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Поджелудочная железа играет ключевую роль в эндокринной системе животных, 
а также в переваривании и всасывании питательных веществ. Экзокринная и эндо-
кринная части поджелудочной железы структурно отделены друг от друга, однако 
многочисленные исследования предполагают наличие анатомической и функци-
ональной связи между этими частями. Раньше этим взаимодействиям уделялось 
меньше внимания, но в настоящее время поджелудочная железа рассматривается 
как единый орган, состоящий из функционально связанных компонентов, который 
координирует эндокринные и экзокринные ответы. В нашем обзоре рассмотрены 
последние данные, указывающие о функциональной связи и взаимном влиянии эн-
докринного и экзокринного отделов поджелудочной железы. Кроме того, мы также 
рассмотрим влияние инфекции SARS-CoV-2 на функционирование поджелудочной 
железы.

Ключевые слова: поджелудочная железа, гормон, инсулин, щелочной рН, SARS-
CoV-2
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ВВЕДЕНИЕ

Поджелудочная железа – орган, расположенный в нижнем отделе брюшной поло-
сти за желудком. Он разделен на головку, тело и хвост и расположен позади желудка 
в левой верхней части брюшной полости. Высвобождая различные пищеварительные 
ферменты и гормоны, поджелудочная железа регулирует переваривание макронутри-
ентов и, таким образом, метаболизм/энергетический гомеостаз. Она отвечает за прео-
бразование пищи, которую мы потребляем, в энергию для наших клеток.
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У поджелудочной железы есть две основные функции: экзокринная, отвечающая 
за пищеварение, и эндокринная, регулирующая, в частности, уровень сахара в крови. 
Инсулин, глюкагон, соматостатин и амилин являются основными гормонами подже-
лудочной железы, влияющими на уровень глюкозы в крови. Механизм действия глю-
кагона обусловлен его связыванием с глюкагоновыми рецепторами клеток печени. 
Это приводит к повышению опосредованной Gs-белком активности аденилатциклазы 
и увеличению образования цАМФ. Результатом является усиление катаболизма депо-
нированного в печени гликогена (гликогенолиза). Глюкагон для гепатоцитов служит 
внешним сигналом о необходимости выделения в кровь глюкозы за счет распада гли-
когена (гликогенолиза) или синтеза глюкозы из других веществ — глюконеогенеза. 
Таким образом, глюкагон в печени, стимулируя распад гликогена, способствует под-
держанию глюкозы в крови на постоянном уровне. Метаболическая функция амили-
на заключается в ингибировании повышения уровня глюкозы в плазме крови. Таким 
образом, амилин действует как синергетический партнер инсулина, вместе с которым 
он секретируется β-клетками поджелудочной железы в ответ на прием пищи. Общий 
эффект заключается в замедлении скорости повышения концентрации глюкозы в кро-
ви после еды. Это достигается за счет ингибирования пищеварительной секреции (же-
лудочной кислоты, ферментов поджелудочной железы и выброса желчи) и, как следст-
вие, снижения потребления пищи. Соматостатин является ингибирующим гормоном, 
в частности, он ингибирует секрецию инсулина и глюкагона. Соматостатин тормозит 
всасывание в желудочно-кишечном тракте. Таким образом, функцией соматостатина 
является продление времени поступления питательных веществ, в том числе глюкозы 
в кровоток. 

Основная функция инсулина — регулирование углеводного обмена, в частности, 
утилизация глюкозы в организме. Инсулин увеличивает проницаемость плазматиче-
ских мембран для глюкозы и других макронутриентов, активирует ключевые фермен-
ты гликолиза, стимулирует образование в печени и мышцах из глюкозы гликогена, уси-
ливает синтез жиров и белков. Кроме того, инсулин подавляет активность ферментов, 
расщепляющих гликоген и жиры, то есть помимо анаболического действия, инсулин 
обладает также и антикатаболическим эффектом. Человеческому организму требу-
ется довольно ограниченный диапазон уровня глюкозы в крови. Нормальный диапа-
зон значений концентрации глюкозы в крови составляет от 70 до 130 мг/дл (от 3.9 
до 7.1 ммоль/л). Эндокринные гормоны поджелудочной железы в основном отвечают 
за регуляцию уровня глюкозы в крови, регулируя баланс посредством отрицательной 
обратной связи.

На экзокринную часть приходится более 90% общего объема поджелудочной желе-
зы. Она состоит из ацинусов, которые представляют собой скопления клеток, секрети-
рующих экзокринные ферменты поджелудочной железы, такие как липазы, протеазы 
и амилазы, и системы вставочных протоков, которые транспортируют эти ферменты 
в проксимальный отдел двенадцатиперстной кишки, чтобы помочь расщеплять жиры, 
белки и углеводы для всасывания. Гормоны глюкагон, инсулин и соматостатин секре-
тируются в кровоток островками Лангерганса (α-, β- и δ-клетками соответственно) 
и обеспечивают эндокринную функцию поджелудочной железы [1]. Панкреатиче-
ский полипептид (PP), секретируемый PP-клетками, и грелин, который продуцируется 
ε-клетками, также входят в число гормонов, продуцируемых островками поджелудоч-
ной железы [1]. Экзокринная секреция поджелудочной железы строго контролируется 
нейроэндокринной системой, которая анатомически и физиологически связана с экзо-
кринной частью поджелудочной железы [2].

Большая часть биологических исследований поджелудочной железы сосредото-
чена на эндокринной системе, что обусловлено желанием найти методы лечения та-
кого заболевания, как сахарный диабет. Однако в последние годы растет количество 
работ, посвященных изучению функционирования экзокринной части поджелудочной 
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железы. Эти исследования подчеркивают критическую роль ацинарных и протоковых 
клеток в патологии поджелудочной железы, а также помогают понять, как клетки эк-
зокринной части могут служить полезными источниками для образования β-клеток 
островков Лангерганса [3].

АЦИНАРНО-ПРОТОКОВЫЕ ЧАСТИ ЭКЗОКРИННОЙ ЧАСТИ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

Ацинус поджелудочной железы состоит из клеток пирамидальной формы с мно-
гочисленными секреторными гранулами. Соединительная ткань с кровеносными со-
судами, лимфой, нервами и выводными протоками отделяет ацинусы поджелудочной 
железы друг от друга. Ацинарные клетки выделяют комбинацию пищеварительных 
ферментов с небольшим объемом жидкости, богатой ионами Na+, Cl– и H+. Эпители-
альные клетки, выстилающие протоки поджелудочной железы, секретируют ионы Cl– 
и HCO3

– с большим объемом жидкости, что делает pH в просвете двенадцатиперстной 
кишки слабощелочным (повышение pH до 8.5), обеспечивая тем самым оптимальную 
среду для ферментативной активности [4]. Маленькие вставочные протоки соединяют 
просвет ацинусов с внутридольковыми протоками внутри субъединиц поджелудочной 
железы, продвигаясь через более крупные междольковые протоки, и в итоге вливаются 
в главный проток поджелудочной железы, который встречается с желчным протоком, 
образуя общий желчный проток (рис. 1). Пищеварительные ферменты, секретируемые 
ацинарными клетками, включают более 10 различных протеаз, а также липазы, рибо-
нуклеазы, амилазы и гидролазы. Протеолитические ферменты высвобождаются в не-
актив ной форме, чтобы избежать самопереваривания поджелудочной железы. Каскад 
физиологической активации начинается в двенадцатиперстной кишке, где кишечная 
энтеропептидаза преобразует трипсиноген в активную форму фермента – трипсин. 
Трипсин затем активирует другие проферменты [4].

ЭНДОКРИННАЯ ЧАСТЬ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

Островки Лангерганса состоят из скоплений эндокринных клеток, которые раз-
бросаны по экзокринному эпителию между ацинусами и протоковыми структурами. 
Типы эндокринных клеток островков Лангерганса поджелудочной железы имеют чет-
ко выраженное пространственное расположение. Эта структура необходима для меж-
клеточной коммуникации и секреции гормонов. Инсулин-секретирующие β-клетки со-
ставляют большую часть островка Лангерганса у мышей, тогда как α-клетки, δ-клетки 
и PP-клетки составляют периферию островка. Архитектура островков более сложна 
у людей и других приматов, но она по-прежнему соответствует общей структуре в виде 
β-клеток, окруженных оболочками из α, δ и других типов эндокринных клеток [5]. 
У человека островки примерно на 30% состоят из α-клеток, секретирующих глюкагон, 
и на 60% из β-клеток, секретирующих инсулин и амилин, а остальные 10% состоят из 
δ-клеток (секретирующих соматостатин), γ- или РР-клеток (продуцирующих полипеп-
тид поджелудочной железы) и ε-клеток (продуцирующих грелин) [1].

Альфа-клетки, продуцирующие глюкагон, изучены гораздо меньше, чем β-клетки, 
продуцирующие инсулин. Состояние натощак характеризуется наличием глюкагона –
гормона, противодействующего инсулину. Согласованная регуляция секреции глюка-
гона и инсулина является основным механизмом контроля уровня глюкозы в крови. 
Основная роль контррегуляторной реакции заключается в предотвращении гипогли-
кемии, именно эта реакция затруднена при диабете. При сахарном диабете 2-го типа 
(СД2) α-клетки производят больше глюкагона в ответ на аминокислоты и неэффек-
тивно ингибируют выработку глюкагона из-за высокого уровня глюкозы в плазме [6]. 
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Участие регуляции функции α-клеток в патофизиологии СД2 в настоящее время ши-
роко изучается.

Молекула инсулина образована двумя полипептидными цепями A и B, соединенными 
дисульфидными связями и содержащими 51 аминокислотный остаток. Инсулин оказы-
вает значительное гипогликемическое действие. Этот гормон необходим для клеточного 
усвоения пищи и, следовательно, для выживания организма. Одним из ключевых ме-
дицинских достижений двадцатого века было его выделение и эффективное клиниче-
ское использование в 1923 г. Инсулин, как и большинство других пептидных гормонов, 
производится из молекулы-предшественника, называемой проинсулином, которая за-
тем расщепляется на 3 части: цепи A и B с образованием биологически активной мо-
лекулы инсулина, а также цепи C (соединительный пептид), который высвобождается 
в молярном соотношении 1:1 с инсулином. Из-за равных количеств секреции инсулина 
и С-пептида измерения высвобождения иммунореактивного С-пептида оказались очень 
ценным независимым показателем скорости секреции инсулина in vivo у людей, осо-
бенно у людей с диабетом, получающих инъекции инсулина. Измерение концентрации 
С-пептида в крови используется при диабете для оценки выработки инсулина поджелу-
дочной железой. С-пептид высвобождается одновременно с инсулином, но имеет более 
длительный период полураспада в крови, что делает его полезным показателем секреции 
эндогенного инсулина. Это может помочь отличить диабет 1-го и 2-го типа и оценивать 
необходимость инсулинотерапии. Ассоциированный с островками полипептид (IAPP, 
широко известный как амилин) представляет собой пептид из 37 аминокислот, также се-
кретируемый β-клетками. Молекулы IAPP могут полимеризоваться при патологических 
обстоятельствах и образовывать массивные внутриостровковые отложения амилоида, 
которые часто встречаются при диабете 2-го типа и инсулиноме.
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Рис. 1. Эндокринная и экзокринная части поджелудочной железы. Анатомия поджелудочной железы вклю-
чает как экзокринную, так и эндокринную части: экзокринные клетки секретируют пищеварительные фер-
менты и поджелудочный сок в тонкую кишку, а эндокринные клетки выделяют в кровоток такие гормоны, 
как инсулин и глюкагон, для регулирования уровня сахара в крови. Эта двойная функция поджелудочной же-
лезы необходима для поддержания оптимального обмена веществ и правильного пищеварения в организме.
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Другими клетками, обнаруженными в островках Лангерганса, являются клетки D 
(или δ), которые выделяют соматостатин (ранее называвшийся фактором, ингибирующим 
высвобождение соматотропина), клетки PP, которые производят наименее изученный из 
островковых гормонов (гормон PP) и последний тип клеток — это ε- или грелин-продуци-
рующие клетки. Грелин был первоначально выделен из желудка крысы, а затем обнаружен 
в определенном типе клеток островков Лангерганса. Считается, что этот гормон играет 
роль в высвобождении гормона роста, метаболической регуляции и энергетическом ба-
лансе островковых клеток [7], хотя его функция в этих клетках до сих пор малоизучена.

Предполагается, что клеточная архитектура островков Лангерганса имеет реша-
ющее значение для обеспечения их соответствующей функции. Ожирение и диабет 
у мышей и людей связаны с нарушением структуры этих островков [8]. Гомеостати-
ческая регуляция микроокружения островков необходима для нормальной функции 
островков, особенно для секреции инсулина. Известно, что в поддержании гомеостаза 
островков и функции β-клеток ключевую роль играют эндокринные клетки, иммунные 
клетки, нейроны и эндотелиальные клетки сосудов [9].

КАК ВЛИЯЮТ ДРУГ НА ДРУГА ЭНДОКРИННАЯ И ЭКЗОКРИННАЯ 
ЧАСТИ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ?

Во многих гистологических исследованиях как эндокринная, так и экзокринная ча-
сти поджелудочной железы рассматривались как отдельные образования, и не уделя-
лось внимания взаимодействиям между ними, только в последние годы ученые начали 
исследовать механизмы взаимодействия между островками Лангерганса, протоками 
и ацинусами. В настоящее время поджелудочная железа считается интегрированным 
органом, состоящим из трех функционально связанных компонентов, которые коорди-
нируют эндокринные и экзокринные функции [10].

Обе части поджелудочной железы развиваются одинаково с точки зрения эмбрио-
логии, когда эпителиальные клетки инвагинируют в соединительную ткань, подсти-
лающую эпителиальную мембрану. Первоначальные инвагинации экзокринной части 
сохраняются в виде протоков и ацинарной системы, однако связи островков с эпите-
лиальной мембраной утрачиваются. В результате секреторные продукты островковых 
тканей высвобождаются в кровоток в виде гормонов [11]. Островки Лангерганса, когда 
они полностью развиты, отделяются от окружающей ацинарной ткани тонким слоем 
ретикулярных волокон, не имеющих связи с протоками. Однако в поджелудочной же-
лезе человека внутри островков Лангерганса были обнаружены небольшие протоки 
поджелудочной железы и ацинарные клетки [12].

Более того, было показано, что IEI (islet-exocrine interface, островково-экзокринный 
интерфейс), который является важнейшей анатомической и функциональной областью, 
обеспечивает межклеточную связь между эндокринными островками поджелудочной 
железы и экзокринными ацинарными клетками. Десмосомы и адгезивные соединения 
недавно были обнаружены между островковыми и ацинарными клетками в IEI [11]. 
На экспериментальных животных и у пациентов было обнаружено, что потеря кле-
точной паракринной связи и фиброз, в результате которого происходит перестройка 
внеклеточного матрикса, могут привести к дисфункции инсулино-ацинарно-протоко-
вой-инкретиновой гормональной оси кишечника, что приводит к недостаточности под-
желудочной железы и дефициту глюкагоноподобных пептидов, которые встречаются 
в преддиабетном состоянии и СД2 [11].

В другом исследовании пытались определить, усиливает ли восстановление ре-
гуляторных эффектов, опосредованных эпителиальными клетками протоков, in vitro 
долгосрочную функцию β-клеток. Было обнаружено, что снижение массы β-клеток 
и секреции инсулина, наблюдаемое в островках человека при выделении и культивиро-
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вании, обусловлено потерей трофической поддержки, обеспечиваемой окружающими 
неэндокринными клетками поджелудочной железы. Эти находки подтверждают, что 
протоковые эпителиальные клетки выполняют функцию поддержки жизнеспособно-
сти островков [13].

Кроме того, было обнаружено, что за счет высвобождения цитокинов и факторов 
роста протоковые и ацинарные клетки оказывают влияние на физиологию эндокрин-
ных островковых клеток [14]. Было показано, что повышенная экспрессия гастрина 
и TGF-α в клетках протоков играет роль в пролиферации и дифференцировке остров-
ковых клеток из клеток-предшественников внутри эпителия протоков [15, 16].

