного сиг-
нала для белка ключевого фермента синтеза 
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Рис. 3. (а) Репрезентативные микрофотографии 
окраски IBA1 в  стволе мозга 3-суточных крысят 
контрольной группы (1) и через 6 часов после введе-
ния дексаметазона (2). Клетки микроглии отмечены 
стрелками, LC(TH) – область синего пятна ствола 
мозга (Locus Coeruleus) с окраской на тирозинги-
дроксилазу (ТН).
(б) Число клеток, экспрессирующих IBA1, и их диа-
метр в стволе мозга контрольных (1) и получивших 
0.2 мг/кг дексаметазона (2) 3-суточных крысят через 
6 часов после воздействия. 
*p < 0.05 по сравнению с контрольной группой. 

катехоламинов – тирозингидроксилазы (ТН) в об-
ласти синего пятна ствола мозга через 6 часов по-
сле введения гормона был повышен F(1,18)=5.22; 
p<0.03. 

Таким образом, введение дексаметазона вызы-
вает быстрое градиентное угнетение экспрессии 
как про-, так и, в дальнейшем, антивоспалитель-
ных цитокинов в стволе мозга неонатальных кры-
сят, снижая к 6 часу после введения число и актив-
ность микроглиальных клеток. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Клетки микроглии в неонатальном мозге вы-
полняют критически важные функции. В условиях 
нормального развития, без воспаления, именно 
микроглия участвует в процессах ангиогенеза, уда-
лении избыточного числа нейронов и в синапто-
генезе – образовании корректных синаптических 
контактов, поддерживая формирование функци-
ональных нейронных сетей и удаляя нефункцио-
нальные связи между нейронами, тем самым ми-
кроглия участвует в формировании нейропластич-
ности ЦНС [7–9]. Поэтому отклонение активности 
микроглии как в сторону ее увеличения при индук-
ции воспаления, так и угнетения, установленного 
в нашей работе при введении глюкокортикоидного 
гормона, способно оказать долговременное влия-
ние на функционирование мозга и регулируемые 
им функции.

Повышение уровня глюкокортикоидов в  ре-
зультате стресса или гормональной терапии в чув-
ствительный период раннего онтогенеза, как из-
вестно, приводит к перманентным долговремен-
ным изменениям – у взрослых животных меняется 
реакция на стресс, нарушаются нейромедиаторные 
системы мозга и, соответственно, регуляция мно-
гих функций [17–21]. Многочисленные эпидеми-
ологические исследования применения глюко-
кортикоидов при угрозе преждевременных родов 
свидетельствуют о неблагоприятных отдаленных 
последствиях антенатального введения гормонов 
и у человека [4–6], что вызывает целый ряд метабо-
лических отклонений – от нарушения толерантно-
сти к глюкозе и развития гипертонии до выражен-
ных патологий умственного и психоэмоциональ-
ного развития, нарушению памяти, способности 
к обучению, вплоть до появления тяжелых трево-
жно-депрессивных состояний [21–23].

Введение дексаметазона неонатальным кры-
сятам в  нашем исследовании вызвало однона-
правленное действие на уровни мРНК как про-, 
так и  антивоспалительных цитокинов – сниже-
ние экспрессии их генов, различное по времени 
своего проявления. Это угнетение экспрессии по 
всей видимости не является следствием катабо-
лического действия глюкокортикоидов, тормозя-
щего, как известно, синтез белка [1, 24], поскольку 
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изменения экспрессии гена домашнего хозяйства 
в исследуемом временном диапазоне выявлено не 
было. Молекулярной основой эффектов дексаме-
тазона могут являться как классический вариант 
его действия через глюкокортикоид-отвечающие 
элементы промоторов цитокинов, так и неканони-
ческий механизм действия гормонов – через АР-1 
элементы, имеющиеся в  промоторных областях 
всех исследуемых генов [1, 2]. 

Если снижение экспрессии генов провоспа-
лительных цитокинов, в нашей работе это интер-
лейкин-1бета (Il1b) и  фактор некроза опухоли-
альфа  (Tnfa), введением глюкокортикоидных 
гормонов хорошо известно и успешно использу-
ется в клинике [1–3], то обнаруженное в работе 
уменьшение уровней мРНК антивоспалительных 
цитокинов было неожиданным, и этот факт ну-
ждается в дальнейшем исследовании. Продуцен-
том антивоспалительных белков – цитокина ин-
телейкина-10 и  трансформирующего ростового 
фактора-бета1, особенно в период перинатального 
онтогенеза, является преимущественно микрог-
лия [25–27]. Усиление экспрессии интерлейкина 
10 на уровне гена и  белка активно противодей-
ствует развитию нейродегенерации при индукции 
воспаления [25], а TGFb1 критически важен для 
созревания и гомеостаза микроглии [27, 28]. Об-
наруженное нами снижение уровней мРНК Il10 
и  Tgfb1 к  4 часу после введения дексаметазона 
в  стволе неонатального мозга согласуется с  не-
давно выявленным снижением секреции белковых 
продуктов этих генов в культуре микроглиальных 
клеток при действии гормона [29].

Выявленное в  работе уменьшение уровней 
мРНК цитокинов сопровождается снижением ак-
тивности микроглии, что подтверждается обна-
руженным нами уменьшением числа клеток, экс-
прессирующих маркерный белок IBA1, а  также 
уменьшением среднего диаметра микроглиоцитов. 
Такое снижение базальной активности микроглии 
способно ослабить выполнение ею своих функций 
в неонатальном мозге и явиться причиной нару-
шения формирования нейронных сетей и функци-
онирования мозга в дальнейшем. 

Исследуемый в  нашей работе возраст – пер-
вые дни постнатального развития ‒ является кри-
тически важным периодом онтогенеза. Как было 
впервые установлено работами нашей лаборато-
рии даже кратковременное снижение экспрессии 
одного единственного гена – альфа2А-адреноре-
цептора – в этот период развития применением 
РНК-интерференции или антисенс-нокдауна 
приводит к  значительным изменениям поведе-
ния и нейрохимии – значительно снижается уро-
вень тревожности взрослых животных и повыша-
ется плотность альфа2-адренорецепторов в отде-
лах мозга взрослых животных [14, 30, 31]. Кроме 
того, введение дексаметазона крысятам на 3 день 

постнатального развития вызывает значимое уве-
личение экспрессии гена и белка ключевого фер-
мента синтеза катехоламинов – тирозингидрокси-
лазы (ТН) [15, 32], сохраняющееся, как минимум, 
сутки и меняющее активность ТН у взрослых жи-
вотных в стволе мозга – области локализации пе-
рикарионов норадренергических нейронов [32, 33]. 
В нашей работе мы вновь зафиксировали рост экс-
прессии белка ТН в области синего пятна ствола 
мозга через 6 часов после введения гормона. Не-
давно выявлена отрицательная взаимосвязь между 
активностью норадренергической системы мозга 
и микроглией: установлено, что выделение нора-
дреналина нейронами ствола мозга препятствует 
росту отростков и подвижности микроглиальных 
клеток, ослабляя нейроиммунные связи [34–37]. 
Исходя из этого можно полагать, что выявленное 
в работе снижение экспрессии цитокинов и экс-
прессии IBA1 может быть связано и с наблюдае-
мым нами ростом активности норадренергической 
системы мозга под действием дексаметазона. 

В целом, снижение экспрессии исследуемых 
генов цитокинов и активности микроглии свиде-
тельствует о возможном ослаблении трофической 
поддержки как незрелых, так и сформированных 
нейронов, снижению элиминации апоптотических 
клеток и некорректных синаптических контактов 
в критический период развития мозга [7, 38, 39], 
что в  совокупности с  обнаруженным нами ра-
нее усилением апоптоза нейронов неонатального 
мозга под действием дексаметазона [16] способно 
привести к нарушению морфофункциональной 
структуры формирующегося мозга и явиться при-
чиной долговременного изменения его функцио-
нирования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Однократное введение глюкокортикоидного гор-
мона – дексаметазона ‒ вызывает быстрое сниже-
ние экспрессии генов как про-, так и антивоспали-
тельных цитокинов в стволе мозга новорожденных 
крысят. Установленное подавление уровней мРНК 
цитокинов сопровождается угнетением активности 
микроглиоцитов. Выявленные особенности дей-
ствия дексаметазона способны ослабить участие 
микроглии в процессах нейропластичности разви-
вающегося мозга и явиться одной из причин долго-
временного изменения его функционирования.
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Dexamethasone Reduces Cytokine mRNA Levels and Microglial Activity  
in the Brainstem of Newborn Rats

T. S. Kalinina1, 2, V. V. Bulygina1, D. A. Lanshakov1, 2, E. V. Sukhareva1,  
and N. N. Dygalo 1, 2

1 Federal research center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russia

2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia 

During the perinatal period of ontogenesis microglia, take part functions as a critical key-regulator of 
the angio-, neuro- and synaptogenesis processes. Under normal development, without inflammation 
induction, administration of the glucocorticoid hormone dexamethasone (0.2 mg/kg) caused a rapid 
decrease in the mRNA levels of both pro- and anti-inflammatory cytokines in the brainstem of neonatal 
rat pups. A decrease in the expression of the Il1b, Tnfa genes was observed within 1 hour, and Il10, Tgfb1 
4 hours after the administration of the hormone to 3-day-old rat pups. Suppression of cytokine mRNA 
levels was accompanied by a decrease in the number of cells expressing the microglia marker protein 
IBA1 in the locus coeruleus region of the brain stem in 6 hours after glucocorticoid administration. 
The identified features of the dexamethasone action can weaken the participation of microglia in the 
processes of neuroplasticity in the developing brain, which may be one of the reasons for long-term 
changes in brain functioning.

Keywords: dexamethasone, cytokines, microglia, mRNA, neonatal brain, early-life exposure 
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Благодаря ключевой роли нейротрофинов в развитии мозга и пластичности, вопрос о том, мо-
жет ли и как предшественник нейротрофического фактора мозга (proBDNF) влиять на активное 
элиминирование избыточных клеток апоптозом, имеет большое значение. Предполагают, что 
пронейротрофины избирательно активируют рецептор нейротрофина р75, тем самым запуская 
проапоптотические сигнальные пути, тогда как зрелый BDNF (matBDNF) оказывает антиапоп-
тотическое действие. Обоснование работы: proBDNF и matBDNF проявят специфические образ-
цы экспрессии и модифицируют процесс апоптоза в мозге неонатальных крысят при индукции 
его глюкокортикоидами. В эксперименте исследовали влияние глюкокортикоида дексаметазо-
на (DEX) на уровни мРНК Bdnf и ключевой протеазы апоптоза каспазы-3, количество клеток, 
экспрессирующих активную каспазу-3, а также содержание белков proBDNF, matBDNF и клю-
чевого антиапопозного белка Bcl-xL в гиппокампе 3–4 дневных крыс через 6 или 24 ч после вве-
дения DEX. Через 6 ч DEX индуцировал антиапоптозные процессы, а именно ‒ повышал уровни 
мРНК Bdnf в целом гиппокампе, а также содержание белков matBDNF и Bcl-xL в полях СА1-3 
и зубчатой извилине структуры. При этом формировалось временное преобладание экспрессии 
matBDNF над апоптогенным proBDNF на фоне неизменного количества клеток, экспрессиру-
ющих активную каспазу-3. Через 24 ч DEX спровоцировал увеличение экспрессии апоптоген-
ного proBDNF, и его превалирование над зрелым нейротрофином во всех полях гиппокампа, 
сопровождавшееся увеличением количества клеток с детектируемой активной каспазой-3. Более 
того, нами выявлена достоверная корреляция между соотношением proBDNF/matBDNF и ак-
тивной каспазой-3 во всех трех областях гиппокампа. Показано, что при индукции дексамета-
зоном proBDNF имеет свой собственный, отличный от его зрелой формы, паттерн экспрессии 
в гиппокампе неонатальных крыс, и проявление его проапоптотического действия сопровожда-
ется повышением соотношения proBDNF/matBDNF.

Ключевые слова: proBDNF, matBDNF, Bcl-xL, активная каспаза-3, гиппокамп, дексаметазон
DOI: 10.31857/S1027813324030044, EDN: EQSTWL

 ВВЕДЕНИЕ

При развитии респираторного дистресс-син-
дрома новорожденных широко используется в ме-
дицинской практике глюкокортикоидная тера-
пия [1]. Головной мозг в эти сроки наиболее чув-
ствителен к повреждающим воздействиям, в том 

числе к повышенному уровню глюкокортикоидов, 
которые нередко приводят к серьезным и долго-
срочным нарушениям физиологических функций 
организма и  поведения [2, 3], механизмы воз-
никновения которых во многом остаются неяс-
ными. Нейроны неонатального гиппокампа могут 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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подвергаться повреждающему воздействию из-
бытка глюкокортикоидных гормонов, поскольку 
в  этой структуре уже в  перинатальном периоде 
наблюдается высокая экспрессия глюкокортико-
идных рецепторов [4]. Спектр генов, экспрессия 
которых может изменяться под влиянием глюко-
кортикоидов, очень широк и среди них и ключевые 
гены апоптозного каскада [5, 6], и регуляторы ней-
ропластичности, в частности, BDNF [7-10]. Ней-
ротрофические факторы играют одну из ключевых 
ролей в процессе формирования головного мозга 
в ходе неонатального онтогенеза [11], экспрессия 
BDNF особенно высока в гиппокампе [12]. Было 
установлено, что незрелые формы белков нейро-
пластичности могут избегать внутриклеточного 
процессинга и секретироваться из нейронов [13–
14]. Кроме того, многие исследователи сходятся 
во мнении, что все пронейротрофины выпол-
няют проапоптозную функцию, и proBDNF, в том 
числе, через свою высокую аффинность к рецепто-
рам p75NTR может провоцировать усиление про-
цесса программируемой гибели клеток [15–18]. 
А поскольку экспрессия p75NTR имеет свой опре-
деленный онтогенетический паттерн, с высокой 
степенью проявления в  неонатальном периоде 
и последующим спадом [19–20], то роль незрелых 
форм белков нейропластичности в регуляции про-
граммируемой гибели клеток становится весомой 
именно в раннем онтогенезе. Так, в нашей лабо-
ратории было показано, что в коре неонатальных 
крыс именно proBDNF является превалирующим 
продуктом гена Bdnf и его уровень положительно 
коррелирует с уровнем активной каспазы-3 [21]. 
Важен и баланс незрелых и зрелых форм белков ре-
гуляторов нейропластичности, поскольку показано, 
что зрелые нейротрофины проявляют антиапопто-
зную активность ‒ matBDNF блокирует ключевой 
для физиологического апоптоза клеток формирую-
щегося мозга каспазо-3-зависимый путь клеточной 
гибели [22]. Так как на сегодняшний день известно, 
что пронейротрофины способны индуцировать 
апоптоз даже в  присутствии трофической под-
держки зрелых нейротрофических факторов [23], 
результаты одновременного действия зрелых ней-
ротрофинов и их проформ могут быть оценены по 
интенсивности экспрессии молекулярного маркера 
апоптоза. Одним из ключевых маркеров заключи-
тельной стадии апоптоза является эффекторный 
белок программируемой клеточной гибели – ак-
тивная каспаза-3 [24]. Образование активной ка-
спазы-3 из прокаспазы-3 негативно регулируется 
matBDNF [25] и позитивно – proBDNF [22]. Кроме 
того, показано, что matBDNF при введении в гип-
покамп индуцирует экспрессию другого ключе-
вого антиапоптозного белка Bcl-xL [26]. Целью 
нашей работы стало изучение изменений уровней 
matBDNF, proBDNF и значимых белков апоптоза 
Bcl-хL и каспазы-3, а также выявление параллель-
ной динамики этих молекул в  ключевых полях 

незрелого гиппокампа (CA1, CA3, зубчатая изви-
лина) трехдневных крысят после кратковремен-
ного воздействия селективным агонистом глюко-
кортикоидных рецепторов дексаметазоном. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и введение гормона. Исследования 
проводили на крысах Вистар. Крыс содержали 
в  условиях свободного доступа к  воде и  корму 
в виварии ИЦиГ СО РАН и следовали рекомен-
дациям о гуманном обращении с лабораторными 
животными Комиссии по биоэтике Института ци-
тологии и генетики СО РАН (протокол № 19 от 
26.11.2013 г.) в соответствии с Директивой Евро-
пейского Парламента и Совета ЕС 2010/63/EU от 
22 сентября 2010 г. и “Правилам проведения ра-
бот с использованием экспериментальных живот-
ных” и согласно приказу Минздрава России № 267 
от 19 июня 2003 г. Беременных самок за 3–4 дня 
до родов рассаживали в индивидуальные клетки. 
День родов считали первыми сутками жизни. Кры-
сятам обоего пола на 3-й день жизни подкожно 
вводили дексаметазон (DEX) (KRKA, Словения, 
0.2 мг/кг в объеме 20 мкл) либо физиологический 
раствор (физ. раствор). Доза гормона в настоящем 
исследовании эквивалентентна 12 мг дексамета-
зона в день для человека весом 60 кг, что имити-
рует клиническую дозу для беременной женщины 
(0.2 мг/кг) [27] и соответствует дозе, применяемой 
нами ранее и способной модифицировать процесс 
апоптоза в мозжечке в этот период онтогенеза [28]. 
Животных забивали через 6 и 24 часа после введе-
ния дексаметазона. Временные точки определяли, 
исходя из предыдущих данных [29, 30] и данных 
литературы [9, 31], ориентируясь на выявленные 
в этих работах изменения экспрессии ключевых 
нейротрофических факторов в гиппокампе в ответ 
на введение глюкокортикоидов. 

Анализ уровня мРНК Bdnf и каспазы-3 методом 
ОТ-ПЦР. Суммарную РНК из гиппокампа 7–8 кры-
сят каждой группы выделяли, применяя односта-
дийный гуанидин-изотиоцианатный метод, как 
описано ранее [27]. Для получения кДНК брали 
3 мкг суммарной РНК, Oligo(dT) праймер и  ре-
вертазу MuLV (“СибЭнзим”, Россия) и инкуби-
ровали в условиях стандартной методики (90 мин 
при 42°С). Количественный анализ содержания 
мРНК генов Bdnf и каспазы-3 относительно мРНК 
actb проводили методом ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени с использованием наборов TaqMan® Gene 
Expression Assays на амплификаторе ABI VIIA™ 7 
(“Applied Biosystems”, США) и рассчитывали по 
методу ∆∆Сt. 

Иммуногистохимия. Белки proBDNF, matBDNF, 
Bcl-xL и активной каспазы-3 определяли методом 
иммуногистохимии [31] с использованием флуо-
ресцентно меченных вторичных антител. После 
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глубокого холодового наркоза крысят транскар-
диально перфузировали 0.02 М фосфатным буфе-
ром (PBS) и последовательно 4% раствором пара-
формальдегида в 0.02 М PBS. Использовали специ
фичные к незрелому нейротрофическому фактору 
proBDNF первичные антитела цыпленка (AB78367 
Abcam, Великобритания), специфичные к зрелому 
нейротрофическому фактору matBDNF первичные 
мышиные антитела (ABGF35L Merck Millipore, Со-
единенные Штаты), специфичные к Bcl-xL пер-
вичные кроличьи антитела (AB2764, 54H6, Cell 
Signaling, Соединенные Штаты), специфичные 
к активной каспазе-3 первичные кроличьи анти-
тела (AB2764, 5A1E, Cell Signaling, Соединенные 
Штаты), в разведении 1:200. Проводили двойное 
иммуногистохимическое окрашивание. На одних 
срезах мозга в качестве первичных антител при-
меняли антитела к matBDNF и Bcl-xL, на других 
срезах мозга ‒ антитела к proBDNF и активной ка-
спазе-3. Далее срезы инкубировали соответственно 
со вторичными антителами козы против IgG кро-
лика с флуоресцентной меткой (Alexa-488, A-11008, 
Invitrogen, Соединенные Штаты) и со вторичными 
антителами козы против IgG мыши с  флуорес-
центной меткой (Alexa-594, 115-515-207, Jackson 
Immuno, Соединенные Штаты) для пары первич-
ных антител к matBDNF и Bcl-xL и со вторичными 
антителами осла против IgG кролика с флуорес-
центной меткой (Alexa-488, 711-545-152, Jackson 
Immuno, Соединенные Штаты) и со вторичными 
антителами осла против IgG цыпленка с  флуо-
ресцентной меткой (DyLight-594, 703-515-155,  
Jackson Immuno, Соединенные Штаты) для пары 
первичных антител к  proBDNF и  активной ка-
спазе-3 в  разведении 1:400. Уровни proBDNF, 
matBDNF, Bcl-xL и активной каспазы-3 оценивали 
на коронарных срезах мозга по величине оптиче-
ской плотности клеток на цифровых фотографиях 
(увеличение ×200) на 4–5 полях зрения от 4–5-х 
животных каждой группы. Цифровые фотографии 
срезов гиппокампа были получены на лазерном 
сканирующем микроскопе LSM-780. При пано-
рамной съемке срезов для последующей статобра-
ботки использовали увеличение 20× и безиммер-
сионный объектив Plan-Apochromat 20×/0,8 M27. 
По меньшей мере по 6 срезов от каждой крысы 
было сфотографировано и  проанализировано. 
Данные по относительной оптической плотности 
флуоресцентного сигнала были обработаны с по-
мощью программного обеспечения ZEN (2011, 
SP2). Уровни proBDNF и matBDNF и соотноше-
ния уровней proBDNF к matBDNF рассчитывали 
в  абсолютных цифрах иммуногистохимических 
данных, потом для контрольной группы прини-
мали получившееся среднее за 100% и далее дан-
ные опытной группы рассчитывали в процентах 
относительно группы с введением физиологиче-
ского раствора. Количество клеток, экспрессиру-
ющих активную каспазу-3, подсчитывали вручную 

на микрофотографиях и определяли их абсолютное 
количество в поле зрения панорамы гиппокампа 
для каждого из полей этой структуры, проанали-
зировав минимум 6 срезов от каждой крысы.

Статистический анализ. Данные проверили 
на соответствие нормальному распределению 
и применили факторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) (пакет программ JASP (ver. 18.3; Уни-
верситет Амстердама, 2024)), независимыми фак-
торами которого являлись введение дексаметазона 
(DEX) и время после введения препарата, факто-
ром повторных измерений выступали поля гиппо-
кампа, с последующим апостериорным анализом 
межгрупповых различий по критерию Фишера 
LSD, различия с р < 0.05 считали достоверными. 
Выявление наиболее вероятных моделей дисперси-
онного анализа проводили с использованием бай-
есовского моделирования ANOVA, на основании 
значений фактора B10. Уровень сопряженности по-
казателей оценивали корреляционным коэффици-
ентом Спирмана. При необходимости результаты 
анализа обрабатывали с учетом поправок на мно-
жественное сравнение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

После воздействия дексаметазоном, уровни зре-
лой и проформы BDNF демонстрировали специ-
фичную динамику, которая, вместе с  тем, была 
однотипна во всех исследованных полях гиппо-
кампа (рис. 1 и 2). Согласно байесовскому моде-
лированию, изменения уровней форм BDNF и их 
соотношения лучше всего описывала модель дис-
персионного анализа с взаимодействием факторов 
(DEX + время + DEX*время; B10 (matBDNF)=632; 
B10 (proBDNF)=3.1; B10 (proBDNF/matBDNF)=37).

Первым в  полях гиппокампа, спустя 6 часов 
после введения дексаметазона наблюдали крат-
ковременный полуторакратный рост уровня зре-
лой формы matBDNF, который возвращался к ис-
ходному через 24 часа после воздействия (рис. 1; 
Факторы DEX*время - F(1, 12)=36.23, p=0.00006, 
ηp2=0.75; Фактор DEX - F(1, 12)=20.73, p=0.0007, 
ηp2=0.63). 

В отличие от matBDNF, уровни proBDNF че-
рез 6 часов после воздействия были сопоставимы 
между контрольными и получавшими дексамета-
зон группами (рис. 2). Затем, спустя 24 часа по-
сле воздействия уровни proBDNF росли во всех 
полях гиппокампа на фоне восстановления уров-
ней зрелой формы matBDNF (рис. 1; Факторы 
DEX*время – F(1, 12)=6.60, p=0.025, ηp2=0.35; 
Фактор DEX – F(1, 12)=1.43, p=0.25, ηp2=0.11). 

Как следствие, асинхронная динамика уровней 
форм BDNF первоначально приводила к падению 
соотношения proBDNF/matBDNF через 6 часов 
после воздействия в пользу антиапоптозной зре-
лой формы нейротрофа, а затем – к росту данного 
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соотношения во всех исследованных полях гип-
покампа спустя 24 часа в пользу проапоптозной 
формы BDNF (рис. 3; Факторы DEX*время  – 
F(1, 12)=17.43, p=0.0013, ηp2=0.59; Фактор DEX – 
F(1, 12)=0.01, p=0.93, ηp2=0.0006).

Вызванные введением дексаметазона измене-
ния синтеза различных форм мозгового нейротро-
фического фактора сопровождались модифика-
цией и процесса транскрипции этого нейротрофа. 
Достоверный, повышающий уровень мРНК Bdnf, 
проявлялся в  гиппокампе через 6 часов после 
гормонального воздействия и оставался стати-
стически значимым вплоть до 24 часов после 
введения дексаметазона (F(1, 17)=7.35; p<0.001). 
Уровень мРНК каспазы-3 в гиппокампе не изме-
нился ни через 6 часов (F(1, 17)=0.40; p=0.55), ни 

через 24 часа (F(1, 16)=0.15; p=0.70) после инъек-
ции глюкокортикоида. 

Дексаметазон модифицировал не только уровни 
нейротрофа, но и связанные напрямую с апопто-
зом показатели – уровни антиапоптозного белка 
Bcl-xL и число каспаза-3-позитивных клеток. Со-
гласно байесовскому моделированию, изменения 
уровней форм Bcl-xL и числа каспаза-3-позитив-
ных клеток также лучше всего описывала модель 
дисперсионного анализа с взаимодействием факто-
ров (DEX + время + DEX*время; B10(Bcl-xL)=52; 
B10 (каспаза-3-позитивные клетки)=3.1).

Под действием дексаметазона уровни белка 
Bcl-xL во всех изученных полях гиппокампа 
демонстрировали динамику, в  значительной 
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Рис. 1. Уровень BDNF в областях гиппокампа неонатальных крысят через 6 часов (а) и 24 часа (б) после введения 
дексаметазона в процентах относительно группы с введением физиологического раствора. ***р < 0.001 по сравне-
нию с введением физ. раствора, ###р < 0.001 по сравнению с соответствующими 6-часовыми группами. 
Репрезентативные микрофотографии: белок matBDNF ‒ зеленый сигнал (флуорофор Alexa-488) (в ‒ через 6 часов 
после введения физраствора, г ‒ через 6 часов после введения дексаметазона).
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степени аналогичную изменениям уровней зре-
лой формы matBDNF (рис. 2 и  4; все поля – 
R=+0.829, p=3.5*10-13; CA1 – R=+0.796, p=0.0002; 
CA3 – R=+0.805, p=0.0002; зубчатая извилина – 
R=+0.676, p=0.0051). Первоначально, через 6 ча-
сов после введения препарата наблюдали крат-
ковременный двукратный рост уровня Bcl-xL, 
за которым через 24 часа после воздействия сле-
довало восстановление содержания этого антиа-
поптозного белка в гиппокампе (рис. 5; Факторы 
DEX*время – F (1, 12)=18.03, p=0.0012, ηp2=0.60; 
Фактор DEX – F(1, 12)=28.89, p=0.0002, ηp2=0.71). 
Уровни белка Bcl-xL также отрицательно кор-
релировали с соотношением форм нейротрофов 

proBDNF/matBDNF (рис. 3 и  5; все поля –  
R=–0.560, p=0.0001).