Как известно, одна из основных функций поджелудочной железы – секреция слабо-
щелочного (рН 8.0–8.5) сока в кишечник. Согласно последним данным, система про-
токов поджелудочной железы, содержащая слабощелочной сок, может быть связана 
с эндокринными клетками островков поджелудочной железы [17]. Также было обна-
ружено, что рецептор, чувствительный к щелочи, который называется IRR (“insulin 
receptor related receptor”, рецептор, подобный рецептору инсулина), экспрессируется 
на клеточной поверхности β-клеток поджелудочной железы. Этот рецептор был от-
крыт как гомолог инсулинового рецептора (IR) и считался орфанным ре цептором, по-
скольку он не реагирует на инсулин или другие агонисты инсулиновых рецепторов 
[18]. Согласно исследованию, проведенному на линии клеток поджелудочной железы 
Min6, активация IRR щелочью может быть частью обратной связи между экзокринной 
и эндокринной системами поджелудочной железы. Подщелачивание поджелудочного 
сока вызывает активацию рецепторной тирозинкиназы IRR, что, в свою очередь, при-
водит к активации внутриклеточного сигнального белка IRS-1 и изменению в актино-
вом цитоскелете β-клеток, что потенциально может влиять на способность β-клеток 
секретировать гормоны [17] (рис. 2). 
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Duct to pancreatic duct

IEI (islet-exocrine interface):
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Рис. 2. Механизмы взаимодействия островков Лангерганса, клеток протоков и ацинусов. В то время как 
экзокринные клетки секретируют поджелудочный сок вместе с ферментами в тонкую кишку, эндокринные 
клетки выделяют в кровоток такие гормоны, как инсулин и глюкагон. Эти гормоны жизненно важны для 
регулирования уровня сахара в крови и работают в координации с пищеварительными ферментами, выраба-
тываемыми экзокринными клетками, чтобы обеспечить правильное пищеварение и всасывание питательных 
веществ. Взаимодействия этих частей между собой обеспечивает регулирование этих процессов. 
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Также было обнаружено, что эндокринные и неэндокринные клетки поджелудоч-
ной железы образуют β-клетки путем трансдифференцировки (т. е. преобразования из 
другого, полностью дифференцированного типа клеток). Несколько групп исследова-
телей сообщили о создании ex vivo клеток, подобных β-клеткам из ацинарной ткани 
человека с использованием различных экспериментальных методов [19].

ИНФЕКЦИИ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ В РЕЗУЛЬТАТЕ 
ЭПИДЕМИИ COVID-19

Поскольку недавно мир пережил пандемию COVID-19, важной задачей стало вы-
яснить, как этот вирус влияет на каждый орган нашего организма и каковы его долго-
срочные последствия. Со временем появляется все больше сообщений о его системном 
влиянии на наш организм.

Сначала считалось, что инфекция COVID-19 поражает только верхние дыхательные 
пути, затем было обнаружено, что вирус способен поражать практически все системы. 
Для проникновения в клетку SARS-CoV-2 связывается с ангиотензинпревращающим 
ферментом 2 (ACE2), представляющим собой трансмембранный белок, а также ис-
пользует сериновую протеазу TMPRSS2 [20, 21]. Помимо дыхательной системы, белок 
ACE2 был обнаружен в желудочно-кишечном тракте, в почках, поджелудочной железе 
и желчном пузыре [22, 23]. Хотя большинство пациентов испытывают респираторные 
симптомы, включая кашель, одышку и затруднение дыхания, было несколько сообщений 
о желудочно-кишечных симптомах, таких как диарея, тошнота, рвота и боль в животе, 
которые могут возникать даже при отсутствии респираторных симптомов [24–27].

Повышенный уровень ферментов поджелудочной железы был обнаружен примерно 
у 20–30% госпитализированных пациентов с COVID-19 и, как было показано, связан 
с тяжестью инфекции COVID-19 и худшими клиническими исходами [28–30]. Кроме 
того, сахарный диабет или гипергликемический стресс в настоящее время признаны 
факторами риска тяжелых исходов COVID-19, включая госпитализацию и смерть [31, 
32]. Предполагается, что COVID-19 связан с более высоким риском впервые возник-
шей гипергликемии и диабета как у взрослых, так и у детей [33–35]. Хотя точные меха-
низмы возникновения диабета у людей с COVID-19 неизвестны, предполагается, что 
в нем задействован ряд сложных взаимосвязанных процессов, включая стресс-инду-
цированную гипергликемию, стероид-индуцированную гипергликемию и прямое или 
косвенное воздействие SARS-CoV-2 на β-клетки [36].

Чтобы выяснить механизмы дисфункции поджелудочной железы, вызванной 
SARS-CoV-2, несколько групп исследователей попытались локализовать ACE2 
и TMPRSS2 в поджелудочной железе, но данные до сих пор противоречивы. Белок 
ACE2 был обнаружен в поджелудочной железе преимущественно в протоковых и ми-
крососудистых структурах без явной экспрессии в β-клетках [37, 38]. Другие авторы 
сообщили об экспрессии ACE2 поджелудочной железы в микроциркуляторном русле, 
а также в островках поджелудочной железы человека, преимущественно в β-клетках 
[39]. Müller и соавт. обнаружили сильно выраженную экспрессию ACE2 в эндотели-
альных и протоковых клетках, а также умеренную экспрессию в эндокринных клетках 
(в основном в β-клетках). Аналогичным образом TMPRSS2 был обнаружен в эндо-
кринном отделе и в некоторых протоках [40]. Однако считается, что проникновение 
SARS-CoV-2 опосредовано не только ACE2, поскольку не только ACE2-экспрессиру-
ющие клетки были положительными на вирусные частицы в поджелудочной железе 
[41]. Нейропилин 1 (NRP1) был предложен в качестве альтернативного рецептора для 
проникновения вируса SARS-CoV-2. NRP-1 является очень важным корецептором для 
проникновения SARS-CoV-2 в клетку-хозяина. Было также замечено, что присутствие 
NRP-1 на поверхности клетки-хозяина облегчает распространение инфекции SARS-
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CoV-2 и может способствовать проникновению вируса среди прочего в мозг. Более 
того, похоже, что использование ингибиторов NRP-1 или VEGF-A/NRP-1 следует рас-
сматривать как потенциальную анальгетическую и противовирусную терапию. Значе-
ние NRP-1 при SARS-CoV-2 необходимо дополнительно изучить, чтобы подтвердить 
его роль в коронавирусной инфекции. [42].

Также было показано, что SARS-CoV-2 реплицируется в изолированных остров-
ках поджелудочной железы человека, преимущественно в β-клетках [43], вызывая суб-
клеточные и функциональные изменения, а также нарушение регуляции выработки 
и секреции инсулина. SARS-CoV-2 также был обнаружен в образцах аутопсии подже-
лудочной железы (7 из 9 пациентов умерли от осложнений COVID-19), а окрашива-
ние нуклеокапсидного белка (NP) SARS-CoV-2 было обнаружено в β-клетках у 4 из 7 
пациентов [43]. Steenblock и соавт. также наблюдали NP SARS-CoV-2 в эндокринной 
и экзокринной частях поджелудочной железы пациентов с COVID-19 и предположили, 
что SARS-CoV-2 может вызывать инфильтрацию иммунных клеток и некроптотиче-
скую гибель клеток в островках Лангерганса [41]. Было обнаружено, что при инфек-
ции SARS-CoV-2 β-клетки подвергаются трансдифференцировке, что приводит к сни-
жению экспрессии инсулина и повышению экспрессии глюкагона и трипсина-1 [44]. 
Предполагается, что трансдифференцировка β-клеток, индуцированная SARS-CoV-2, 
опосредуется через eIF2 путь.

Исследования долгосрочного COVID-19 показывают, что даже после острой фазы 
выздоровевшие пациенты имеют повышенный риск развития диабета [45], а выздо-
ровевшие пациенты с диабетом, как предполагается, чаще страдают от долгосрочных 
последствий COVID-19 по сравнению с людьми без диабета [46, 47].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обычно поджелудочную железу разделяют на две дискретные системы: эндокрин-
ную и экзокринную. Эндокринная часть состоит из островков Лангерганса, отдельных 
единиц эндокринных клеток и их зачатков, тогда как экзокринная часть состоит из 
ацинарных клеток и системы протоков. Экзокринная часть выделяет слабощелочной 
сок с пищеварительными ферментами, направленными в двенадцатиперстную кишку, 
а эндокринная вырабатывает гормоны и высвобождает их в кровь. Однако недавние 
исследования показывают, что эти два объекта поджелудочной железы имеют сильную 
взаимную связь между собой [10]. Всем специалистам, занимающимся проблемами 
поджелудочной железы, необходимо иметь глубокое понимание функции обеих частей 
поджелудочной железы, а также анатомических и функциональных взаимосвязей меж-
ду ними, чтобы разрабатывать новые методы лечения с новыми биологическими ми-
шенями для лечения, в частности. 
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The pancreas plays a key role in the endocrine system of animals and in the digestion 
and absorption of nutrients. The exocrine and endocrine pancreas are structurally separate 
from each other, but numerous studies suggest anatomical and functional connections 
between these parts. Previously, less attention was paid to these interactions, but the 
pancreas is now viewed as a single organ consisting of functionally related components 
that coordinates endocrine and exocrine responses. Our review examines the latest data 
indicating the functional connection and mutual infl uence of the endocrine and exocrine 
parts of the pancreas. In addition, we will also look at the impact of SARS-CoV-2 infection 
on pancreatic function.

Keywords: pancreas, hormone, insulin, alkaline pH, SARS-CoV-2
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Все более актуальной и многообещающей проблемой современной биомедицины 
становится выяснение поликомпонентного и многоуровневого механизма единой 
нейроиммуноэндокринной регуляции физиологических функций. Болезни органов 
дыхания лидируют в структуре общей заболеваемости населения и остаются одной 
из самых актуальных проблем современного здравоохранения. Различные факто-
ры риска могут послужить развитию таких патологий, как пневмония, рак легких, 
астма, хроническая обструктивная болезнь легких и другие. Кроме того, показате-
ли данных заболеваний с каждым годом имеют тенденцию к росту. В связи с этим 
верификация и изучение сигнальных молекул как факторов, участвующих в ней-
роиммуноэндокринной регуляции функции легких в норме и патологии, которые, 
с одной стороны, могут рассматриваться как биомаркеры прогноза заболеваний, 
а с другой, как потенциальные мишени для таргетной эффективной терапии, явля-
ется актуальной задачей современной трансляционной биомедицины. Данный обзор 
литературы посвящен исследованию роли одного из ключевых участников нейро-
иммуноэндокринных сигнальных взаимоотношений – транскрипционного фактора 
NF-κB в регуляции дыхательной функции в норме и патогенезе заболеваний легких. 
Обобщение информации по данной теме является важным и перспективным для по-
нимания молекулярных механизмов возникновения и течения заболеваний, а также 
позволит разработать новые подходы к таргетной персонифицированной терапии 
социально-значимых патологий. Активное развитие заболеваний легких, таких как 
астма, хроническая обструктивная болезнь легких, пневмония, фиброз и рак, часто 
ассоциируются с активацией NF-κB. Это свидетельствует о важной роли данного 
транскрипционного фактора как потенциальной мишени для новых терапевтичес-
ких подходов. Детальное изучение механизмов активации NF-κB и его взаимосвязи 
с другими сигнальными путями будет способствовать решению основной задачи 
трансляционной биомедицины – развитию инновационных методов лечения и про-
филактики заболеваний человека, в том числе и патологии дыхательной системы.

Ключевые слова: NF-κB, нейроиммуноэндокринология, дыхательная система, ин-
фламэйджинг, заболевание легких
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ВВЕДЕНИЕ

В течение последних 50 лет традиционные представления о механизмах регуляции 
процессов жизнедеятельности претерпели революционные изменения. Многочислен-
ные исследования свидетельствуют о том, что различные клетки, принадлежащие к ин-
тегральны м регуляторным системам организма: нервной, иммунной и эндокринной – 
синтезируют идентичные сигнальные молекулы – пептидные гормоны, биогенные 
амины, производные полиненасыщенных жирных кислот, а также другие биологиче-
ски активные вещества – медиаторы межклеточных взаимодействий [1, 2].

Все более актуальной проблемой современной биомедицины становится выяснение 
поликомпонентного и многоуровневого механизма единой нейроиммуноэндокринной 
регуляции физиологических функций, которой принадлежит роль универсального ди-
рижера всех процессов жизнедеятельности [3, 4].

Таким образом, современные представления о механизмах жизнедеятельности не 
могут формироваться без учета важного вклада нейроиммуноэндокринных молекуляр-
ных взаимосвязей, формирующихся практически в каждом органе и системе живого 
организма и играющих ключевую роль в обеспечении их функций как в условиях фи-
зиологической нормы, так и при различной патологии.  Дыхательная система не явля-
ется этому исключением.

Болезни органов дыхания лидируют в структуре общей заболеваемости населения 
и остаются одной из самых актуальных проблем современного здравоохранения. Раз-
личные факторы риска могут послужить развитию таких патологий, как пневмония, 
рак легких, астма, хроническая обструктивная болезнь легких и другие. 

В связи с этим верификация и изучение сигнальных молекул как факторов, участ-
вующих в нейроиммуноэндокринной регуляции функции легких в норме и патологии, 
которые, с одной стороны, могут рассматриваться как биомаркеры прогноза заболе-
ваний, а с другой, как потенциальные мишени для таргетной эффективной терапии, 
является актуальной задачей современной трансляционной биомедицины [2]. 

Воспаление представляет собой как компенсаторно-приспособительную реакцию, 
так и патологический процесс, развивающийся в тканях при нарушении структуры 
и функций различных органов. Изучению сигнальных молекулярных механизмов раз-
вития воспаления посвящено большое количество исследований. В последние годы 
пристальное внимание исследователей привлекает семейство транскрипционных фак-
торов NF-κB.

Транскрипционный фактор NF-κB (ядерный фактор «каппа-би»; англ. nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-κB) представляет собой уни-
версальный фактор транскрипции, контролирующий экспрессию генов, модулирую-
щих иммунный ответ, а также клеточное обновление (баланс между пролиферацией 
и апоптозом клеток). Нарушение регуляции NF-κB приводит к развитию воспаления, 
аутоиммунным заболеваниям, а также способствует течению вирусных инфекций 
и прогрессии опухолей [5].

Имеются сведения о том, что фактор NF-κB играет важную роль в морфогенезе лег-
ких [6], способствуя созреванию альвеолярного эпителия и продукции сурфактанта. 

Выяснению значения фактора NF-κB в механизмах развития патологии дыхатель-
ной системы посвящены отдельные экспериментальные и клинические исследования; 
аналитические обзоры, касающиеся роли этой сигнальной молекулы в аспекте нару-
шений функций дыхания, отсутствуют. Данная статья ставит своей целью восполнить 
этот пробел.

 Семейство NF-κB: общая характеристика и структура
NF-κB был впервые обнаружен и охарактеризован 25 лет назад как ключевой инду-

цируемый регулятор экспрессии генов в иммунной системе [7]. Врожденные и адап-
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тивные иммунные реакции, развитие и поддержание пула клеток иммунной системы 
находятся под контролем семейства транскрипционных факторов NF-κB. Данное се-
мейство состоит из 5 родственных транскрипционных факторов:

• NF-κB1 (p50);
• NF-κB2 (p52);
• RelA (p65);
• RelB;
• c-Rel.
Все белки семейства NF-κB содержат общий N-концевой домен, известный как до-

мен гомологии Rel, димеризующий ДНК [8]. Посредством данного домена факторы 
NF-κB образуют гомо- и гетеродимеры. Именно в форме гомо- и гетеродимеров дан-
ные белки регулируют транскрипцию [7]. К формированию гомодимеров способны 
NF-κB1 и NF-κB2. Обнаружено, что гомодимеры негативно регулируют транскрип-
цию целевых генов. Так, при мутации серина 340 (эквивалента человеческого сери-
на 343) в аланин у мышей с нокаутом NF-κB1 было продемонстрировано, что проти-
вовоспалительная активность NF-κB1 обусловлена присутствием гомодимеров. При 
повреждении канцерогеном диэтилнитрозамином, используемым для индуцирования 
гепатоцеллюлярной карциномы, у мышей с разрушением гомодимера NF-κB1:NF-κB1 
наблюдалось усиленное острое воспаление по сравнению с мышами контрольной 
группы [9].

RelB, c-Rel и RelA содержат С-концевые домены активации транскрипции (TAD), 
которые обеспечивают рекрутирование коактиватора и экспрессию генов-мишеней. 
У NF-κB1 и NF-κB2 TAD отсутствуют [10], поэтому они активируют процесс транс-
крипции через RelB, c-Rel, RelA или другими TAD-содержащими белками, образуя 
с ними гетеродимеры (рис. 1).

В большинстве клеток комплексы NF-κB неактивны, находятся преимущест-
венно в цитоплазме в комплексе с ингибиторными белками IκB (IκBα, IκBβ, IκBε, 
IκBζ, p100, p105, Bcl3, IκBns). Все белки этого семейства имеют анкириновые по-
вторы — фрагменты из 33 аминокислотных остатков, состоящие из двух альфа-
спиралей, разделенных петлями. Анкириновые повторы отвечают за регуляцию ло-
кализации NF-κB в клетке путем связывания с доменом гомологии Rel и распада 
комплекса в цитоплазме [11].

DD CN

N C

RHD

RHD

NF-êB1
NF-êB2

RelA
RelB
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Rel homology domain

Rel homology domain

Transactivation

Transactivation
domains

Рис. 1. Структура белков семейства NF-κB. TAD — домен активации транскрипции, RHD — домен гомоло-
гии Rel, DD — домен димеризации.
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Активация сигнального пути NF-κB
Активация NF-κB включает два основных сигнальных пути – канонический и не-

канонический (или альтернативный), оба важны для регуляции иммунных и воспали-
тельных реакций, несмотря на различия в их сигнальных механизмах.

Канонический путь активируется при воздействии на рецепторы клетки [12] вос-
палительных цитокинов, таких как фактор некроза опухоли α (TNFα), интерлейкин 1 
(IL-1), эпидермальный фактор роста (EGF), или другими возможными воспалитель-
ными сигналами, например, бактериальными липополисахаридами (BLPS). Данные 
стимулы активируют комплекс IkB-киназы (IKK), состоящий из двух каталитически 
активных киназ – IKKα (IKK1), IKKβ (IKK2) и NF-κB-модификатора (NEMO) [13]. 
Это приводит к фосфорилированию ингибиторной субъединицы NF-κB/IκB [14], ее 
дальнейшему полиубиквитинированию и деградации 26s протеосомой. Однако есть 
доказательства того, что протеасома 20S конститутивно перерабатывает р105 (белок-
предшественник) в NF-κB1 независимым от убиквитина образом в условиях in vivo 
[15]. Эт от процесс позволяет активным субъединицам NF-κB (предположительно, 
гетеродимерам RelA:NF-κB1 и c-Rel:NF-κB1) локализоваться в ядре и регулировать 
транскрипцию генов (рис. 2) [16].

Канонический путь NF-κB быстро активируется как во врожденных, так и в адап-
тивных иммунных клетках многочисленными сигналами через врожденные PRR (ре-
цепторы опознавания паттерна), TCR (Т-клеточный рецептор), BCR (В-клеточный ре-
цептор), рецепторы провоспалительных цитокинов и т. д. [17–20].

Активация неканонического пути NF-κB вовлекает различные сигнальные мо-
лекулы и приводит к преимущественной активации димера NF-κB2/RelB. Этот путь 
основан на процессинге белка-предшественника NF-κB2 – p100. Активация киназы 
NIK (митоген-активируемая белковая киназа 3) приводит к фосфорилированию IKKα 
киназой p100/NF-κB, которая после фосфорилирования p100 подвергается убиквити-
нилированию и протеосомной деградации [21]. 

В отличие от конститутивного и котрансляционного процессинга p105, процессинг 
p100 является сигнально-индуцированным и посттрансляционным событием [22]. 
Поскольку p100 предпочтительно взаимодействует с RelB, процессинг p100 не только 
образует p52, но также вызывает транслокацию NF-κB2/RelB в ядро [21]. Этот транс-
лоцированный комплекс затем связывается с ДНК и индуцирует экспрессию генов-ми-
шеней, таких как воспалительные цитокины и модуляторы пути NF-κB.

В отличие от активации канонического NF-κB различными рецепторными сигна-
лами, только определенные члены суперсемейства TNFR опосредуют индукцию нека-
нонической передачи сигналов NF-κB (рис. 3). К ним относятся LTβR [23], CD40 [24], 
BAFFR [25], RANK [26] и другие. Отличительной чертой неканонической активации 
NF-κB является медленная кинетика и зависимость синтеза белка de novo.

Канонический путь NF-κB является предпосылкой для механизма воспаления и ре-
шающим фактором модуляции врожденного иммунитета, тогда как неканонический 
путь NF-κB необходим для развития лимфоидных органов, а также адаптивного им-
мунитета [25].

Функции транскрипционного фактора NF-κB
Основной функцией семейства белков NF-κB является регуляция определенных 

иммунных и воспалительных реакций [10, 27, 28]. Так, последовательностями, связы-
вающими NF-κB, являются гены провоспалительных цитокинов, таких как TNF, IL-6, 
IL-1β, молекул клеточной адгезии – ICAM, VCAM, ферментов – ЦОГ-2, 5-липоксиге-
назы [29]. В дополнение к индукции различных провоспалительных генов в клетках 
врожденного иммунитета NF-κB регулирует активацию, дифференцировку и эффек-
торную функцию воспалительных Т- и B-клеток [30]. Также было показано влияние 



531ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР NF-κB

Gene transcription

Nucleus

Proteasome

IL-4, IL-6,
IL-8

IL-6R BCR TCR

Inflammatory signals

Рис. 2. Канонический NEMO-зависимый NF-κB сигнальный путь. Активация сигнального пути происходит 
через связывание различными рецепторами клеток своих лигандов. Далее происходит фосфорилирование 
IKK-комплекса, включающего NEMO, IKKα и IKKβ. Этот комплекс также фосфорилирует IkBα/β, что ведет 
к полиубиквитинированию IkBα/β и деградации протеасомой. После этого комплекс p65/p50 транслоци-
руется в ядро и активирует экспрессию воспалительных генов (IL-4, IL-6, IL-8 и т.д.). BCR – B-клеточный 
рецептор, TCR – Т-клеточный рецептор, IL6R – рецептор IL-6, NEMO – NF-κB-модификатор, UbL – убикви-
тин-подобный белок, Ub – убиквитин, P – остаток фосфорной кислоты.
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Рис. 3. Неканонический NEMO-независимый NF-κB сигнальный путь. Неканонический путь NF-κB инду-
цируется через рецепторы семейства TNF (CD40, BAFFR, LTβR и RANK). Далее происходит активация NIK, 
которая фосфорилирует комплекс p100/RelB, что приводит к убиквитинилированию p100 и его дальнейшей 
протеасомной деградации, а также образованию комплекса RelB/p52 и его транслокации в ядро. 
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транскрипционного фактора на формирование вторичных лимфоидных органов, выра-
ботку антител и онкогенных хемокинов [31].

Последние исследования свидетельствуют о том, что NF-κB также играет роль 
в патогенезе воспалительных заболеваний. Нерегулируемая активация NF-κB явля-
ется отличительной чертой хронического воспаления как патологического процесса. 
Таким образом, детальное выяснение механизма, лежащего в основе активации и про-
воспалительной функции NF-κB, имеет важное значение для разработки таргетных 
фармпрепаратов и повышения тем самым эффективности лечения воспалительных 
заболеваний.

Инфламэйджинг как патология нейроиммуноэндокринной регуляции: роль NF-κB
Cтарение клеток – это эволюционно детерминированный процесс, который можно 

представить как результат долговременного влияния различных эндогенных и экзо-
генных стрессоров, включая воздействие генотоксических агентов, недостаток пита-
тельных веществ, гипоксию, митохондриальную дисфункцию, активацию онкогенов 
и других факторов [32]. При старении в клетках извращается синтез и секреция мно-
жества сигнальных молекул, участвующих в локальной нейроиммуноэндокринной ре-
гуляции межклеточных взаимодействий, включая провоспалительные цитокины и хе-
мокины, модуляторы роста, ангиогенные факторы, матриксные металлопротеиназы 
(ММП) и др. В клетках формируется секреторный фенотип, связанный со старением 
(SASP) [33]. 

Такие клетки жизнеспособны in vitro, в отличие от апоптотических клеток, кото-
рые подвергаются запрограммированной клеточной гибели. Некоторые SASP факто-
ры играют важную роль в возникновении устойчивой остановки клеточного цикла 
в стареющих клетках и, предположительно, способствуют опухолевой супрессии при 
клеточном старении. Тем не менее многие SASP факторы могут вызвать хроническое 
воспаление и/или онкогенез, в зависимости от биологического контекста.

В 2014 г. Franceschi был предложен новый термин «инфламэйджинг» 
(“infl ammaging”), который характеризует хроническое слабовыраженное воспалитель-
ное состояние, развивающееся при клеточном старении, протекающее бессимптомно 
и являющееся деструктивным для организма [34]. По основным признакам инфламэй-
джинг значительно отличается от острого воспаления.

Молекулы, формирующие SASP, опосредованно задействованы в таких процессах, 
как ремоделирование, регенерация, метаболизм и онкогенез. Этот секреторный фено-
тип может оказывать положительные эффекты, например, активизирует иммунную 
систему при предраке [35] и способствует регенерационным процессам [36]. Однако 
SASP также ответственен за возникновение хронического воспаления и способству-
ет развитию заболеваний, ассоциированных с возрастом, например, таких как ауто-
иммунные заболевания, сахарный диабет 2-го типа, ожирение, атеросклероз и опу-
холевый рост. Существует прямая связь возрастного истощения иммунной системы 
с накоплением стареющих клеток: при нокауте основного медиатора цитотоксичности 
иммунных клеток – перфорина у мышей наблюдалось накопление стареющих клеток 
и продукция таких провоспалительных факторов, как RANTES, TNF-α, IP-10 и MIG 
через сигнальный путь NF-κB, что приводило к возникновению хронического воспа-
ления [37, 38]. 

Сигнальная роль фактора транскрипции NF-κB имеет важное значение в процес-
сах старения, а его разнообразные функции связаны с основными признаками данно-
го процесса, такими как изменение межклеточной коммуникации, повреждение ДНК, 
возникновение окислительного стресса, воспаление, изменение микробиоты, дис-
функция митохондрий [39–43]. 

Исследования на мышах с нокаутом NF-κB1 (неспособных к подавлению экспрес-
сии провоспалительных генов) показали, что возникновение хронического воспаления 



534 БЕЛОВА и др. 

приводит к дисфункции мезенхимальных стволовых клеток и клеток-предшественни-
ков, при этом нокаут NF-κB1 вызывает формирование у молодых животных фенотипа, 
характерного для животных среднего возраста, основными проявлениями которого яв-
ляются нарушение процесса остеогенеза и увеличение жировой массы [44]. 

При ингибировании p65, белка из семейства NF-κB, было подтверждено, что про-
цесс старения, вызываемый в мезенхимальных стволовых клетках (МСК) как по-
вреждением ДНК, так и различными препаратами, например, палбоциклибом, регу-
лируется сигнальным путем p65. Терапия ингибиторами p65 – куркумином, JSH-23 
(селективный ингибитор ядерной транслокации p65), MG-132 (блокатор активации 
p65) предотвращает остановку клеточного цикла. Кроме того, ингибирование р65 при-
водит к инактивации провоспалительных молекул как компонентов SASP [45]. Это 
свидетельствует о том, что существует возможность использования ингибиторов p65 
как блокаторов передачи SASP между клетками, тем самым уменьшая накопления ста-
реющих клеток в организме.

Нервные клетки, включая астроциты, микроглию, нейрональные клетки, также спо-
собны к экспрессии цитокинов [46] и Toll-подобных рецепторов (TLR). TLR в основ-
ном активируют канонический сигнальный путь NF-κB, что приводит к экспрессии 
провоспалительных факторов [47]. При анализе уровня провоспалительных цитоки-
нов в спинномозговой жидкости у пожилых людей было выяснено, что уровни TNF-α, 
IP-10 и IL-8 повышаются с возрастом. У пациентов с болезнью Альцгеймера наблюда-
ется повышенное содержание уровня IL-8. IL-8 является основным провоспалитель-
ным хемокином, который образуется макрофагами и вызывает миграцию различных 
иммунных клеток в зону воспаления. Исследование уровня противовоспалительного 
цитокина IL-10 показало, что снижение содержания данной молекулы в спинномозго-
вой жидкости наблюдалось в группе людей среднего возраста (40–59 лет). У пациентов 
с рассеянным склерозом снижение содержания IL-10 и последующее за ним повыше-
ние уровня провоспалительных молекул наблюдается в более раннем возрасте [48]. 
Это свидетельствует о том, что некоторые возраст-ассоциированные неврологические 
расстройства связаны именно с развитием инфламэйджинга.

Инфламэйджинг и опухолевый рост
В основе возникновения нейроэндокринных очагов метаплазии в эпителиальных 

опухолях (карциномах) лежит процесс нейроэндокринной трансдифференцировки, 
который представляет собой приобретение характеристик нервных и эндокринных 
клеток эпителиальными опухолевыми клетками. Такие опухоли способны к экспрес-
сии специфичных сигнальных молекул/биомаркеров – хромогранина А и секретогра-
нинов [49].

Представляется немаловажным участие NF-κB-зависимых факторов SASP в фор-
мировании нейроэндокринных очагов метаплазии в опухолях в различных висцераль-
ных органах – они могут оказывать паракринный эффект на клетки эпителия и спо-
собствовать трансдифференцировке эпителиоцитов. При ингибировании сигнального 
пути NF-κB с помощью репрессора IκBα, удерживающего гетеродимер p50/p65 от 
релокализации в ядро и активации, было показано, что данные NF-κB-независимые 
SASP клетки проявляли низкую способность к образованию нейроподобных структур 
и выработке специфичных маркеров [50]. Опухоли, возникшие в результате нейроэн-
докринной трансдифференцировки не такие злокачественные, как классические кар-
циномы.

В настоящее время сформирована концепция, согласно которой Ca2+-сигналинг 
является важным регулятором процесса старения [51]. Обнаружено, что провоспали-
тельный NF-κB-зависимый секретом под индукцией передачи сигналов посредством 
Ca2+ способствует нейроэндокринной трансдифференцировке эпителиальных клеток 
рака молочной железы. Было выяснено, что как и в клетках с SASP, так и в эпителиаль-
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ных клетках опухоли, прошедших трансдифференцировку, наблюдается увеличение 
уровня содержания Ca2+ [52]. Преждевременное старение клеток, вызванное химиоте-
рапией, также характеризуется наличием у клеток фенотипа SASP [53].

NF-κB: участие в нейроиммуноэндокринных механизмах заболеваний 
дыхательной системы

Бронхиальная астма. Бронхиальная астма — хроническое заболевание легких, которое 
до недавнего времени было классифицировано на две основные формы: аллергическая 
астма (которая начинается в детском возрасте и связана с иммунным ответом клеток T-
хелперов 2) и неаллергическая астма (начинающаяся уже во взрослом возрасте, в основ-
ном у женщин и людей с ожирением) [54]. Многочисленные исследования выявили 
снижение тяжести течения астмы и ее обострений после снижения массы тела [55, 56]. 

Морфологическим субстратом астмы является воспалительный процесс, вызывае-
мый инфильтрацией в легкие разнообразных клеточных элементов, таких как эозино-
филы, тучные клетки, Т-лимфоциты и макрофаги. В то же время наблюдается усиление 
экспрессии провоспалительных белков, включая повышение содержания в эпителии 
дыхательных путей цитокинов, таких как интерлейкин-1бета (IL-1β), интерлейкин-4 
(IL-4) и интерлейкин-5 (IL-5), γ-интерферон, фактор некроза опухоли (TNF-α); хемо-
кинов – интерлейкин-8 (IL-8), эотаксин, моноцитарный хемотаксический протеин-1 
(MCP-1), хемокин, экспрессируемый и секретируемый T-клетками при активации 
(RANTES); ферментов – циклооскигеназа-2 (COX-2) и индуцибельная NO-синтаза 
(iNOS); молекул адгезии – Е-селектин, ICAM, VCAM-1 [57, 58]. Гены этих белков на-
ходятся под контролем NF-κB, а их экспрессия свидетельствует о важной роли NF-κB 
в поддержании хроничеcкого воспаления при астме [59]. 

Выделение лимфоцитов периферической крови и дальнейший иммунноцитохими-
ческий анализ NF-κB у пациентов с обострением бронхиальной астмы показал повы-
шение уровня экспрессии транскрипционного фактора, коррелирующее с изменением 
в соотношении уровней экспрессии белков апоптоза: в клетках наблюдается значи-
тельное увеличение синтеза антиапоптического белка BCL-2 и уменьшение проапоп-
тического BAX [60].

Снижение апоптоза иммунных клеток, вызванное изменением экспрессии NF-κB, 
приводит к их дальнейшей инфильтрации в легкие. При изучении содержания ядерно-
транскрипционного фактора NF-κB в сыворотке крови детей, больных бронхиальной 
астмой, с помощью иммуноферментативного метода выявлено повышение содержа-
ния NF-κB в 1.95 раза по сравнению с группой здоровых детей [61]. Исследования 
на трансгенных мышах показывали, что селективная активация NF-κB в эпителии 
дыхательных путей достаточна для того, чтобы вызвать гиперреактивность дыхатель-
ных путей и утолщение гладких мышц, которые являются критическими признаками 
аллергического заболевания дыхательных путей, а ингибирование NF-κB в эпителии 
дыхательных путей уменьшает воспаление [62]. При изучении белка RUNX1 (регуля-
тора сигнального пути воспаления NF-κB при легочных заболеваниях) выявлено, что 
его повышенная экспрессия в образцах легких человека связана с гиперреактивностью 
дыхательных путей и возникновением астмы у детей [63].