В свою очередь, изменения числа каспаза-3-по-
зитивных клеток во всех полях гиппокампа по-
сле введения дексаметазона повторяли динамику 
уровня формы нейротрофа proBDNF, однако не 
были сопряжены с ними напрямую (рис. 1 и 5). 
Вместе с  тем, количество каспаза-3-позитив-
ных клеток положительно коррелировало с  со-
отношением форм нейротрофов proBDNF/
matBDNF (рис. 3 и 5; все структуры - R=+0.392, 
p=0.006). Так, количество каспаза-3-позитивных 
клеток через 6 часов после воздействия было сопо-
ставимо в полях гиппокампа между контрольными 
и получавшими дексаметазон группами (рис. 5). 
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Рис. 2. Уровень proBDNF в областях гиппокампа неонатальных крысят через 6 часов (а) и 24 часа (б) после введе-
ния дексаметазона в процентах относительно группы с введением физиологического раствора. *р < 0.05; **р < 0.01 
по сравнению с введением физ. раствора, #р < 0.05; ###р < 0.001 по сравнению с соответствующими 6-часовыми 
группами. 
Репрезентативные микрофотографии: белок proBDNF ‒ красный сигнал (флуорофор Alexa-594) (в ‒ через 24 часа 
после введения физраствора, г ‒ через 24 часа после введения дексаметазона).
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Рис. 3. Отношение уровней proBDNF к matBDNF 
в областях гиппокампа неонатальных крысят через 
6 часов (а) или 24 часа (б) после введения дексамета-
зона в процентах относительно группы с введением 
физиологического раствора. *р < 0.05, **р < 0.01; 
&р=0.05 по сравнению с введением физ. раствора, 
###р < 0.001 по сравнению с  соответствующими 
6-часовыми группами.

Рис. 4. Уровень Bcl-xL в областях гиппокампа не-
онатальных крысят через 6 часов (а) и 24 часа (б) 
после введения дексаметазона. ***р < 0.001 по 
сравнению с введением физ. раствора, ##р < 0.01,  
###р < 0.001 по сравнению с  соответствующими 
6-часовыми группами.

Рис. 5. Число клеток, экспрессирующих активную каспазу-3, в областях гиппокампа неонатальных крысят через 6 ча-
сов (а) или 24 часа (б) после введения дексаметазона. **р < 0.01 по сравнению с введением физ. раствора, ##р < 0.01 
по сравнению с соответствующими 6-часовыми группами.
Репрезентативные микрофотографии: клетки, экспрессирующие активную каспазу-3 ‒ зеленый сигнал (флуорофор 
Alexa-488) (в ‒ через 24 часа после введения физраствора, г ‒ через 24 часа после введения дексаметазона).
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Затем, спустя 24 часа после воздействия коли-
чество каспаза-3-позитивных клеток росло во 
всех полях гиппокампа на фоне восстановления 
уровней антиапоптозного белка Bcl-xL и зрелой 
формы matBDNF (рис. 5; Факторы DEX*время – 
F(1, 12)=9.72, p=0.009, ηp2=0.45; Фактор DEX – 
F(1, 12)=8.49, p=0.013, ηp2=0.41). 

 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Клетки гиппокампа высокочувствительны к по-
вышению уровня глюкокортикоидов, особенно 
в перинатальный период, когда в этой структуре 
высока экспрессия глюкокортикоидных рецепто-
ров [4]. Уже в первые часы после введения декса-
метазона в гиппокампе неонатальных крысят уве-
личивается мРНК c-fos [28], маркер нейрональной 
активности [34], что сопровождается поведенче-
скими нарушениями у неонатальных крысят [35]. 
Неонатальное введение дексаметазона на 1–3-й день 
жизни приводило к выраженному депрессивно-по-
добному поведению у взрослых крыс [36, 37] и уве-
личению тревожности [36]. Нейрохимические про-
цессы, вовлекающиеся в патологические эффекты 
глюкокортикоидов в неонатальном гиппокампе, во 
многом до сих пор неясны, они могут затрагивать 
как процессы апоптоза, так и модификацию ней-
ротрофических процессов, которая проявляется, 
как показано нами ранее, уже первые часы введе-
ния дексаметазона [33]. 

В нашей работе мы впервые показали, что од-
нократная терапевтическая доза дексаметазона 
однотипно изменила уровень экспрессии зрелого 
мозгового нейротрофического фактора matBDNF 
и его предшественника proBDNF, а также модифи-
цировала протекание процесса апоптотической ги-
бели клеток во всех ключевых полях неонатального 
гиппокампа. 

Через 6 часов после введения гормона в гиппо-
кампе неонатальных крысят превалировала акти-
вация компенсаторных процессов, направленных 
на блокирование гибели клеток. Это отразилось 
в резком увеличении уровня белка matBDNF во 
всех полях структуры и его преобладании над уров-
нем незрелой формы – нейротрофина – proBDNF, 
а также повышенной экспрессии ключевого ан-
тиапоптотического белка Bcl-xL. Взаимосвязь 
между уровнем глюкокортикоидов и экспрессией 
нейротрофических факторов в гиппокампе и дру-
гих отделах мозга известна [38, 39]. В  нейронах 
взрослого гиппокампа глюкокортикоиды пода-
вляют экспрессию мРНК Bdnf [40]. Трансляция, 
процессинг и секреция BDNF также регулируется 
глюкокортикоидами [7, 41, 42]. Молекулярным 
механизмом действия гормонов является глюко-
кортикоид-респонсивный элемент (Glucocorticoid 
Response Element (GRE)), который был обнару-
жен в промоторной области гена Bdnf [43]. Кроме 

того, показано, что и сам мозговой нейротрофи-
ческий фактор может участвовать в фосфорили-
ровании глюкокортикоидных рецепторов [44]. 
Введение дексаметазона в  нашем эксперименте 
приводило к значительному росту уровня ключе-
вого антиапоптозного белка Bcl-xL в гиппокампе 
неонатальных крысят через 6 часов. Ранее рост 
экcпрессии Bcl-xL в первые часы после введения 
дексаметазона были продемонстрирован в нашей 
лаборатории в стволе головного мозга 3-х дневных 
крысят  [45]. Известно, что введение дексамета-
зона приводило к увеличению экспрессии Bcl-xL 
на уровне белка и мРНК в клетках глиомы C6 [46]. 
Прямое влияние глюкокортикоидов на экспрес-
сию этого белка [47], также, как и для мозгового 
нейротрофического фактора, обеспечивается нали-
чием GRE в промоторной области гена Bcl-xL [48]. 
Еще одной причиной увеличения гиппокампаль-
ной экспрессии антиапоптозного белка Bcl-xL, 
выявленного в нашей работе, может являться об-
наруженное в гиппокампе повышение уровня экс-
прессии BDNF. Так, было показано, что введение 
в гиппокамп BDNF дозозависимо повышало в этой 
структуре экспрессию Bcl-xl как на уровне мРНК, 
так и на уровне белка [26].

Через 24 часа после введения дексаметазона 
достоверно возрастает число клеток, экспресси-
рующих каспазу-3, и это предполагаемое усиле-
ние процесса программируемой клеточной ги-
бели сопровождается увеличением уровня белка 
proBDNF в областях гиппокампа с преобладанием 
над matBDNF. Преобладание пронейротрофина, 
по-видимому, и провоцирует увеличение клеток, 
экспрессирующих активную каспазу-3, поскольку 
пронейротрофины способны индуцировать апоп-
тоз даже в присутствии трофической поддержки 
жизнеспособности клеток зрелыми формами фак-
торов [24]. Повышение уровня белка proBDNF при 
воздействии кортикостерона была показана in vitro 
на первичной культуре клеток гиппокампа [49], 
а длительное введение кортикостерона приводило 
к увеличению уровня белка proBDNF в гиппокампе 
и провоцировало развитие депрессивно-подобного 
поведения у взрослых мышей [50]. Что касается из-
менений в экспрессии мРНК Bdnf, то данные про-
тиворечивы. К примеру, хронический стресс [51] 
или воздействие повышенным уровнем экзоген-
ных глюкокортикоидов [52] приводит к снижению 
экспрессии мРНК Bdnf в гиппокампе [53]. Другие 
исследователи обнаружили рост этого параметра 
в гиппокампе взрослых мышей после 15 дневного 
стресса [54].

В целом, введение дексаметазона меняет соот-
ношение про- и зрелой формы нейротрофического 
фактора в гиппокампе неонатальных крыс. Актива-
ция компенсаторных процессов в первые 6 часов 
после введения гормона (повышение уровня экс-
прессии гена Bdnf, рост белков matBDNF и Bcl-xL) 
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сменяется через сутки усилением апоптотических 
процессов (увеличение белка proBDNF и  числа 
клеток с активной каспазой-3), что подтверждается 
смещением соотношения proBDNF/matBDNF. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Введение дексаметазона меняет соотношение 
про- и зрелой формы нейротрофического фактора 
BDNF в незрелом гиппокампе трехдневных кры-
сят. При этом первоначальные сдвиги в  пользу 
нейропротективных процессов, наблюдаемые спу-
стя 6 часов после введения синтетического гормона 
(повышение уровня экспрессии гена Bdnf, рост 
белков matBDNF и  Bcl-xL), в  дальнейшем сме-
няются усилением ассоциированных с апоптозом 
изменений (увеличение белка proBDNF и числа 
клеток с активной каспазой-3). Не исключено, что 
такая динамика действия глюкокортикоидов мо-
жет провоцировать изменения неврологического 
и психоповеденческого статуса, в том числе и дол-
говременные, что требует дальнейшего изучения.
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Due to the key role of neurotrophins in brain development and plasticity, the question of whether and 
how the precursor of brain-derived neurotrophic factor (proBDNF) can influence the active elimination 
of excess cells by apoptosis is of great importance. It is supposed that proneurotrophins selectively 
activate the neurotropin receptor p75, thereby inducing proapoptotic signaling pathways, while mature 
BDNF (matBDNF) has an antiapoptotic effect. Rationale: proBDNF and matBDNF will exhibit 
specific expression patterns that modify the process of apoptosis in the brain of neonatal rats under 
induction by glucocorticoids. Thus, the study examined the effect of the glucocorticoid dexamethasone 
(DEX) on the levels of mRNA of BDNF and the key protease of apoptosis caspase-3, the number of 
cells expressing active caspase-3, as well as the proteins proBDNF, matBDNF and the key anti-apoptotic 
protein BCL-xL in the hippocampus of 3–4 day old rat pups in 6 or 24 hours after DEX administration. 
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In 6 hours, DEX induced anti-apoptotic processes, namely, it increased the levels of bdnf mRNA in the 
whole hippocampus, as well as the content of matBDNF and Bcl-xL proteins in the CA1-3 fields and 
the dentate gyrus. In this case, a temporary predominance of matBDNF expression over apoptogenic 
proBDNF was formed against the background of a constant number of cells expressing active caspase-3. 
In 24 hours, DEX provoked an increase in the expression of apoptogenic proBDNF, and its prevalence 
over mature neurotrophin in all fields of the hippocampus, accompanied by an increase in the number of 
cells, expressing active caspase-3. Moreover, we found a significant correlation between the proBDNF/
matBDNF ratio and active caspase-3 in all three areas of the hippocampus. It has been shown that 
proBDNF has its own expression pattern—different from its mature form—in the hippocampus of 
neonatal rats upon DEX induction and the manifestation of its proapoptotic effect is accompanied by 
an increase in the proBDNF/matBDNF ratio.

Keywords: proBDNF, matBDNF, Bcl-xL, active caspase-3, hippocampus, dexamethasone



257

НЕЙРОХИМИЯ,  2024, том 41, № 3,  с.  257–265

УДК 612.82, 612.43

ЭКСПРЕССИЯ ГЛЮКОКОРТИКОИДНЫХ РЕЦЕПТОРОВ В РАЗЛИЧНЫХ 
ТИПАХ КЛЕТОК ГИППОКАМПА И КОРЫ НЕОНАТАЛЬНЫХ КРЫС

© 2024 г.   Д. А. Ланшаков1, 2, *, У. С. Дрозд1, 2, Н. Н. Дыгало 2, 3

1ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН, сектор постгеномной нейробиологии, Новосибирск, Россия
2Новосибирский государственный университет, факультет естественных наук, Новосибирск, Россия

3ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН, лаборатория функциональной нейрогеномики,  
Новосибирск, Россия

*E-mail: lanshakov@bionet.nsc.ru
Поступила в редакцию 22.04.2024 г.

После доработки 02.07.2024 г.
Принята к публикации 08.07.2024 г.

Глюкокортикоиды (ГК) являются критически важными регуляторами гомеостаза и функций орга-
низма. Несмотря на серьезные последствия, терапия глюкокортикоидами у новорожденных широ-
ко используется антенатально для ускорения созревания легких плода в случаях преждевременных 
родов. Действие ГК опосредуется через рецепторы глюкокортикоидов (ГР) ‒ лиганд-зависимые 
транскрипционные факторы. Многое известно об экспрессии ГР во взрослом мозге, однако, ин-
формации о специфичности и идентичности клеток, в которых экспрессируются ГР в неонаталь-
ном мозге, не так много. В этой работе мы исследовали колокализацию ГР с основными маркера-
ми нейронов и астроцитов в мозге новорожденных крысят. Иммуногистохимически мы выявили 
в поле CA1 гиппокампа и энторинальной коре экспрессию ГР и маркеров кортикальных проекци-
онных нейронов – SATB2 и NURR1; маркеров интернейронов – кальретенина и маркеров астро-
цитов – GFAP. Самые высокие коэффициенты колокализации наблюдались у ГР с кальретенином. 
С маркером проекционных нейронов, который также является фактором транскрипции, коэффи-
циенты колокализации увеличивались до тех же значений, что и для ГР с кальретенином, через 
6 ч после инъекции дексаметазона, когда ГР транслоцировались в ядро. Таким образом, анализ 
показал, что в мозге неонатальных крысят ГР больше локализован в нейронах, чем в астроцитах.
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ВВЕДЕНИЕ

Глюкокортикоиды (ГК) регулируют множество 
физиологических функций и необходимы для со-
зревания, развития, метаболизма и  выживания 
эмбриона [1]. Кортикостероиды синтезируются 
в коре надпочечников и секретируются в кровь, 
что позволяет им оказывать влияние на различные 
типы клеток по всему телу, включая центральную 
нервную систему (ЦНС) [2]. Они играют ключевую 
роль в ответе на стрессор и регуляции гипотала-
мо-гипофизарной оси. ГК осуществляют свое дей-
ствие через рецепторы глюкокортикоидов (ГР) – 
лиганд-зависимые факторы транскрипции [3–4]. 
Большие дозы глюкокортикоидов используются 
в перенатальной медицине для ускорения созрева-
ния легких у плода, когда у женщины имеется риск 
преждевременных родов [5, 6], в это время разви-
вающаяся нервная система особенно уязвима для 

различных воздействий [7]. В неонатальном мозге 
ГК вызывают апоптоз нейронов и их предшествен-
ников [8]. Воздействие ГК в перинатальном пери-
оде оказывает негативное влияние на дальнейшее 
развитие нервной системы и вызывает нарушения 
в  поведении [9–11]. Функции гиппокампа осо-
бенно подвержены влиянию ГК, поскольку ГР 
в большей степени экспрессируются в этой струк-
туре мозга [12]. У взрослых животных ГК путем 
острой модуляции возбудимости нейронов и пря-
мого изменения экспрессии генов через действие 
ГР могут влиять на пространственную и рабочую 
память и реакцию на новизну [13, 14]. 

Для более полного понимания возможных по-
следствий воздействия ГК на развивающуюся 
нервную систему важно знать, в клеточных типах 
какой специфичности и  идентичности ГР экс-
прессируются в неонатальном мозге. Их действие 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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в  неонатальном мозге до сих пор остается не 
вполне ясным ввиду разницы между активируе-
мыми ГК сигнальными путями и их функциями 
у взрослых и в неонатальном возрасте.

В этой работе мы иммуногистохимически вы-
являли экспрессию ГР и ключевых маркеров кле-
точных типов ЦНС. Мы исследовали экспрессию 
ГР у  неонатальных крысят в  поле СА1 гиппо-
кампа и энторинальной коре – областях наиболь-
шей экспрессии ГР. Эти структуры мозга прини-
мают критически важное участие в формировании 
стресс-реактивности, памяти и мышления у взрос-
лых. В энторинальной коре исследовалась колока-
лизация ГР с маркерами нейронов верхних слоев 
коры SATB2, нейронов субплатинки NURR1, 
астроцитов GFAP и интернейронов кальретини-
ном (CALRET), в области СА1 гиппокампа только 
с GFAP и кальретинином.

Подробная информация о типах клеток, в ко-
торых экспрессируются ГР, поможет пролить свет 
на механизмы действия ГК в неонатальном мозге. 
Кроме того, эти результаты могут помочь будущей 
разработке методов снижения негативных побоч-
ных эффектов неонатальной глюкокортикоидной 
терапии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и дизайн эксперимента. Все проце-
дуры с животными проводились в соответствии 
с  Международными Европейскими Биоэтиче-
скими стандартами (Директива ЕС 2010/63/EU), 
Российскими правилами работы над лаборатор-
ными животными (приказ № 199N oт 1 апреля 
2016) и были разрешены биоэтическим комитетом 
ИЦиГ СО РАН (протокол № 19 от 26.11.2013). Бе-
ременные самки крыс линии Wistar содержались 
в виварии ИЦиГ СО РАН индивидуально в клет-
ках (40 см × 25 см × 15 см) в условиях свободного 
доступа к воде и корму, при температуре 22–24°C. 
Первым днем жизни крысят считали день рожде-
ния. Для эксперимента использовали по 4 жи
вотных обоих полов в группе. 0.2 мг/кг фосфата 
дексаметазона (DEX, KRKA Словения) вводили 
подкожно на третий день жизни, материал заби-
рали через 6 часов. Схема эксперимента приве-
дена на  рис. 1.

Иммуногистохимия. В  послеродовый день 3 
животных наркотизировали авертином и  тран-
скардиально перфузировали 0.01 М PBS, затем 
4% PFA. Извлеченный мозг постфиксировали 
12  часов в  4% PFA, затем сутки в  30% сахарозе, 
после чего замораживали в  OCT при темпера-
туре –80°С. Для иммуногистохимического анализа 
приготовлялись срезы толщиной 18 мкм при по-
мощи криотома MICRON HM 550 и  размеща-
лись на стеклах Superfrost. Срезы промывали 
в 1хPBS, затем в 1хPBS c 0.1% Tween-20 (1xPBST). 

DEX

P3

P3

6ч

Неспецифическое связывание блокировали инку-
бацией в 1xPBST, содержащем 1.5 % BSA, в тече-
ние часа при комнатной температуре. С первич-
ными антителами срезы инкубировали в течение 
ночи при температуре +4°С. Антитела разводили 
в  1xPBST, содержащем 1.5 % BSA в  разведении 
1:200 (anti SATB2 sc-81376, anti NURR1 sc-376984, 
anti GR sc-8992, anti CALRETHENIN, Santa Cruz 
США). После инкубации с первичными антите-
лами срезы промывали в PBST, затем в PBS и ин-
кубировали с вторичными антителами (donkey anti 
mouse Alexa 568, Jackson immuno США для марке-
ров клеточных типов, donkey anti rabbit Alexa 488, 
Jackson immuno США для ГР) в разведении 1:400 
в течение 1 часа при комнатной температуре. За-
тем промывали в 1xPBS и заключали в среду, со-
держащую ядерный краситель DAPI (Mowiol, 2.5% 
DABCO, 1 µg/ml DAPI Sigma Aldrich США) и хра-
нили защищенными от света при +4°С.

Микроскопия.  Препараты фотографиро-
вали с  помощью конфокального микроскопа 
LSM780NLO (“Carl Zeiss”, Германия) с  исполь-
зованием 488 нм, 561 нм и 405 нм лазеров. Пано-
рамные изображения всего мозга были получены 
с использованием сканирующего режима мозаики. 
Изображения для анализа колокализации были 
получены при помощи объектива с высокой чис-
ловой апертурой и 40-кратным увеличением (EC 
Plan NEOFLUAR 40x/1.3 Oil DIC). Параметры ко-
локализации (коэффициент корреляции Пирсона, 
коэффициент перекрытия Мандерса, взвешен-
ные коэффициенты колокализации tM1 и  tM2) 

Рис. 1. Схема эксперимента. Стрелкой обозначен за-
бор материала.
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определяли в программе ZEN при помощи панели 
инструментов колокализации. Коэффициент Пир-
сона отражает корреляцию значений интенсивно-
сти сигналов и изменяется от –1 до 1. Коэффи-
циент перекрытия Мандерса показывает общую 
колокализацию и изменяется от 0 до 1. Дробные 
коэффициенты колокализации tM1 и tM2 показы-
вают, какая часть пикселей других каналов локали-
зована в области пикселей первого канала. tM1 от-
ражает часть красных пикселей в зеленой области, 
и, наоборот, tM2 указывает часть зеленых пикселей 
в красной области [15–19]. Всего было проанали-
зировано 10 изображений на одно животное.

Статистический анализ. Статистический анализ 
проводился с использованием программного обе-
спечения STATISTICA 6.0. Коэффициенты пере-
крытия анализировались с использованием одно-
факторного дисперсионного анализа. Статистиче-
ски значимыми считали изменения при p < 0.05. 
Межгрупповые различия были проанализированы 
с использованием апостериорного анализа по Фи-
шеру.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Экспрессия ГР и  маркеров клеточных типов 
в мозге неонатальных крысят. В конечном мозге 
новорожденных крыс, как и ожидалось, наиболь-
шее мечение ГР было обнаружено в  поле СА1 
гиппокампа (рис. 2). Умеренное окрашивание ГР 
наблюдалось в  энторинальной коре. Цитоплаз-
матические маркеры клеточных типов, такие как 

специфичный для интернейронов кальретенин 
(CALRET) или глиальный фибриллярный кислый 
белок (GFAP), экспрессируемый астроцитами, 
хорошо выявлялся в  гиппокампе и  коре голов-
ного мозга новорожденных крыс. Другие маркеры 
клеточных типов, локализованные в ядре, – род-
ственный ядерному рецептору белок 1 (NURR1), 
постнатальный маркер клеток кортикальной суб-
пластинки, а также SATB2, экспрессирующийся 
в верхних слоях развивающейся неокортекса, хо-
рошо выявлялись в этих областях мозга 3-дневных 
крысят. 

Колокализация ГР с цитоплазматическими мар-
керами клеточных типов. Иммунореактивность ГР 
была наиболее распространена в цитоплазме кле-
ток гиппокампа и  коры. Это наблюдение было 
подтверждено анализом колокализации ГР с ци-
топлазматическим белком, используемым в каче-
стве маркера интернейронов – CALRET (рис. 3а-б; 
табл. 1). Более 50% иммуногистохимических сиг-
налов GR колокализовались с сигналами CALRET 
в поле CA1 гиппокампа, а также в энторинальной 
коре. Высокий уровень экспрессии ГР был спец-
ифичен для нейронов этих участков мозга. Ко-
локализация иммуногистохимических сигналов 
ГР с  астроцитарным маркером GFAP была зна-
чительно ниже, чем с  маркером интернейронов 
CALRET. В  энторинальной коре и  гиппокампе 
коэффициенты Мандерса (MOC) и коэффициент 
корреляции Пирсона (Rp), как и  коэффициент 
фракционного перекрытия tM2, были значительно 
выше для ГР с кальретенином, чем для ГР с GFAP 

GR GR+DAPI

Рис. 2. Экспрессия ГР в мозге неонатальных крысят на 3 день жизни. ГР – зеленый, Alexa 488. На панорамных 
изображениях окрашивания по ГР (1А) область СА1 гиппокампа и энторинальная кора отмечены белыми рамками. 
Шкала 500 мкм.
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(MOC: F(7,28)=26.052; Rp: F(7,28)=6.9548; tМ1: 
F(7,28)=7.8681; tМ2: F(7,28)=20.551). Сигналы ГР 
и GFAP в основном не были колокализованы.

Колокализация ГР с ядерными маркерами кле-
точных типов. Иммуногистохимические сигналы 
NURR1 и SATB2 локализовались в ядрах корко-
вых нейронов (рис. 4а, табл. 2), что естественно 
для транскрипционных факторов. Малая колока-
лизация ГР с этими факторами подтверждают, что 
в мозге новорожденных крыс в естественных усло-
виях большая часть ГР локализована в цитоплазме 

нейронов. Коэффициенты колокализации ГР 
с маркерами типов ядерных клеток в естествен-
ных (“контрольных”) условиях были относительно 
низкими (табл. 2). У взрослых животных трансло-
кация ГР из цитоплазмы в ядро зависит от акти-
вации рецептора ГК. Эндогенный уровень глюко-
кортикоидного гормона в крови новорожденных 
крыс очень низок [20]. Согласно представленным 
здесь результатам, естественного уровня гормона 
было недостаточно для активации ГР и индукции 
их транслокации в ядро. Проблема исключительно 

GR

GR

а

б

CALRET

GFAP GFAP + GR 

CALRET + GR

GR

GR

CALRET

GFAP GFAP + GR 

CALRET + GR

Рис. 3. Изображения двойного иммунофлуоресцентного окрашивания ГР (зеленый, Alexa 488) и маркеров кле-
точных типов (красный, Alexa 568), снятые при помощи объектива с высокой числовой апертурой и 40-кратным 
увелечением в области СА1 гиппокампа (а) и энторинальной коре (б). Места колокализации отмечены белыми 
треугольниками. Шкала 50 мкм.
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Таблица 1. Коэффициенты колокализации ГР с цитоплазматическими маркерами клеточных типов

Область

Маркер 
клеточного 

типа

Коэффициенты колокализации 

MOC Rp tM1 tM2

Гиппокамп 
(CA1)

CALRET 0.53±0.04* 0.15±0.01* 0.45±0.08 0.07±0.01

GFAP 0.33±0.04 0.1±0.09 0.02±0.01 0.01±0.01

Энторинальная 
кора

CALRET 0.62±0.02* 0.12±0.01* 0.28±0.07 0.56±0.12*

GFAP 0.33±0.03 0.02±0.01 0.04±0.01 0.03±0.01

MOC – коэффициент перекрытия Мандерса, Rp – коэффициент корреляции Пирсона, tM1, tM2- коэффициенты пере-
крытия фракций, * – p < 0.05 по сравнению с GFAP.