Для терапии данного заболевания активно используются глюкокортикоиды, инги-
бирующие NF-κB путем его связывания с рецептором глюкокортикоидов, предотвра-
щая взаимодействие NF-κB и ДНК. Биопсия бронхов у пациентов с астмой показывает, 
что применение будесонида (лекарственное средство, глюкокортикоид) снижает связы-
вание NF-κB и ДНК [64].

Рак легкого. Рак легкого – один из видов опухолевой трансформации бронхиаль-
ного эпителия, одна из самых частых форм злокачественных опухолей, диагностируе-
мых в течение последних десятилетий во всем мире. В соответствии с гистологической 
картиной опухоли основными типами рака легкого являются следующие: мелкокле-
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точный рак легкого (тип опухоли с агрессивным и стремительным течением), немелко-
клеточный (аденокарциномы и плоскоклеточные карциномы с медленным течением).

Активация NF-κB связана с развитием и прогрессированием множества видов рака 
человека и является молекулярным связующим звеном между процессами воспаления 
и развитием опухолей [65]. Воспалительный транскрипционный фактор NF-κB регу-
лирует развитие злокачественной опухоли посредством широкого спектра физиологи-
ческих и патологических процессов, включая клеточное старение, апоптоз, изменение 
метаболизма, реакции на стресс и т. п.

Иммуногистохимическое исследование образцов рака легкого показало высокий 
уровень экспрессии активированного ядерного NF-κB, причем экспрессия найдена во 
всех типах рака легкого. При мелкоклеточном раке легкого наблюдался самый высокий 
уровень экспрессии, а при немелкоклеточном раке легкого уровень экспрессии ядерно-
го NF-κB выше в аденокарциноме по сравнению с плоскоклеточной карциномой [66].

При изучении клеточных линий немелкоклеточной карциномы было продемон-
стрировано, что компоненты табака стимулируют NF-кВ-зависимую выживаемость 
опухолевых клеток [67]. 

С помощью протеасомного анализа бронхоальвеолярного лаважа проводилось ис-
следование содержания белков, специфически продуцирующихся в дыхательных пу-
тях при раке легкого и хронической обструктивной болезни легких. Показано, что рак 
легких и хроническая обструктивная болезнь легких имеют некоторые общие пато-
генетические пути, такие как воспаление, реакция клетки на окислительный стресс, 
а также гликолиз и глюконеогенез. Ключевая сетевая сигнализация этих процессов 
осуществляется через транскрипционный фактор NF-κB [68]. 

Одним из факторов риска развития рака легких является курение. Миристоили-
рованный богатый аланином субстрат C-киназы (MARCKS) – молекула, играющая 
важную роль в секреции муцина в дыхательных путях. MARCKS является диагно-
стическим маркером множества заболеваний легких, включая немелкоклеточный рак 
легкого, и зарекомендовал себя как терапевтическая мишень для борьбы с данным 
видом рака [69]. Cигаретный дым может активировать MARCKS — высокие уровни 
фосфорилированного MARCKS были обнаружены в тканях пациентов с раком легких 
и были связаны со статусом курения. Было показано, что MARCKS связан с активаци-
ей NF-κB и модулирует ее – так, совместная экспрессия фосфорилированной формы 
MARCKS и p65 была показана в результате иммуногистохимического исследования 
образцов рака легких, связанных с курением. К тому же высокие уровни экспрессии 
двух этих молекул у пациентов чаще коррелировали с летальным исходом, чем у па-
циентов с высокой экспрессией одного из белков или низкой экспрессией обоих [70]. 
Тем не менее нецелесообразно использовать NF-κB как терапевтическую мишень при 
раке легкого, так как данный транскрипционный фактор обладает огромным количест-
вом регуляторных функций, но есть возможность бороться с его гиперактивацией пу-
тем ингибирования фосфорилирования MARCKS для прекращения прогрессирования 
рака легких, связанного с курением.

COVID-19. Коронавирус COVID-19 вызвал увеличение заболеваемости и смертно-
сти людей по всему миру. Несмотря на разработку и использование вакцин, появление 
новых штаммов SARS-CoV-2, а также медленный темп вакцинации вынуждает науч-
ное сообщество на изучение воздействия вируса на организм и поиск новых подходов 
к лечению заболевания. Клиническая картина COVID-19 широко варьируется от бес-
симптомной формы до легкой или атипичной пневмонии и острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС) [71].

При заражении организма SARS-CoV-2 ранняя клеточная реакция заключается 
в ингибировании репликации вируса [72]. Она координируется цитокинами – семей-
ством интерферонов 1-го типа (IFN1) [73]. Активация цитокинов нуждается в синтезе 
регуляторных белков интерферона и некоторых белков семейства NF-κB (p65 и p50). 
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Сигнальный путь NF-κB при этом активируется как каноническим, так и неканониче-
ским путем, индуцируя выработку провоспалительных цитокинов и хемокинов, а так-
же развитие глобальных воспалительных процессов в организме, в том числе возник-
новение пневмонии. 

Кроме того, индуцируется несколько генов, находящихся под контролем NF-κB, 
и все эти события создают условия для успешной репликации вируса. Так, при сайлен-
синге p65 и снижении экспрессии данного белка происходило значительное снижение 
уровня вирусного нуклеокапсидного белка, а сайленсинг р50 приводил к его полному 
исчезновению. За счет действия различных ингибиторов на активацию каскада NF-κB 
до заражения SARS-CoV-2, при дальнейшем инфицировании наблюдалось умеренное 
или значительное уменьшение инфицированных клеток без цитотоксических эффек-
тов или с минимальными цитотоксическими эффектами при низких концентрациях 
ингибитора [74].

Обострение воспалительных иммунных реакций является частым и опасным для 
жизни клиническим проявлением, наблюдаемым у пациентов с интенсивной терапией 
[74–76]. В сыворотке крови тяжелых и критических пациентов с COVID-19 значитель-
но повышено содержание провоспалительных цитокинов и хемокинов IL-1β, TNF-α, 
IL-6 и IP-10, находящихся под контролем транскрипционного фактора NF-κB [77, 78].

Вирусный белок ORF3a SARS-CoV-2 выступает как положительный регулятор пе-
редачи сигналов NF-κB за счет взаимодействия с IKKβ и NEMO [79]. Также было вы-
явлено, что белок ORF3a индуцирует апоптоз в клетках [80].

Очевидно, что одним из основных факторов тяжести заболевания и риска смерт-
ности от COVID-19 является возраст [81]. Изучение течения болезни у мышей, зара-
женных адаптированным SARS-CoV-2, показало, что у молодых особей наблюдалось 
небольшое нарушение функции легких, и выздоровление происходило быстрее. В то 
же время у старых мышей наблюдалась более выраженная потеря легочной функции, 
повреждение эпителия, перибронхиолярное лимфоцитарное воспаление, кровотече-
ние и отек легких, а также у этих животных был обнаружен антиген к вирусу в эпите-
лии дыхательных путей [82]. 

К тому же наблюдалось повышенное содержание провоспалительных цитокинов, 
находящихся под контролем транскрипционного фактора NF-κB. Так, повышение 
уровня IL-6 как одно из последствий COVID-19 приводит к активации молекулярных 
каскадов NF-κB. Введение в организм тоцилизумаба, антитела против рецептора дан-
ного провоспалительного цитокина, было связано со снижением риска инвазивной 
искусственной вентиляции легких или смерти пациентов [83]. 

Острый респираторный дистресс-синдром. Острый респираторный дистресс-син-
дром (ОРДС) – тяжелое осложнение респираторных заболеваний, характеризующееся 
двухсторонним воспалением легких с инфильтратами и отеком. Увеличение капилляр-
ной проницаемости для нейтрофилов, аккумулирование их в легких и повреждение ка-
пиллярно-альвеолярного барьера считается причиной развития воспаления легочной 
ткани и возникновения ОРДС.

NF-κB играет важную роль в приобретении эндотелиальными клетками проадге-
зивного фенотипа, способствующего трансмиграции нейтрофилов в очаг воспаления. 
Наличие инфекционных агентов в респираторной системе активирует эндотелиальные 
клетки путем воздействия выделяемых макрофагами цитокинов – IL-1β, TNF и хемоки-
нов – IL-8, MIP-2α [84]. Активация эндотелия приводит к возникновению воспаления 
и дополнительной стимуляции макрофагов. В результате наблюдается усиленная экс-
прессия адгезивных молекул клетками эндотелия – P-селектина, Е-селектина, ICAM-1, 
которые связываются с рецепторами на нейтрофилах и транслоцируют их в очаг воспа-
ления. Также клетки эндотелия трансформируются в протромбическую поверхность, 
вызывая образование тромбина и внутрисосудистую коагуляцию. Все перечисленные 
сигнальные молекулы, участвующие в процессах развития ОРДС, находятся под конт-
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ролем NF-κB [85, 86]. Так, при блокаде эндотелиального NF-κB у мышей дикого типа 
наблюдалось восстановление количества плазменных маркеров свертываемости крови 
и уменьшение отложения фибрина в тканях [86].

 Внеклеточная никотинамидфосфорибозилтрансфераза (eNAMPT) была идентифи-
цирована как молекулярная структура, связанная с повреждением (DAMP). eNAMPT 
лигирует толл-подобный рецептор 4 (TLR4), регулирующий активацию воспалитель-
ного каскада через канонический путь NF-κB. Экспрессию eNAMPT индуцируют фак-
торы, приводящие к возникновению ОРДС – гипоксия, различные травмы и инфекции 
[87]. Уровни eNAMPT в плазме тесно связаны с тяжестью и смертностью при ОРДС, 
вызванном сепсисом и травмой [88, 89]. 

В тканях легких модельных животных с ОРДС, вызванным применением аппарата 
ИВЛ, обнаружено увеличенное содержание активированного NF-κB. Нарушение регу-
ляции сигнального пути NFκB и генерация АФК были заметно снижены при введении 
внутривенно eNAMPT-нейтрализующего моноклонального антитела, что подчеркива-
ет ключевое участие eNAMPT в активации канонического пути NF-κB и последующем 
системном воспалении [90].

При ОРДС, вызванном метициллин-резистентным S. аureus, сигнальный путь NF-κB 
является способствующим фактором развития патологического процесса. Транскрип-
ционный фактор FOXN3 регулирует активацию NF-κB в ядре. р38 способен к фосфо-
рилированию FOXN3 по участкам S83 и S85, приводя к деградации IκBα и активации 
сигнального пути NF-κB. Экспрессия FOXN3 снижается в легких экспериментальных 
животных при введении им интратрахеально S. аureus для развития у них ОРДС. У мо-
дельных мышей с двойной мутацией S83 и S85 и невозможностью фосфорилирования 
наблюдалось уменьшение притока нейтрофилов и альвеолярного отека. Исследование 
клинических образцов легочной ткани пациентов с туберкулезом легких или грибко-
вой пневмонией вместе с прилегающими здоровыми тканями показало, что экспрессия 
FOXN3 снижена в области воспаления [91]. Так, нацеливание на FOXN3 для снижения 
активации NF-κB-cигнального пути и может служить эффективной терапевтической 
стратегией для лечения воспалительных заболеваний легких, в том числе ОРДС. 

Хроническая обструктивная болезнь легких. Хроническая обструктивная болезнь 
легких (ХОБЛ) – одно из самых распространенных заболеваний легких, характеризу-
ющееся затрудненным дыханием, хроническим кашлем и ограничением поступления 
потока воздуха в дыхательные пути. Данная болезнь не поддается лечению и имеет 
периоды обострения. 

Центральным механизмом возникновения ХОБЛ является хроническое воспаление 
[92]. Индукторами воспаления в большинстве случаев являются сигаретный дым, ин-
фекционные агенты и загрязненный воздух [93]. Данные вещества способны к связы-
ванию с TLR и активации, инициируют MyD88-зависимые каскады, которые приводят 
к активации NF-κB с последующим синтезом цитокинов и хемокинов [94]. Эти сиг-
нальные молекулы приводят к миграции моноцитов и нейтрофилов в легкие и даль-
нейшему выделению этими клетками MMP-9, MMP-2 и ELA-2. Эти протеолитические 
ферменты способствуют разрушению легочной ткани и процессах ремоделирования 
дыхательных путей [95]. Также было показано, что сигаретный дым и компоненты за-
грязненного воздуха способны увеличивать экспрессию и активацию TLR2 и TLR4 на 
альвеолярных макрофагах, усиливая воспаление [94]. Твердые частицы, содержащие-
ся в загрязненном воздухе, ингибируют мишень рапамицина млекопитающих (mTOR) 
[96]. mTOR регулирует выживаемость и клеточный рост, ингибирование передачи сиг-
налов через эту молекулу привело к активации аутофагии в клетках эпителия дыха-
тельных путей, гиперпродукции слизи и развитию воспаления [97]. Сигнальный путь 
NF-κB может позитивно или негативно регулироваться mTOR-аутофагией, так, напри-
мер, ингибирование mTOR приводит к повышенной экспрессии провоспалительного 
IL-8, индуцированной активацией NF-κB [96].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

NF-κB играет важную роль в регуляции дыхательной функции в норме и патологии, 
а также в развитии воспалительных процессов в легких, которые могут возникнуть при 
неконтролируемой и длительной активации NF-κB. 

Исследование роли одного из ключевых участников нейроиммуноэндокринной ре-
гуляции гомеостаза – транскрипционного фактора NF-κB – в патогенезе заболеваний 
легких является крайне важным и перспективным для понимания молекулярных ме-
ханизмов возникновения и течения заболеваний, а также позволит разработать новые 
подходы к таргетной персонифицированной терапии социально-значимых заболева-
ний – бронхиальной астмы, рака легких, острого респираторного дистресс-синдрома 
и COVID-19.

Активное развитие заболеваний легких, таких как астма, ХОБЛ, пневмония, фиброз 
и рак, часто ассоциируется с активацией NF-κB. Это свидетельствует о важной роли 
данного транскрипционного фактора как потенциальной мишени для новых терапев-
тических подходов.

Детальное изучение механизмов активации NF-κB и его взаимосвязи с другими 
сигнальными путями будет способствовать решению основной задачи трансляцион-
ной биомедицины – развитию инновационных методов лечения и профилактики забо-
леваний человека, в том числе и патологии дыхательной системы.
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The problem of modern biomedicine is the elucidation of the multicomponent and multi-
level mechanism of a single neuroimmunoendocrine regulation of physiological functions, 
which plays the role of a universal conductor of all life processes. Respiratory diseases 
lead in the structure of general morbidity among the population and remain one of the 
most pressing problems of modern healthcare. The spread of lung diseases is facilitated by 
lifestyle, air pollution, smoking, environment, infections, and genetic predisposition. Vari-
ous risk factors can contribute to the development of pathologies such as pneumonia, lung 
cancer, asthma, chronic obstructive pulmonary disease and others. In addition, the rates of 
these diseases tend to increase every year. In this regard, verifi cation and study of signaling 
molecules as factors involved in the neuroimmunoendocrine regulation of lung function in 
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normal and pathological conditions, which on the one hand can be considered as biomark-
ers of disease prognosis, and on the other as potential targets for targeted effective therapy, 
is an urgent task of modern translational biomedicine. This literature review is devoted to 
study of the one of the key participants role in the neuroimmunoendocrine regulation of 
homeostasis – the transcription factor NF-κB in the regulation of respiratory function in 
health and the pathogenesis of lung diseases. Summarizing information on this topic is 
extremely important and promising for understanding the molecular mechanisms of the 
onset and course of diseases, and will also allow us to develop new approaches to targeted 
personalized therapy for socially signifi cant pathologies: bronchial asthma, lung cancer, 
acute distress syndrome and COVID-19. A detailed study of the mechanisms of NF-κB 
activation and its relationship with other signaling pathways will lead to solving the main 
task of translational biomedicine – the development of innovative methods for the treat-
ment and prevention of human diseases, including pathology of the respiratory system.

Key words: NF-κB, neuroimmunoendocrinology, respiratory system, infl ammaging, lung 
disease
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В жировой ткани обнаружен новый гормон из группы адипокинов, названный ас-
просином, который является регулятором реакций организма на непродолжитель-
ное голодание, инициирует выс вобождение глюкозы из печени и усиление аппети-
та, увеличивает общее количество запасов энергии в жировой ткани. Этот гормон, 
определяя биоэнергетический статус организма, влияет на содержание кислорода 
в тканях и соответственно на кислородтранспортную функцию крови при избыточ-
ной массе тела и инсулинорезистентности. У лиц с повышенным содержанием ас-
просина при избыточной массе и ожирением I степени, а также при инсулинорези-
стентности отмечается изменение положения кривой диссоциации оксигемоглобина, 
сопровождающееся повышением концентрации газотрансмиттеров монооксида азо-
та и снижением уровня сероводорода. Этот фактор участвует в регуляции системы 
газотрансмиттеров и формировании механизмов транспорта кислорода крови. Вклад 
аспросина в формирование кислородного обеспечения и адаптационных резервов 
организма у лиц с метаболическими нарушениями отражает новый аспект механиз-
ма его действия.

Ключевые слова: аспросин, жировая клетчатка, избыточная масса, кровь, кислород, 
газотрансмиттер
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время избыточная масса тела, в частности, ожирение является одной 
из важнейших проблем, приводящих к ранней инвалидизации и высокой смертности, 
что связано с риском развития тяжелых гормональных и метаболических сдвигов в ор-
ганизме [1, 2]. Алиментарно-конституциональное ожирение является основной при-
чиной патогенеза инсулинорезистентности (ИР) [3, 4], для которой характерно сниже-
ние индуцированного инсулином транспорта и метаболизма глюкозы в адипоцитах, 
скелетных мышцах и печени, что обусловлено нарушением передачи сигнала инсу-
лина в тканях-мишенях вследствие ингибирования транслокации и регуляции дей-
ствия глюкозных транспортеров 4-го типа (GLUT4), уменьшением числа рецепторов 
инсулина (IR) в миоцитах и адипоцитах, нарушением аутофосфорилирования рецеп-
торов, снижением активности тирозинкиназы и фосфорилированием IRS [5, 6]. Ади-
зопатия (дисфункция жировой ткани) приводит к развитию избыточной массы тела и, 
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как следствие, формированию ИР, сахарного диабета и целого ряда сопутствующих 
заболеваний.

Жировая клетчатка как эндокринный и паракринный орган способна влиять на дру-
гие органы и системы, а при избыточной массе тела происходит не только пролифера-
ция и гипертрофия адипоцитов, но и их инфильтрация макрофагами с последующим 
развитием воспалительных реакций, вследствие чего изменяется ее метаболическая 
активность, что позволяет рассматривать ожирение как системный воспалительный 
процесс [7, 8]. Данная патология является хроническим мультифакторным заболевани-
ем, проявляющимся избыточным накоплением жировой ткани и сопровождающимся 
повышенным риском сердечно-сосудистых событий, осложнений и сопутствующих 
заболеваний, а также целостностью нормального эндотелия, приводя к его дисфунк-
ции [9]. 

В жировой ткани происходит синтез существенного количества соединений, та-
ких как адипокины, фактор некроза опухоли-α, интерлейкин-6, белок хемоаттрактант 
моноцитов-1, белки ренин-ангиотензиновой системы, эти соединения способны воз-
действовать на функцию эндотелия [9]. В развитии метаболических нарушений, ве-
дущих к избыточной массе тела, отводят существенную роль жировой ткани, которая 
представляет собой метаболически активный эндокринный орган, продуцирующий 
класс особых сигнальных веществ – адипокины [10]. Адипокиновый дисбаланс вис-
церальной жировой ткани сопряжен с повышенным риском развития кардиометабо-
лических нарушений [11, 12]. Оценка роли различных адипокинов в развитии ожи-
рения и сопутствующих ему нарушений является важной для проведения различных 
мероприятий по диагностике и профилактике эндокринной и сердечно-сосудистой 
патологии.

ХАРАКТЕРИСТИКА АСПРОСИНА

В 2016 г. Romere и соавт. [13] обнаружили новый гормон из группы адипокинов, 
названный аспросином, который является регулятором важнейших реакций организ-
ма на непродолжительное голодание, инициирует высвобождение глюкозы из печени 
и усиление аппетита, увеличивает общее количество запасов энергии в жировой ткани, 
а это, в свою очередь, изменяет регулирование энергетического гомеостаза, нейроэн-
докринных функций, метаболизма. Аспросин играет существенную роль в развитии 
ряда метаболических расстройств, в частности, связанных с ИР [14, 15]. Установле-
но, что однократная доза рекомбинантного аспросина, введенная подкожно мышам, 
приводит к гипергликемии и гиперинсулинемии, а его нейтрализация специфическими 
антителами улучшает резистентность к инсулину и снижает концентрацию глюкозы 
в плазме. Это позволяет предположить, что истощение запасов этого гормона пред-
ставляет основу стратегии терапии сахарного диабета 2-го типа [13].

Характеристика локуса гена, отвечающего за образование аспросина, представлена 
на рис. 1. Ген, отвечающий за его образование (фибриллин 1), располагается в хромо-
соме 15q21.1 [16]. Он относится к семейству белков фибриллина. Ген фибриллин 1 
содержит 66 экзонов (из них 65 кодирующих). Профибриллин-1 (2871 аминокислота) 
подвергается протеолитическому расщеплению сериновой протеазой фурином (КФ 
3.4.21.94) с образованием двух отдельных белков: внеклеточный матричный компо-
нент фибриллина 1 и белковый гормон. В состав аспросина входит 140 аминокислот, 
и он имеет молекулярную массу приблизительно 30 кДа. За его синтез ответственны 
два последних экзона профибриллина.

Наибольшая экспрессия профибриллина выявлена в белой жировой ткани. Синте-
зированный аспросин накапливается внутри адипоцитов и выделяется из них при сни-
жении концентрации глюкозы в плазме, в связи с чем наибольшая его концентрация 
отмечается в утренний период, а прием пищи приводит к существенному снижению. 
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В условиях голодания происходит повышение его уровня в плазме. Данный механизм 
работает по принципу отрицательной обратной связи. Инсулин является антагонистом 
по отношению к аспросину. Период его полувыведения – около 2 ч. Гендерных особен-
ностей в содержании этого гормона не выявлено. 

 Некоторые центральные и периферические эффекты аспросина изложены на 
рис. 2 [14]. Действуя на периферические ткани-мишени, аспросин также может прони-
кать через гематоэнцефалический барьер и оказывать влияние на центральную нерв-
ную систему. Данный фактор активирует нейроны агути-родственного пептида (AgRP) 
в дугообразном ядре гипоталамуса посредством связывания с рецептором протеинти-
розинфосфатазы δ (Ptprd), увеличивая аппетит и потребление пищи, что реализует-
ся за счет активации кальций-зависимых калиевых каналов [17]. В печени аспросин 
связывается с OLFR734, усиливая выработку и высвобождение глюкозы через CREB-
путь (цАМФ response element-binding protein). В β-клетках поджелудочной железы он 
связывается с Toll-подобным рецептором 4, способствуя воспалению и апоптозу этих 
клеток и снижая секрецию инсулина посредством стимуляции активности Jun-киназы 
и ингибирования уровней цАМФ. В стромальных клетках сердечной мышечной тка-
ни аспросин предотвращает апоптоз и гибель этих клеток, вызванные окислительным 
стрессом за счет активации сигнального киназного пути ERK1/2-СОД2. В скелетных 
мышцах аспросин активирует PKCδ/SERCA2-опосредованные пути стресса/воспале-
ния эндоплазматического ретикулума, способствуя развитию ИР [14].

Увеличение его концентрации приводит к нарушениям многих важнейших функ-
ций, в частности, вызывает бесплодие, ожирение, ИР, метаболический синдром и ауто-
иммунные заболевания [18]. 

В состоянии покоя у пациентов с ожирением регистрируется более высокий уро-
вень аспросина, а физические упражнения снижают его содержание [19]. Согласно 
данным ретроспективного исследования этот гормон может быть индикатором оцен-
ки ИР при синдроме поликистозных яичников [20]. Уровень аспросина в сыворотке 
крови увеличен у пациентов с нарушением обмена глюкозы и липидов, а нейрегу-
лина-4 (адипокина, секретируемого бурой жировой тканью) снижен, положительно 
коррелируя со степенью тяжести течения сахарного диабета 2-го типа, гипертонией 
в анамнезе [21]. Проведена оценка влияния аспросина на воспалительные процессы 
в культурах адипоцитов и макрофагов на различных стадиях дифференцировки при 
стимуляции липополисахаридом. В данной работе было показано, что этот фактор 
способствует распространению умеренного воспаления, связанного с ожирением [22]. 
Уровень апросина был ниже у пациентов с семейной средиземноморской лихорадкой 
и отрицательно коррелировал с уровнем С-реактивного белка в период приступа, сви-
детельствуя о его роли в противовоспалительном каскаде [23]. Однако многие аспекты 
действия данного гормона остаются неизученными, в частности, кислородзависимые 
процессы.

Рис. 1. Характеристика гена, кодирующего образование аспросина, – фибриллина 1. 
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АСПРОСИН И КИСЛОРОДТРАНСПОРТНАЯ ФУНКЦИЯ КРОВИ

Жировая ткань секретирует огромное количество разнообразных физиологически 
активных веществ (неэтерифицированных жирных кислот, адипокинов, медиаторов 
воспаления), которые негативно действуют на инсулинозависимые ткани, индуцируя 
свободнорадикальное окисление, митохондриальную дисфункцию, гистотоксическую 
гипоксию [24]. Данные клетки реагируют на изменения уровня кислорода посредством 
активации генов, участвующих в ангиогенезе, метаболизме глюкозы и процессах 
пролиферации/выживания [25]. Аспросин является недавно идентифицированным 
адипокином, который играет важную регулирующую роль в метаболизме [26]. 
Несоответствие уровней образования про- и противовоспалительных адипокинов 
является одним из пусковых механизмов, влияющих на снижение функциональных 
возможностей кардиореспираторной системы [27]. 

Гипергликемия связана с явлением, называемым псевдогипоксия, которое характе-
ризуется повышенным соотношением НАДФH/НАФ+ из-за увеличенного потока глю-
козы через полиольный путь и нарушением окисления НАДФH [28]. Сахарный диабет 
не только вызывает гипоксию, но также нарушает передачу сигналов индуцибельного 
гипоксического фактора-1α, способность тканей адекватно реагировать на дефицит 
кислорода [29].

Аспросин ослабляет передачу сигналов инсулина и способствует развитию резис-
тентности к нему в скелетных мышцах за счет усиления воспалительных процессов 
и стресса эндоплазматического ретикулума, однако он может также играть защитную 

Рис. 2. Центральные и периферические эффекты аспросина.
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роль в кардиомиоцитах, подвергающихся воздействию гипоксии [5]. На клеточной 
модели кардиомиобластов показано, что аспросин предотвращает вызванную 
гипоксией гибель клеток и усиливает активность митохондриального дыхания 
[30]. Этот гормон ингибирует апоптоз и образование активных форм кислорода 
посредством активации пути ERK1/2-СОД2, что повышает уровень антиоксидантов 
мезенхимальных стромальных клеток в модели ишемической болезни сердца [31]. 
Данный гормон способен модулировать функции митохондрий сердца и имеет важное 
прогностическое значение у пациентов с дилатационной кардиомиопатией [30]. 
При коронавирусной инфекции COVID-19 выявлено снижение уровня аспросина 
и метаболической активности, которое препятствует достаточной выработке энергии 
и усиливает окислительный стресс [15].

Эритроциты, наряду со своей базовой функцией доставки кислорода, являются ак-
тивными регуляторами микрокровотока в соответствии с локальными метаболически-
ми потребностями тканей, выполняя роль сенсора гипоксии и регулятора сосудистого 
тонуса на уровне резистивных элементов микроциркуляторной сети [32]. В нашем ис-
следовании у лиц с избыточной массой тела и ожирением I степени [33], у которых 
была повышена концентрация аспросина [13.23 (11.85; 15.65), p < 0.05 и 29.86 (28.16; 
32.83), p < 0.05, пмоль/л], в сравнении со здоровыми [8.6 (8.0; 9.2) пмоль/л], наблюда-
лось снижение степени насыщения кислородом венозной крови и его парциального 
давления в сравнении с исследуемыми с нормальным индексом массы тела, а также 
увеличение показателя сродства гемоглобина к кислороду p50реал до 25.9 (24.94; 28.96), 
p < 0.05 и 29.1 (25.14; 32.31), p < 0.05 в сравнении с исследуемыми лицами с нормаль-
ным индексом массы тела 24.6 (23.87; 26.7) мм рт. ст. (рис. 3), что отражает сдвиг 
кривой диссоциации оксигемоглобина к кислороду вправо. Ее смещение способствует 
росту потока кислорода в ткани у исследуемых пациентов с повышенным значением 
массы тела, что можно расценивать как механизм компенсации кислородной недоста-
точности. 
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Рис. 3. Значение показателя сродства гемоглобина к кислороду р50 у здоровых лиц с нормальной массой 
тела (1), с избыточной массой тела (2) и с ожирением I степени (3).
Изменения статистически значимы по отношению к лицам с нормальной массой тела – #, с избыточной 
массой тела – *.
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ИР представляет собой такое патологическое состояние, при котором чувствитель-
ность ряда тканей (жировая, мышечная, печень) к инсулину снижается [34] и наиболее 
часто выявляется при ожирении, определенную роль в развитии которого играет увели-
чение синтеза адипокинов [35, 36]. Резистентность к инсулину, связанная с ожирением, 
индуцирует воспаление, дисфункцию адипоцитов, окислительный стресс и гипоксию 
[5]. Адаптационные процессы при гипоксии, контролируемые как центральными, так 
и межклеточными и внутриклеточными регуляторными механизмами, обеспечивают 
поддержание должного уровня метаболизма, определенный вклад в который вносит 
аспросин. При ИР данный гормон снижает чувствительность к инсулину скелетных 
мышц за счет активации протеинкиназы C/Са2+-АТФазы сарко/эндоплазматического 
ретикулума (SERCA2). Аспросин также способен через TLR4/JNK-опосредованный 
путь увеличивать продукцию активных форм кислорода и провоспалительных цитоки-
нов, вызывая, таким образом, нарушение механизмов кислородного обеспечения [31]. 
Показано увеличение концентрации аспросина у пациентов с сахарным диабетом 2-го 
типа и коронавирусной инфекцией при снижении насыщения крови кислородом (до 
70%), что может быть обусловлено высвобождением глюкозы из печени для удовлет-
ворения потребности организма в энергии [37]. 

Согласно нашим исследованиям, концентрация аспросина в плазме крови у лиц 
с ИР при нормальном индексе массы тела (20.95 (18.87; 25.11), p < 0.05, пмоль/л) была 
значительно выше, чем у здоровых (8.6 (8.0; 9.2) пмоль/л), а при избыточной массе 
тела и ожирении I степени этот параметр имел еще более высокие значения: 40.26 
(37.36; 41.26), p < 0.05 и 66.81 (62.33; 69.6), p < 0.05, пмоль/л [38]. У исследуемых с ИР, 
с ожирением I степени с повышенным содержанием аспросина наблюдалось снижение 
степени насыщения кислородом венозной крови и его парциального давления в срав-
нении с исследуемыми с нормальной и избыточной массой тела. Выявлено увеличение 
показателя сродства гемоглобина к кислороду p50реал у лиц при ИР с нормальной мас-
сой тела в сравнении со здоровыми, что характеризуется сдвигом кривой диссоциа-
ции оксигемоглобина к кислороду вправо, а при ИР у лиц с избыточной массой тела 
и при ожирении I степени выявлено уменьшение р50реал (рис. 4) [38]. Происходящий 
сдвиг кривой диссоциации оксигемоглобина влево уменьшает массоперенос кислоро-
да в ткани, что отражает декомпенсацию механизмов кислородного гомеостаза.

Аэробный потенциал организма определяется экономичностью функционирования си-
стемы кровообращения как на уровне макро-, так и микроциркуляции и эффективностью 
реализации кислородтранспортной функции крови [39]. Кислородсвязующие свойства 
крови, определяя степень ее деоксигенации, являются важным звеном регуляции энергети-
ки организма, и наоборот, их модификация в ответ на изменение уровня аспросина влияет 
на метаболические процессы. Показано значение такого адипокина, как лептин, для фор-
мирования механизмов транспорта кислорода кровью при метаболическом синдроме и ин-
фаркте миокарда как за счет действия на механизмы внешнего дыхания и кровообращения, 
L-аргинин-NO-системы, так и опосредованно через модификацию кислородтранспортной 
функции крови (гемопоэз) [40], что дает основание предполагать с учетом наших резуль-
татов вклад в кислородзависимые процессы и других адипокинов, а именно, аспросина.

Этот гормон влияет на процессы энергообмена, функциональное состояние орга-
низма и, соответственно, на его кислородный гомеостаз. Можно предположить, что 
данный пептид, определяя энергозависимые процессы организма, влияет на внутри-
клеточное содержание кислорода и, соответственно, на механизмы транспорта кисло-
рода кровью, в частности, на ее кислородсвязующие свойства. 

АСПРОСИН И ГАЗОТРАНСМИТТЕРЫ (NO И H2S)

Семейство эндогенных газообразных сигнальных молекул (NO и H2S) обеспечива-
ет множество жизненно важных физиологических функций, но они могут действовать 
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как «друг или враг» в различных системах организма [41]. Газотрансмиттеры эндоген-
но синтезируются клетками организма и являются сигнальными молекулами, выпол-
няющими как аутокринную, так и паракринную регуляцию во многих тканях и орга-
нах, участвуя в регуляции кровообращения, включая сосудистый компонент, а также 
и текущую по сосудам кровь, управляя ее текучестью и транспортным потенциалом, 
особенно эритроцитов [42]. Аспросин повышал уровень экспрессии белка спартина 
в эндотелиальных клетках микрососудов сердца, снижал продукцию активных форм 
кислорода, уменьшал апоптоз и увеличивал продукцию газотрансмиттера NO [43].