GR

GR

а

б

SATB2

NURR1 NURR1 + GR

SATB2 + GR

GR

GR

SATB2

NURR1 NURR1 + GR

SATB2 + GR

Рис. 4. Изображения двойного иммунофлуоресцентного окрашивания ГР (зеленый, Alexa 488) и маркеров кле-
точных типов (красный, Alexa 568), снятые при помощи объектива с высокой числовой апертурой и 40-кратным 
увелечением в энторинальной коре до (а) и после (б) введения DEX. ГР транслоцировались в ядро клетки через 
6 часов после введения DEX в энторинальную кору. Шкала 50 мкм.
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в низком уровне гормона, а не в нарушении функ-
ций самого ГР или белков, участвующих в  его 
действии. Действительно, если новорожденным 
крысам вводили экзогенный глюкокортикоид 
DEX за 6 часов до отбора проб, почти все имму-
ногистохимические сигналы GR были обнару-
жены в ядре (рис. 4б) и хорошо колокализовались 
с NURR1 и SATB2 (табл. 2). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В мозге новорожденных ГК оказывают разно-
образные эффекты, которые зависят от региона 
мозга, типа клеток и возраста. Ранее было пока-
зано, что в  гиппокампе и  коре головного мозга 
ГР экспрессируется от умеренного до высокого 
уровня, с  максимальным уровнем экспрессии 
в гиппокампе [12–21]. Точный анализ того, какие 
клетки мозга экспрессируют ГР, безусловно, помо-
жет понять механизм действия ГК в мозге новоро-
жденных. В этой работе мы впервые исследовали 
колокализацию ГР с основными маркерами кле-
точного типа ЦНС в мозге неонатальных крысят. 
В поле СА1 гиппокампа была исследована коло-
кализация ГР с маркером ГАМК-ергических ин-
тернейронов – кальретенином и маркером астро-
цитов – GFAP, а в энторинальной коре – кроме 
этого, с теми маркерами проекционных нейронов, 
которые экспрессируются в коре больших полуша-
рий: SATB2 и NURR1. 

В энторинальной коре и  области CA1 гип-
покампа неонатальных крысят контрольной 
группы  ГР преимущественно был локализован 
в кальретениновых интернейронах. Наибольшая 
колокализация ГР с  кальретенином могла быть 
обусловлена цитоплазматической локализацией 
ГР в  исследованных интернейронах при базаль-
ном уровне ГК. Коэффициенты колокализации 
с факторами транскрипции SATB2 и NURR1, ко-
торые локализованы в ядре, были ниже, чем ко-
эффициенты для ГР с кальретенином. Однако они 

увеличились после введения DEX и транслокации 
ГР в ядро клетки. Таким образом была продемон-
стрирована цитоплазменная локализация ГР при 
базальном уровне ГК и транслокация ГР в ядро по-
сле введения DEX. 

Показано, что в  ходе эмбрионального разви-
тия ГР могут иметь разную субклеточную лока-
лизацию в разных популяциях предшественников 
нейронов: на 11.5 день эмбрионального развития 
мыши в большинстве Pax6-позитивных радиаль-
ных глиальных клеток (RGC) и Tbr2-позитивных 
промежуточных клеток-предшественников (IPC) 
ГР локализованы в ядре, а в небольшой части RGC 
в  апикальных желудочках – в  цитоплазме [22]. 
В ходе дальнейшего развития мозга субклеточная 
локализация ГР меняется. Изменения характера 
экспрессии вместе с изменениями субклеточной 
локализации могут оказывать различное влияние 
на действие ГК в ткани головного мозга, что зави-
сит от типа клеток, региона мозга и возраста. 

Кроме регуляции экспрессии генов, ГР также 
обладает быстрым негеномным механизмом дей-
ствия, опосредованным через мембранные рафты, 
ассоциированные с ГР [23], а также через сигналь-
ный путь ERK1/2-MSK1-Elk-1 [24]. У  взрослых 
реакция на новый стресс и негеномное действие 
ГР зависят от ГАМК-ергической нейротрасмис-
сии. ГАМК тонически контролирует эпигеномные 
реакции на психологически значимые события 
в нейронах зубчатой извилины [25]. Кроме того, 
ГАМК, по-видимому, осуществляет свою контро-
лирующую активность посредством модуляции 
функции рецептора NMDA [26]. Однако в отличие 
от взрослых, у неонаталов ГАМК может действо-
вать как возбуждающий нейромедиатор [27]. Од-
новременная активация ГАМК- и глутаматерги-
ческой нейротрансмиссии в мозге новорожденных 
под действием ГК может привести к дисбалансу 
нейромедиаторов и  эксайтотоксичности. Пока-
зано, что введение DEX в неонатальный период 
вызывает эксайтотоксическую гибель нейронов 

Таблица 2. Коэффициенты колокализации ГР с ядерными маркерами клеточных типов

Воздействие
Маркер 

клеточного 
типа

Коэффициенты колокализации

MOC Rp tM1 tM2

Контроль
NURR1 0.39±0.01 0.05±0.02 0.17±0.05 0.64±0.06*

SATB2 0.46±0.03 0.04±0.02 0.09±0.01 0.87±0.09*

DEX NURR1 0.67±0.03* 0.12±0.01* 0.03±0.01 0.94±0.02*

SATB2 0.67±0.02* 0.09±0.02* 0.43±0.07* 0.89±0.04

MOC – коэффициент перекрытия Мандерса, Rp – коэффициент корреляции Пирсона, tM1, tM2- коэффициенты пере-
крытия фракций, * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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основания гиппокампа [28]. Эти сведения до-
полняет полученный результат об экспрессии ГР 
в кальретининовых ГАМК-ергических нейронах 
области СА1 гиппокампа неонатальных крыс. 
Кроме этого мы продемонстрировали экспрессию 
ГР в нейронах энторинальной коры, экспрессиру-
ющих SATB2 и NURR1. SATB2 – это ДНК-связы-
вающий белок, который связывается с областями 
прикрепления матрикса и регулирует организацию 
хроматина и  экспрессию генов [29, 30]. В  мозге 
эмбриона он преимущественно экспрессируется 
в нейронах верхних слоев коры, аксоны которых 
идут через мозолистое тело [31, 32]. В отсутствии 
SATB2 в  этих нейронах теряется идентичность 
и активируется генетическая программа, направ-
ляющая развитие по пути становления нейронами 
нижних слоев коры [31, 32]. NURR1 – это транс-
крипционный фактор, принадлежащий к суперсе-
мейству орфанных ядерных рецепторов [33], ко-
торый имеет решающее значение для специфика-
ции, развития и поддержания дофаминергических 
нейронов [34]. Помимо экспрессии в дофаминер-
гической системе, в неокортексе он экспрессиру-
ется в энторинальной коре и субпластинке. Первые 
кортикальные нейроны получают синаптические 
входы от аксонов таламуса, устанавливая времен-
ную связь между аксонами таламуса и их конеч-
ной целью в IV слое коры [35–39]. Эти нейроны 
являются первыми нейронами, проявляющими 
разрядную активность, в эмбриональном неокор-
тексе [40–43]. Экспрессия ГР в этих нейронах и, 
что примечательно, транслокация ГР в ядро после 
введения DEX у неонатальных крысят так же под-
черкивает их чувствительность к ГК и уязвимость 
для их негативного действия.

В тоже время мы обнаружили, что наименьшая 
колокализация ГР наблюдалась с  GFAP, марке-
ром астроглии. С одной стороны, это может быть 
объяснено тем, что GFAP является белком про-
межуточных филаментов, и GFAP с ГР локализо-
ваны в разных клеточных компартментах, с дру-
гой стороны – низким уровнем экспрессии ГР 
в астроцитах. Даже в клеточной культуре только 
50% астроцитарных клеток проявляют иммуноре-
активность к ГР [44]. Косвенным подтверждением 
этого является то, что головном мозге новорожден-
ных крысят DEX вызывал гибель клеток-предше-
ственников в зубчатой извилине, но не астроци-
тов [44]. Мозг представляет собой очень сложную 
структуру, состоящую из нейронов, глиальных кле-
ток, олигодендроцитов и эндотелиальных клеток 
кровеносных сосудов ЦНС. Циркулирующая кровь 
отделена от клеток ЦНС гематоэнцефалическим ба-
рьером (ГЭБ), который создает градиенты поступа-
ющих в мозг веществ, например, гормонов. Предпо-
ложительно, уровень ГК снижается при движении 
от сосудов к нейронам из-за экспрессии 11-βHSD 
в ГЭБ [45]. Негативная регуляция ГК экспрессии ГР 

была широко продемонстрирована [46]. Более вы-
сокая экспрессия ГР в нейронах, чем в астроцитах, 
может быть связана с высоким уровнем ГК в сосу-
дах и астроцитах и более низким уровнем в ней-
ронах. Такое распределение ГР говорит о том, что 
именно нейроны, а не астроглия новорожденных 
крыс могут быть наиболее чувствительными к ГК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе впервые установлена колоколизация 
ГР с маркерами клеточных типов в области СА1 
и энторинальной коре неонатальных крыс. Резуль-
таты указывают на то, что ГР преимущественно 
колокализовался с  нейрональными маркерами, 
чем с  маркером астроцитарных клеток в  перед-
нем мозге новорожденных крыс, а, следовательно, 
именно нейроны, а не астроглия могут быть осо-
бенно уязвимы при лечении новорожденных DEX. 
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Glucocorticoid Receptor Expression in the Different Cell Types of the Neonatal  
Rat Hippocampus and Cortex

D. A. Lanshakov1, 2, U. S. Drozd1, 2, and N. N. Dygalo 2, 3

1Postgenomics Neurobiology Sector, The Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia
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3Functional Neurogenomics Laboratory, The Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

Glucocorticoids (GC) are crucial regulator of organism homeostasis and function. Despite severe 
outcome glucocorticoid therapy in neonates is widely used antenataly for accelerating fetal lung 
maturation in cases of preterm birth. GC action mediated via glucocorticoid receptors – ligand activated 
transcription factors. Despite broad range of information concerning GR expression in the brain, not 
so much known about GR expression in the neonatal brain in aspects of cell specificity and identity. In 
this work we perform comparative study of GR expression together with panel of main neuronal and 
astrocytic cell markers in the neonatal rat brain. We immunohistochemically studied GR expression in 
the hippocampal CA1 field and enthorinal cortex together with cortical projection neuron markers – 
SATB2, NURR1; Calretenin – interneurons marker, and GFAP – astrocytic marker. The highest 
calocalization coefficients observed for GR with Calrtetenin. With projection neuron markers that are 
also transcription factors calocalization coefficients increased to the same values as for GR-Calretenin 
6h after dexamethasone injection and GR were translocated to the nucleus. Our analysis showed that in 
the neonatal rat brain GR are more localized in neurons than in astocytes. 

Keywords: glucocorticoid receptor; cell type markers, development, hippocampus, neocortex
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В данной работе были изучены эффекты введения парахлорфенилаланина (ПХФА), ингибитора клю-
чевого фермента синтеза серотонина, на выраженность реакции замирания и дофаминовую систему 
мозга у мышей линии СВА/Lac с наследственной предрасположенностью к каталепсии. Введение 
ПХФА (300 мг/кг/день, 3 дня) не повлияло на длительность каталептического замирания. В то же 
время содержание дофамина снизилось в гипоталамусе, среднем мозге и повысилось в стриатуме 
и прилежащих ядрах после введения ПХФА. Введение препарата не повлияло на уровни ДОФУК 
и ГВК, метаболитов дофамина, в исследованных структурах мозга. Кроме этого, было обнаружено 
ПХФА-индуцированное повышение уровня мРНК гена DRD2-рецептора в среднем мозге и гена кате-
хол-О-метилтрансферазы в гипоталамусе и среднем мозге. При этом не было найдено влияния ПХФА 
на экспрессию гена DRD1-рецептора и гена фермента синтеза дофамина тирозингидроксилазы в моз-
ге. Таким образом, ингибирование ключевого фермента синтеза 5-НТ оказало значительное влияние 
на ДА систему мозга мышей линии СВА/Lac, при этом наибольшие изменения были обнаружены 
в среднем мозге и гипоталамусе.
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Принятые сокращения: 5-НТ – серотонин, ДA – 
дофамин, 5-ГИУК – 5-гидроксииндолуксусная 
кислота, ГВК – гомованилиновая кислота, ТПГ – 
триптофангидроксилаза, КОМТ – катехол-О-ме-
тилтрансфераза.

ВВЕДЕНИЕ

Серотонин (5-HT) играет роль ключевого ней-
ромедиатора в ЦНС и функционирует как гормон 
на периферии. 5-НТ система мозга представляет 
собой важный фактор нейропластичности в силу 
своей экспансивности и вовлечения в регуляцию 
самых разнообразных форм поведения и нейро
эндокринных процессов [1, 2]. Развитие таких пси-
хопатологий, как шизофрения, депрессия и трево-
жность, нередко ассоциировано с дефицитом се-
ротонинергической нейротрансмиссии [3]. 5-HT 
синтезируется из незаменимой аминокислоты – 
L-триптофана; ключевым ферментом синтеза 5-HT 
в мозге является триптофангидроксилаза 2 (ТПГ2), 
которая гидроксилирует L-триптофан до 5-гидрок-
ситриптофана (5-HTP) [4]. 

Другой важной моноаминергической нейроме-
диаторной системой является дофаминовая (ДА) 
система мозга, которая также участвует в регуляции 
различных физиологических процессов и  разно-
образных типов поведения [5, 6]. Дофамин играет 
важную роль в  патогенезе нейродегенеративных 
и психических расстройств, таких как депрессия, 
болезни Паркинсона и Альцгеймера [5, 7]. Дофа-
миновые рецепторы (D1-D5) являются трансмем-
бранными G-белок-связанными клеточными ре-
цепторами. Наибольшее внимание исследователей 
привлекают рецепторы D1 и D2, которые вовлечены 
в регуляцию широкого спектра поведенческих реак-
ций [6]. Следует отметить, что 5-НТ и ДА нейроме-
диаторные системы находятся в тесном взаимодей-
ствии, которое, в свою очередь, влияет на регуля-
цию поведения в норме и патологии [8, 9]. 

Каталепсия или реакция замирания — это со-
стояние выраженной неподвижности, в чрезмерной 
форме у пациентов она является синдромом, напри-
мер, шизофрении, болезни Паркинсона [10, 11]. Ка-
талепсию можно вызвать у мышей, ущипнув жи-
вотное за загривок. Однако такая индуцированная 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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щипком каталепсия — очень редкое явление, ко-
торое не встречается у мышей наиболее распро-
страненных инбредных линий, таких как BALB/c, 
C57BL/6J или DBA/2. Ранее нами было обнару-
жено, что мыши линии CBA/Lac предрасполо-
жены к щипковой реакции замирания [12]. Было 
показано участие 5-HT системы мозга в регуляции 
наследственной каталепсии у мышей. Так, мыши 
линии СВА/Lac отличались повышенной актив-
ностью ТПГ-2 и сниженной плотностью 5-НТ2А 
серотониновых рецепторов в стриатуме по срав-
нению с мышами некаталептических линий [13]. 
Примечательно, что не было показано существен-
ного вклада ДА системы мозга в  регуляцию на-
следственной каталепсии [14], хотя в литературе 
хорошо описан феномен галоперидоловой ката-
лепсии, вызываемой фармакологической блокадой 
дофаминовых рецепторов D2 [15]. Остается неяс-
ным, как дефицит 5-НТ в мозге может повлиять на 
выраженность щипковой каталепсии и состояние 
ДА нейромедиаторной системы.

Целью работы было исследование эффектов ин-
гибирования синтеза 5-НТ на длительность ката-
лептического замирания и дофаминовую систему 
мозга у  мышей линии СВА/Lac с  генетической 
предрасположенностью к каталепсии. Для этого 
было изучено влияние введения ингибитора фер-
мента синтеза серотонина парахлорфенилаланина 
на а) поведение в  тесте щипоковой каталепсии; 
б)  содержание ДА и  его метаболитов ДОФУК 
(3,4-диоксифенилуксусная кислота) и  ГВК (го-
мованилиновая кислота) в  структурах мозга; 
в)  уровни мРНК генов, кодирующих ключевые 
элементы ДА системы, в структурах мозга мышей 
линии СВА/Lac.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Опыты проводили на взрослых (10–
12 недель) самцах мышей линий CBA/Lac (СВА 
(n=20). Вес животных составлял 24±0.8 г, мыши 
содержались в  пластиковых клетках размером  
40 × 30 × 15 см в стандартных условиях (темпера-
тура 20–22°С, относительная влажность 50–60%, 
с  регулируемым световым режимом (14 ч света 
и 10 ч темноты), со свободным доступом к стан-
дартной пище и  воде). Исследование было вы-
полнено на базе Центра генетических ресурсов 
лабораторных животных ФИЦ Институт Цитоло-
гии и  Генетики СО РАН (RFMEFI62119X0023). 
Все процедуры выполняли в соответствии с меж-
дународными правилами обращения с  живот-
ными (National Institute of Health Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals, NIH Publications 
No. 80023, 1996) и приказом Министерства здраво
охранения РФ от 01.04.2016 № 119н “Об утвержде-
нии правил надлежащей лабораторной практики” 
(зарегистрирован 15.08.2016 № 43232).

Дизайн эксперимента. Животные были разде-
лены на две группы по 10 особей. Мышам первой 
группы вводили парахлорфенилаланин (ПХФА, 
(R)-2-amino-3-phenylpropionic acid) (Merck, 
Darmstadt, Germany) в  дозе 300 мг/кг в  течение 
трех дней. Выбор дозы препарата и времени его 
действия основывался на наших ранних исследо-
ваниях [16] и литературных данных, согласно ко-
торым снижение уровня серотонина, вызванное 
ПХФА, достигает максимума через 3 дня и  со-
храняется в течение недели [17]. Мышам второй 
(контрольной) группы вводили физиологический 
раствор. На третий день (за сутки до тестирования 
поведения) мышей рассаживали в индивидуаль-
ные клетки, чтобы исключить проявление груп-
повых эффектов [18]. На четвертый день экспе-
римента у мышей оценивали продолжительность 
каталептического замирания. На пятый день экс-
перимента животных декапитировали, выделяли 
на льду гипоталамус, черную субстанцию, средний 
мозг, область прилежащих ядер и стриатум. Выбор 
структур был обусловлен тем, что основные пути 
дофаминовой системы мозга включают вышена-
званные отделы [5]. Образцы ткани замораживали 
в жидком азоте и хранили при –80°C до дальней-
ших процедур.

Тест щипковой каталепсии. Длительность за-
мирания оценивали по методике, описанной ра-
нее [19]. Каталепсию вызывали щипком загривка 
в течение 5 с, после чего мышь помещали на две 
перекладины, расположенные параллельно под 
углом 45° на расстоянии 5 см одна от другой и на 
высоте 25 см от поверхности стола. Регистрировали 
продолжительность замирания – время, в течение 
которого мышь сохраняла неподвижность. Время 
теста ограничивали 120 с, после чего животное воз-
вращали в клетку и через 1–2 мин повторяли тести-
рование. Для каждой мыши проводили 10 тестов. 
Выраженность каталепсии оценивали по средней 
длительности замирания (с) трех тестов с наиболь-
шими значениями времени замирания [19].

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ). Для выделения общей РНК и ВЭЖХ 
использовали метод множественного выделения. 
Для этого структуры гомогенизировали в объеме 
(гипоталамус, черную субстанцию, область при-
лежащих ядер ‒ в  150 мкл, стриатум и  средний 
мозг ‒ в 250 мкл) холодного 50 мМ Tris HCl бу-
фера (pH  7.6) на льду, затем аликвоты гомоге-
ната использовали для выделения общей РНК (по 
100 мкл для гипоталамуса, черной субстанции, об-
ласти прилежащих ядер и по 200 мкл для стриа-
тума и среднего мозга) и ВЭЖХ (50 мкл). Аликвоту 
для ВЭЖХ (50 мкл) быстро переносили в эппен-
дорф с 150 мкл 0.6 М хлорной кислоты (HClO4). 
В оставшуюся аликвоту (100 мкл или 200 мкл) бы-
стро добавляли TRIzolReagent (“Lifetechnologies”, 
USA), вся процедура занимала меньше минуты.
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Методом ВЭЖХ определяли содержание до-
фамина, ДОФУК (3,4-диоксифенилуксусная кис-
лота) и ГВК (гомованилиновая кислота) в струк-
турах мозга по протоколу, описанному ранее [20]. 
После добавления аликвоты гомогената ткани 
мозга (50 мкл) в эппендорф с 150 мкл 0.6 М хлор-
ной кислоты (HClO4), пипетировали и центрифу-
гировали 15 минут при 4°С и  14000 об/мин для 
осаждения белка. Отбирали супернатант и разбав-
ляли miliQ водой в 2 раза. Оставшийся осадок хра-
нили при ‒20°С для последующего определения 
белка методом Бредфорда. Для этого осадок рас-
творяли в 1 мл 0.1M гидроксида натрия (NaOH), 
концентрацию белка в полученном растворе опре-
деляли с  помощью реактива Брэдфорда в  двух 
повторах для каждого образца. Измерение кон-
центрации белка проводили с помощью спектро-
фотометра MultiScan GO и  программного обе-
спечения Thermo Scientific SkanIt (Thermo Fisher 
Inc., США). Двадцать мкл супернатанта вводили 
в петлю системы ВЭЖХ, которая состояла из сле-
дующих компонентов: электрохимический детек-
тор (750 мВ, DECADE IITM; Antec, Нидерланды), 
проточный элемент из стеклоуглерода (ячейка 
VT-03, 3 мм GC sb; Antec, Нидерланды), систем-
ный контроллер CBM-20A, блок подачи раство-
рителя LC-20AD, автоматический пробоотбор-
ник SIL-20A и дегазатор DGU-20A5R (Shimadzu 
Corporation, США). Хроматографическое раз-
деление веществ осуществляли в  изократиче-
ском режиме элюирования при скорости потока  
0.6 мл/мин на колонке C18 (размер частиц 5 мкм, 
L × ID 75 × 4.6 мм, Luna, Penomenex, США), за-
щищенной предколонкой C8 (Penomenex, США). 
Подвижная фаза состояла из 87% буфера, содер-
жащего 50 мМ дигидроортофосфата калия (Sigma 
Aldrich, США), 1.4 мМ натриевой соли октансуль-
фоновой кислоты (Chimmed, Россия) и 0.05 мМ 
этилендиаминтетрауксусной кислоты (Sigma 
Aldrich, США) рН 3.9, и 13% метанола (Chimmed, 
Россия). Для построения калибровочной кривой 
внешних стандартов использовали серию раство-
ров, содержащих по 0.5 или 1 или 2 нг дофамина, 
ДОФУК и ГВК (Sigma Aldrich, США). Площадь 
пиков была оценена при помощи программы 
LabSolution LG/GC (Shimadzu, США) и калибро-
вана на соответствующий внешний стандарт. Кон-
центрации биогенных аминов выражали в нг/мг 
белка, как было описано ранее [20].

Выделение общей РНК. Общая РНК была выде-
лена с помощью TRIzolReagent (“Lifetechnologies”, 
USA), затем обработана ДНКазой без РНКазной 
активности (RNase free DNase, Promega, США, 
1000 о.е./мл) в  соответствии с  инструкциями 
производителей. Оптическая плотность РНК 
была измерена на спектрофотометре (Nanodrop, 
США). РНК была разведена водой до концен-
трации 0.125  мкг/мкл и  хранилась при ‒70°С. 

Присутствие примесей геномной ДНК в препара-
тах РНК определяли в соответствии с протоколом, 
описанным ранее [21, 22]. 

Реакция обратной транскрипции. Реакцию прово-
дили по протоколу, описанному ранее [21, 22]. Об-
щая РНК (8 мкл, или 1 мкг) была смешана с 8 мкл 
смеси, содержащей 180 нг статистического прай-
мера длиной 6 нуклеотидов (конечная концентра-
ция праймера составила 5 мкМ), 5.65 мкл воды, 
обработанной диэтилпирокарбонатом и 2.25 мкл 
стерильного 1М KCl, денатурирована при 94°C 
в  течение 5 мин на амплификаторе БИС М-120 
(БИС-Н, Россия), затем добавляли 15 мкл смеси, 
содержащей обратную транскриптазу MuMLV 
(Биосан, Россия) (2000 ед.), 0.5 М Tris-HCl (pH 8.3, 
0.63 мкл), смесь трифосфатов 4 мM (3.63 мкл), ди-
тиотреитол 0.1 М (2.25 мкл), 0.1 М MnCl2 (0.3 мкл) 
и  8 мкл воды, обработанной диэтилпирокарбо-
натом. Полученная смесь (конечным объемом 
31  мкл) была инкубирована при 41°C в  течение 
60  мин. Синтезированная кДНК хранилась при 
температуре –20°C.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Экспрессию ге-
нов определяли с помощью количественного ме-
тода обратной транскрипции с последующей по-
лимеразной цепной реакцией (ОТ-ПЦР), разрабо-
танного в нашей лаборатории [21, 22]. Праймеры, 
используемые для амплификации кДНК исследу-
емых генов (табл. 1), разрабатывали на основе по-
следовательностей, опубликованных в базе дан-
ных EMBL Nucleotide database, при помощи ин-
струментов Oligoanalizer (https://eu.idtdna.com/ 
calc/analyzer) и Ensemble (https://www.ensembl.org/ 
index.html) и  синтезировали в  компании “Био-
сан” (Новосибирск, Россия). Для проведения ПЦР 
в реальном времени 1 мкл кДНК смешивали c уни-
версальным набором реагентов для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии красителя SYBR Green I 
(R-402, Синтол, Москва, Россия) в соответствии 
с  инструкцией производителя. ПЦР проводили 
на амплификаторе LightCycler 480 (Roche Applied 
Science, Швейцария) в  соответствии со следую-
щим протоколом: 3 мин 95°C, 1 цикл; 10  с  при 
95°C, 30 с при соответствующей температуре от-
жига (табл. 1), 30 с при 72°C, 40 циклов. Серию 
разведений геномной ДНК с  концентрацией 
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 и 128 нг/мкл 
амплифицировали в отдельных пробирках (одно-
временно с образцами кДНК) и использовали как 
внешний экзогенный стандарт для построения 
калибровочной кривой. Калибровочная кривая 
в координатах Ct (значение порогового цикла) – 
lgP (десятичный логарифм количества стандарта 
ДНК) была построена автоматически программ-
ным обеспечением LightCycler 480. Для контроля 
специфичности амплификации использовали ана-
лиз кривой плавления ПЦР-продукта для каж-
дого прогона каждой пары праймеров. Экспрессия 
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каждого исследуемого гена была представлена как 
отношение количества кДНК исследуемого гена 
к 100 копиям гена ДНК-зависимой РНК-полиме-
разы 2 (Polr2а), выполняющей функцию внутрен-
него стандарта [21, 22].

Статистика. Результаты представляли как 
m ± SEM и сравнивали в программе STATISTICA 8.0 
с использованием t-критерия Стьюдента для неза-
висимых выборок. Нормальность выборок опреде-
ляли по критерию Колмогорова-Смирнова с по-
правкой Лиллиефорса и критерию Шапиро-Уилка. 
Достоверными считались различия с p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поведение. Однофакторный дисперсионный 
анализ не выявил эффекта ПХФА на продолжи-
тельность каталептического замирания (t18=1.39, 
p > 0.05). Среднее время неподвижности составило 
28.1 ± 6.0 с для контрольной группы и 37.6 ± 3.2 
с для группы ПХФА.

Содержание серотонина в структурах мозга. Для 
подтверждения эффективности ингибирования 
синтеза 5-НТ путем введения ПФХА были изучены 
уровни этого нейромедиатора в мозге. Результаты 
однофакторного дисперсионного анализа пред-
ставлены в таблице 2. ПХФА привел к значитель-
ному падению содержания 5-НТ во всех исследуе-
мых структурах мозга.