При избыточной массе фактор некроза опухоли-α, образующийся либо в мелких 
сосудах, либо в периваскулярной жировой ткани, стимулирует генерацию активных 
форм кислорода в основном за счет активации НАДФH-оксидазы, это снижает доступ-
ность монооксида азота, что может быть в основе механизма, с помощью которого 
фактор некроза опухоли-α изменяет функционирование системы эндотелин-1/NO [9]. 
Умеренный синтез NO повышает эффективность митохондрий, одновременно улуч-
шая использование O2 и увеличивая выработку энергии в организме, а долгосрочная 
биоэнергетическая емкость может быть увеличена из-за роста активных форм азота, 
которые участвуют в адаптивной клеточной окислительно-восстановительной пере-
даче сигналов через аденозинмонофосфат-активируемую протеинкиназу, рецепторы 
активируемых пероксисомными пролифераторами гипоксического индуцибельного 
фактора 1-α и NF-κB [44]. Эффекты газомедиаторов могут быть опосредованы их вза-
имодействием друг с другом, осуществляемым как на уровне регуляции ферментов 
синтеза, так и мишеней их действия: сероводород может ингибировать активность 
ферментов, синтезирующих NO, а донор NO (нитропруссид натрия) усиливает экс-
прессию цистатионин-γ-лиазы и цистатионин-β-синтазы [32]. 
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Рис. 4. Значение показателя сродства гемоглобина к кислороду р50 при инсулинорезистентности: здоровые 
(1), лица с нормальной массой тела (2), с избыточной массой тела (3) и с ожирением I степени (4).
Изменения статистически значимы по отношению к здоровым – Ψ, лицам с нормальной массой тела – #, 
с избыточной массой тела – *.
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Нами были получены данные, что у здоровых лиц при избыточной массе тела и при 
ожирении I степени концентрация нитрат/нитритов возрастает, а уровень сероводоро-
да снижается [33]. Активация NO-ергической системы за счет экспрессии индуцибель-
ной изоформы NO-синтазы вносит вклад в дисбаланс регуляции углеводного обмена 
[29]. Согласно нашему исследованию, возможно влияние гормона аспросина на функ-
циональное состояние организма через вклад в механизмы продуцирования газотранс-
миттеров монооксида азота и сероводорода.

Газовый мессенджер сероводород играет важную роль с точки зрения передачи 
клеточного сигнала и модуляции деятельности сердечно-сосудистой системы и мно-
гих органов, в частности, печени, сероводород также воздействует на митохондрии, 
влияя на энергетический обмен [21]. Сероводород может влиять на секрецию инсули-
на и уровень циркулирующей глюкозы, его введение β-клеточным линиям ослабляет 
секрецию инсулина, вызванную высоким уровнем глюкозы, а также влияет на актива-
цию ATФ-чувствительных калиевых каналов, ингибирование синтеза АТФ и инакти-
вацию кальцийзависимых каналов L-типа [45]. Этот фактор способствует дифферен-
цировке стволовых клеток, полученных из жировой ткани, в нейрональные клетки, 
экспрессирующие функциональные потенциалзависимые Ca2+-каналы, включая NO-
опосредованный сигнальный каскад [46]. В зрелых адипоцитах доноры сероводорода 
дозозависимо ингибируют базальное и инсулин-стимулированное поглощение глюко-
зы адипоцитами, а ингибиторы его синтеза действуют наоборот [47]. 

Сероводород может регулировать метаболизм глюкозы и липидов в адипоцитах, 
влиять на поглощение ими энергии и ее сохранение в виде липидов [47]. Эта моле-
кула является ключевым компонентом метаболизма глюкозы в печени, регулируя ее 
поглощение, накопление гликогена и глюконеогенез [45]. Кроме того, выявлен новый 
сигнальный путь, который регулирует способность переноса кислорода в эритроцитах 
и реализуется через участие газотрансмиттера сероводорода в продукции 2,3-дифос-
фоглицерата в эритроцитах с последующим повышением сродства гемоглобина к кис-
лороду [48]. Нами было показано, что у лиц с ожирением I степени с высоким уровнем 
аспросина содержание монооксида азота было наиболее увеличенным и составляло 
29.52 (27.24; 32.85) мкмоль/л, а концентрация сероводорода уменьшалась до 9.38 (8.64; 
10.81), p < 0.05, мкмоль/л, что было существенно ниже в сравнении с исследуемыми 
при ИР с нормальной массой тела [38]. 

Таким образом, аспросин способен влиять на систему газотрансмиттеров, что име-
ет важное значение для формирования кислородтранспортной функции крови пациен-
тов с избыточной массой тела.

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ АСПРОСИНА НА КИСЛОРОДЗАВИСИМЫЕ 
ПРОЦЕССЫ

Система газотрансмиттеров оказывает модулирующее действие на кислородтранс-
портную функцию крови при различных условиях кислородного обеспечения, сопро-
вождающегося развитием гипоксии [49]. Эти эффекты реализуются через различные 
уровни регуляции эритроцитарных и системных механизмов. При высоком сродстве 
гемоглобина к кислороду у лиц с генетической мутацией его структуры во время гипок-
сии и физической нагрузки наблюдается дисбаланс механизмов регуляции кардиоре-
спираторной системы [50]. Пересечение на тех или иных уровнях NO- и Н2S-зависимых 
сигнальных каскадов может приводить как к взаимному активированию, так и к инги-
бированию этих систем, в результате чего может быть вариативность физиологических 
реакций со стороны отдельных клеток, органов и систем. В частности, сократительные 
реакции гладких мышц сосудов при метаболическом синдроме обусловлены взаимов-
лиянием эффектов NO и H2S, последний усиливает вазорелаксирующее действие NO, 
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препятствуя деградации NO-синтазы, в то время как первый увеличивает активность 
и экспрессию ферментов, вырабатывающих H2S [51]. Разнонаправленные изменения 
содержания данных газотрансмиттеров могут быть обусловлены конкуренцией за мес-
та связывания SH-групп цистеина при S-нитрозилировании и S-сульфгидрировании 
либо взаимодействием Н2S с NO с образованием тиоазотистой кислоты [52]. 

Выявленные в нашем исследовании изменения концентрации газотрансмиттеров 
у лиц с различной концентрацией аспросина, очевидно, обусловлены дисбалансом 
синтеза различных адипокинов, что важно для формирования механизмов транспорта 
кислорода кровью. 

При ожирении характерна, как ни парадоксально, гипероксия жировой ткани даже 
при наличии снижения кровотока в ней, что может быть объяснено уменьшением пот-
ребления кислорода развитием воспаления, в результате чего развивается местный ответ, 
который в макрофагах и адипоцитах может быть причиной хронического воспаления [9]. 
Физиологические уровни газотрансмиттера NO играют ключевую роль в поддержании 
метаболической функции жировой ткани [29]. Адипокины, передающие сигнал к мише-
ням (сосуды, мозг, печень, мышцы), сопряжены с L-аргинин-NO-зависимым сигнальным 
каскадом, влияющим на патогенез метаболических нарушений [53]. 

Газотрансмиттер H2S, продуцируемый периферическими тканями, оказывает инги-
бирующее действие на синтез 2,3-дифосфоглицерата и изменение сродства гемоглоби-
на к кислороду через высвобождение гемоглобина из мембраны в цитозоль и усилению 
прикрепления дисфосфоглицератмутазы к мембране, связанного с S-сульфидировани-
ем гемоглобина [48]. Модификация гемоглобина за счет взаимодействия с газотранс-
миттерами участвует в формировании оптимального кислородного режима, внутриэ-
ритроцитарной системы регуляции кислородсвязывающих свойств крови, наряду с рН, 
2,3-дифосфоглицератом [54, 55]. Выявленные изменения кислородсвязующих свойств 
гемоглобина имеют значение для кислородного обеспечения при избыточной массе 
тела. 

Можно предположить, что аспросин влияет на образование газотрансмиттеров 
монооксида азота и сероводорода при нарушениях углеводного метаболизма, что об-
уславливает изменения кислородсвязующих свойств крови. Данный гормон влияет на 
процессы энергообмена организма и, соответственно, его кислородное обеспечение 
(рис. 5). Аспросин, определяя энергозависимые процессы клетки, влияет на внутри-
клеточное содержание кислорода и, соответственно, на кислородсвязующие свойства 
крови. Участие гормона аспросина в регуляции системы газотрансмиттеров и в фор-
мировании механизмов транспорта кислорода крови важно для формирования кисло-
родного обеспечения, для повышения адаптационного потенциала у лиц с метаболи-
ческими нарушениями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Аспросин влияет на общее количество запасов энергии в жировой ткани, а это, в свою оче-
редь, изменяет регулирование энергетического гомеостаза, нейроэндокринных функций, мета-
болизма. Участие этого пептида в регуляции системы газотрансмиттеров и в формировании ме-
ханизмов транспорта кислорода крови важно при развитии метаболических нарушений. Вклад 
аспросина в регуляцию кислородсвязывающих свойств крови имеет значение для формирования 
кислородного обеспечения и адаптационных резервов у лиц с метаболическими нарушениями, 
отражая новый аспект механизма его действия при избыточной массе тела.
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A new hormone from the group of adipokines, called asprosin, was discovered in adipose 
tissue, which is a regulator of the body’s reactions to short-term fasting, initiates the release 
of glucose from the liver and increases appetite, and increases the total amount of energy 
reserves in adipose tissue. This hormone, determining the bioenergetic status of the body, 
affects the oxygen content in tissues, and, accordingly, the oxygen transport function of the 
blood in case of excess body weight and insulin resistance. In persons with an increased 
content of asprosin with overweight and obesity of the fi rst degree, as well as with insulin 
resistance, a change in the position of the oxyhemoglobin dissociation curve is observed, 
accompanied by an increase in the concentration of the gas transmitter nitrogen monoxide 
and a decrease in the level of hydrogen sulfi de. This factor is involved in the regulation 
of the gas transmitter system and the formation of blood oxygen transport mechanisms. 
The contribution of asprosin to the formation of oxygen supply and adaptive reserves 
of the body in individuals with metabolic disorders, which refl ects a new aspect of the 
mechanism of its action. 
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Гипоталамус является регуляторным центром, контролирующим гомеостаз, репро-
дукцию, циркадные ритмы и эндокринную систему. Он также участвует в регуляции 
старения. Распределение и количество белка инсулинового рецептора (INR), а так-
же инсулин-рецепторного субстрата-1 (IRS1) определялись в нейронах аркуатного 
(ARN), дорсомедиального (DMN) и вентромедиального (VMN) ядер гипоталамуса 
крысы при помощи иммуногистохимического метода и вестерн-блоттинга у самцов 
молодых (2 месяца), взрослых (12 месяцев) и старых (24 месяца) крыс. Результаты 
показали, что экспрессия INR и IRS1 в нейронах ядер медиобазального гипотала-
муса крысы меняется с возрастом разнонаправленно. С возрастом экспрессия INR 
снижается в ARN и увеличивается в DMN и VMN. Экспрессия IRS1 не меняется 
в ARN и VMN и снижается в DMN по мере старения. Таким образом, при старении 
наблюдаются разнонаправленные изменения экспрессии компонентов инсулинового 
сигналинга в нейронах туберальных ядер гипоталамуса, которые являются прояв-
лением более общего процесса увеличения гетерогенности в стареющих органах 
и тканях, что приводит к регуляторным нарушениям и развитию возраст-зависимых 
заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что инсулин является ключевым регулятором энергетического гомеоста-
за, воздействуя на периферические ткани и головной мозг. Нейрональный инсулино-
вый сигналинг не только играет ключевую роль в регуляции метаболизма, но также 
в регуляции поведения и когнитивных функций. Нарушение регуляции передачи сиг-
налов инсулина также связано с рядом заболеваний головного мозга, включая психи-
ческие и нейродегенеративные [1, 2].

Передача сигналов инсулина может осуществляться по двум различным сигналь-
ным путям: а) фосфоинозитид-3-киназа (PI3K)/протеинкиназа B (AKT)/мишень рапа-
мицина у млекопитающих (mTOR) и б) каскад митоген-активируемых протеинкиназ, 
включая его эффекторный компонент – ERK1/2 (киназу, активируемую внеклеточными 
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сигналами). Путь PI3K/AKT в основном регулирует метаболизм, тогда как MAPK/ERK 
контролирует рост и пролиферацию клеток [1–3].

INR обладает внутренней тирозинкиназной активностью, а стимуляция инсулином 
индуцирует его аутофосфорилирование и цепочку реакций, опосредованных белками-
субстратами инсулинового рецептора (IRS) 1 и 2. В свою очередь, IRS1 и IRS2 ак-
тивируют PI3K, которая продуцирует фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат (PIP3) из 
мембранного фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата. PIP3 обеспечивает закрепление 
фосфоинозитол-зависимой протеинкиназы (PDK-1/2) в мембране, которая катализи-
рует фосфорилирование и активацию АКТ. При активации АКТ выходит из мембраны 
и далее фосфорилирует многочисленные субстраты в цитоплазме и ядре, что играет 
ключевую роль в регуляции многочисленных процессов, включая регуляцию клеточ-
ного цикла, метаболизма, апоптоза и передачи сигнала [1–3].

В пути MAPK/ERK активированные INR и IRS связывают адаптерные молекулы 
Grb2 и Shc, которые содержат домены SH2. Фосфорилирование Shc и Grb2 посредст-
вом фактора обмена гуаниновых нуклеотидов son of Sevenless (SOS) дополнительно 
активирует небольшой G-белок Ras. После активации GTP-связанная форма (Ras-GTP) 
стимулирует нижележащие эффекторы Raf, которые стимулируют его нижележащую 
мишень MEK, впоследствии MEK фосфорилирует MAP-киназы ERK1 и 2. Активиро-
ванная ERK1/2 может фосфорилировать субстраты в цитозоле и факторы транскрип-
ции в ядре, регулируя экспрессию генов, участвует в клеточном делении, миграции, 
дифференцировке и апоптозе [4].

INR, IRS1 и IRS2 были выявлены в различных областях мозга, включая гипотала-
мус [5]. В мозге инсулин играет важную роль в формировании нейронных сетей во вре-
мя развития, модулирует синаптическую пластичность и поддерживает выживаемость 
нейронов, ингибируя апоптоз [1, 5]. Снижение передачи сигналов инсулина продлева-
ет продолжительность жизни у различных видов [6–9]. Предположительно, инсулин 
и инсулиноподобный фактор роста (IGF1) могут влиять на старение через сигнальный 
путь PI3K/AKT/mTOR [6, 7, 10]. Было выявлено, что с возрастом активность mTOR 
возрастает. Умеренное подавление активности mTOR рапамицином у старых мышей 
приводило к активации процессов аутофагии, активации иммунной системы, в том чи-
сле противоопухолевого звена [11].

В ряде работ получены данные о том, что активация INR в физиологических кон-
центрациях в головном мозге преимущественно стимулирует IRS1, а стимуляция 
рецепторов к IGF1 вызывает активацию IRS2 [12–14]. При этом центральная инсу-
линорезистентность сопровождалась снижением активации IRS1, в то время как при 
резистентности к IGF1 в головном мозге отмечалось ослабление стимуляции IRS2 [13]. 
Также было установлено, что нокдаун или сверхэкспрессия IRS1 не влияли на IGF 
сигналинг, в отличие от нокдауна IRS-2, при котором IGF1 сигналинг нарушался [14].

Гипоталамус является основным регулятором гомеостаза, биологических ритмов 
и адаптации к различным факторам внешней среды. Медиобазальные ядра гипота-
ламуса, в том числе аркуатное (ARN), дорсомедиальное (DMN) и вентромедиальное 
(VMN), принимают участие не только в регуляции обмена веществ и энергетическо-
го баланса, но и в контроле старения [10, 15–16]. В наших предыдущих работах мы 
выявили, что экспрессия компонентов инсулинового сигналинга, включая PI3K, AKT 
и mTOR, менялась в медиобазальных ядрах гипоталамуса у крыс в различные возраст-
ные периоды [17, 18]. Однако данные об изменениях экспрессии INR и IRS1 в гипота-
ламусе в процессе старения отсутствуют.

Целью настоящего исследования было определение экспрессии INR и IRS1, распо-
ложения и процентного содержания INR- и IRS1-иммунореактивных (ИР) нейронов 
в туберальной группе ядер гипоталамуса (ARN, DMN и VMN) у крыс в процессе ста-
рения, включая молодых, взрослых и старых животных.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работа выполнена на самцах (n = 30) линии Вистар в возрасте 2 (n = 10), 
12 (n = 10) и 24 месяца (n = 10) после рождения. Все животные содержались в акрило-
вых клетках с древесной стружкой в акклиматизированном помещении (12/12-часовой 
цикл света/темноты; 22 ± 3 °C) при доступе к пище и воде ad libitum. После введения 
летальной дозы уретана (3 г/кг, внутрибрюшинно) животных перфузировали транскар-
диально раствором стандартного фоcфатно-cолевого буфеpа (PBS; 0.01 М Na2HPO4, 
0.0027 М KCl, 0.137 М NaCl, pH 7.4) (БиолоТ, Россия). 

Иммуногистохимия. Далее крыс перфузировали 4%-ным pаcтвоpом паpафоpмаль-
дегида (Sigma, США). После перфузии головной мозг извлекали и иссекали участок 
гипоталамуса в области срединного возвышения согласно координатам атласа мозга 
крыс [19]. Серии коронарных срезов гипоталамуса толщиной 14 мкм изготовляли с по-
мощью криотома Shandon E (Thermo Scientifi c, Великобритания). 

С целью выявления нейронов, содержащих INR и IRS1, применялось двойное ме-
чение антителами. Срезы прединкубировали в течение 30 мин при комнатной темпе-
ратуре в PBS с добавлением 10% ослиной сыворотки (Jackson Immunoresearch, США), 
1% тритона X-100, 0.1% бычьего сывороточного альбумина, 0.05% тимерозола. Затем 
срезы инкубировали с первичными кроличьими антителами (AbClonal, Китай) против 
INR (A19067) и IRS1 (A0245), разведение 1:200 в течение 24 ч при комнатной темпе-
ратуре. После кратковременной промывки в PBS срезы инкубировали со вторичными 
антителами в течение 2 ч. Вторичные антитела были конъюгированы с флуорохро-
мом индокарбоцианином (Cy3), дающим красную флуоресценцию (разведение 1:150, 
Jackson Immunoresearch, США). Окраску клеток всей популяции нейронов проводи-
ли красителем, флуоресцирующим в зеленой области спектра, – NeuroTrace Green 
Fluorescent Nissl Stains (Molecular Probes, США),  разведение 1:200. После этого срезы 
отмывали в PBS и заключали в среду для флуоресцентной микроскопии VectaShield 
(Vector Laboratories, США). Для исключения неспецифической реакции часть срезов 
инкубировали без первичных и/или вторичных антител.

Анализ препаратов проводили на флуоресцентном микроскопе «Olympus BX43» 
(Токио, Япония) с соответствующим набором светофильтров и охлаждаемой цифровой 
CCD камерой Tucsen FL-20 c программным обеспечением Mosaic V2.1 (Китай). Для 
выявления меченых нейронов использовали каждый третий из серийных срезов. Чи-
сло иммунореактивных (ИР) нейронов определяли на изображениях срезов, получен-
ных под объективом 20х/0.50. Площадь изображений составляла 0.14 мм2. Долю ИР 
нейронов определяли как их отношение к общему количеству нейронов, выявленных 
NeuroTrace Fluorescent Nissl Stains, которое принимали за 100%. Анализу подлежали 
нейроны, срез которых прошел через ядро с видимым ядрышком и с флуоресценцией, 
превышающей фоновое свечение. Процент ИР нейронов определяли с помощью про-
граммы Image J (NIH, США). 

Вестерн-блоттинг. На вибратоме изготавливались срезы гипоталамуса толщиной 
300 мкм. Под стереомикроскопом на срезах вырезались ВМЯ, которые затем гомоге-
низировали с буфером для лизиса и денатурировали при 95 °С в течение 5 мин. Белки 
в пробах разделяли электрофорезом в 10%-ном полиакриламидном геле и переносили 
на мембраны PVDF (AppliChem, Германия). Мембраны блокировали раствором, содер-
жащим 3% обезжиренного сухого молока (AppliChem, Германия) в TBS-T (0.1% Tween 
20, 0.2 мМ Трис, 137 мМ NaCl), в течение 30 мин при комнатной температуре. После 
промывки TBS-T мембраны инкубировали с первичными кроличьими антителами про-
тив INR (A19067) и IRS1 (A0245) (AbClonal, Китай) и мышиными моноклональными 
против GAPDH (глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа, GB15002, Servicebio, Китай), 
разведение 1:1000 при 4 °C на ночь. После промывки TBS-T мембраны инкубировали со 
вторичными антителами (козьи HRP-конъюгированные антикроличьи и антимышиные 
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IgG (AbClonal, Китай)) в соотношении 1:3000. Иммуноблоты выявлялись путем хемилю-
минесценции (ECL Prime детектирующий реагент вестерн-блоттинга, BioRad) с исполь-
зованием гель-документирующей системы Syngene G:BOX Chemi XR5E (Syngene, Вели-
кобритания). Количественный анализ хемилюминесцентных сигналов проводился при 
помощи программного обеспечения Gene Tools Gel Analysis (Syngene, Великобритания), 
и их оптическая плотность выражалась относительно GAPDH. Маркеры молекулярной 
массы белков были включены в каждый анализ вестерн-блот.

Статистическая обработка данных проведена с использованием пакетов приклад-
ных программ Sigma Plot (StatSoft, США). Все величины представлены как среднее 
арифметическое ± ошибка среднего (М ± SEM). Достоверность различий средних вели-
чин определяли с использованием однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
с коррекцией Бонферрони. Достоверными считали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

По данным иммуногистохимического метода, во всех исследованных ядрах гипота-
ламуса, включая ARN, DMN и VMN, INR-ИР и IRS1-ИР нейроны выявлялись в боль-
шом числе (рис. 1, 2). В каждом из ядер ИР нейроны были распределены сравнительно 
равномерно. По данным вестерн-блоттинга, у всех животных в вышеуказанных ядрах 
выявлялись полосы, соответствующие молекулярной массе белка 110 кДа (INR) и 180 
кДа (IRS1) (рис. 3). 

Возрастные изменения экспрессии INR. В ARN процент INR-ИР нейронов составил 
82 ± 2% у 2-месячных крыс, 80 ± 3% у 12-месячных и достоверно снизился до 65 ± 
1% у 24-месячных крыс (р < 0.01 по сравнению с 2- и 12-месячными крысами, рис. 1). 
В DMN и VMN доля INR-ИР нейронов достоверно увеличивалась в возрасте от 2 до 12 
месяцев и не менялась в период от 12 до 24 месяцев: в DMN – с 56 ± 5% у 2-месячных 
крыс до 67 ± 1% у 12- и 66 ± 2% у 24-месячных крыс (р < 0.05 в сравнении 24-месяч-
ных с 2- и 12-месячными крысами); в VMN – от 59 ± 2% у 2-месячных крыс до 80 ± 
4% у 12-месячных и 77 ± 2% у 24-месячных крыс (р < 0.01 при сравнении 2-месячных 
с 12- и 24-месячными крысами).

Экспрессия INR относительно GAPDH достоверно уменьшалась в ARN с 0.56 ± 
0.04 у 12-месячных до 0.45 ± 0.03 у 24-месячных крыс (р < 0.05) и увеличивалась в воз-
расте от 2 до 12 месяцев в DMN с 0.65 ± 0.03 до 0.77 ± 0.04 (р < 0.05), в VMN – c 0.53 
± 0.03 до 0.66 ± 0.03 (p < 0.05) (рис. 3).

IRS1 в постнатальном онтогенезе. В ARN процент IRS1-ИР нейронов составлял 
74 ± 2% у 2-месячных крыс, 73 ± 3% у 12-месячных и 76 ± 2% у 24-месячных крыс. 
В VMN этот же показатель составил 70 ± 3% у 2-месячных, 69 ± 5% у 12-месячных 
и 78 ± 4% у 24-месячных животных. В ARN и VMN различия между возрастными 
группами не были статистически значимыми (р > 0.05) (рис. 2). Однако в DMN доля 
IRS1-ИР нейронов составляла у 2-месячных 72 ± 5% и достоверно снижалась до 56 ± 
4% у 12-месячных крыс (p < 0.01 по сравнению с 2-месячными) и далее снижалась до 
43 ± 3% у 24-месячных животных (р < 0.001 по сравнению с 2-месячными и р < 0.05 по 
сравнению с 12-месячными крысами).

Экспрессия IRS1 относительно GAPDH достоверно не менялась с течением воз-
раста в ARN и VMN, где варьировала от 0.67 ± 0.04 до 0.75 ± 0.05, но уменьшалась 
в DMN с 0.68 ± 0.03 у 12-месячных до 0.52 ± 0.03 у 24-месячных животных (р < 0.05) 
(рис. 3), что подтверждает данные иммуногистохимического исследования. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В текущем исследовании мы впервые получили данные об экспрессии INR и IRS1 
в нейронах туберальных ядер гипоталамуса во время старения. Мы обнаружили, что 
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Рис. 1. Микрофотографии с двойным мечением: окраска NeuroTrace Green (NG, зеленый, левый ряд), INR 
(красный, средний ряд), комбинированное фото INR+NG (правый ряд) нейронов 2- (a), 12- (b) и 24-месячных 
(c) крыс. ARN – аркуатное, DMN – дорсомедиальное и VMN – вентромедиальное ядро. Флуоресценция Сy3 
(красный), NeuroTrace Green (зеленый). Масштаб – 300 мкм.
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Рис. 2. Микрофотографии с двойным мечением: окраска NeuroTrace Green (NG, зеленый, левый ряд), IRS1 
(красный, средний ряд), комбинированное фото IRS1+NG (правый ряд) нейронов 2- (a), 12- (b) и 24-месяч-
ных (c) крыс. ARN – аркуатное, DMN – дорсомедиальное и VMN – вентромедиальное ядро. Флуоресценция 
Сy3 (красный), NeuroTrace Green (зеленый). Масштаб – 300 мкм.
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Рис. 3. Вестерн-блоты IRN и IRS1 (a), количественный анализ уровня экспрессии белков IRN (b), IRS1 (c) 
в дорсомедиальном (DMN), вентромедиальном (VMN) и аркуатном (ARN) ядрах гипоталамуса у 2- (2m), 
12- (12m) и 24-месячных (24m) крыс. Данные представлены в процентах от уровня экспрессии GAPDH. 
* p < 0.05; различия достоверны по сравнению с 2-месячными крысами.
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экспрессия INR и IRS1 и процентное содержание INR-ИР и IRS1-ИР нейронов варьи-
рует в отдельных ядрах медиобазального гипоталамуса крысы и с течением возраста 
изменяется разнонаправленно. С возрастом экспрессия INR и доля INR-ИР нейронов 
снижается в ARN и увеличивается в DMN и VMN. Однако экспрессия IRS1 и процент 
IRS1-ИР нейронов не меняется в ARN и VMN и снижается в DMN по мере старения.

У млекопитающих, но не у беспозвоночных, активность пути инсулин/IGF1 регу-
лируется гормоном роста, секретируемым гипофизом. Секреция гормона роста снижа-
ется с возрастом [20]. Литературные данные свидетельствуют о том, что ослабление 
инсулинового сигналинга у старых животных продлевает продолжительность жизни 
[6–9]. Тем не менее изменения в начальных компонентах инсулинового сигналинга, 
включая INR и IRS1, могут оказывать неоднозначное влияние на старение млекопита-
ющих.

Глобальное ослабление инсулинового сигналинга за счет нокаута INR приводит 
к ранней смертности [21, 22]. Полное нарушение передачи сигналов инсулина вызыва-
ет метаболический синдром, снижение размеров тела и фертильности [23]. Также ин-
сулин в головном мозге действует как нейропротектор, снижая повреждения, вызван-
ные ишемией, токсичностью β-амилоида, окислительным стрессом и апоптозом [24]. 
Резистентность мозга к инсулину и низкие уровни инсулина в мозге часто приводят 
к метаболическим и когнитивным дисфункциям, включая такие возраст-зависимые за-
болевания, как ожирение, сахарный диабет 2-го типа и болезнь Альцгеймера [25, 26].

Гипоталамическая инсулинорезистентность, связанная с ожирением, возникает 
быстрее, чем в других инсулинчувствительных тканях [27]. Тем не менее избиратель-
ное удаление INR в орексигенных и анорексигенных нейронах ARN оказывает лишь 
умеренное влияние на энергетический баланс [28, 29]. Кроме того, мыши, у которых 
отсутствовал INR в нейронах латерального гипоталамуса, содержащих меланин-кон-
центрирующий гормон, имели худощавый фенотип и демонстрировали улучшенную 
двигательную активность и чувствительность к инсулину при диете с высоким содер-
жанием жиров [30].

Возрастные заболевания, такие как ожирение, кожные патологии, остеопороз, 
саркопения и непереносимость глюкозы, реже встречались у мышей с полным нока-
утом IRS1 [31]. По сравнению с делецией IRS1 в мышцах, печени и жире, нейрон-се-
лективный нокаут IRS1 увеличивал потребление энергии, двигательную активность 
и чувствительность к инсулину, особенно у старых самцов мышей, но не увеличивал 
продолжительность жизни [32]. В то же время при интраназальном введении инсу-
лина в ЦНС генная экспрессия и содержание белка INR в структурах мозга резко 
снижаются, что связано с необходимостью снизить избыточную активацию инсули-
ном его сигнальных путей в мозге, а при сахарном диабете 1-го типа в условиях сис-
темного дефицита инсулина содержание инсулиновых рецепторов в ЦНС возрастает 
[33]. Также установлено, что при выключении одного из типов IRS возникает ком-
пенсаторная активация другого подтипа в коре головного мозга. Фосфорилирование 
IRS1 по остаткам серина может ингибировать активность IRS1. При этом при ин-
сулинорезистентности чувствительность инсулиновых рецепторов головного мозга 
и уровни экспрессии IRS1/2 могут снижаться в сочетании с повышенным уровнем 
фосфорилирования IRS1 [34, 35]. 

Различия экспрессии INR и IRS1 в различных ядрах туберальной группы гипо-
таламуса могут быть связаны с их функциональными особенностями. В частности, 
в ARN отмечается повышенная проницаемость гематоэнцефалического барьера по 
сравнению с DMN и VMN. При этом глюкоза и жирные кислоты стимулируют путь, 
связанный с активацией NF-κB и развитием нейровоспаления в первую очередь в об-
ласти вышеуказанного ядра, что может объяснять снижение экспрессии INR в ARN по 
сравнению с DMN и VMN [16]. У мышей с экспериментальным сахарным диабетом 
экспрессия INR была также снижена в жировой ткани [36]. Процент нейронов, имму-
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нопозитивных к мишени рапамицина млекопитающих (mTOR), являющегося одним 
из звеньев внутриклеточной передачи инсулинового сигнала, снижается в DMN и не 
изменяется в VMN при старении [18], что соответствует изменениям экспрессии IRS1, 
выявленным в настоящей работе.

При старении в ядрах гипоталамуса происходит усиление взаимно противополож-
ных процессов торможения и возбуждения, связанных с активацией ГАМК и глутама-
тергической системы [37], наблюдается дисбаланс нейронального кальциевого сигна-
линга [38, 39], а также разнонаправленные изменения компонентов внутриклеточного 
сигналинга, в частности, PI3K/AKT/mTOR [18]. Данные, полученные методом транс-
криптомики одиночных клеток, свидетельствуют о возрастании транскрипционной ге-
терогенности при старении [40]. 

Таким образом, результаты настоящего исследования свидетельствуют о том, что 
при старении в туберальных ядрах гипоталамуса выявляются разнонаправленные из-
менения экспрессии начального звена инсулинового сигналинга, включая INR и IRS1, 
которые являются проявлением более общего процесса увеличения гетерогенности 
в стареющих органах и тканях, что приводит к регуляторным нарушениям и развитию 
возраст-зависимых заболеваний. 
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Insulin Signaling in Neurons of the Tuberal Area of the Hypothalamus 
of Rats During Aging
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The hypothalamus is a regulatory center that controls homeostasis, reproduction, circadian 
rhythms and the endocrine system. It is also involved in the regulation of aging. The 
expression of insulin receptors (INR) as well as insulin receptor substrate 1 (IRS-1) was 
studied in neurons of the arcuate (ARN), dorsomedial (DMN) and ventromedial (VMN) 
nuclei of the rat hypothalamus using immunohistochemistry and Western blotting in young 
males (2 months), adult (12 months) and old (24 months) rats. The results showed that the 
expression of INR and IRS1 in neurons of the nuclei of the mediobasal hypothalamus of 
rats changes in different directions with age. With age, INR expression decreases in the 
ARN and increases in the DMN and VMN. IRS1 expression is unchanged in the ARN and 
VMN and decreases in the DMN with aging.