Метаболизм дофамина в  структурах мозга. 
Уровень ДА снизился в  гипоталамусе (t18=3.36, 
p < 0.01) и среднем мозге (t18 = 3.66, p < 0.01) и по-
высился в стриатуме (t18 = 3.33, p < 0.01) и приле-
жащих ядрах (t18 = 2.83, p < 0.05) после трехднев-
ного введения ПХФА. В то же время препарат не 
повлиял на содержание ДА в черной субстанции  
(t18 = 0.18, p > 0.05) (рис. 1а). Введение ПХФА не 
оказало эффекта на уровни метаболита ДОФУК 
в гипоталамусе (t18 = 1.31, p > 0.05), черной субстан-
ции (t18 = 1.14, p > 0.05), среднем мозге (t18 = 0.84, 
p > 0.05), прилежащих ядрах (t18 = 0.70, p > 0.05) 
и стриатуме (t18 = 1.52, p > 0.05) (рис. 1б). Также 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и их характеристики

Ген Нуклеотидная последовательность Тотж., °C Длина продукта 
ПЦР, п.н.

Polr2a F 5’-tgtgacaactccatacaatgc-3’
R 5’-ctctcttagtgaatttgcgtact-3’ 60 194

Drd1 F 5’-ggaaaccctgtcgaatgctctc-3’
R 5’-ccagccaaaccacacaaatacatcg-3’ 64 222

Drd2 F 5’-tccgccacttcttgacatacattg-3’
R 5’-cccatccacagcctcctctaag-3’ 65 203

Comt F 5’-gacttcctggcgtatgtgag-3’
R 5’-agagtgagtgtgtgtcatcg-3’ 60 199

Th F 5’-ccgtacaccctggccattgatg-3’
R 5’-atgaaggccaggaggaatgcagg-3’ 64 320

Таблица 2. Влияние введения парахлорфенилаланина (ПХФА) на содержание серотонина в структурах мозга 
мышей линии СВА

Структура Контроль ПХФА t, p

Гипоталамус 3.71 ± 0.13 1.53 ± 0.06 t18 = 15.28, p < 0.001

Черная субстанция 8.21 ± 0.47 3.43 ± 0.14 t18 = 9.84, p < 0.001

Средний мозг 18.14 ± 0.71 8.57 ± 0.32 t18 = 12.29, p < 0.001

Прилежащие ядра 2.23 ± 0.11 1.09 ± 0.04 t18 = 10.19, p < 0.001

Стриатум 2.91 ± 0.25 1.89 ± 0.18 t18 = 3.27, p < 0.01

Концентрация серотонина (нг/мг белка) представлена как среднее значение ± стандартная ошибка среднего, N = 10 мы-
шей в группе
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Рис. 1. Влияние введения парахлорфенилаланина (300 мг/кг, 3 дня) на уровни дофамина (a), его метаболитов 
ДОФУК (б), HVA (в) и индекс метаболизма дофамина (ДОФУК+ГВК/дофамин) (г) в структурах мозга мышей ли-
нии CBA. *p < 0.05, **p < 0.01. N = 10 животных в группе.
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препарат не оказал влияния на уровни метаболита 
ГВК в гипоталамусе (t18 = 0.48, p > 0.05), черной 
субстанции (t18 = 0.32, p > 0.05), среднем мозге 

(t18 = 1.09, p > 0.05), прилежащих ядрах (t18 = 0.79, 
p > 0.05) и стриатуме (t18 = 1.55, p > 0.05) (рис. 1в). 
Индекс метаболизма дофамина, определяемый как 
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Рис. 2. Влияние введения парахлорфенилаланина (300 мг/кг, 3 дня) на экспрессию генов дофаминовых рецепторов 
Drd1 (а), Drd2 (б), гена катехол-О-метилтрансферазы Comt (фермента метаболизма дофамина) (в) и гена тирозин-
гидроксилазы Th (фермента синтеза дофамина) (г) в структурах мозга мышей линии CBA. Экспрессия генов пред-
ставлена как отношение количества кДНК исследуемых генов к 100 копиям кДНК Polr2a. 
*p < 0.05, **p < 0.01. N = 10 животных в группе.
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отношение ДОФУК+ГВК/дофамин, был выше для 
гипоталамуса (t18 = 2.29, p < 0.05), среднего мозга 
(t18 = 2.19, p < 0.05) и ниже для области прилежа-
щих ядер (t18 = 2.80, p < 0.05) у мышей, получав-
ших ПХФА по сравнению с  контролем. В  то же 
время этот показатель статистически не различался 
у обеих групп для черной субстанции (t18 = 1.07,  
p > 0.05) и стриатума (t18 = 0.69, p > 0.05) (рис. 1г).

Экспрессия генов в структурах мозга. Введение 
ПХФА не оказало действия на уровни мРНК гена 
Drd1, кодирующего дофаминовый рецептор D1, 
в гипоталамусе (t18 = 0.08, p > 0.05), черной субстан-
ции (t18 = 0.67, p > 0.05), среднем мозге (t18 = 0.61, 
p > 0.05), прилежащих ядрах (t18 = 0.48, p > 0.05) 
и стриатуме (t18 = 0.65, p > 0.05) (рис. 2а). Также 
препарат не повлиял на уровни мРНК гена Drd2, 
кодирующего дофаминовый рецептор D2, в гипо-
таламусе (t18 = 0.33, p > 0.05), черной субстанции 
(t18 = 0.77, p > 0.05), прилежащих ядрах (t18 = 0.18, 
p > 0.05) и стриатуме (t18 = 0.45, p > 0.05) (рис. 2а). 
Однако введение ПХФА привело к  повышению 
экспрессии гена Drd2 в среднем мозге (t18 = 2.22, 
p < 0.05) (рис. 2б). Уровни мРНК гена Comt, ко-
дирующего фермент деградации дофамина КОМТ, 
увеличились в гипоталамусе (t18 = 2.27, p < 0.05) 
и среднем мозге (t18 = 2.93, p < 0.01) под действием 
ПХФА. В то же время препарат не оказал эффекта 
на экспрессию этого гена в  черной субстанции 
(t18 = 0.97, p > 0.05), прилежащих ядрах (t18 = 1.33, 
p > 0.05) и стриатуме (t18 = 0.04, p > 0.05) (рис. 2в). 
Кроме этого, уровни мРНК гена Th, кодирующего 
фермент синтеза дофамина тирозингидроксилазу, 
в черной субстанции не различались между груп-
пами мышей (t18 = 0.31, p > 0.05) (рис. 2г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе впервые было проведено ком-
плексное исследование эффектов ингибирования 
синтеза серотонина на время каталептического 
замирания и  дофаминовую систему мозга у  мы-
шей линии СВА. Что касается подавления синтеза 
5-НТ в ЦНС, то согласно одним данным, оно при-
водит к усилению ДА нейротрансмиссии в мозге 
крыс [23], но другие авторы сообщают об отсут-
ствии влияния ингибирования центрального 5-НТ 
на метаболизм ДА в структурах мозга мышей ли-
ний BALB/c и C57BL/6J [24]. В нашей работе со-
держание ДА снизилось в гипоталамусе, среднем 
мозге и  повысилось в  стриатуме и  прилежащих 
ядрах у мышей СВА после введения ПХФА, при 
этом препарат не повлиял на уровни метаболитов 
дофамина ДОФУК и  ГВК ни в  одной из иссле-
дованных структурах мозга. Эти результаты в со-
вокупности с данными литературы могут свиде-
тельствовать о значительном влиянии генотипа на 
5-НТ/ДА взаимодействие в ЦНС. 

ДА нейроны вентральной области покрышки 
(ventral tegmental area, VTA) среднего мозга посы-
лают проекции к области прилежащих ядер по ме-
золимбическому пути [25]. Серотониновые рецеп-
торы 5-HT2A и 5-HT2C вентральной области по-
крышки представляют особый интерес, поскольку 
их фармакологическая активация, соответственно, 
стимулирует и подавляет активность DA нейронов 
в этом отделе и высвобождение ДА в прилежащем 
ядре [26, 27]. Таким образом, изменения ДА си-
стемы в мозге мышей СВА после введения ПХФА 
могут быть связаны с активацией 5-НТ2А-рецеп-
торов (по компенсаторному механизму в ответ на 
подавление центрального 5-НТ), а также стиму-
лирующим действием 5-НТ2А-рецепторов на ДА 
нейроны в VTA, что приводит к снижению содер-
жания ДА в среднем мозге и его высвобождению 
в области прилежащих ядер. Однако эта гипотеза 
требует дополнительного экспериментального под-
тверждения. В то же время, это предположение со-
гласуется с данными о том, что СИОЗС (ингиби-
торы обратного захвата 5-НТ), которые повышают 
внеклеточные уровни 5-HT в VTA, могут вызвать 
небольшое снижение возбудимости ДА нейронов 
в этом отделе мозга [28]. Известно, что ауторецеп-
торы D2 в VTA тонически ингибируют высвобо-
ждение дофамина в этой структуре [29], что согла-
суется с результатами настоящей работы, демон-
стрирующими повышение экспрессии рецепторов 
D2 и снижение ДА в среднем мозге мышей СВА, 
получавших ПХФА.

Известно, что ДА нейроны чёрной субстанции 
посылают аксоны в стриатум, образуя нигростри-
арный дофаминергический путь [25]. В нашей ра-
боте введение ПХФА привело к росту уровня ДА 
в стриатуме, не оказав при этом влияния на содер-
жание этого нейромедиатора и  его метаболитов 
в  черной субстанции. Есть данные, демонстри-
рующие возможность синтеза ДА недофаминер-
гическими нейронами в стриатуме у мышей, как 
в норме, так и при нарушениях иннервации этой 
структуры. Считается, что такой синтез ДА недо-
фаминергическими нейронами является важным 
механизмом нейропластичности, способствующим 
компенсации дефицита ДА при дегенерации ни-
гростриатных ДА нейронов [30]. Можно предполо-
жить, что в нашей работе значительное увеличение 
ДА в стриатуме, индуцированное ингибированием 
центрального 5-НТ и наблюдаемое при отсутствии 
изменений ДА иннервации в черной субстрации, 
обусловлено синтезом ДА недофаминергическими 
нейронами. Однако для подтверждения этой гипо-
тезы требуется дополнительное исследование.

 Гипоталамус является частью ДА тубероин-
фундибулярного пути, отвечающего за регуляцию 
гормональной секреции [5], причем синтез ДА 
происходит в нейронах аркуатного ядра гипотала-
муса [31]. В нашей работе введение ПХФА привело  
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к падению содержания дофамина и повышению 
экспрессии гена Comt (фермента деградации ДА) 
в гипоталамусе. Этот результат согласуется с дан-
ными литературы о  том, что введение ПХФА 
приводит к дисфункции гипоталамо-гипофизар-
но-надпочечниковой системы [32, 33]. 

Ранее было показано участие 5-HT системы 
мозга в  регуляции наследственной каталепсии. 
С одной стороны, мыши линии СВА демонстри-
ровали повышенную активность ключевого фер-
мента синтеза 5-НТ ТПГ-2 в стриатуме, по сравне-
нию с мышами других некаталептических инбред-
ных линий [13], поэтому введение ТПГ2 могло бы 
привести к снижению времени замирания. С дру-
гой стороны, острое введение агонистов 5-HT1A- 
и  5-HT2A-рецепторов подавляло выраженность 
каталепсии у мышей линий СВА [34, 35], а дли-
тельное введение ингибиторов обратного захвата 
5-НТ приводило к снижению длительности зами-
рания у мышей каталептической линии ASC, род-
ственной линии СВА [36]. Эти факты позволяют 
предполагать скорее прокаталептический эффект 
ПХФА. Однако в нашей работе трехдневное вве-
дение ПХФА, обусловившее значительное сниже-
ние уровня 5-НТ во всех исследованных структурах 
мозга, не оказало действия на длительность ката-
лептического замирания. 

Известно, что каталепсия, вызванная введением 
галоперидола, развивается вследствие дефицита до-
фаминергической иннервации, обусловленной бло-
кадой D2-рецепторов нигростриарного пути [37]. 
В нашей работе мы обнаружили, что введение ПХФА 
приводит к повышению уровня ДА в стриатуме. Ве-
роятно, индуцированный ПХФА рост уровня ДА 
в стриатуме может “компенсировать” возможное 
прокаталептическое влияние ингибирования ТПГ-2. 
Это предположение, конечно же, требует дополни-
тельного экспериментального подтверждения. 

Также следует отметить, что в развитие ката-
лептического замирания могут быть вовлечены 
другие медиаторные системы. Так, у  лаборатор-
ных грызунов каталепсию можно вызвать введе-
нием, например, морфина или его производных 
[38], 9-тетрагидроканнабинола [39], холиноми-
метиков или агонистов ГАМК-А и  ГАМК-Б ре-
цепторов [40]. В литературе есть данные, демон-
стрирующие влияние введения ПХФА на эндо-
каннабиноидную систему и  ГАМК в  ЦНС [41, 
42]. Следовательно, эти системы могут также уча-
ствовать в регуляции каталептического замирания 
у мышей, получавших ПХФА. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, ингибирование ключевого фер-
мента синтеза 5-НТ оказало значительное влия-
ние на ДА систему мозга мышей линии СВА/Lac, 
как на уровне метаболизма нейромедиатора, так 

и экспрессии ключевых генов ДА системы мозга. 
При этом наибольшие изменения были обнару-
жены в среднем мозге, структуре, где происходит 
основной синтез 5-НТ, и гипоталамусе, структуре, 
вовлеченной в регуляцию гормональной секреции. 
Результаты демонстрируют, что линия СВА/Lac яв-
ляется перспективной моделью для изучения взаи-
модействия 5-НТ и ДА нейромедиаторных систем. 
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Effect of Parachlorophenylalanine, an Inhibitor of the Serotonin Synthesis Enzyme, 
on the Brain Dopamine System of Cataleptic Mice

D. V. Bazovkina1, E. Yu. Bazhenova1, and A. V. Kulikov1

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Division, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

This study examined the effects of administration of parachlorophenylalanine (PCPA), an inhibitor of 
the key enzyme serotonin synthesis, on the freezing immobility and dopamine brain system in CBA/Lac 
mice with a hereditary predisposition to catalepsy. Administration of PCPA (300 mg/kg/day, 3 days) did 
not affect the duration of cataleptic freezing. Whereas, dopamine content decreased in the hypothalamus 
and midbrain and increased in the striatum and nucleus accumbens of mice after PCPA treatment. The 
administration of the drug did not affect the levels of DOPAC and HVA (dopamine metabolites) in the 
all studied brain structures. In addition, a PCPA-induced increase in the mRNA level of DRD2 receptor 
gene in the midbrain and Comt (catechol-O-methyltransferase) gene in the hypothalamus and midbrain 
were found. However, no effect of PCPA on the expression of DRD1 receptor gene and Th (tyrosine 
hydroxylase, key enzyme dopamine synthesis) gene in the brain was found. Thus, inhibition of the key 
enzyme of 5-HT synthesis had a significant effect on the brain DA system of CBA/Lac mice, with the 
greatest changes being found in the midbrain and hypothalamus.

Keywords: tryptophanhydroxylase, parachlorphenylalanine, serotonin, dopamine, receptors, brain, catalepsy, 
mouse
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ВЛИЯНИЕ ДЛИТЕЛЬНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ ХЛОРИДА МАРГАНЦА 
НА МЕТАБОЛИЗМ СЕРОТОНИНА В МОЗГЕ И РЕГУЛИРУЕМОЕ 
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Ионы марганца токсичны для центральной нервной системы и вызывают нарушения моторики. 
Рыбы вида Danio rerio широко используют в исследованиях по нейробиологии, психофармако-
логии и токсикологии. Целью работы было изучение влияния длительного воздействия ионов 
Mn на серотониновую (5-HT) систему головного мозга и контролируемые ею формы поведение 
у рыб D. rerio. Исследования проводили на самцах и самках D. rerio линии AB, которых разделили 
на четыре смешанные по полу группы: контроль и на которых воздействовали в течение 10 дней 
0.1, 0.2 и 0.5 мМ MnCl2 (препарат добавляли в воду аквариума). В течение всего воздействия 
движения группы рыб непрерывно регистрировали и анализировали с помощью программы 
DanioStudio. На 11 день воздействия поведение рыб исследовали в тесте “новый аквариум”, за-
тем в их головном мозге с помощью ВЭЖХ определяли уровни 5-HT, 5-гидроксииндолуксусной 
кислоты (5-HIAA), активности ключевых ферментов синтеза и разрушения 5-HT, триптофанги-
дроксилазы (ТПГ) и моноаминоксидазы (МАО), соответственно. Длительное воздействие MnCl2 
не повлияло на массу тела рыб, двигательную активность, время в нижней и верхней третях до-
машнего аквариума, а также на двигательную и исследовательскую активности, время в нижней 
и верхней третях в тесте “новый аквариум”. Длительное воздействие MnCl2 не повлияло на уров-
ни 5-HT, 5-HIAA и активность МАО в мозге рыб. Однако активность ТПГ была резко увеличена 
у рыб, содержащихся при 0.2 и 0.5 мМ MnCl2. В отдельном эксперименте было показано, что 
ионы Mn увеличивают термическую стабильность молекулы ТПГ in vitro. Эта стабилизирующая 
(шаперонная) активность ионов Mn была показана впервые. Открытие шаперонной активности 
ионов Mn позволит вскрыть фундаментальные молекулярные принципы и механизмы действия 
фармакологических шаперонов.

Ключевые слова: ионы марганца, серотонин, триптофангидроксилаза, моноаминоксидаза, мозг, поведение, 
Danio rerio
DOI: 10.31857/S1027813324030071, EDN: EQEFLP

ВВЕДЕНИЕ

Марганец (Mn) считается токсическим метал-
лом и отходы его производства представляют зна-
чительную опасность для здоровья людей и эко-
логии. Токсическое воздействие Mn характеризу-
ется двигательными и сенсорными нарушениями, 
а  также нейропсихиатрическими и  когнитив-
ными расстройствами [1‒3]. Длительное воздей-
ствие Mn (>1 мг/м3) представляет собой фактор 
риска развития болезни Паркинсона у людей [4]. 
Ионы Mn могут проходить гемато-энцефаличе-
ский барьер или через обонятельный тракт [5], 

проникать внутрь нейронов через кальциевые ка-
налы [6‒9], индуцировать их апоптоз [10]. 

Одной из мишеней для ионов Mn может быть се-
ротониновая (5-HT) система мозга – совокупность 
нейронов синтезирующих 5-HT в качестве основного 
медиатора. В норме 5-HT система мозга участвует 
в регуляции большого числа физиологических функ-
ций и форм поведения [11, 12], тогда как нарушения 
ее функции наблюдаются при многих нейродегене-
ративных и психических заболеваниях [13‒17]. 

Рыбы вида Danio rerio являются удобным модель-
ным объектом для изучения общих закономерностей 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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влияния ионов Mn на 5-HT систему мозга. Во-пер-
вых, 5-HT система D. rerio имеет высокую анатоми-
ческую, цитологическую, биохимическую и фар-
макологическую гомологию с таковой млекопита-
ющих [18, 19]. Во-вторых, у рыб этого вида 5-HT 
контролирует двигательную активность и тревож-
ность [20‒23]. В-третьих, с помощью МРТ было 
показано накопление ионов Mn в  мозге D. rerio 
при их содержании в растворе MnCl2 [24]. Данные 
о влиянии ионов Mn на рыб D. rerio довольно про-
тиворечивы [25, 26]. Влияние ионов Mn на 5-HT 
систему мозга рыб D. rerio не изучено.

Целью исследования является влияние хро-
нического воздействия ионов Mn на метаболизм 
5-HT и регулируемое 5-HT поведение рыб D. rerio. 
Для этого изучали влияния длительного содержа-
ния рыб в аквариумах с различными концентраци-
ями MnCl2 на их поведение в домашнем аквариуме, 
тесте “новый аквариум”, содержание 5-HT, его 
основного метаболита, 5-гидроксииндолуксусной 
кислоты (5-HIAA), активности ключевых фермен-
тов синтеза (триптофангидроксилаз, ТПГ) и окис-
ления (моноаминоксидазы, МАО) 5-HT в их мозге.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рыбы. Содержание рыб и все эксперименталь-
ные процедуры соответствовали положению На-
ционального института здоровья (NIH) США от 
12 апреля 2013 г. по использованию D. rerio в иссле-
дованиях и были одобрены комитетом по биоэтике 
ИЦиГ СО РАН (Протокол № 34 от 15.06.2016 г.). 
Разведение и содержание рыб поддержано бюджет-
ным проектом FWNR-2022-0023.

Эксперименты проводили на взрослых (18 мес., 
n = 100) самцах и самках D. rerio линии AB – по-
томков рыб, завезенных из European Research 
Institute of Biology of Ageing (ERIBA, Гронинген, 
Нидерланды). С  возраста 6 недель и  до начала 
экспериментов рыб содержали в аквариуме объ-
емом 125 л, снабженном устройством биологиче-
ской фильтрации и аэрации воды (CX-300, Chosen) 
с температурой воды 27 ± 1°С и искусственном ос-
вещении свет:темнота 12:12 ч (интенсивность осве-
щения 1700 люкс, включение света производилось 
в 09:00 ч). Чистка и подмена воды (20%) произ-
водилась раз в неделю. Рыб кормили 6 раз в не-
делю сухим кормом Tetramin Tropical Flakes (Tetra) 
и один раз в неделю замороженными личинками 
Chironomus plumosus. 

Были сформированы четыре смешанные по 
полу группы 20 рыб в каждой. Пять рыб из каждой 
экспериментальной группы помещали в аквариум 
(20 × 20 × 20 см, объем воды 6.3 л, 4 аквариума 
в каждой группе): контроль (без MnCl2), 0.1, 0.2 
и 0.5 мМ MnCl2 в воде. Аквариумы были снабжены 
фильтрами. На протяжении всего эксперимента 
температура воды поддерживалась 27  ± 1°С, 

а световой режим свет:темнота 12:12 ч. Рыб кор-
мили дважды в день сухим кормом Tetramin Tropical 
Flakes (Tetra). Подмену воды (30%) осуществляли 
раз в 3 дня. В данном эксперименте было пока-
зано, что концентрация ионов Mn в воде снижа-
лась вдвое через 24 ч, поэтому концентрация MnCl2 
в воде аквариума корректировалась каждые 24 ч 
добавлением твердого MnCl2 × 4H2O (AppliChem, 
Дармштадт, Германия) до требуемой концентра-
ции. Ранее с помощью МРТ было показано, что 
ионы Mn способны проникать из воды в  мозг 
D.  rerio и  накапливаться там [24]. Непрерывное 
воздействие MnCl2 продолжалось 10 дней, и в те-
чение всего этого периода передвижения групп рыб 
в аквариумах регистрировалось и анализировалось 
программой DanioStudio  [27]. На одиннадцатый 
день поведение рыб исследовали в тесте “новый 
аквариум”, усыпляли в холодной воде (+2°С), вы-
деляли целый мозг, замораживали его жидким азо-
том и хранили при ‒80°С до проведения нейрохи-
мических измерений.

Измерение поведения группы рыб в  домашнем 
аквариуме. Движения группы в домашнем аквари-
уме рыб фиксировались web-камерой и анализи-
ровались с помощью программного обеспечения 
DanioStudio [27]. Это программное обеспечение 
в течение 12-часового светового периода в тече-
ние 10 дней с частотой 1 с захватывает полутоно-
вое изображение (640 × 480 пикселей) аквариума 
вместе с рыбами внутри и отделяет пиксели, свя-
занные с рыбами, от пикселей, связанных с фо-
ном, с помощью вычитания фона и порогового ал-
горитма. Постоянные элементы интерьера удаляли 
с помощью специальных масок. Для каждого кадра 
программа составляет карту пространственного по-
ложения и вычисляет сумму пикселей, связанных 
с  рыбами. На основе этой карты определяются 
суммы связанных с  рыбами пикселей в  верхней 
и нижней трети резервуара. Отношения этих значе-
ний к общей сумме пикселей, связанных с рыбами, 
соответствуют времени (%), проведенному группой 
рыб в верхней и нижней трети. С помощью логи-
ческой операции XOR для двух последовательных 
карт плотности определяется сумма пикселей, из-
менивших свое значение. Отношение этой вели-
чины к общей сумме пикселей соответствует дви-
гательной активности группы рыб [27].

Измерение поведения рыбы в тесте “новый ак-
вариум”. Рыбу осторожно вынимали из домаш-
него аквариума сачком (чтобы не стрессировать 
остальных) и  помещали в  стеклянную кювету 
длиной 24  см, глубиной 15 см и  шириной 7 см, 
наполненную водой до 10 см. Кювету помещали 
в специальный шкаф. Движения рыбы фиксиру-
ются web-камерой в течение 5 минут и анализи-
руются с  помощью программного обеспечения 
EthoStudio [22, 23, 28]. Программное обеспечение 
с частотой 30 кадров/с автоматически покадрово 
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анализирует видеопоток в реальном времени, от-
деляет пиксели, связанные с рыбой, от пикселей 
фона с помощью порогового алгоритма, вычисляет 
координаты центра рыбы и автоматически рассчи-
тывает карту плотности, соответствующую распре-
делению пикселей, связанных с рыбой, в кювете. 
На основе последовательности координат и карты 
плотности: (1) расстояние, пройденное рыбой (м), 
(2) доля исследованного пространства кюветы (%), 
(3) среднее расстояние от дна кюветы (см) и время 
пребывания (%) в (4) нижней и (4) верхней третях 
кюветы [22, 23, 28]. Кювету промывают чистой во-
дой после каждого испытания и наполняют смесью 
чистой воды и воды из домашнего резервуара в со-
отношении 1:1.

Определение концентрации ионов Mn в воде спек-
трофотометрическим методом. К 1 мл пробы воды 
или стандарта последовательно приливали 100 мкл 
смеси, содержащей 4% гидроксиламин и 0.8% фор-
малин, 100 мкл раствора аммиака (1:3), перемеши-
вали, инкубировали 5 мин и последовательно до-
бавляли 100 мкл раствора трилона Б и 100 мкл 10% 
гидроксиламина. Перемешивали и измеряли опти-
ческую плотность на спектрофотометре при длине 
волны 490 мкм. Стандарты содержали 15.6, 31.3, 
62.5, 125, 250 мкМ MnCl2.

Определение уровня 5-HT и  5-HIAA в  мозге. 
Целый мозг рыбы гомогенизировали в  150 мкл 
холодного 50 мМ трис HCl, pH 7.6, с 1 мМ дити-
отреитола. Аликвоту 50 мкл гомогената смеши-
вали с 50 мкл 1.2 M HClO4 для осаждения белка 
и  экстракции 5-HT и  5-HIAA. Остальной гомо-
генат  (100  мкл) использовали для определения 
активности ТПГ и МАО.

Смесь гомогената и HClO4 центрифугировали 
15 мин при 12700 об/мин (4°С). Супернатант, со-
держащий 5-HT и 5-HIAA, разбавляли вдвое во-
дой и концентрацию 5-HT и 5-HIAA определяли 
с помощью ВЭЖХ на колонке Luna С18 (2) (размер 
частиц 5 мкм, L×ID 75×4.6 мм, Penomenex, США) 
с электрохимическим детектированием (750 мВ, 
электрохимическим детектором DECADE  II™, 
Antec, Нидерланды) и ячейкой из стеклографита 
(VT-03 3 мм GC sb, Antec, Нидерланды). Система 
ВЭЖХ включала контроллер CBM-20A, насос 
LC-20AD, автоматический дозатор SIL-20A и дега-
затор DGU-20A5R (Shimadzu Corporation, США). 
Подвижная фаза содержала 13.06 г KH2PO4, 200 мкл 
0.5 М Na2EDTA, 300 мг натриевой соли 1-октан-
сульфоновой кислоты (Sigma, Германия), 940 мкл 
концентрированной H3PO4 и 130 мл метанола (13% 
объема, Vektor Ltd., Россия) в 1 л, pH = 3.2. Пло-
щади пиков были оценены с использованием про-
граммного обеспечения Lab Solution LG / GC вер-
сии 5.54 (Shimadzu Corporation, США) и откали-
брованы с помощью стандартов, содержащих 0.5, 
1 и 2 нг 5-НТ и 5-HIAA [23, 28].

Осадок после центрифугирования растворяли 
в 1 мл 0.1 М NaOH и количество белка в нем опре-
деляли по Бредфорду согласно инструкции произво-
дителя. Уровень 5-HT и 5-HIAA выражали в нг/мг 
белка.

Определение активности ТПГ. Остаток гомо-
гената мозга в 50 мМ трис HCl, pH 7.6 и 1 мМ 
дитиотреитола, центрифугировали 15 мин при 
12700 об/мин (4°С). Активность ТПГ определяли 
в чистом супернатанте. Осадок использовали для 
определения активности МАО.

Аликвоту 15 мкл супернатанта инкубировали 
15 мин при 27°С в конечном объеме 25 мкл, со-
державшем 0.4 мМ L-триптофана, 0.3 мМ кофак-
тора 6-метил-5,6,7,8-тетрагидробиоптеридина, 
0.3 мМ ингибитора декарбоксилазы, м-гидрокси-
бензилгидразина, 5 ед каталазы и 1 мМ дитиотреи-
тола. Реакцию останавливали 75 мкл 0.6 М HClO4 
с последующим центрифугированием 15 мин при 
12700 об/мин. Чистый супернатант разбавляли 
вдвое водой и количество синтезированного 5-гид
рокситриптофана определяли с помощью ВЭЖХ 
как выше. Площади пиков 5-гидрокситриптофана 
калибровали по кривой, построенной по концен-
трациям 25, 50 и 100 пикомоль 5-гидрокситрипто-
фана. Для определения белка аликвоту 10 мкл су-
пернатанта смешивали с 90 мкл 0.1 М NaOH. Бе-
лок определяли по Брэдфорду, следуя инструкциям 
производителя. Активность ТПГ выражали в пико-
молях 5-гидрокситриптофана синтезированного за 
мин в пересчете на мг белка [23, 28].

Определение активности МАО. Осадок после 
центрифугирования гомогената (см. выше) вновь 
гомогенизировали в 150 мкл 50 мМ Tris HCl, pH 7.6 
и центрифугировали 15 мин (4°С) при 500 об/мин. 
Активность МАО определяли в мутном суперна-
танте. Аликвоту 10 мкл мутного супернатанта ин-
кубировали 10 мин при 27°С с 0.1 мМ 5-HT в ко-
нечном объеме 25 мкл. Реакцию останавливали 
добавлением 75 мкл 0.6 М HClO4 с последующим 
центрифугированием 15 мин при 12700 об/мин. 
Чистый супернатант разбавляли вдвое водой и ко-
личество синтезированного 5-гидроксииндолук-
сусного альдегида определяли с помощью ВЭЖХ. 
Площади пиков 5-гидроксииндолуксусного альде-
гида калибровали по кривой, построенной по кон-
центрациям 500, 1000 и 2000 пмоль 5-гидроксиин-
долуксусного альдегида [28]. 

Для определения белка аликвоту 10 мкл мутного 
супернатанта смешивали с 90 мкл 0.1 М NaOH. Бе-
лок определяли по Брэдфорду, следуя инструкциям 
производителя. Активность МАО выражали в пико-
молях 5-гидроксииндолуксусного альдегида, синте-
зированного за мин, в пересчете на мг белка [28].

Определение влияния ионов Mn на термоста-
бильность ТПГ головного мозга D. Rerio. Сначала 
аликвоты 10 мкл супернатанта, содержащего ТПГ, 
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смешивали с  5 мкл 50 мМ трис-HCl-буфе- 
ром  (рН 7.6), содержащего 1 мМ дитиотреитола, 
или с 0.15 мМ раствором MnCl2 в этом буфере (ко-
нечная концентрация MnCl2 составляла 0.05 мМ) 
и нагревали в течение 2 мин при 52, 54, 56, 58, 60, 
62 и 64°С и затем быстро охлаждали во льду. Кон-
трольные пробирки не нагревались. Затем добав-
ляли 10 мкл смеси L-триптофана (1 мМ), 6-ме-
тил-5,6,7,8-тетрагидроптеридина (0.75 мМ), инги-
битора декарбоксилазы (0.75 мМ) и каталазы (5 ед.) 
и инкубировали при 27°С 15 мин. Реакцию оста-
навливали, добавляя 75 мкл 0.6 мМ HClO4. Пробы 
центрифугировали при 13000 об/мин, для хрома-
тографа отбиралось по 80 мкл супернатанта с до-
бавлением 80 мкл воды. Количество синтезиро-
ванного 5-HTP определяли с  помощью ВЭЖХ. 
Стандарты для расчётов: 25, 50, 100 пмоль. Были 
сформированы две группы по 6 термических кри-
вых в каждой: (1) контрольная группа без MnCl2, 
(2) группа с добавлением MnCl2. Линейные части 
этих кривых использовались для расчета значений 
Т50 с использованием метода линейной регрессии.

Статистика. Поскольку ранее было показано, 
что самцы и самки D. rerio не различаются по по-
ведению, уровню 5-HT, 5-HIAA, активностям ТПГ 
и МАО [28], и количество самок в эксперименталь-
ных группах было значительно меньше, чем сам-
цов, данные по самцам и самкам объединяли. Рас-
пределение всех показателей в экспериментальных 
группах соответствовало нормальному по критерию 
Колмогорова. Все данные представляли как сред-
ние ± ошибка среднего и анализировали с помо-
щью однофакторного ANOVA (Statistic 9.0, StatSoft, 
США). По необходимости различия между экспе-
риментальными группами анализировали по Фи-
шеру. Значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Не выявлено статистически значимых разли-
чий по активности (F(3,12) = 2.89, p = 0.079), вре-
мени в верхней (F(3,12) = 2.93, p = 0.077) и нижней 
(F(3,12) = 1.14, p = 0.37) третях домашнего аквариума 
у рыб контрольной и подвергшихся действию раз-
личных концентраций MnCl2 групп (рис. 1). У рыб, 
находящихся под воздействием различных концен-
траций MnCl2, не выявляются ожидаемого сниже-
ния двигательной активности. Рыбы всех групп 
предпочитали находиться в верхней трети домаш-
него аквариума. 

Содержание рыб в течение 10 дней при различ-
ных концентрациях MnCl2 в воде не привело к меж
групповым различиям в массе их тела (F(3,76) < 1, 
рис. 2).

В тесте “новый аквариум” не выявлено ста-
тистически значимых различий между группами 
рыб по пройденному пути (F(3,76) < 1), доле иссле-
дованного пространства (F(3,76) = 1.08, p = 0.36), 
времени нахождения в  верхней (F(3,76) = 1.72,  
p = 0.17) и нижней (F(3,76) = 2.64, p = 0.06) третях 
аквариума (рис. 2). В то же время, межгрупповые 
различия были выявлены только по одному пока-
зателю – расстоянию центра рыбы от дна аквари-
ума (F(3,76) = 2.73, p = 0.049): у рыб, содержащихся 
при 0.5 мМ MnCl2 этот показатель был достоверно 
выше, чем у контрольной группы (p = 0.009) (рис. 2). 

Не выявлено статистически значимой разницы 
в уровнях 5-HT (F(3,36) < 1), 5-HIAA (F(3,36) < 1) и их 
соотношению (5-HIAA/5-HT, F(3,36) < 1) мозге рыб, 
содержащихся 10 дней при концентрациях 0, 0.1, 
0.2 и 0.5 мМ MnCl2 в воде (рис. 3).

Не было также выявлено статистически значи-
мой разницы между группами рыб по активности 
МАО в мозге (F(3,36) < 1, рис. 4).
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Рис. 1. Двигательная активность, время нахождения (%) в верхней и нижней третях домашнего аквариума у рыб, 
содержащихся в течение 10 дней в воде с 0 (контроль), 0.1, 0.2, 0.5 мМ MnCl2. Точки представляют средние зна-
чения наблюдений 12 ч в день в течение 10 дней по каждому аквариуму. Черты представляют средние значения 
± ошибки средних по каждому аквариуму. Число аквариумов в каждой группе n = 4.
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В то же время, группы рыб существенно раз-
личались по активности ТПГ в мозге (F(3,35) = 8.3, 
p < 0.001, рис. 4). Было показано значительное уве-
личение активности фермента в мозге рыб, содер-
жащихся при 0.2 (p = 0.0005) и 0.5 (p = 0.02) мМ 
MnCl2 в воде (рис. 4). 

Для проверки предположения, что ионы Mn 
повышают стабильность, время жизни и, как 
следствие – число активных молекул ТПГ и об-
щую активность фермента, мы исследовали вли-
яние 0.05 мМ MnCl2 на температурную стабиль-
ность и величину Т50 ТПГ in vitro. Было показано, 
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Рис. 3. Уровень 5-HT (нг/мг), уровень 5-HIAA (нг/мг) и отношение 5-HIAA/5-HT в мозге рыб, содержащихся в тече-
ние 10 дней в воде с 0 (контроль) (n = 11), 0.1 (n = 9), 0.2 (n = 10), 0.5 (n = 10) мМ MnCl2. Точки представляют инди-
видуальные значения показателей. Черты представляют средние значения ± ошибки средних по каждому аквариуму.
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что 0.05 мМ MnCl2 увеличивало Т50 ТПГ на 2.5°С 
(с 58.24°С до 60.74°С, F(1,10) = 5.53, p = 0.04, рис. 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Целью работы было изучение влияния дли-
тельного воздействия ионов Mn на 5-HT систему 
головного мозга и  контролируемые ею формы 

800

600

200

400

40

30

20

10

0 0
0.1 0.2 0.50 0.1

*** *

0.2
Концентрация MnCl2, мМ Концентрация MnCl2, мМАк

ти
вн

ос
ть

 М
АО

, п
мо

ль
/м

г/
ми

н

Ак
ти

вн
ос

ть
 Т

П
Г,

 п
мо

ль
/м

г/
ми

н

0.50

60

64
*

62

58

56

Т 50
,°С

Контроль

MnCl 2
, 0

.05 мМ

Рис. 4. Активности МАО (пмоль/мг/мин) и ТПГ (пмоль/мг/мин) в мозге рыб, содержащихся в течение 10 дней 
в воде с 0 (контроль) (n = 11), 0.1 (n = 9), 0.2 (n = 10), 0.5 (n = 10) мМ MnCl2. Точки представляют индивидуальные 
значения показателей. Черты представляют средние значения ± ошибки средних по каждому аквариуму.
*p < 0.05, ***p < 0.001 vs контроль.

Рис. 5. Значения Т50 для ТПГ из мозга D. rerio в от-
сутствии (контроль) и присутствии 0.05 мМ MnCl2.
Точки представляют индивидуальные значения Т50. 
Каждая группа включала 6 значений. Черты пред-
ставляют средние значения ± ошибки средних по 
каждому аквариуму.
*p < 0.05 vs контроль.

поведения у рыб D. rerio. Исходя из наблюдений на 
людях предполагалось, что непрерывное длитель-
ное (10 дней) воздействие высоких концентраций 
MnCl2 вызовет расстройства двигательной актив-
ности паркинсоно-подобного типа. Результаты 
оказались неожиданными: длительного воздей-
ствия относительно высоких концентраций оказа-
лось недостаточно, чтобы вызвать снижение массы 
тела и нарушение двигательной активности. Воз-
можно, для выявления негативного эффекта нужно 
взять более молодых рыб, увеличить концентрацию 
MnCl2 и/или время воздействия. Следует отме-
тить, что имеющиеся в литературе данные о вли-
янии ионов Mn на рыб D. rerio довольно противо-
речивы. Одни исследователи отмечали, что экспо-
зиция рыб в течении 96 ч при концентрации Mn 
около 0.075 мМ снижала их двигательную актив-
ность [25]. Другие исследователи не обнаружили 
изменений в двигательной активности при содер-
жании рыб в течении 96 ч при 0.08 мМ MnCl2 [26]. 
Только при крайне высоких дозах (2 мМ) взрослые 
рыбы к 21-му дню воздействия показывают значи-
мое сокращение пройденной дистанции [29]. Эти 
концентрации используют для моделирования 
марганизма на D. rerio и его лечения [30]. Пред-
ставленные данные подтверждают общий тезис 
о высокой устойчивости рыб вида D. rerio к воз-
действию высоких доз MnCl2, которая наблюдается 
также и у личинок D. rerio [31]. 

Более того, длительное содержание рыб в воде 
с высокой концентрацией ионов Mn (0.5 мМ) даже 
статистически значимо увеличило расстояние от 
дна в тесте “новый аквариум”, и наблюдалась тен-
денция к уменьшению времени нахождения в ниж-
ней трети кюветы (p = 0.06). Известно, что D. rerio 
в незнакомой и потенциально опасной обстановке 
стремятся находиться у дна. Это рассматривается 
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как защитная реакция [32, 33]. Некоторые авторы 
отмечают, что длительное воздействие ионов мар-
ганца усиливает выраженность данной защитной 
реакции у рыб [25, 26, 34]. Лишь в одном иссле-
довании показано снижение выраженности защит-
ной реакции у личинок D. rerio на 4 день их содер-
жания в 1 мМ MnCl2 [35]. 

Известно, что при марганизме ранняя фаза те-
чения болезни характеризуется в  большей сте-
пени психическими симптомами [36], поэтому, 
возможно, при более длительной экспозиции или 
большей концентрации могли бы проявиться ло-
комоторные нарушения. По всей видимости, для 
взрослых D. rerio требуются крайне высокие кон-
центрации (выше 1 мМ) для индукции похожих 
симптомов, наблюдающихся при марганизме, или 
воздействие на более ранних стадиях развития (вы
ше 0.6 мМ), при которых воспроизводятся разноо-
бразные нарушения движений (круговое плавание) 
и осанки, напоминающие таковые у людей [3]. 

С другой стороны, показано, что увеличение 
5-HT в синаптической щели при блокаде транс-
портера 5-HT или МАО также снижает время на-
хождения в нижней трети [23]. Можно предполо-
жить, что длительное воздействие ионами Mn сти-
мулирует метаболизм 5-HT. 

Однако не было обнаружено изменений 
в  уровне 5-HT и  его метаболита, не изменилась 
активность фермента МАО. В то же время, актив-
ность ТПГ была повышена при длительном воздей-
ствии MnCl2 в концентрациях 0.2 и 0.5 мМ. Несмо-
тря на то, что увеличение активности ключевого 
фермента синтеза 5-HT оказалось недостаточным, 
чтобы вызвать видимое увеличение уровня медиа-
тора в мозге рыб, оно, по-видимому, способно объ-
яснить наблюдаемое время у дна. 

Было предположено, что ионы Mn способны 
стабилизировать молекулу ТПГ и тем самым уве-
личить срок ее жизни в организме. Для проверки 
этого предположения мы исследовали влияние ио-
нов Mn на термическую стабильность ТПГ in vitro. 
Оказалось, что ионы Mn даже в небольшой кон-
центрации (0.05 мМ) действительно повышают 
термическую стабильность ТПГ, что выражается 
в увеличении величины Т50 – температуры, при 
которой денатурируется половина молекул. В сред-
нем, молекулы ТПГ характеризуются периодом по-
лужизни в 2–3 дня [37], Mn мог увеличить этот пе-
риод, что привело к увеличению числа активных 
молекул ТПГ за период эксперимента и, в финале, 
к увеличению общей активности ТПГ в мозге. 

Известно, что активность ТПГ зависит от ио-
нов Fe, которые связываются с активным центром 
молекулы фермента и участвуют в переносе элек-
тронов [38]. Маловероятно, что ионы Mn способны 
замещать ионы Fe в активном центре, поскольку 
окислительно-восстановительные потенциалы 

ионов железа и марганца резко различаются и та-
кая замена могла бы снизить каталитическую ак-
тивность фермента. Вероятнее всего стабилизи-
рующая способность ионов Mn обусловлена их 
способностью взаимодействовать с некоторыми 
аминокислотными остатками (например, с остат-
ками гистидина) молекулы ТПГ и укреплять ее 3D 
структуру, повышать ее устойчивость к темпера-
турным воздействиям. Такой стабилизирующий 
эффект называется шаперонным, а  молекулы, 
стабилизирующие 3D структуру молекул белков 
– фармакологическими шапперонами [39‒43]. 
В настоящее время показана способность тетра-
гидробиоптерина [44‒47] повышать термическую 
стабильность ТПГ2 мыши in vitro. Выяснение мо-
лекулярного механизма взаимодействия фарма-
кологических шаперонов с целевыми белковыми 
молекулами необходимо для лечения тяжелых на-
следственных заболеваний [43]. Поскольку вза-
имодействие ионов переходных металлов, в  том 
числе ионов Mn, с молекулами белков может быть 
полностью смоделировано в ближайшем будущем, 
открытие шаперонной активности ионов Mn по-
зволит вскрыть фундаментальные молекулярные 
принципы и механизмы действия фармакологиче-
ских шаперонов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Первоначально целью данного исследования 
было моделирование на рыбах D. rerio молекуляр-
ных механизмов повреждающего воздействия ио-
нов Mn на 5-HT систему мозга и контролируемое 
5-HT поведение. Неожиданно, в ходе работы было 
выяснено, что 5-HT система мозга и  поведение 
рыб данного вида и данного возраста чрезвычайно 
устойчивы к ионам Mn. Длительное воздействие 
большими концентрациями ионов этого металла 
не повлияли на массу тела, поведение, уровень 
и метаболизм 5-HT и активность МАО в мозге рыб. 
В то же время, впервые было показано, что дли-
тельное воздействие больших концентраций ионов 
Mn in vivo увеличивает активность ТПГ в мозге рыб 
in vitro. С помощью анализа кривых термической 
денатурации молекул ТПГ в присутствии и отсут-
ствии ионов Mn in vitro впервые был выявлен моле-
кулярный механизм этого явления, а именно ста-
билизация молекулы ТПГ ионами Mn.
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Этическое одобрение. Содержание рыб и все экс-
периментальные процедуры соответствовали положе-
нию Национального института здоровья (NIH) США 
от 12 апреля 2013 г. по использованию D. rerio в ис-
следованиях и были одобрены комитетом по биоэтике 
ИЦиГ СО РАН (Протокол № 34 от 15.06.2016 г.). 
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Effects of Prolonged Exposure to Manganese Chloride on the Brain Serotonin 
Metabolism and Serotonin-Regulated Behavior in Zebrafish

A. E. Izyurov1, I. E. Sorokin1, V. S. Evsiukova1, D. A. Zolotova1, P. A. Kulikov1, and A. V. Kulikov1

1Institute of Cytology and Genetics SD RAS, Novosibirsk, Russia

Manganese ions are toxic for the central nervous system and cause motor impairment. Zebrafish (Danio 
rerio) are widely used in neuroscience, psychopharmacology and toxicology. The study was aimed to 
investigate the effect of prolonged exposure to Mn ions on the serotonin (5-HT) system of the brain 
and the 5-HT controlled behavior in zebrafish. The studies were carried out on males and females of 
zebrafish line AB, which were divided into four groups: control and which were exposed to 0.1, 0.2 and 
0.5 mM MnCl2 for 10 days (the drug was added to the aquarium water). Throughout the exposure, the 
locomotion of fish were continuously recorded and analyzed using DanioStudio software. On the 11th 
day of exposure, the behavior of the fish was studied in the novel tank diving test, then the levels of 5-HT, 
5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), the activity of key enzymes in the synthesis and destruction of 
5-HT, tryptophan hydroxylase (TPH) and monoamine oxidase (MAO), respectively, were determined in 
their brain by HPLC. Prolonged exposure to MnCl2 did not affect body mass, locomotor activity, time in 
the lower and upper thirds of the home aquarium, as well as locomotor and exploration activities, time in 
the lower and upper thirds in the novel tank diving test. Moreover, the prolonged exposure to MnCl2 did 
not affect 5-HT, 5-HIAA levels and MAO activity in fish brain. However, TPH activity was significantly 
increased in fish kept at 0.2 and 0.5 mM MnCl2. In an additional experiment, Mn ions were shown to 
increase the thermal stability of the TPH molecule in vitro. This stabilizing (chaperone) activity of Mn 
ions was demonstrated for the first time. The discovery of the chaperone activity of Mn ions will help to 
reveal the fundamental molecular principles and mechanisms of action of pharmacological chaperones.

Keywords: manganese ions, serotonin, tryptophan hydroxylase, monoamine oxidase, brain, behavior, zebrafish
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В предыдущих исследованиях нами было обнаружено подавление пролиферации клеток в герми-
нативной области зубчатой извилины после однократного введения хемоконвульсанта пентилен-
тетразола в субконвульсивной дозе. В настоящей работе мы показали, что это снижение проли-
ферации развивается на фоне острого анксиогенного эффекта пентилентетразола и характерно 
для задней части гиппокампа, где происходит также снижение числа клеток, экспрессирующих 
нейрональную NO-синтазу. Наблюдаемые изменения сопровождаются также снижением уровня 
белка nNOS в гиппокампе. В совокупности данные наблюдения могут указывать на возможное 
участие nNOS в подавлении пролиферации клеток зубчатой извилины заднего гиппокампа при 
развитии анксиогенного эффекта пентилентетразола.
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 ВВЕДЕНИЕ

Постнатальный нейрогенез, то есть образование 
новых нейронов после рождения и в течение всей 
жизни, происходит в  зубчатой извилине гиппо-
кампа у большинства видов млекопитающих, вклю-
чая человека [1], хотя активный нейрогенез у взрос-
лых людей все еще остается в существенной степени 
предметом дискуссий [2–4]. Клетки-предшествен-
ники нейронов пролиферируют в зубчатой извилине 
на границе между гранулярным слоем и лежащим 
под ним полиморфным слоем (хилусом). Большин-
ство новых клеток становятся гранулярными нейро-
нами, и весь процесс созревания занимает у грызу-
нов около 30 дней [5, 6]. Существующие гипотезы 
предполагают участие новых нейронов в выполне-
нии ряда функций, зависящих от гиппокампа, таких 
как обучение, память и регуляция эмоций. С другой 
сторны, нарушения нейрогенеза в гиппокампе мо-
гут участвовать в патогенезе различных нейропси-
хических расстройств, таких как генерализованное 

тревожное расстройство, депрессия и эпилепсия, 
и развитии коморбидности между ними [7, 8]. 

Ранее мы обнаружили снижение пролиферации 
клеток в нескольких герминативных зонах мозга 
(субвентрикулярной области боковых желудочков 
и субгранулярном слое зубчатой извилины гиппо-
кампа) на ранних этапах эпилептогенеза в модели 
пентилентетразолового киндлинга [9]. Известно, 
что снижение пролиферации новых клеток в гип-
покампе может наблюдаться при стрессе и связан-
ном с ним повышенном уровне глюкокортикои-
дов [10, 11]. Кроме того, существенную роль в регу-
ляции пролиферации и дифференцировки клеток 
играет система оксида азота [12].

В связи с  этим мы предположили, что обна-
руженное подавление пролиферации может быть 
связано с анксиогенным действием пентилентетра
зола (ПТЗ) в субконвульсивной дозе, которая была 
использована для выработки киндлинга, и сопро-
вождаться локальными изменениями активности 
нитрергической системы. Проверка этого предпо-
ложения была целью нашей настоящей работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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МЕТОДЫ

Исследование тревожности после однократного 
ведения ПТЗ. Для оценки тревожности в поведе-
нии животных после введения ПТЗ в субконвуль-
сивной дозе использовали тест в приподнятом кре-
стообразном лабиринте. В данном эксперименте 
было использовано 20 крыс-самцов линии Вистар 
массой 200–250 г в возрасте 3 мес. Животных со-
держали в условиях вивария при искусственном 
световом режиме (день 8:00 – 20:00) и свободном 
доступе к  воде и  пище по 5 животных в  клетке. 
Перед экспериментом животных приучали к ру-
кам в течение 4 дней. Десяти животным вводили 
ПТЗ внутрибрюшинно в субконвульсивной дозе 
37.5 мг/кг. ПТЗ растворяли в изотоническом (0.9%) 
растворе NaCl из расчета 1 мл/кг. Десяти крысам 
контрольной группы вводили чистый раствор NaCl 
в эквивалентном объеме. Через 5 мин после инъ-
екции животных помещали в центр приподнятого 
крестообразного лабиринта, и в течение 5 минут 
записывали поведение животного при помощи ви-
деокамеры. После окончания теста животных воз-
вращали в домашнюю клетку. Между животными 
лабиринт очищали от загрязнений и обрабатывали 
70° этиловым спиртом. 

Маркирование пролиферации и  подготовка 
ткани к исследованию. На следующий день после 
введения ПТЗ или NaCl и  теста в  крестообраз-
ном лабиринте части животных (n = 4 для каждой 
группы) производили мечение пролиферирующих 
клеток при помощи синтетического нуклеотида 
5-бром-2’-дезоксиуридина (BrdU), который вво-
дили внутрибрюшинно 4 раза в дозе 50 мг/кг с ин-
тервалами по 2 часа. Спустя 30 минут после четвер-
той инъекции BrdU животных перфузировали рас-
твором AFA (96%-ный этиловый спирт, 39%-ный 
формалин, ледяная уксусная кислота, в отношении 
7:2:1), извлекали головной мозг и дофиксировали 
его в фиксаторе AFA. Мозг хранили в 70% этаноле 
до использования. Перед дегидратацией мозг пе-
реносили в  96% этанол на ночь. Дегидратацию 
и парафинирование образцов осуществляли в сле-
дующем порядке: изопропанол (2 раза по 30 мин) ‒ 
смесь изопропанол:хлороформ (2:1, затем 1:1, за-
тем 1:2, во всех случаях – до погружения образца 
на дно) ‒ хлороформ (2 раза по 20 мин) ‒ заливка 
в две смены жидкого парафина (в термостате при 
t = 56–60°C, первый раз в течение ночи, второй 
раз  в течение 2–3 часов) ‒ окончательная заливка 
парафином. После затвердения парафиновых бло-
ков готовили ленты серийных фронтальных срезов 
толщиной 10 мкм на всем протяжении мозга.

Иммуногистохимическое окрашивание. В  ра-
боте  исследовали включение BrdU в ядра и экс-
прессию нейрональной NO-синтазы (nNOS) 
в  клетках мозга. В  обоих случаях применяли 
непрямой иммунопероксидазный метод. Для 

окрашивания в каждом случае отбирали серийные 
срезы мозга на всем его протяжении с интервалом 
250 мкм между срезами и наклеивали их на стекла 
Superfrost/Plus (Fisher Scientific, USA). Затем полу-
ченные препараты депарафинировали и промы-
вали в дистиллированной воде. Перед окрашива-
нием и в промежутках между различными стади-
ями срезы промывали в 0.01 М фосфатно-солевом 
буфере (PBS). Для подавления эндогенной перок-
сидазной активности на срезы наносили 3% рас-
твор Н2О2 в 0.01 М PBS на 10 мин. При окраши-
вании BrdU проводили дополнительное кислотное 
экспонирование антигенных участков ДНК в 2 M 
HCl при 37°C в течение 30 мин, после чего ней-
трализовали кислый pH инкубацией в щелочном 
0.1 М растворе Na2B2O7 (pH = 9.5; 10 мин). При 
окрашивании nNOS этап кислотного экспонирова-
ния пропускали, переходя непосредственно к ста-
дии блокировки. Блокировку проводили в течение 
1 часа раствором, содержащим 5% козьей сыво-
ротки (Gibco, USA) и 0.3% Тритона X-100 в 0.01 M 
PBS. Раствор такого же состава использовали 
в дальнейшем для растворения первичных и вто-
ричных антител. С первичными антителами срезы 
инкубировали в течение ночи при +4°C (монокло-
нальные IgG мыши к BrdU BD Pharmingen, США, 
1:2000 или поликлональные IgG кролика к nNOS, 
Chemicon, США, 1:4000). После этого на 2 часа 
наносили вторичные антитела – биотинилирован-
ные IgG козы к IgG мыши или биотинилирован-
ные IgG козы к IgG кролика (Sigma, USA) в разве-
дении 1:800. Затем на связавшиеся биотинилиро-
ванные антитела осаждали авидин-пероксидазный 
комплекс ABC Vectastain kit (Vector Laboratories, 
США), растворенный в 0.01 M PBS в соотноше-
нии 1:100 (1 час). Для проявки пероксидазной ак-
тивности использовали хромогенный субстрат 3, 
3’-диаминобензидин (DAB, SigmaFast kit, Sigma, 
США). Рабочий раствор DAB наносили на срезы 
и следили за развитием окраски под бинокуляр-
ной лупой. Через 3−5 мин реакцию останавливали 
промывкой в 0.01 M PBS. Затем срезы отмывали от 
остатков раствора DAB и заключали под покровное 
стекло с использованием раствора Permount (Fisher 
Scientific, США).

Количественный анализ результатов иммуноги-
стохимического окрашивания. Подсчет BrdU-по-
зитивных (BrdU+) клеток проводили в зубчатой 
извилине гиппокампа вручную на микроскопе 
Olympus CX-41 (Olympus Optical, Япония) при уве-
личении ×200. В качестве позитивно окрашенных 
подсчитывали клетки, имеющие выраженное тем-
но-коричневое окрашивание ядра или имеющие 
прозрачное ядро с сильноокрашенными глыбча-
тыми включениями в нем; в обоих случаях крите-
рием учета было наличие видимой четкой границы 
ядра в  плоскости среза. Качество окраски сре-
зов предварительно проверяли по интенсивности 
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окрашивания ядер пролиферирующих клеток 
мягкой мозговой оболочки. В зубчатой извилине 
подсчет BrdU+ клеток осуществляли на всем про-
тяжении ее герминативной зоны, т.е. в грануляр-
ном и  субгранулярном слое, определяемом как 
область толщиной в два тела нейрона (~ 20 мкм), 
прилежащую к гранулярному слою с его внутрен-
ней стороны [13]. Затем срезы фотографировали 
и определяли площадь герминативной зоны на ка-
ждом срезе, используя программу Image Pro (Media 
Cybernetics, Inc.). Итоговый результат выражали 
в виде числа BrdU+ клеток на мм2. Объем исследо-
ванных герминативных зон достоверно не разли-
чался у животных разных групп.

Клетки, окрашенные на нейрональную изо-
форму NO-синтазы (nNOS+), обнаруживались 
во всех основных отделах мозга. Подсчет nNOS+ 
клеток выполняли как в гиппокампе, так и в коре 
больших полушарий. В гиппокампе анализировали 
зубчатую извилину (гранулярный слой), поле СА4, 
поле CA1 (пирамидный слой), а также радиальный 
слой в пределах полей СА1−CA3. В указанных от-
делах подсчитывали все nNOS+ клетки в границах, 
определяемых согласно атласу [14]. Число nNOS+ 
клеток в каждой исследуемой структуре соотно-
сили с площадью, занимаемой данной структурой 
на микрофотографиях, и выражали в виде числа 
nNOS+ клеток на мм2. В коре больших полуша-
рий (неокортексе) nNOS+ клетки подсчитывали на 
каждом срезе в 5 случайно выбранных полях зрения 
площадью по 1 мм2 каждое при увеличении ×100. 
Совокупно данные области подсчета охватывали 
практически всю площадь коры на срезе в пределах 
всех шести слоев коры. Результаты усредняли по 
всем полям зрения для каждого животного и выра-
жали как число nNOS+ клеток на мм2.

В связи с  предполагаемой неоднородностью 
структур гиппокампа вдоль его передне-задней 
оси проводили раздельный анализ плотности 
клеток (BrdU+ и nNOS+) в передней и задней его 
частях. Условной границей между этими частями 
был выбран уровень 4.3 мм каудальнее брегмы. 
Установка границы на этом уровне была обуслов-
лена тем, что данная фронтальная плоскость де-
лит гиппокамп примерно поровну в передне-за-
днем направлении (от –2.3 до –4.3 и от –4.3 до 
–6.3 мм), а также с наличием удобного анатоми-
ческого ориентира – появления вентральной пор-
ции зубчатой извилины на более каудальных сре-
зах. В передней и задней частях гиппокампа число 
клеток так же приводили к площадям соответству-
ющих структур. 

Подготовка ткани к биохимическому исследованию. 
На следующий день после инъекции ПТЗ или NaCl 
часть животных, которым не вводили BrdU (n = 6 для 
каждой группы), декапитировали, извлекали голов-
ной мозг и на льду выделяли кору больших полуша-
рий и гиппокамп, которые замораживали в жидком 

азоте и до использования хранили при t = ‒80°C. 
Гомогенизацию струкутр проводили в тризол-бу-
фере в соотношении 15:1 (мл:г). Белок выделяли для 
каждого животного из двух параллельных порций 
гомогената (по 0.5 мл). В дальнейшем параллель-
ные пробы обрабатывали независимо, при анализе 
из двух параллельных результатов учитывали одно 
наиболее высокое значение.

Выделение белковой фракции из гомогенатов: 
1) к 0.5 мл гомогената добавляли равный объем 

глицерина и  смешивали, после чего добавляли 
0.2  мл хлороформа, тщательно перемешивали 
в шейкере в течение 15 с, после чего оставляли на 
15 мин до разделения фаз;

2) центрифугировали пробы при 12000 g и +4°С 
в течение 15 мин, после чего отбирали всю верх-
нюю фазу, добавляли к остаткам 0.15 мл этанола, 
перемешивали top-bottom и через 1 мин повторно 
центрифугировали при тех же условиях в течение 
5 мин; 

3) отбирали 300−400 мкл органической фазы, 
к которой добавляли ацетон в соотношении 1:3 и вы-
держивали в течение 2 мин, после чего в течение 
5 мин центрифугировали при 1000 g и +4°С;

4) отбирали надосадочную жидкость, к осадку до-
бавляли 500 мкл суспендирующего буфера (0.3 М ги-
дрохлорида гуанидина и 2.5% глицерина в 96%-ном 
этаноле), затем тщательно перемешивали в шей-
кере в  течение 5 мин и  центрифугировали при 
12000 g и 4°С в течение 5 мин;

5) отбирали надосадочную жидкость, к осадку 
добавляли растворяющий буфер (25 мМ HEPES, 
0.1 мМ ЭДТА, 0.01 мМ неокуприна, 2.5% SDS) 
и размешивали в шейкере в течение 1 часа.

После выделения белковой фракции проводили 
определение концентрации белка в каждой пробе 
по поглощению света при 280 и 260 нм при помощи 
спектрофотометра Ultrospec II (LKB  Biochrom, 
UK), после чего разводили все образцы до концен-
трации белка 6 мг/мл.

Определение содержания белка nNOS в тканях 
коры и гиппокампа. Для оценки изменений коли-
чества белка nNOS в тканях коры и гиппокампа 
крыс после однократного введения ПТЗ использо-
вали метод Western-blot. Все пробы нормировали 
по содержанию α-тубулина, определяемому тем же 
методом. Перед использованием в белковые пробы 
добавляли 5-кратный буфер в соотношении 4:1, 
после чего кипятили с целью денатурации струк-
туры белка. Для гель-электрофореза готовили по-
лиакриламидный гель (7.5% для nNOS и 12% для 
тубулина) толщиной 0.75 мм. Электрофорез про-
водили в течение 2 часов при силе тока 45 мА/пла-
стину. После окончания электрофореза вырезали 
полосы геля, соответсвующие массе целевых бел-
ков, и укладывали их в систему для переноски на 
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нитроцеллюлозную мембрану. Перенос осущест-
вляли влажным способом в течение ночи при силе 
тока 90 мА/контейнер при +4°С. Нитроцеллюлоз-
ные мембраны промывали в TNT 3 раза по 5 мин, 
после чего блокировали в обезжиренном молоке, 
разведенном в TNT (10% для nNOS, 5% для тубу-
лина), в течение 1 часа. Затем проводили инкуба-
цию с первичными антителами (кроличьими поли-
клональными к nNOS, Chemicon Int., США, 1:4000 
в 10% молоке, или мышиными моноклональными 
к α-тубулину, Sigma, США, 1:10000 в 2% молоке) 
в течение 2 часов. После этого мембраны промы-
вали в TNT 4 раза по 5 мин, наносили вторичные 
антитела, коньюгированные с пероксидазой (для 
nNOS ‒ IgG козы к IgG кролика, Bio-Rad, США; 
для α-тубулина ‒ IgG козы к IgG мыши, Bio-Rad, 
США; в обоих случаях антитела разводили в обе-
зжиренном 1% молоке в  соотношении 1:1000) 
и инкубировали в течение 1 часа. После отмывки 
вторичных антител (4 раза по 5 мин в TNT) мем-
браны инкубировали в течение 3 минут c люми-
нол-перекисной смесью ECL Plus (Amersham, 
США) и регистрировали свечение на пленке X-Ray 
RetinA XBM Blue sensitive, после чего проявляли 
и фиксировали фотоизображение. Цифровую об-
работку фотоизображений проводили с помощью 
программы Total Lab.

Статистическая обработка результатов. Резуль-
таты обрабатывали с использованием программы 
Statistica 8.0 (StatSoft, США). Поскольку распре-
деление сравниваемых параметров носило не-
правильный характер, а число значений в каждй 
группе было небольшим, группы сравнивали между 

собой методом Mann-Whitney. Различия считали 
достоверными при p < 0.05. Данные представлены 
в виде M±S.E.M.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Поведение животных после однократного введе-
ния ПТЗ в субконвульсивной дозе. Введение ПТЗ 
в дозе 37.5 мг/кг не вызывало существенных внеш-
них проявлений судорожной активности, за ис-
ключением кратковременных периодов замирания 
или лицевых автоматизмов, тремора вибрисс, что 
оценивалось не выше 1 балла по шкале Racine [15]. 
В приподнятом крестообразном лабиринте, куда 
животных помещали спустя 5 минут после введе-
ния ПТЗ или раствора NaCl, крысы обеих групп 
большую часть времени теста проводили в закры-
тых рукавах. Время, проведенное в открытом ру-
каве, имело тенденцию (p < 0.1) к снижению после 
введения ПТЗ (таблица 1, рис. 1). Число посещений 
открытого рукава у животных, получивших ПТЗ, 
было достоверно ниже, чем у животных контроль-
ной группы (таблица 1, рис. 1а). Тем не менее, 
число посещений закрытого рукава также отли-
чалось в меньшую сторону у животных после вве-
дения ПТЗ, что дало основание заподозрить сни-
жение двигательной активности. Действительно, 
подсчет длины пройденного пути по числу пере-
сеченных квадратов в  лабиринте показал досто-
верное снижение этого показателя у  крыс после 
введения ПТЗ (рис. 1в). Для того, чтобы оценить 
тревожность животных с учетом различной двига-
тельной активности, отдельно подсчитывали число 

Таблица 1. Поведение животных в тесте приподнятого крестообразного лабиринта. Жирным шрифтом отмечены 
различия, которые считали достоверными при принятом уровне значимости p < 0.05 (тест Манна-Уитни)

 
 

контроль ПТЗ (37,5)
p (M-W test)

среднее ± S.E.M. среднее ± S.E.M.

Входов в:

открытый рукав 0.9 0.4 0.1 0.1 0.0435

закрытый рукав 2.5 0.4 1.0 0.0 0.0017

центр 2.4 0.6 0.1 0.1 0.0036

Время 
в (с):

открытом рукаве 10.5 6.1 3.6 3.6 0.0858

закрытом рукаве 274.7 7.7 286.3 4.2 0.2451

центре 14.8 3.0 10.1 1.7 0.2429

Число стоек 17.2 1.6 0.6 0.4 0.0003

Число свешиваний 3.1 0.9 0.1 0.1 0.0015

Число пересеченных секторов 29.8 4.6 9.6 2.7 0.0021

Двигательная активность в светлом рукаве, % 9.5 3.0 4.2 4.2 0.0290
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пересеченных секторов в светлой (открытый рукав 
и центр) и темной (закрытый рукав) частях лаби-
ринта. У животных контрольной группы по сравне-
нию с животными, получившими ПТЗ, достоверно 
большая доля двигательной активности приходилась 
на открытую часть лабиринта (p < 0.05; M-W test, 
таблица 1, рис. 1г). Кроме того, действие ПТЗ про-
являлось также в  подавлении исследовательской 
активности (снижение числа стоек с 17.2 ± 1.6 до  
0.6 ± 0.4, p < 0.001, M-W test; числа свешиваний 
с 3.1 ± 0.9 до 0.1 ± 0.1, p < 0.005, M-W test; таблица 1, 
рис. 1д – е).

Таким образом, можно заключить, что введе-
ние ПТЗ в дозе 37.5 мг/кг не сопровождалось раз-
витием видимых моторных судорог, но приводило 
к угнетению моторной и исследовательской актив-
ности, а также к повышению уровня тревожности 
крыс.

Пролиферация клеток в  герминативной зоне 
гиппокампа. В  передней части зубчатой изви-
лины (ростральнее уровня брегма –4.3 мм) после 
введения ПТЗ плотность пролиферирующих кле-
ток достоверно не изменялась (p > 0.1, M-W test). 
В задней же, каудальной части, где у контрольных 

Рис. 1. Поведение животных в тесте приподнятого крестообразного лабиринта. Число входов (а) и время в откры-
том рукаве (б), общее число пересеченных секторов (в) и их доля в светлом рукаве (г), число стоек (д) и свешива-
ний (е). Данные приведены в виде M ± SEM. # – p < 0.1, * – p < 0.05, *** – p < 0.005, тест Манна-Уитни, отличие 
от контрольной группы.

Рис. 2. Пролиферация клеток в герминативной зоне зубчатой извилины после введения ПТЗ в субконвульсивной 
дозе. а – стрелками отмечено иммуногистохимичесоке окрашивание включения BrdU в ядра клеток на границе 
гранулярного (гр) и полиморфного (пол) слоев зубчатой извилины (увеличение ×400, шкала 100 мкм). б – число 
BrdU+ клеток в зубчатой извилине переднего и заднего гиппокампа. Данные приведены в виде M ± SEM. * – от-
личие от контрольной группы, p < 0.05, тест Манна-Уитни.
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Рис. 4. Определение белка nNOS методом вестерн-блот в мозге после введения ПТЗ в субконвульсивной дозе. а – 
гиппокамп, б – неокортекс. Резкультаты представлены как отношение оптических плотностей полос nNOS и α-ту-
булина и выражены в относительных единицах. Данные приведены в виде M ± SEM. * – отличие от контрольной 
группы, p < 0.05, тест Манна-Уитни.

Рис. 3. Иммуногистохимическое окрашивание nNOS в клетках мозга после введения ПТЗ в субконвульсивной 
дозе. а – г, число nNOS+ клеток в различных отделах гиппокампа (а – в пирамидном слое поля СА1, б – в зуб-
чатой извилине, в – в поле СА4, г – в радиальном слое полей СА1-СА3). Данные приведены в виде M ± SEM 
отдельно для передней и задней частей гиппокампа. * – отличие от контрольной группы, p < 0.05, тест Ман-
на-Уитни. д – число nNOS+ клеток в неокортексе, различий между группами нет. е – з, примеры иммуногисто-
химического окрашивания nNOS в различных отделах мозга (е – неокортекс, ж – зубчатая извилина, з – после 
СА1, увеличение ×400, шкала 100 мкм для всех изображений). Пунктирной линией указаны границы между гра-
нулярным (гр) и полиморфным (пол) слоями зубчатой извилины (ж) и пирамидным (пир) и радиальным (рад) 
слоями поля СА1 (з). 
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животных плотность расположения BrdU+ клеток 
была заметно выше, после введения ПТЗ наблюда-
лось достоверное снижение интенсивности проли-
ферации (p < 0.05; M-W test; рис. 2б).

Изменения в  нитрергической системе. Число 
nNOS+ клеток в переднем гиппокампе значимо не 
менялось, тогда как в заднем гиппокампе отмеча-
лось достоверное снижение числа nNOS+ клеток 
в пирамидном слое поля СА1 (рис. 3а). Уровень 
белка nNOS в  тканях гиппокампа также досто-
верно снижался после введения ПТЗ (рис. 4а).

В неокортексе число nNOS+ клеток значимо не 
менялось, чему соответствовало отсутствие изме-
нений в содержании белка nNOS в тканях коры, 
определямом по методу вестерн-блот (рис. 3д; 
рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Пентилентетразол (ПТЗ) является блокатором 
пикротоксинового сайта ГАМКA-рецептора [16], на-
рушающим вход ионов Cl− в нейрон и приводящим 
к ослаблению торможения и развитию деполяриза-
ции [17]. Кроме того, ПТЗ вызывает снижение плот-
ности ГАМКА-рецепторов в мозге, а также усиление 
глутаматергической передачи [18–20]. Следствием 
этого является повышение возбудимости нейронов, 
снижение судорожного порога и развитие судорож-
ной активности. Эти свойства определяют ценность 
ПТЗ в качестве препарата в различных схемах моде-
лирования судорог. В малых дозах ПТЗ может об-
ладать также анксиогенными свойствами [21–24], 
связанными с тем же механизмом блокады ГАМ-
КA-рецептора. В нашем исследовании для оценки 
тревожности мы использовали тест в  приподня-
том крестообразном лабиринте [25]. Введение ПТЗ 
в субконвульсивной дозе приводило к угнетению 
моторной и исследовательской активности, а также 
уменьшало число выходов в светлый рукав и двига-
тельную активность в светлом рукаве. Последний 
показатель подсчитывали для того, чтобы внести по-
правку на общее уменьшение двигательной активно-
сти после введения ПТЗ. Таким образом, поведение 
животных в крестообразном лабиринте свидетель-
ствовало в пользу анксиогенного эффекта исполь-
зованной нами дозы ПТЗ (37.5 мг/кг). Известно, 
что глюкокортикоидные гормоны, выделяющиеся 
во время стресса, способны подавлять клеточную 
пролиферацию в герминативных зонах мозга [26]. 
По-видимому, наблюдавшееся снижение проли-
ферации клеток в зубчатой извилине частично свя-
зано с повышением уровня тревожности у подо-
пытных животных после введения субконвульсив-
ной дозы ПТЗ.

Ранее нами было показано снижение проли-
ферации клеток в  герминативных зонах мозга 
(субвентрикулярной области боковых желудоч-
ков и  субгранулярном слое зубчатой извилины 

гиппокампа) после однократного введения ПТЗ 
в субконвульсивной дозе в ходе развития пенти-
лентетразолового киндлинга [9]. Результаты дан-
ного исследования предполагают, что обнаружен-
ное подавление пролиферации более характерно 
для задних (каудальных или вентральных) отделов 
гиппокампа крыс, но не для передней его части. 
Известно, что задний гиппокамп, благодаря своим 
тесным анатомическим связям с миндалевидным 
комплексом, задействуется в формировании эмо-
циональных реакций [27, 28]. В этой связи можно 
предположить наличие связи между наблюдающи-
мися реакциями тревожного поведения и селек-
тивным снижением пролиферации клеток в ней-
рогенной нише задней части зубчатой извилины.

Ранее было показано, что и  однократные, 
и  хронические судороги, вызванные введением 
ПТЗ (в  частности, киндлинг), сопровождаются 
увеличением экспрессии nNOS в зубчатой изви-
лине и увеличением продукции NO [29–32]. При 
этом увеличение экспрессии nNOS в гиппокампе 
на фоне острой судорожной активности сопрово-
ждалось также увеличением числа пролифериру-
ющих клеток, а ингибирование nNOS приводило 
к относительному ослаблению вызванной судоро-
гами клеточной пролиферации [29]. В нашей ра-
боте, напротив, снижение пролиферации клеток 
после введения ПТЗ в субконвульсивной дозе, не 
приводящей к развитию моторных судорог, сопро-
вождалось снижением уровня белка nNOS и числа 
nNOS+ клеток в гиппокампе, причем и снижение 
пролиферации, и снижение числа nNOS+ клеток 
происходило в заднем отделе гиппокампа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашей работе показано, что обнаруженное 
ранее снижение пролиферации клеток в зубчатой 
извилине гиппокампа после однократного введе-
ния ПТЗ в субконвульсивной дозе развивается на 
фоне острого анксиогенного эффекта ПТЗ и харак-
терно лишь для задней части гиппокампа. Там же, 
в задней чаcти гиппокампа, введение ПТЗ приво-
дит к снижению числа nNOS+ клеток в поле СА1. 
В гиппокампе в целом также снижается уровень 
белка nNOS, тогда как в неокортексе ни уровень 
белка, ни число nNOS+ клеток достоверно не ме-
няются. В совокупности данные наблюдения могут 
указывать на возможное участие nNOS в локаль-
ном подавлении пролиферации клеток зубчатой 
извилины заднего гиппокампа при развитии анк-
сиогенного эффекта ПТЗ. 
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Anxiogenic Effect of Pentylenetetrazole in a Subconvulsive Dose is Accompanied  
by Decreased Cellular Proliferation and Neuronal NO-Synthase Expression  

in the Posterior Portion of the Hippocampus

V. A. Aniol1, M. Yu. Stepanichev1, A. A. Yakovlev1, N. A. Lazareva1, and N. V. Gulyaeva1

1Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, RAS, Moscow, Russia

In our previous studies, we have found a suppressive effect of a single administration of pentylenetetrazole 
(PTZ) in a subconvulsive dose on cellular proliferation in the dentate gyrus. In the present work, we 
show that this decrease in proliferation develops after acute anxiogenic effect of PTZ and is present only 
in the posterior portion of the hippocampus, where a decrease in the number of neuronal NO synthase 
expressing cells has been also found. These changes are also accompanied by a decrease in the level 
of nNOS protein in the hippocampus. Taken together, these observations may indicate the possible 
involvement of nNOS in the suppression of cellular proliferation in the dentate gyrus of the posterior 
hippocampus during the development of the anxiogenic effect of PTZ.

Key words: adult neurogenesis, BrdU, pentylenetetrazole, nNOS, hippocampus, dentate gyrus, anxiety
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При проведении доклинических исследований важно иметь доступные, простые и надежные 
методы оценки состояния ткани мозга, с помощью которых можно оценить эффективность того 
или иного препарата или воздействия. Морфология астроцитов достаточно хорошо отражает 
функциональное состояние синапсов, поэтому может быть использована как косвенный пока-
затель состояния нейрональных сетей. В статье описан метод оценки морфологических харак-
теристик астроцитов с использованием эпифлуоресцентной микроскопии и программы ImageJ. 
Приведен пример применения этого метода для исследования динамики изменения морфологи-
ческих характеристик астроцитов базолатерального ядра миндалины в ходе нормального онтоге-
неза. Предложенный метод позволяет оценить не только плотность популяции клеток, но и их 
морфологические показатели, соответствующие степени ветвления и длине отростков астроци-
тов. В результате применения метода был обнаружен половой диморфизм в динамике созревания 
астроцитов в базолатеральном ядре миндалины, выражающийся в увеличении длины отростков 
в ходе взросления от ювенильного до подросткового возраста у самок, но не у самцов.

Ключевые слова: астроглия, цифровая обработка изображений, базолатеральное ядро миндалины, половой 
диморфизм, онтогенез
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ВВЕДЕНИЕ

Миндалина является важной частью лимбиче-
ской системы мозга. Ее функционирование вовле-
чено в обеспечение таких эмоциональных реакций, 
как страх и тревога, и необходимо для адекватного 
их проявления на поведенческом уровне, в  том 
числе для социальных взаимодействий. Нарушения 
в работе миндалины обнаруживают при таких пси-
хоневрологических заболеваниях, как расстройства 
тревожно-депрессивного спектра, разного рода за-
висимости, шизофрения, аутизм. Исследования, 
проведенные с  использованием магнитно-резо-
нансной томографии (МРТ), показывают, что со-
зревание структур лимбической системы мозга и их 
реципрокных проекций происходит в возрасте пу-
бертата [1, 2]. Эти проекции существуют с раннего 
возраста, но в период с подросткового до взрослого 
возраста происходит их значительное изменение, 
характеризующееся уменьшением числа волокон 

и  увеличением силы синапсов [3, 4]. При этом 
сроки созревания структур мозга больше соответ-
ствуют пубертатному статусу со слов испытуемых, 
чем их биологическому возрасту, и ассоциированы 
с уровнем тестостерона [5]. Почти во всех исследо-
ваниях отмечают половой диморфизм в созревании 
структур лимбической системы [6]. В миндалине 
довольно большая концентрация рецепторов сте-
роидных гормонов [7], и обнаружен как функцио-
нальный, так и морфологический половой димор-
физм [8–10]. Существует представление о том, что 
зависящие от пола различия в функционировании 
миндалины могут лежать в основе диспропорции 
подверженности психоневрологическим заболева-
ниям мужчин и женщин.

На сегодняшний день не оставляет сомнений 
тот факт, что астроциты необходимы для нор-
мального функционирования и жизнедеятельно-
сти нейронов. Более того, они необходимы и для 

МЕТОДЫ
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правильного созревания нейрональных сетей [11]. 
По морфологическим характеристикам астроци-
тов, таким, например, как степень разветвленно-
сти, можно судить о степени функциональной на-
грузки на отдел мозга [12, 13]. Существует мнение, 
что астроциты миндалины являются очень чув-
ствительными и  пластичными клетками, разви-
вающимися и отвечающими на внешние стимулы 
в очень специфичной манере, свойственной только 
этой субпопуляции [14]. Учитывая тот факт, что 
астроциты экспрессируют рецепторы эстрогена, 
можно предположить их участие в осуществлении 
различий созревания и функционирования минда-
лины в зависимости от пола индивидуума. Влияние 
половых гормонов на морфологические характе-
ристики астроцитов обнаружено в аркуатном ядре 
[15], в гиппокампе [16] и в медиальном ядре мин-
далины [17].

Таким образом, по состоянию астроцитов 
можно косвенно судить о состоянии нейрональных 
сетей миндалины, а значит, исследование морфо-
логических характеристик астроцитов может дать 
представление о степени отклика на эксперимен-
тальное воздействие в животных моделях психо-
неврологических заболеваний и об эффективности 
использования того или иного препарата в докли-
нических исследованиях. Учитывая, что иммуно-
гистохимия и  эпифлуоресцентная микроскопия 
являются довольно широко распространенными 
в лабораторной практике, метод оценки состояния 
астроцитов с их помощью может быть широко при-
меним в различных лабораториях. Целью работы 
было описание такого простого и доступного ме-
тода, позволяющего получить данные о морфоло-
гических характеристиках астроцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы фронтальные 
50-микронные срезы мозга крыс, окрашенные 
иммунофлуоресцентно антителами к  глиаль-
ному фибриллярному кислому белку (GFAP) ‒ 
маркеру фиброзных астроцитов. Биоматериал 
был получен от 27 животных следующих групп: 
самцы ПД18  (n = 5), самки ПД18 (n = 5), самцы 
ПД30 (n = 8 ), самки ПД30 (n = 9) (ПД – постна
тальный день). Микрофотографии получали из 
области базолатерального ядра миндалины (ко-
ординаты для возраста ПД18 -2.20…-2.80 mm 
Bregma по атласу мозга крыс Хазипова [18]; ко-
ординаты для возраста ПД30 -3.14…-3.60 mm 
Bregma по атласу мозга Паксона и Уотсона [19]). 
Для получения микрофотографий использовали 
микроскоп Axio.Imager.Z2 (Zeiss, Германия), ос-
нащенный цифровой фотокамерой MRm (Zeiss, 
Германия), с использованием объектива x40 (EC 
Plan-NEOFLUAR, NA = 0.75). Экспозиция выби-
ралась для каждого среза с тем, чтобы максимально 

прослеживались отростки клеток, но при этом она 
не должна была превышать 2 мс, так как экспози-
ция дольше 2 мс значительно увеличивает фоновый 
шум. С помощью программного модуля ZEN blue 
edition (2011) (Zeiss, Германия) получали z-стеки, 
т.е. набор микрофотографий с последовательных 
фокальных плоскостей, отстоящих друг от друга 
на расстояние 1 мкм, так, чтобы была покрыта вся 
толщина среза мозга. При наших параметрах фо-
тографирования такой z-стек является цифровым 
отображением части базолатерального ядра минда-
лины размером 224×168×50 мкм и вмещает в себя 
около 10–15 GFAP-позитивных клеток с отрост-
ками. От каждого животного получали по 2 z-стека 
с разных срезов мозга, расстояние между которыми 
составляло не менее 300 мкм в ростро-каудальном 
направлении.

Предварительную обработку полученных ми-
крофотографий проводили в программе Fiji (ImgeJ, 
NIH, ver. 1.53c) с  использованием авторских 
скриптов и макросов. На первом этапе из полу-
ченных z-стеков делали проекции максимальной 
интенсивности, что позволяет работать дальше 
с изображениями как с обычными двумерными, 
но при этом сохраняет все детали морфологиче-
ских особенностей объектов. При этом изображе-
ния сразу переводили в формат 8-битных (функ-
ция “8-bit”) и производили уменьшение фонового 
шума с  использованием функции “Despeckle”. 
Далее из полученных изображений вырезали изо-
бражения отдельных клеток. Над каждым изобра-
жением отдельной клетки производили следую-
щие действия: 1) увеличение контраста с норма-
лизацией гистограммы изображения (функция 
“Enhance Contrast...”); 2) размытие контуров 
(функция “Gaussian Blur...”, ε = 1); 3) бинариза-
ция путем применения фильтра, использующего 
локальный порог интенсивности (фильтр Niblack 
с радиусом 5, функция “Auto Local Threshold”); 
4) фильтрация полученных объектов по размеру 
с удалением всех объектов меньше 100 пикселей 
(функция “Analyze Particles...”). После этого при 
необходимости производили ручную доработку 
полученных объектов такую, как присоединение 
некоторых отростков к основному объекту и сти-
рание объектов больше 100 пикселей, не относя-
щихся к целевому объекту. Всю ручную доработку 
производили, сверяясь с изначальным, не бина-
ризованным, изображением клетки. Полученный 
массив бинаризованных изображений преобра-
зовывали в  скелетонизированные изображения 
функцией “Skeletonize”. Такие изображения пред-
ставляют собой тонкие линии, толщиной 1 пик-
сель, точно повторяющие все отростки клетки. На 
рис. 1 представлены этапы преобразования микро-
фотографии астроцита. С математической точки 
зрения такое изображение является графом, поэ-
тому к нему применимы методы работы с графами.
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Функция “Analyze Skeleton (2D/3D)” позволяет 
получить следующие характеристики для каждого 
графа-скелетона: число ребер графа, число точек 
ветвления (вершин графа, из которых выходит не 
менее трех ребер), число конечных точек (число 
вершин графа, из которых выходит только одно ре-
бро), среднюю длину ребра, максимальную длину 
ребра и максимальный кратчайший путь (самое 
длинное расстояние от одной конечной точки до 
другой). На выходе мы получаем таблицу, в  ко-
торой для каждой клетки указаны все характери-
стики соответствующего ей скелетона. С каждого 
изображения вырезали по 2–3 клетки, таким об-
разом, было проанализировано от 4 до 6 клеток на 
животное.

Плотность популяции астроцитов оцени-
вали на полученных на первом этапе обработки 

а б

г д

в

е

микрофотографий проекциях максимальной ин-
тенсивности. Подсчитывали число клеток, име-
ющих не менее двух разветвленных отростков 
и не пересекающих запрещенные границы (левую 
и нижнюю границы изображения).

Статистическую обработку проводили в про-
грамме R-Studio (ver. 2022.02.0). Полученные ха-
рактеристики для каждой клетки усредняли на 
животное, проверяли соответствие нормальному 
распределению (тест Шапиро-Уилка), проводили 
корреляционный анализ с целью выявления кол-
линеарности между различными характеристи-
ками (тест Пирсона), затем проводили двухфак-
торный дисперсионный анализ с факторами “пол” 
и “возраст”, предварительно убедившись в равен-
стве дисперсий разных групп (тест Левена), в ка-
честве post hoc анализа использовали тест Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Плотность популяции астроцитов в  базолате-
ральном ядре миндалины в  ходе взросления от 
ювенильного (ПД18) до подросткового (ПД30) 
возраста увеличивалась независимо от пола. Так, 
число астроцитов у самцов в ПД18 составила 5492 ± 
± 4753 шт/мм3, у самок в ПД18 2498 ± 951 шт/мм3, 
у  самцов в  ПД30 ‒ 8208 ± 3506 шт/мм3, у  самок 
в ПД30 ‒ 6643 ± 3891 шт/мм3. По данным двухфак-
торного дисперсионного анализа влияние фактора 
“возраст” было статистически достоверно значи-
мым: F(1, 26) = 5.46, p = 0.027 (рис. 2).

При анализе автоматически полученных показа-
телей графов-скелетонов важно понимать с какими 
физиологическими обусловленными морфологи-
ческими характеристиками астроцитов их можно 
соотнести. Так, например, число ребер графа, как 
и число точек ветвления, косвенно говорит о сте-
пени разветвленности отростков астроцита. По-
скольку длина ребра является по сути расстоянием 

Рис. 2. Результаты статистической обработки полученных морфологических характеристик. а – увеличение плотно-
сти популяции астроцитов в базолатеральном ядре миндалины с возрастом: F(1, 26) = 5.46, p = 0.027, нет эффекта 
пола. б – увеличение средней длины ребра графа-скелетона обнаружено у самок, но не у самцов: “пол”*“возраст” – 
(F(1, 22) =4 .52, p = 0.045), самцы ПД18 vs самки ПД18 – p = 0.040, самки ПД18 vs самки ПД30 ‒ (p = 0.011) (Тьюки 
post hoc). Среднее значение по группе отмечено горизонтальной полосой.

Рис. 1. Этапы обработки изображения астроцита от 
микрофотографии до графа-скелетона на примере 
более (а–в) и  менее (г–е) разветвленных клеток. 
а, г – микрофотография астроцита, б, д – бинари-
зованное изображение, в, е – скелетонизированное 
изображение. Шкала – 10 мкм.
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между точками ветвления, то по этому показателю 
можно косвенно судить о длине отростков астро-
цита. Максимальный кратчайший путь соответ-
ствует суммарной длине двух наиболее длинных 
отростков клетки. По результатам корреляцион-
ного анализа измеренные показатели можно раз-
делить на две группы, внутри которых показатели 
статистически достоверно коррелируют. К первой 
группе относятся показатели, описывающие сте-
пень разветвленности астроцита, а ко второй – по-
казатели, так или иначе соотносящиеся с длиной 
отростков астроцита. В таблице 1 указаны средние 
значения и ошибка среднего для всех перечислен-
ных параметров.

Поскольку использование большого числа па-
раметров для описания морфологии клетки не-
целесообразно, необходимо выбрать несколько 
из них. По результатам корреляционного анализа 
оказалось, что достаточными для анализа пара-
метрами являются число ребер графа и  средняя 
длина ребра графа. Действительно, эти два пара-
метра не коррелируют между собой и соотносятся 
с разными характеристиками морфологии астро-
цита. По числу ребер графа-скелетона, соответ-
ствующего астроциту, можно судить о  степени 
ветвления отростков: чем больше ребер у графа, 
тем больше точек ветвления. Средняя длина ребра 
не соответствует напрямую длине отростков, но 
поскольку отростки складываются из отрезков от 
ветвления до ветвления, то косвенным образом эта 
величина будет говорить о длине отростков астро-
цита. Для каждого из этих параметров был прове-
ден двухфакторный дисперсионный анализ. Целью 
анализа было выявление влияния факторов “пол” 
и “возраст” на морфологию астроцитов в минда-
лине. Среднее число ребер графа-скелетона соста-
вило у самцов ПД18 33 ± 21, у самок ПД18 21 ± 12, 
у  самцов ПД30 35 ± 7, у  самок ПД30 36 ± 13. 

Дисперсионный анализ не выявил статистической 
значимости ни эффекта фактора “возраст”, ни 
эффекта фактора “пол” на число ребер графа. По 
всей видимости, с возраста ПД18 по возраст ПД30 
не наблюдается значительного увеличения ветвле-
ния отростков у астроцитов базолатерального ядра 
миндалины ни у самцов, ни у самок крыс.

Среднее расстояние от точки ветвления до точки 
ветвления составило: у самцов ПД18 5.1 ± 1.3 мкм, 
у  самок ПД18 3.7 ± 0.5 мкм, у  самцов ПД30 
5.2 ± 0.5 мкм, у самок ПД30 5.1 ± 0.7 мкм. Дис-
персионный анализ показал статистически зна-
чимый эффект фактора “возраст” (F(1, 22) = 7.93,  
p  = 0.010) и  взаимодействия факторов “пол” 
и “возраст” (F(1, 22) = 4.52, p = 0.045). Эффект 
фактора “пол” был выражен только на уровне 
тенденции: F(1, 22) = 3.93, p = 0.060. Апостери-
орный анализ (тест Тьюки) выявил достоверное 
различие между группами самцы ПД18 и  самки 
ПД18 (p = 0.040), и между группами самки ПД18 
и самки ПД30 (p = 0.011). Таким образом, в ба-
золатеральном ядре миндалины наблюдается уве-
личение примерно на 20% средней длины отрезка 
отростка астроцита между двумя соседними вет-
влениями у самок крыс при взрослении от юве-
нильного до подросткового возраста. У  самцов 
аналогичного увеличения длины отростков в этом 
возрастном периоде не выявлено. Стоит отметить, 
что у самцов в ювенильном возрасте эта величина 
уже составляет около 5 мкм, а у самок как раз до 
этого размера доходит к подростковому возрасту. 
Для таких характеристик, как максимальная длина 
ребра и  максимальное кратчайшее расстояние, 
также были обнаружены статистически достовер-
ные эффекты фактора “возраст” (F(1, 23) = 15.17, 
p  =  0.0007 и  F(1, 23) = 4.31, p =  0.049, соответ-
ственно) и  взаимодействия факторов на уровне 
тенденции. Учитывая наличие корреляции между 

Таблица 1. Усредненные значения параметров графов-скелетонов астроцитов для каждой из исследованных 
групп. Приведены средние и ошибка среднего. $ ‒ p < 0.07 по сравнению с группой другого пола того же воз-
раста, * ‒ p < 0.05 по сравнению с группой животных ПД18 того же пола.

Морфологические 
характеристики

Самцы
ПД18

Самцы
ПД30

Самки
ПД18

Самки
ПД30

Параметры, 
характеризующие 
разветвленность 
астроцита

Число ребер графа 33 ± 11 35 ± 2 21 ± 5 36 ± 4

Число точек ветвления 16 ± 5 17 ± 1 10 ± 3 17 ± 2

Число конечных точек 18 ± 5 19 ± 1 12 ± 3 19 ± 2

Параметры, 
характеризующие 
длину отростков 
астроцита

Средняя длина ребра, мкм 5.1 ± 0.6 5.2 ± 0.2 3.7 ± 0.2 $ 5.0 ± 0.2 *

Максимальная длина ребра, 
мкм 18 ± 2 21 ± 1 13 ± 2 21 ± 1 *

Максимальное кратчайшее 
расстояние, мкм 60 ± 8 59 ± 2 40 ± 8 58 ± 3 *
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этими тремя характеристиками, которые, по сути, 
по-разному описывают такую физиологическую 
характеристику, как длина отростка астроцита, 
схожесть результатов статистической обработки 
очевидна.

Таким образом, в  ходе нормального онтоге-
неза при взрослении крыс с ПД18 до ПД30 попу-
ляция астроцитов в базолатеральном ядре минда-
лины увеличивается у самцов примерно в 1.5 раза, 
а у самок в 2.5 раза. При этом степень разветвлен-
ности астроцитов не изменяется ни у самцов, ни 
у самок, и только у самок увеличивается длина от-
ростков между двумя соседними ветвлениями. По 
всей видимости, астроциты базолатерального ядра 
миндалины самок претерпевают более значитель-
ные изменения при взрослении животных от юве-
нильного до подросткового возраста, чем у самцов. 
Использование автоматически полученных морфо-
логических характеристик клеток позволило выя-
вить как наличие полового диморфизма в созрева-
нии астроцитов, так и уточнить специфику этого 
различия.

При поставленном и  отработанном методе 
оценки морфологических особенностей астроци-
тов на обработку данных по базолатеральному ядру 
миндалины потребовалось примерно следующее 
количество человеко-часов (оценка для экспери-
мента, в котором участвовало около 25 животных): 
иммуногистохимическое окрашивание ‒ 2 дня, 
микрофотографирование ‒ около 10 часов, об-
работка микрофотографий (включающая этапы 
ручной обработки, такие как вырезание отдель-
ных клеток и правку полученных бинаризованных 
изображений) ‒ 12–15 часов (около 3 часов на на-
стройку скриптов и подбор фильтров для бинари-
зации, 1–2 часа на вырезание отдельных клеток, 
7–10 часов на правку полученных бинаризованных 
изображений), 1–2 часа ‒ время для стандартной 
статистической обработки. Последний этап руч-
ной обработки (правка автоматически получен-
ных бинаризованных изображений) является од-
ним из самых трудоемких и времязатратных. Об-
легчить и ускорить этот этап можно улучшением 
качества иммуногистохимического окрашивания 
(увеличение соотношения сигнал/шум, уменьше-
ние фонового окрашивания) и подбором наиболее 
оптимальных фильтров бинаризации. Суммарно 
получается, что результаты эксперимента можно 
получить за две недели рабочего времени.

ОБСУЖДЕНИЕ

Половой диморфизм в экспрессии наиболее ча-
сто используемого маркера астроцитов – GFAP – 
известен довольно давно. Повышенный его уро-
вень у самцов по сравнению с самками связывают 
с более высоким уровнем тестостерона в крови. 
В структурах, относящихся к проявлению полового 

поведения, показаны различия в экспрессии уже 
в первые дни жизни [15]. В лимбических структу-
рах, в том числе в миндалине, указывают на зави-
симость иммунореактивности GFAP от уровня по-
ловых гормонов [17, 20, 21]. При этом основную 
роль отводят не самому тестостерону, а его метабо-
литу – эстрогену. Распространенность фермента, 
превращающего тестостерон в эстроген, в различ-
ных структурах мозга также зависит от пола жи-
вотного, и в лимбических структурах, в том числе 
в миндалине, его экспрессия выше у самцов [22]. 
Механизм индукции тестостероном (или эстроге-
ном) повышенной экспрессии GFAP до сих пор не-
известен. В недавнем довольно обширном обзоре по 
регуляции экспрессии гена GFAP нет упоминания 
стероидных гормонов [23], но ранее была показана 
возможность астроцитарного ответа на активацию 
рецепторов эстрогена без вовлечения геномного 
аппарата (through nongenomic activity)  [24]. Учи-
тывая, что состояние, а значит и внешний облик 
астроцитов отражают функциональное состояние 
синапсов [13, 25], различие между самцами и сам-
ками в морфологии астроцитов миндалины может 
говорить о половом диморфизме функционирова-
ния нейрональных сетей этой структуры, что, как 
предполагается, может лежать в основе различий 
в подверженности психоневрологическим заболе-
ваниям у мужчин и женщин. Поэтому исследова-
ние морфологических характеристик астроцитов 
в лимбических структурах может помочь в понима-
нии механизмов психоневрологических патологий. 
В особенности важен для исследования подростко-
вый период, так как именно в это время образуются 
реципрокные связи миндалины с  гиппокампом 
и другими структурами [1, 2, 5, 6].

Несмотря на то, что визуализация с использо-
ванием иммуногистохимического окрашивания на 
GFAP позволяет проявить только около 15% самой 
клетки [26, 27], метод оценки состояния астроци-
тарной глии по морфологическим характеристикам 
GFAP-позитивных клеток считается достаточно 
валидным [28, 29]. Однако если оценка проводится 
только по иммунореактивности ткани (процент 
иммуногистохимически окрашенной площади ко 
всей площади исследуемой структуры), то сложно 
cделать вывод о  причине обнаруженных разли-
чий. Изменения иммунореактивности ткани мо-
гут быть проявлением как увеличения плотности 
популяции астроцитов, так и увеличения числа их 
отростков, их утолщения или усиления ветвления. 
Так, в нашем исследовании оказалось, что поло-
вой диморфизм в созревании астроцитов в базо-
латеральном ядре миндалины проявляется в раз-
личии длины отростков GFAP-позитивных кле-
ток. По нашим данным можно предположить, что 
у самцов отростки астроцитов достигают длины, 
близкой к таковой у зрелых астроцитов, раньше, 
чем у самок. Мы можем судить об этом по тому, что 



	 ПРОСТОЙ МЕТОД ОЦЕНКИ МОРФОЛОГИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК АСТРОЦИТОВ� 299

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 3 2024

максимальное кратчайшее расстояние у самцов уже 
в ПД18 составляет около (60 ± 8) мкм и не изме-
няется к подростковому возрасту (ПД30: (59 ± 2) 
мкм). При этом считается, что диаметр площади, 
занимаемой астроцитом во взрослом мозге у грызу-
нов составляет примерно 40–60 мкм (в зависимости 
от структуры мозга) [30, 31], что достаточно точно 
совпадает с полученной нами оценкой (суммарной 
длины двух наиболее длинных отростков). У самок 
же обнаружено статистически достоверное увели-
чение средней длины отрезка между ветвлениями, 
что говорит об увеличении длины отростков астро-
цитов в период с ПД18 до ПД30. При этом увеличе-
ние плотности популяции GFAP-позитивных кле-
ток происходило как у самцов, так и у самок крыс. 
У самок число GFAP-позитивных клеток увеличи-
лось значительнее, но это не было статистически 
значимо. Другие исследования также указывают 
на большее число новых GFAP-позитивных клеток 
в миндалине у самок, чем у самцов в подростковом 
возрасте. Так, группа MM MacCarthy показала, что 
в препубертатном возрасте (ПД14) у самок в минда-
лине больше GFAP-позитивных клеток, чем у сам-
цов [32]. В другом исследовании было показано, 
что число вновь появившихся клеток (включивших 
метку BrdU) в  возрасте ПД30 в  миндалине было 
больше у самцов, однако процент таких клеток ко-
локализованных с GFAP был примерно в полтора 
раза больше у самок [33]. Таким образом, получен-
ные нами данные по динамике плотности популя-
ции астроцитов при взрослении с ювенильного до 
пубертатного возраста, в целом, совпадают с дан-
ными литературы. В дополнение к этому мы впер-
вые показали наличие полового диморфизма в ди-
намике морфологических показателей астроглии ба-
золатерального ядра миндалины в этот возрастной 
период.

Не смотря на широкое распространение методов 
цифровой обработки изображений, большинство 
исследователей ограничиваются оценкой иммуно-
реактивности ткани или подсчетом числа клеток. 
Возможно, это вызвано тем, что исследование мор-
фологических особенностей представляется вре-
мязатратным и трудоемким процессом. Действи-
тельно, в  работах, в  которых приводится оценка 
морфологических параметров астроцитов, как пра-
вило используют микрофотографии на большом 
увеличении с использованием масляных объекти-
вов и  построение 3D-изображений при помощи 
рутинного ручного “трэйсинга” отростков с помо-
щью дорогостоящих коммерческих программ (на-
пример, Neuro Lucida (MBF Bioscience, США)). 
Так, в работе [34] исследовали реакцию астроцитов 
миндалины взрослых крыс на повышение уровня 
тестостерона в крови. Полученные авторами дан-
ные по средней длине ребра, числу точек ветвления 
и числу конечных точек совпадают с данными, по-
лученными нами (учитывая, что они использовали 

другую линию крыс и взрослых животных). При 
этом их метод выглядит значительно более трудо-
емким, так как они производили микрофотогра-
фирование с  использованием масляного объек-
тива ×100 и ручной трэйсинг отростков астроци-
тов. В другой работе [28] микрофотографирование 
осуществляли с  использованием конфокального 
микроскопа и  восстанавливали 3D-изображение 
астроцитов с помощью плагина Neurite Tracer (Fiji, 
NIH, США). Сравнение полученных ими данных 
с нашими несколько затруднено, так как работа вы-
полнена на взрослых самцах мышей и использован 
метод Шолля для оценки морфологических характе-
ристик астроцитов. Тем не менее, один из параме-
тров является аналогом максимального кратчайшего 
расстояния, полученного в нашей работе, и резуль-
таты приблизительно совпадают: 35–50 мкм – в ра-
боте Bondi et al [28], 40–60 мкм – в нашей работе. 
При этом по сравнению с двумя вышеупомянутыми 
работами описанный в статье метод проще по вы-
полнению и требует меньших затрат времени. Как 
указано в разделе результаты, на обработку экспе-
римента, в котором участвует около 25 животных, 
потребуется не более двух недель от стадии готовых 
срезов мозга до стадии получения результатов стати-
стического анализа. Стоит также отметить, что дан-
ный метод не требует использования компьютера 
значительной производительности, а также особых 
навыков оператора.

Предложенный в  статье метод является про-
стым и осуществим в большинстве научно-иссле-
довательских лабораторий. При этом он дает воз-
можность более детально изучить изменения гли-
альных клеток, вызванные экспериментальным 
воздействием, что важно для понимания происхо-
дящих в мозге процессов. Используя приведенный 
метод, мы показали наличие полового диморфизма 
в динамике созревания астроглии в базолатераль-
ном ядре миндалины крыс в период взросления 
с ювенильного до подросткового возраста. Обна-
руженные нами различия могут помочь в выясне-
нии механизмов этиологии психоневрологических 
заболеваний, имеющих половую диспропорцию 
представленности в социуме.
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A Simple Method for Morphological Assessment of Astrocytes: Sexual Dimorphism 
in The Maturation Dynamics of Astrocytes in the Rat Amygdala

A. O. Manolova1, N. A. Lazareva1, A. E. Paramonova1, A. A. Kvichansky1, M. S. Odrinskaya1,  
M. Yu. Stepanichev1, and N. V. Gulyaeva1 

1Federal state budget institution Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia

Simple, affordable and reliable methods for assessing the status of brain structures maturation are vital 
for preclinical studies related to the effects of early-life stress. These methods make it possible to evaluate 
the effectiveness of specific therapies or the prevention of stress-related pathological changes. The 
morphology of astrocytes is one of the markers representing functional state of synapses and thus it 
is indicative of maturation state of neuronal networks. We performed the method for evaluating the 
morphological characteristics of astrocytes using epifluorescence microscopy and the ImageJ program. 
Application of the method to brain sections of rats on postnatal days 18 and 30 revealed the dynamics 
of morphological changes in the astrocytes of the basolateral nucleus of the amygdala during normal 
ontogenesis. The proposed method makes it possible to evaluate not only the density of the cell 
population, but also their morphological parameters associated with the degree of branching and the 
length of the astrocyte processes. The approach used revealed sexual dimorphism in the ontogenesis: 
the length of the astrocytic processes increased during maturation from juvenile to pubertal period in 
the basolateral nucleus of the amygdala only in female rats, but not in males.

Keywords: astroglia, digital image processing, basolateral amygdala, sexual dimorphism, ontogenesis
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Экстраклеточные везикулы (ЭВ) в последнее время стали важным объектом для изучения. Пред-
полагается, что посредством ЭВ в организме осуществляется межклеточная коммуникация, в том 
числе регулирование экспрессии генов, управление такими процессами, как пролиферация 
и дифференцировка, а также многое другое. Также показана важная роль ЭВ в патологии. Важ-
ным практическим применением ЭВ считается их использование в качестве маркеров различных 
патологических состояний. В настоящее время понимание молекулярных механизмов действия 
ЭВ весьма ограничено, не в последнюю очередь в связи с методическими сложностями изучения 
этих объектов. В первую очередь стоит отметить, что не существует стандартизованного мето-
да выделения ЭВ, а это является проблемой для более глубокого изучения ЭВ. Мы попытались 
подобрать наиболее приемлемый метод выделения ЭВ из сыворотки крови. Для этого ЭВ были 
выделены из сыворотки крови с помощью трех методов, после чего с помощью масс-спектроме-
трии определили белковый состав выделенных ЭВ. У каждого из проверенных методов нашлись 
свои преимущества и свои недостатки, что необходимо учитывать при планировании экспери-
ментов в дальнейшем.

Ключевые слова: экстраклеточные везикулы, сыворотка крови, анализ траектории наночастиц, динами-
ческое светорассеяние, масс-спектрометрия
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ВВЕДЕНИЕ

Экстраклеточные везикулы (ЭВ) представлены 
во всех биологических жидкостях и являются до-
вольно большой гетерогенной группой. Фактиче-
ски, любые окруженные липидным бислоем вези-
кулы, не способные к самовоспроизведению и цир-
кулирующие в биологических жидкостях, можно 
назвать ЭВ [1]. Все исследованные к настоящему 
времени типы клеток способны к секреции ЭВ. 
ЭВ принято подразделять на экзосомы, микрове-
зикулы и  апоптотические тельца. Экзосомы яв-
ляются продуктом секреции клеточной эндоли-
зосомальной системы и имеют размер 50–150 нм. 
Микровезикулы являются результатом отшнуро-
вывания плазматической мембраны клетки, их 
размер составляет 100–1000 нм. Самым большим 

по размеру (400-4000 нм) представителем ЭВ яв-
ляются апоптотические тельца, образующиеся из 
клеток как результат их гибели в процессе апоп-
тоза. Также ЭВ часто классифицируют по размеру, 
малыми ЭВ называются все ЭВ менее 200 нм [1].

ЭВ за последние годы стали востребованным 
объектом экспериментальных исследований. По-
пулярность ЭВ связана с  их несколькими уни-
кальными свойствами. Во-первых, мембрана ЭВ 
содержит сигнал, предохраняющий ЭВ от фагоци-
тирования макрофагами [2]. Во-вторых, свойства 
ЭВ позволяют им проникать через гистогематиче-
ские барьеры, включая гематоэнцефалический [3]. 
В-третьих, любые клетки поглощают ЭВ [4]. Все 
эти свойства очень способствуют тому, чтобы 
развивать диагностику на основе ЭВ или даже 

КЛИНИЧЕСКАЯ 
НЕЙРОХИМИЯ
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использовать ЭВ в качестве средства доставки ле-
карственных препаратов.

В настоящее время не существует стандарти-
зованного метода выделения ЭВ, что, безусловно, 
является препятствием для дальнейшего развития 
этого направления. Для выделения ЭВ в  основ-
ном используются ультрацентрифугирование, уль-
трафильтрация, гель-фильтрация, преципитация 
и иммунопреципитация, а также комбинации этих 
методов. Несколько работ посвящены сравнению 
существующих методов выделения ЭВ, и они не 
приходят к единому выводу об эффективности того 
или иного подхода [5–7]. Как правило, разные ме-
тоды выделения ЭВ приводят к выделению разных 
субфракций ЭВ, которые отличаются между собой 
по составу.

Обычно для выделения ЭВ используют уль-
трацентрифугирование, гель-фильтрацию, пре-
ципитацию полимерами, ультрафильтрацию или 
иммунопреципитацию. Долгое время золотым 
стандартом считалось выделение ЭВ с помощью 
ультрацентрифугирования, но сейчас для выделе-
ния ЭВ применяют и другие методы. Гель-филь-
трация и преципитация гидрофильными полиме-
рами являются подходящей альтернативой ультра-
центрифугированию, отличающейся целым рядом 
преимуществ. Эти методы обходятся недорого, 
легко масштабируемы и обладают высокой произ-
водительностью.

В настоящее время остается непонятным, ка-
кой метод, а  точнее, какую комбинацию ме-
тодов, лучше всего использовать при выделе-
нии ЭВ для целей протеомного анализа. Для того, 
чтобы это выяснить, для выделения ЭВ мы ис-
пользовали комбинацию гель-фильтрации через 
Sepharose CL-2B, преципитации с помощью по-
лиэтиленгликоля (ПЭГ) 6000, обработки проте-
азами и ультрафильтрации через мембрану с по-
рогом отсечения 100 кДа, после чего определяли 
белковый состав полученных фракций с помощью 
масс-спектрометрии.

МЕТОДЫ

Реактивы и материалы. В работе были исполь-
зованы ПЭГ 6000 (А1387, AppliChem, Германия), 
фосфатно-солевой буфер PBS (14190-094, Gibco, 
Великобритания), фильтры 0.45 мкм и  филь-
тры 100 кДа (МСРМ45С67, MCP100C41, Pall, 
Пуэрто-Рико), протеиназа К  (ЕК001, Evrogen, 
Россия), смола для гель-фильтрации Sepharose 
CL-2B (17014001, Cytiva, США), набор для опре-
деления концентрации белка ProteOrange (14102, 
Lumiprobe, Россия), бычий сывороточный альбу-
мин (БСА, 126609, Calbiochem, США).

Критерии отбора клинического материала. В ис-
следование были включены 8 здоровых добро-
вольцев в  возрасте от 18 до 45 лет. От каждого 

добровольца было получено письменное инфор-
мированное согласие. Критериями исключения 
являлись шизофрения; алкоголизм и наркомания 
в анамнезе жизни; серьезные неврологические за-
болевания (инсульт, болезнь Паркинсона, демен-
ция, ушибы мозга, эпилепсия и т.п.); эндокринные 
нарушения: сахарный диабет, дисфункция щито-
видной железы и прием тиреотропных препара-
тов/заместительной терапии; любое инвалидизи-
рующее заболевание внутренних органов; выра-
женный дефицит зрения или слуха; значительные 
физические нагрузки накануне обследования, су-
точный и ночной графики работы, прием антико-
агулянтов и психотропных препаратов в период пе-
ред участием в исследовании. Исследование было 
одобрено локальным этическим комитетом.

Материал для исследования. Материалом для ис-
следования служила сыворотка крови. Забор крови 
у участников исследования проводили из локтевой 
вены натощак в утренние часы. Известно, что на 
образование ЭВ оказывает влияние множество 
факторов, так что процедура взятия крови и пре-
аналитический этап подготовки проб были мак-
симально стандартизированы. Для всех проб были 
соблюдены одинаковые условия, а именно: время 
и способ забора крови, тип моновет и размер иглы 
(21,5G); промежуток времени (не более 30 минут) 
и температура в помещении между взятием крови 
и центрифугированием (22–23°С); условия цен-
трифугирования; условия хранения биологиче-
ского материала на всех этапах анализа.

Выделение грубой фракции ЭВ с помощью ПЭГ. 
Исходный объем образцов составлял 1 мл сыво-
ротки крови. Предварительную очистку образцов 
проводили с помощью центрифугирования через 
фильтр 0.45 мкм. Центрифугирование проводили 
30 мин 3 000 g при RT. После этого получали гру-
бую фракцию ЭВ с помощью преципитации. Пред-
варительно очищенную сыворотку смешивали 1 к 1 
с 6% ПЭГ 6000, тщательно перемешивали и остав-
ляли на 30 мин при 4оС. Затем образцы центри-
фугировали 1 500 g 30 мин при 4оС. С осадка тща-
тельно отбирали надосадочную жидкость и промы-
вали осадок с помощью PBS. Осадок растворяли 
в 0.5 мл PBS, это грубая фракция ЭВ.

Обработка грубой фракции ЭВ протеиназой К. 
Расщепление примесных белков, а также наруж-
ных белков ЭВ проводили с  помощью протеи-
назы К (ПК). Концентрация ПК составляла 1 мг/мл, 
концентрация хлорида кальция 10 мМ, время обра-
ботки 60 мин, температура обработки 37°С.

Выделение чистой фракции ЭВ с  помощью 
гель-фильтрации. Гель-фильтрацию проводили на 
колонке, набитой 10 мл Sepharose CL-2B. На ко-
лонку наносили 0.5 мл образца, промывали 3 мл 
PBS и элюировали ЭВ в 1 мл PBS. Перед следую-
щей пробой колонку промывали 15 мл PBS.
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Ультрафильтрация. Концентрирование прово-
дили на фильтрах с порогом отсечения 100 кДа. 
Образцы центрифугировали 30 мин при 3 000 g 
при RT. Образцы были сконцентрированы при-
мерно в 10 раз.

Определение концентрации белка. Концен-
трацию белка определяли с помощью красителя 
ProteOrange согласно инструкции производителя. 
По 1 мкл пробы смешивали с 40 мкл рабочего рас-
твора красителя и  прогревали 10 мин при 95оС, 
после чего пробы охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и определяли флуоресценцию при длинах 
волн возбуждения и испускания 470 и 570 нм, со-
ответственно. Калибровочную кривую строили по 
растворам БСА.

Динамическое светорассеяние. Динамическое 
светорассеяние фракции ЭВ определяли с  по-
мощью прибора Zetasizer Nano S производства 
Malvern Panalytical (Великобритания). В пластико-
вую кювету наливали 100 мкл разведенной в 10 раз 
в PBS фракции ЭВ и определяли светорассеяние на 
угол 173 градуса на длине волны 633 нм за четыре 
повтора длительностью по 10 с каждый. Оборудо-
вание позволяет определить число отраженных фо-
тонов, выражаемое в тысячах фотонов в секунду, 
kcps. Общее число отраженных фотонов исполь-
зуется для построения корреляционной функции 
для вычисления размера частиц, но может служить 
и самостоятельным параметром, характеризующим 
образец. В нашей предыдущей работе мы показали, 
что число фотонов является вполне надежным по-
казателем, характеризующим число ЭВ в образце.

Анализ траектории наночастиц. Анализ траекторий 
наночастиц проводили на приборе NanoSight NS300 
производства Malvern Panalytical (Великобрита-
ния). В качестве источника света в нем использу-
ется лазер с длиной волны 488 нм. Свет от лазера 
входит в проточную кювету, содержащую образец, 
и рассеивается на объектах размером 50–500 нм. 
Под углом около 90 градусов к направлению света 
находится объектив микроскопа, через который 
все рассеивающие свет частицы снимали на ка-
меру с частотой 25 кадров в секунду. Последую-
щая компьютерная обработка отснятого видео по-
зволяет проследить траекторию движения каждой 
частицы индивидуально и, используя уравнение 
Стокса-Эйнштейна из величины перемещения за 
единицу времени, вычислить размер частицы. Об-
разец постоянно подавали в  проточную кювету 
с помощью шприцевого насоса, что позволяет за-
писать на видео движение большого числа инди-
видуальных ЭВ. Прибор поддерживает постоянную 
температуру во время эксперимента. Выделенные 
ЭВ разводили в PBS в 100 раз и снимали два ви-
део продолжительностью 30 сек каждое, резуль-
таты для каждого образца получали усреднением 
результатов обработки двух видеороликов. При та-
ком разведении в каждом кадре оказывается около 

ста индивидуальных частиц. Скорость прокачки 
образца насосом составляла 60 у.е., так что сум-
марное число треков на каждом видео составляло 
около двух тысяч. При компьютерной обработке 
видео были использованы настройки постобра-
ботки, одинаковые для всех образцов, для типич-
ных ЭВ это Blur 5×5, Max jump 12, Min track steps 5.

Пробоподготовка. Экзосомы объемом 50–100 мкл 
лизировали в двухкратном объёме буфера, содер-
жащего 10% SDS в 50 мM бикарбонате триэтилам-
мония (ТЕАБ). Лизис проводили ультразвуковым 
щупом на льду 3 раза по 30 сек. Образцы центри-
фугировали со скоростью 13000 g 10 мин, для осаж-
дения пены SDS.

Для гидролиза белков трипсином с использо-
ванием фильтров S-Trap забирали весь доступный 
объем для образцов. Для восстановления и алки-
лирования дисульфидных связей образцы инкуби-
ровали в присутствии 4 мМ трис(2-карбоксиэтил)
фосфина (TCEP) и 6.2 мМ 2-хлорацетамида (CAA) 
при температуре 80°С в течение 30 мин. Затем об-
разцы охлаждали до комнатной температуры. До-
бавляли 12% H3PO4 в соотношении 1:10 и пипети-
ровали. Добавляли 6 частей S-Trap protein binding 
buffer (90% водный метанол, содержащий 100 мМ 
TEAB pH 7.5), хорошо перемешивали и наносили 
на фильтр S-Trap. После чего центрифугировали 
в течение 4 мин при 4000 g (повторяли до полного 
нанесения образца). Промывку осуществляли тем 
же раствором (S-Trap protein binding buffer) 4 раза, 
нанося по 150 мкл и  центрифугируя в  течение 
4 мин при 4000 g. Перемещали фильтр в чистую 
пробирку. Добавляли 40 мкл буфера для гидро-
лиза (трипсин/белок в соотношении 1/25, 50 мM 
TEAB). Образцы инкубировали в течение 1.5 ч при 
температуре 47°C. После инкубации добавляли 
40 мкл 50 мM TEAB и 0.2% муравьиной кислоты, 
центрифугировали в течение 4 мин при 4000 g. До-
бавляли 35 мкл 50% ацетонитрила, содержащего 
0.2% муравьиной кислоты, и центрифугировали 
в  течение 4 мин при 4000g. Надосадочную жид-
кость переносили в чистую пробирку.

В полученных супернатантах определяли общую 
концентрацию пептидов методом колориметриче-
ского анализа с использованием набора Pierce™ 
Quantitative Colorimetric Peptide Assay kit (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA) в соответствии с ре-
комендациями производителя. Пептиды высуши-
вали и растворяли в 0.1% муравьиной кислоте до 
конечной концентрации 0.3 мкг/мкл. 

Хромато-масс-спектрометрия образцов. Полу-
ченные пептиды разделяли с использованием хро-
матографической ВЭЖХ системы Ultimate 3000 
RSLCnano (“Thermo Scientific”, США). Один ми-
кролитр пептидной смеси загружали на обогащаю-
щую колонку Acclaim µ-Precolumn (0,5 мм × 3 мм, 
размер частиц 5 мкм, Thermo Scientific) при потоке 
10 мкл/мин в  течение 4 мин в  изографическом 
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режиме с использованием буфера “С” в качестве 
подвижной фазы (2% ацетонитрил, 0.1% муравьи-
ной кислоты в деионизованной воде) на ВЭЖХ 
колонке PeakyEfficiency (FE 100 мкм × 30  см, 
1.9 мкм размер частиц) (Molecta) в градиентном 
режиме элюирования. Градиент формировали 
подвижной фазой А (0.1% муравьиной кислоты) 
и  подвижной фазой Б: (80% ацетонитрил, 0.1% 
водный раствор муравьиная кислота) при скоро-
сти потока 0.3 мкл/мин. Колонку промывали 2% 
подвижной фазой Б в течение 10 мин, после чего 
линейно увеличивали концентрацию подвижной 
фазы Б до 35% за 68 мин, затем линейно увеличи-
вали концентрацию фазы Б до 99% за 2 мин, после 
2 минутной промывки при 99% буфера Б, концен-
трацию этого буфера линейно снижали до исход-
ных 2% за 3 мин. Общая длительность анализа со-
ставляла 90 мин.

Масс-спектрометрический анализ проводили 
на масс-спектрометре Q-Exactive HFX (“Thermo 
Scientific”, США), как описано ранее [8]. Иден-
тификацию белков проводили при помощи про-
граммного обеспечения MaxQuant v. 2.0.3.0 с ис-
пользованием поискового алгоритма Andromeda [9]. 
Для идентификации белков использовали базу дан-
ных протеома человека в UniProt (UP000005640). 
Были заданы следующие поисковые параме-
тры: расщепляющий фермент ‒ трипсин, точ-
ность определения масс моноизотопных пептидов 
± 4.5 ppm, точность определения масс в спектрах 
MS/MS ± 20 ppm и  возможность пропуска двух 
сайтов расщепления трипсином. Окисление ме-
тионинов, ацетилирование N-конца белка и кар-
бамидометилирование цистеина были учтены как 
возможные и обязательная модификация пептидов, 
соответственно. При идентификации белков вну-
три каждой экспериментальной группы выделения 
эксзосом применяли опцию “match between runs” 
с установками по умолчанию. Для валидации сопо-
ставлений (образования пар) спектров и пептидов 
PSM (Peptide-Spectrum Matches), идентификации 
пептидов и идентификации белков устанавливали 
пороговую величину FDR (False Discovery Rate) 
0.01. Белки рассматривались в качестве достоверно 
идентифицированных, если для них было обнару-
жено, по крайней мере, два пептида. Безметковая 
количественная оценка содержания белков проис-
ходила на основе iBAQ и LFQ.

Статистический анализ и представление резуль-
татов. Статистическую обработку результатов про-
водили в программе GraphPad Prism ver. 12. Графи-
ческое представление результатов масс-спектроме-
трического анализа создано с помощью программы 
FunRich ver. 3.1.3. Для сравнения групп использовали 
дисперсионный анализ или тест Хи-квадрат, мно-
жественное сравнение корректировали с помощью 
поправки Бонферрони. В качестве апостериорного 

теста использовали тест Манна-Уитни. Достовер-
ным считали уровень значимости меньше 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Самым простым и доступным методом выде-
ления ЭВ является, видимо, преципитация ПЭГ. 
К  достоинствам этого метода также относится 
высокая производительность метода. Недостаток 
преципитации с помощью ПЭГ также очевиден – 
высокая доля примесных белков во фракции ЭВ. 
Гель-фильтрация позволяет избавиться от некото-
рой части примесных белков, но при этом является 
довольно трудозатратной и трудно масштабируе-
мой процедурой. Основную задачу по избавлению 
от примесей призвана выполнить обработка ЭВ 
протеазами, в частности ПК. Последовательность 
этих методов была применена нами для выделения 
ЭВ с целью отработки наиболее пригодного метода 
выделения ЭВ, в первую очередь характеризующе-
гося минимальным наличием примесных неэкзо-
сомальных белков.

Основные характеристики ЭВ, выделенных 
с помощью разных методов, представлены в та-
блице 1. В общем, мы вправе заключить, что полу-
ченные результаты являются вполне ожидаемыми. 
Преципитация ПЭГ ожидаемо позволяет выде-
лить максимальное число частиц с самой высокой 
концентрацией белка. Гель-фильтрация значимо 
снижает как число частиц, так и количество белка 
в них (р < 0.05 по тесту Манна-Уитни). Обработка 
ПК на общее число частиц не влияет, но досто-
верно снижает количество белка (р < 0.05 по тесту 
Манна-Уитни).

Другой важнейшей характеристикой ЭВ яв-
ляется размер частиц. Использованные методы 
позволяют предполагать, что после преципита-
ции мы будем иметь частицы размером до при-
мерно 200 нм, а после гель-фильтрации частицы 
не меньше примерно 70 нм. Полученные нами ЭВ 
попадают в ожидаемые диапазоны размеров час
тиц (табл. 1). Однако, два метода оценки размеров 
частиц дают плохую согласованность результатов 
для ЭВ, полученных преципитацией ПЭГ. Воз-
можно, это наблюдение является следствием боль-
шого количества примесей в этой фракции. При-
меси, вероятнее всего белки, за счет взаимодей-
ствия с везикулами могут замедлять их движение 
в кювете прибора. А такое не связанное с размером 
замедление движения частиц в растворе алгоритм 
обработки данных трактует как увеличение разме-
ров частиц. Для более чистых фракций результаты 
определения размеров частиц неплохо совпадают 
для двух использованных методов (табл. 1).

При анализе данных ДРС и АТН нами вновь 
был подмечено наличие высокодостоверной корре-
ляции между числом частиц (АТН) и числом рассе-
янных фотонов (ДРС) (данные не представлены). 
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Таким образом, мы воспроизвели результаты од-
ного из своих прошлых экспериментов [10], по-
зволившие нам утверждать, что с помощью метода 
ДРС можно быстро и достаточно надежно опреде-
лять концентрацию ЭВ в достаточно чистых образ-
цах. Естественно, сказанное не относится к образ-
цам исходной сыворотки, как, вероятно, и других 
биологических жидкостей сложного состава, так 
как высокая концентрация примесей практически 
наверняка будет мешать определению истинной 
концентрации ЭВ. В своих экспериментах, даже 
при минимальной очистке ЭВ с  помощью ПЭГ, 
мы с хорошей точностью определяем концентра-
цию ЭВ по числу рассеянных фотонов на ДРС.

Основной задачей проведенного эксперимента 
было определение белкового состава полученных 
разными методами ЭВ. Во фракциях, как и следо-
вало ожидать, было идентифицировано несколько 
сотен белковых молекул. Полный состав фракций 
представлен в приложении (таблицы S1–S3). Число 
генов, продукты которых представлены во фрак-
циях  ЭВ, полученных разными методами, пред-
ставлено на рис. 1. Обращает на себя внимание 
тот факт, что после обработки ЭВ с помощью ПК 
и  последующей гель-фильтрации, число белков, 

Таблица 1. Основные характеристики ЭВ, выделенных с использованием разных методов.

Группа
Число 

частиц в мл, 
×10 ехр10

Размер 
частиц, нм 

(ДРС)

Размер 
частиц, нм 

(АТН)

Количество 
белка, мкг (ЭВ из 
1 мл сыворотки)

Преципитация ПЭГ 16.0±4.4 138.7±42.4 184.9±11.2 108.2±10.9

Гель-фильтрация после 
преципитации ПЭГ 4.1±1.4 120.4±18.6 134.8±6.3 17.5±10.1

Гель-фильтрация после 
преципитации ПЭГ и обработки ПК 6.4±2.1 128.4±9.5 129.1±3.0 3.2±1.6

Преципитация ПЭГ

25

39

60

150

55

58

4
Гель-фильтрация
после ПЭГ

Гель-фильтрация
после ПК и ПЭГ

идентифицированных в этой фракции с помощью 
масс-спектрометрии, уменьшилось практически 
вдвое. Возможно, обработка ПК не столь безо-
бидна, как могло казаться ранее, и в этом процессе 
происходит некоторое разрушение конститутивных 
белков ЭВ. Однако более вероятна иная трактовка, 
а  именно, ПК расщепляет примесные белки во 
фракции ЭВ.

Основной интерес представляет собой каче-
ственный состав белков, выделенных в составе ЭВ 
разными методами. Представление качественного 
разнообразия белков представляет собой опреде-
ленную проблему, так как белки принимают уча-
стие во многих взаимодействиях и редко соотно-
сятся только с  одним процессом. Локализация 
белков является более точной характеристикой 
разнообразия белков, хотя, конечно, и неполной. 
Именно локализацию мы выбрали в качестве ха-
рактеристики полученного нами разнообразия 
белков. На рис. 2 представлен процент генов, 
идентифицированные продукты которых имеют, 
согласно базе данных FunRich, локализацию либо 
в экзосомах, либо в экстраклеточных компартмен-
тах, либо принадлежат к экстраклеточным белкам. 
Понятно, что один и тот же белок может входить 
в каждую категорию, так что суммарный процент 
может превышать 100%. При этом только для этих 
трех локализаций происходит достоверное обога-
щение белков во фракции ЭВ, выделенных всеми 
тремя методами. То есть выделяя ЭВ мы обога-
щаем белки только из этих трех фракций и никаких 
иных, фактически мы видим, что каждый из этих 
методов пригоден для выделения ЭВ. Конкретно 
с фракцией экзосом связано 60-70% выделенных 
нами белков. Существенная часть белков, непо-
средственно не связанных с экзосомами, принад-
лежит тем не менее либо к другим экстраклеточ-
ным компартментам, либо является растворимыми 
экстраклеточными белками. Экстраклеточные 
компартменты включают в себя, например, и неэ-
кзосомальные везикулы, такие как микрочастицы, 
а растворимые экстраклеточные белки могут вы-
деляться вместе с  ЭВ, так как, например, обра-
зуют околовезикулярную белковую корону. Таким 

Рис. 1. Анализ протеома ЭВ, выделенных разными 
методами. Число белков, идентифицированных 
с  помощью масс-спектрометрического анализа, 
представлено на диаграмме Венна.



	 СРАВНЕНИЕ МЕТОДОВ ВЫДЕЛЕНИЯ ЭКСТРАКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ � 307

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 3 2024

образом, и не истинно экзосомальные белки также 
могут быть частью фракции ЭВ.

С использованием трех методов выделения ЭВ 
были получены фракции, несколько различаю-
щиеся по белковому составу. Однако за единич-
ными исключениями все выделенные белки, а это 
продукты 272 генов при выделении с  помощью 
ПЭГ, 274 генов при выделении с помощью ПЭГ 
и  гель-фильтрации и  158 генов при выделении 
с помощью ПЭГ, обработки ПК и гель-фильтра-
ции, принадлежат к белкам ЭВ согласно базе дан-
ных Vesiclepedia.

Еще одним результатом работы оказалось, что 
при любом методе выделения ЭВ не удается пол-
ностью избавиться от липопротеинов. В частности, 
среди тех белков, которые выделяются всеми из ис-
пользованных методов (таких белков 60), выявля-
ются альбумин, трансферрин, аполипопротеины В, 
Е, А1 и С. Для объяснения этого результата, видимо, 
стоит опираться на последние данные, убедительно 
свидетельствующие о том, что ЭВ, находясь в сы-
воротке, всегда увенчаны белковой короной [11]. 
Аполипопротеины, альбумин, трансферрин, судя 
по всему, как раз и являются неотъемлемой частью 
этой короны [12, 13]. Таким образом, стоит заклю-
чить, что ЭВ нельзя очистить от целого ряда белков, 
не являющихся истинно везикулярными, по край-
ней мере, если применять только методы, сохраня-
ющие белки в нативном состоянии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Все использованные нами методы выделения 
ЭВ пригодны для применения в тех или иных це-
лях. Грубая преципитация с помощью ПЭГ имеет 
высокую производительность и подходит для изу-
чения ЭВ в широком диапазоне размеров, от не-
скольких десятков до сотен нм. В эту фракцию вхо-
дят, видимо, и частицы размером менее 50 нм, то 
есть не обязательно экзосомы и не микровезикулы. 
Возможно, именно эта фракция окажется инфор-
мативной для решения той или иной научной за-
дачи. Применение гель-фильтрации после преци-
питации существенно снижает число частиц (за 
счет наиболее мелких, до примерно 70 нм) и в еще 
большей степени количество белка во фракции ЭВ. 
Видимо, этот метод выделяет ЭВ вместе с некова-
лентно связанными белками и вероятно подходит 
для изучения взаимодействия ЭВ с клетками-реци-
пиентами, так как такие ЭВ содержат на мембране 
весь спектр белков, присутствующих на ЭВ в сыво-
ротке (или иной исходной биологической жидко-
сти). Дополнительная обработка ПК драматически 
снижает общее число белков и их концентрацию 
во фракции ЭВ. Такой метод подойдет для иссле-
дования собственно ЭВ, без подавляющего боль-
шинства белков, ассоциированных с ЭВ в исход-
ном образце.

Преципитация ПЭГ

Экзосомы

Экстраклеточные
компартменты

Экстраклеточные
белки

Гель-фильтрация после ПЭГ

Гель-фильтрация после ПК и ПЭГ

Процент генов
0 20 40 60 80 100

Рис. 2. Локализация белков, выявленных во фракции ЭВ, согласно базе данных FunRich. Показаны только те ком-
партменты, белки которых достоверно обогащаются при выделении ЭВ. Во всех представленных компартментах 
для всех способов выделения происходит достоверное обогащение белков с достоверностью p < 0.001 по тесту 
Хи-квадрат с поправкой Бонферрони на множественные сравнения.
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Comparison of Methods for Isolation of Extracellular Vesicles from Human Serum
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Extracellular vesicles (EVs) have recently become an important object of study. It is assumed that 
through EVs in the body, intercellular communication is carried out, including the regulation of gene 
expression, the control of proliferation and differentiation, and much more. The important role of EV 
in pathology is also shown. An important practical application of EVs is their use as markers of various 
pathological conditions. At present, the understanding of the molecular mechanisms of action of EVs 
is very limited, not least due to the methodological difficulties of studying these objects. First of all, it 
should be noted that there is no standardized method for isolating EVs, and this is a problem for a deeper 
study of EVs. We tried to choose the most appropriate method for isolating EVs from blood serum. For 
this, EVs were isolated from blood serum using three methods, after which the protein composition of the 
isolated EVs was determined using mass spectrometry. Each of the methods used has its own advantages 
and disadvantages, which must be taken into account when planning experiments in the future.

Keywords: extracellular vesicles, blood serum, nanoparticle tracking analysis, dynamic light scattering, mass 
spectrometry
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