Keywords: Insulin signaling, immunohistochemistry, hypothalamus, aging
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Диета кафетерия провоцирует развитие ожирения и метаболического синдрома, сни-
жает чувствительность к инсулину и толерантность к глюкозе. Фактор роста фибро-
бластов 21 (FGF21), гормон печени, способствует адаптации к потреблению сладкой 
и жирной пищи. Самки мышей менее чувствительны к повреждающему действию 
диеты кафетерия, чем самцы, что может быть связано с влиянием эстрадиола на ак-
тивность системы FGF21: на экспрессию гена Fgf21 в печени, на уровень гормона 
в крови или на уровень рецепторов и корецепторов бета-клото, которые определяют 
чувствительность тканей к FGF21. Проверка этого предположения явилась целью 
данной работы. Влияние эстрадиола (10 мкг/животное раз в три дня) оценивали 
у овариэктомированных самок мышей C57BL/6, потреблявших диету кафетерия 
(стандартный корм, сало и печенье) в течение двух недель. Определяли показатели 
углеводно-жирового обмена, вкусовые предпочтения и активность системы FGF21. 
Овариэктомия повышала массу тела и подкожного жира, потребление сала, экспрес-
сию гена Pomc в гипоталамусе, снижала экспрессию рецепторов эстрадиола в пече-
ни и потребление печенья. Эстрадиол существенного влияния на данные показатели 
не оказывал. У овариэктомированных самок с недостаточностью эстрадиола уро-
вень в крови холестерина и экспрессия в печени гена глюкоза-6-фосфатазы были 
ниже, чем у ложнооперированных самок, и эстрадиол нормализовал данные пока-
затели. Овариэктомия понижала, а введение эстрадиола повышало уровень мРНК 
корецептора бета-клото (Klb) в печени и в гипоталамусе. Эти результаты предпо-
лагают, что на начальных этапах потребления сладкой и жирной пищи эстрадиол 
повышает чувствительность печени и гипоталамуса к FGF21 и усиливает тем самым 
вклад системы FGF21 в процессы адаптации к диете кафетерия. 

Ключевые слова: диета кафетерия, овариэктомия, эстрадиол, FGF21, вкусовые пред-
почтения, корецептор бета-клото
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее время доступность и привлекательность сладкой и жирной пищи 
существенно увеличила долю этих продуктов в рационе человека. Диета с повы-
шенным содержанием жиров и быстрых углеводов (диета кафетерия) при продол-
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жительном воздействии провоцирует развитие ожирения, которое не только сни-
жает качество жизни людей, но и является причиной тяжелых метаболических 
нарушений: способствует развитию стеатоза печени, инсулиновой резистентности, 
системных воспалительных процессов, сахарного диабета 2-го типа и артериальной 
гипертензии [1]. Диета кафетерия влияет на метаболические показатели у живот-
ных обоих полов: у самцов и самок повышаются масса тела и белого жира, уровни 
глюкозы, инсулина и холестерина в крови [2]. Однако особи женского пола более 
устойчивы к повреждающему действию высококалорийных диет. У самок мышей, 
в отличие от самцов, менее выражены увеличение массы тела, инсулиновая рези-
стентность, гипергликемия и нарушение липидного профиля крови [3]. При дли-
тельном потреблении диеты кафетерия у самок мышей в печени снижается экс-
прессия генов глюконеогенеза, гликолиза и синтеза жирных кислот, а у самцов 
экспрессия этих генов повышается, и только у самцов развивается гипергликемия 
[4]. У людей с ожирением сахарный диабет 2-го типа у женщин развивается реже, 
чем у мужчин [5]. Реакция на потребление высококалорийной пищи различается 
у самцов и самок уже на ранних этапах изменения типа питания: после кратков-
ременного (не более двух недель) потребления высококалорийной пищи у самцов 
увеличивается масса тела и жировой ткани, повышаются уровни в крови глюкозы 
и инсулина, снижаются толерантность к глюкозе и чувствительность к инсулину, 
тогда как у самок данные показатели не изменяются [6, 7]. Более того, на началь-
ных этапах адаптации к диете с высоким содержанием жиров у самок повышается 
расход энергии в результате увеличения двигательной активности в светлое время 
суток [7]. 

Регулятором адаптации к метаболическим стрессам, в том числе к высококало-
рийным диетам, которые провоцируют развитие ожирения, называют гормон пе-
чени – фактор роста фибробластов 21 (FGF21). В отличие от других факторов ро-
ста FGF21 не имеет гепаран-связывающего домена, не оказывает влияния на рост 
и дифференцировку клеток, может секретироваться в кровоток и действовать как 
гормон или в околоклеточное пространство и действовать ауто- или паракринно. Бе-
лок FGF21 экспрессируется в печени [8], в жировой ткани [9, 10], в поджелудочной 
железе [11], в желудочно-кишечном тракте и в скелетных мышцах [12, 13]. FGF21, 
синтезируемый в печени, секретируется в кровь и действует как гормон [14]. Cвое 
действие FGF21 оказывает через рецепторы факторов роста фибробластов, распо-
ложенные на мембране клеток – Fibroblast growth factor receptor (FGFR1с, FGFR2с 
FGFR3с), причем аффинность связывания с FGFR1 существенно выше, чем с други-
ми типами рецепторов. FGF21 активирует рецепторы только в том случае, если они 
находятся в комплексе с трансмембранным белком корецептором бета-клото (KLB) 
[15, 16]. Таким образом, только ткани, в которых экспрессируется KLB, являются 
мишенями действия FGF21, и чувствительность ткани к FGF21 зависит от уровня 
экспрессии рецепторов и корецепторов. Комплексы KLB-FGFR1 обнаружены в бу-
ром, белом жире и некоторых отделах ЦНС, включая гипоталамус и задний мозг 
[10, 17, 18]. В печени KLB тоже экспрессируется, однако экспрессия FGFR1 в пече-
ни очень низкая, поэтому основным является комплекс KLB-FGFR4, и в физиоло-
гических концентрациях прямое действие FGF21 в печени маловероятно [19]. Тем 
не менее фармакологическое введение FGF21 подавляет продукцию глюкозы пече-
нью, и это его действие, как предполагают, обусловлено центральными эффектами 
FGF21 [20]. 

У животных без ожирения уровень FGF21 в крови очень низкий, потребление слад-
кой и жирной пищи активирует его экспрессию в печени и в десятки раз повышает 
его уровень в крови [4]. При фармакологическом введении FGF21 снижает массу тела, 
уровни глюкозы и триглицеридов в крови, повышает чувствительность к инсулину, 
модулирует метаболизм глюкозы в печени, повышает потребление белка и подавляет 
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потребление сладкого и алкоголя у мышей [14, 21–23]. Показано, что у мышей уров-
ни мРНК и белка FGF21 в печени, а также уровни циркулирующего FGF21 претерпе-
вают циклические изменения в течение эстрального цикла, причем самый высокий 
уровень FGF21 наблюдается в проэструсе, тогда же, когда максимален и уровень цир-
кулирующего эстрадиола (E2) [24]. Более того, экзогенный E2, действуя через рецеп-
торы эстрадиола первого типа, увеличивает экспрессию и продукцию FGF21 в печени 
[24, 25]. Влияние эстрадиола на активность системы FGF21 показано у мышей при 
содержании на стандартном корме, тогда как влияние эстрадиола на активность си-
стемы FGF21 в условиях метаболического стресса не изучали. Известно только, что 
у мышей с ожирением экзогенный эстрадиол влияет на фармакологические эффекты 
FGF21 [26]. Можно предположить, что большая устойчивость самок к повреждающе-
му действию диеты обусловлена стимулирующим влиянием эстрадиола на систему 
FGF21. Проверка этого предположения явилась целью данной работы. Об активации 
системы FGF21 может свидетельствовать повышение уровня FGF21 в крови, а также 
повышение уровня мРНК Fgf21 в печени и мРНК Klb в тканях-мишенях. Мы исследо-
вали влияние эстрадиола на активность системы FGF21, а также на массу тела, печени 
и жировых депо, биохимические показатели крови, вкусовые предпочтения, экспрес-
сию генов белков, участвующих в регуляции потребления пищи, в гипоталамусе и экс-
прессию генов, влияющих на чувствительность к инсулину и метаболизм глюкозы, 
в печени у самок мышей C57BL/6 при краткосрочном потреблении пищи с высоким 
содержанием жиров и быстрых углеводов (диета кафетерия) в модели эксперименталь-
ного подавления функции яичников (овариэктомия) и последующего введения гормона 
(эстрадиола). 

Понимание механизмов адаптации к потреблению высококалорийной пищи может 
способствовать выявлению и оценке индивидуальных факторов риска развития мета-
болических заболеваний. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные. Эксперимент был выполнен на самках мышей ли-
нии C57Bl/6J, которых содержали в условиях вивария конвенциональных животных Ин-
ститута цитологии и генетики СО РАН при постоянном световом режиме (12 ч : 12 ч, све-
товая фаза – с 7:30 до 19:30), температуре 22–24 °C и свободном доступе к пище и воде. 

Схема эксперимента. В возрасте 15 недель все самки были прооперированы 
(ложная операция либо овариэктомия) и рассажены в клетки по одной особи. Че-
рез две недели после операции животным начинали давать эстрадиол, растворенный 
в масле, или только масло (растительное масло промышленного производства). Были 
сформированы три экспериментальные группы: (i) ложнооперированные (ЛО, n = 6), 
которые получали масло, (ii) овариэктомированные (ОЭ, n = 7), получавшие масло, 
и (iii) овариэктомированные, которые получали эстрадиол в масле (ОЭ+Е2, n = 8). 
Эстрадиол (E2, Sigma, США) давали перорально в 16.00 – 16.30, один раз в три дня, 
в дозе 10 мкг/животное в объеме 100 мкл. Эффективность выбранной дозы эстради-
ола была подтверждена изменением массы матки (74.3 ± 9.6 мг – ЛО; 12.3 ± 0.9 мг – 
ОЭ; 41.0 ± 2.3 мг – ОЭ+Е2). Cамок всех экспериментальных групп через 5 дней после 
начала введения эстрадиола переводили со стандартного корма на диету кафетерия: 
помимо гранулированного корма (BioPro, Новосибирск, Россия), животные получали 
также свиное сало (подкожный жир) и сладкое печенье (Шоколадная страна, Бердск, 
Россия). Массу тела и количество потребленных компонентов пищи в граммах изме-
ряли один раз в три дня. Через две недели диеты, через сутки после последней инъек-
ции Е2 эксперимент завершали, животных декапитировали (16.00 – 18.00), измеряли 
массу печени и жировой ткани различной локализации. Были взяты образцы крови 
для определения уровня гормонов и метаболитов, образцы печени и гипоталамуса 
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для оценки уровня экспрессии генов. Взятые образцы тканей немедленно помещали 
в жидкий азот и хранили при температуре ─80 °C до выделения РНК. Образцы крови 
для определения концентрации гормонов и метаболитов центрифугировали 10 мин 
при 4000 об/мин (RCF = 1306 g), полученную плазму хранили при ─20 °C до прове-
дения биохимического анализа.

Энергетическая ценность (калорийность) компонентов диеты составляла: стан-
дартный корм – 2.5 ккал/г, печенье – 4.58 ккал/г, сало – 8.0 ккал/г. Количество энергии 
(ккал), потребленной с данным компонентом за время эксперимента, рассчитывали по 
формуле «количество съеденного за время эксперимента компонента диеты (г) × ка-
лорийность компонента (ккал/г)». Среднее суточное потребление энергии с данным 
компонентом диеты рассчитывали как количество калорий, потребленных с данным 
компонентом за время эксперимента/количество дней эксперимента. Среднее суточное 
потребление энергии рассчитывали как суммарное количество энергии (ккал), потре-
бленной со всеми компонентами диеты/количество дней эксперимента. 

Образцы печени для определения гликогена гомогенизировали в фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ) и центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин (RCF = 13793 g), супер-
натант хранили при ─80 °C до начала анализа. На каждый миллиграмм образца ткани 
печени брали 20 мкл буфера для гомогенизации. Образцы печени для оценки содер-
жания в ней триглицеридов гомогенизировали в ФСБ (400 мкл буфера на 50 мг ткани) 
и центрифугировали дважды по 10 минут при 1000 об/мин (RCF = 82 g), полученный 
после второго центрифугирования супернатант хранили при температуре ─20 °C до 
определения.  

Биохимические показатели плазмы крови. Концентрации инсулина, лептина, FGF21, 
кортикостерона, эстрадиола в плазме крови были измерены с помощью коммерческих 
наборов для иммуноферментного анализа Rat/Mouse Insulin ELISA Kit и Mouse Leptin 
ELISA Kit (EMD Millipore, St. Louis, MI, США), Mouse/Rat FGF-21 Quantikine ELISA 
Kit (R&D Systems, Minneapolis, США), Кортикостерон-ИФА (ООО Хема-Медика, Мо-
сква, Россия), Эстрадиол-ИФА (ООО Хема-Медика, Москва, Россия) соответственно. 
Концентрации глюкозы, общего холестерина, триглицеридов (в крови и в гомогенатах 
печени) были измерены с помощью коммерческих наборов для флуориметрического 
анализа Глюкоза-Ново, Холестерин-Ново, Триглицериды-Ново (Вектор-Бест, Новоси-
бирск, Россия) соответственно. 

Содержание гликогена в печени. Содержание гликогена в печени определяли 
ферментативным колориметрическим методом путем оценки концентрации глюко-
зы после гидролиза гликогена с помощью ферментов альфа-амилазы и глюкоамила-
зы (ферментные препараты АмилоЛюкс А и ГлюкоЛюкс А ООО ПО Сиббиофарм, 
Бердск, Россия). Содержание глюкозы в образцах измеряли с помощью коммерческо-
го набора Глюкоза-Ново (Вектор-Бест, Новосибирск, Россия) согласно инструкции 
производителя.

Оценка активности экспрессии генов методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Экс-
прессию генов оценивали по уровню мРНК методом относительной оценки с про-
ведением обратной транскрипции и ПЦР в реальном времени (Relative quantitation 
real-time PCR). Общую РНК выделяли из образцов тканей с помощью набора 
ExtractRNA (Евроген, Москва, Россия) в соответствии с инструкциями производи-
теля. кДНК первой цепи синтезировали с использованием обратной транскрипта-
зы вируса лейкоза мыши Молони (MMLV) (Евроген, Москва, Россия) и олиго (dT) 
в качестве праймера. Для проведения ПЦР в реальном времени использовали прай-
меры и зонды TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, California, США): fi broblast 
growth factor 21 (Fgf21, Mm00840165_g1), insulin receptor (Insr, Mm01211875_m1), 
insulin receptor substrate 2 (Irs2, Mm03038438_m1), glucose-6-phosphatase (G6pc, 
Mm00839363_m1), estrogen receptor 1 (Esr1, Mm00433149_m1), signal transducer 
and activator of transcription 3 (Stat3, Mm01219775_m1), corticotropin releasing 
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hormone (Crh, Mm01293920_s1), agouti related neuropeptide (Agrp, Mm00475829_g1), 
proopiomelanocortin (Pomc, Mm00435874_m1), leptin receptor (Lepr, Mm00440181_
m1), klotho beta (Klb, Mm00473122_m1), protein-tyrosine phosphatase 1B (Ptpn1, 
Mm00448427_m1), G protein-coupled estrogen receptor 1 (Gper, Mm02620446_s1), 
beta-actin (Actb, Mm00607939_s1). В качестве эндогенного контроля использовали 
β-актин. Амплификацию последовательности и детекцию флуоресценции проводили 
на системе Real-time PCR Quant Studio 5 (Applied Biosystems, Foster City, California, 
США) согласно инструкции производителя. Относительную количественную оценку 
уровня мРНК данного гена в пробе производили методом ∆∆CT. 

Статистическая обработка полученных результатов. Для статистической об-
работки полученных данных использовали программный пакет STATISTICA 10.0 
(StatSoft Россия, Москва, Россия). Результаты представлены в виде: среднее арифме-
тическое ± стандартная ошибка среднего. Для оценки межгрупповых различий прово-
дили попарные сравнения групповых средних с помощью t-критерия Стьюдента. Для 
анализа влияния овариэктомии и эстрадиола на изменение массы тела во время экс-
перимента использовали repeated measures ANOVA с факторами: “ЛО”, “ОЭ” и “день 
диеты”; “ЛО”, “ОЭ+Е2” и “день диеты” или «ОЭ», «ОЭ+Е2» и «день диеты». Во всех 
случаях различия считали достоверными при p < 0.05. Для оценки взаимосвязи между 
исследованными показателями проводили корреляционный анализ с применением ко-
эффициента корреляции Пирсона. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Весовые показатели и потребление пищи
У самок всех экспериментальных групп, независимо от эстрогенного статуса, су-

точное потребление энергии было одинаковым как при содержании на стандартном 
корме, так и при содержании на диете (стандартный корм + сало + печенье) (рис. 
1a). Однако овариэктомированные самки, получавшие только масло без эстрадиола 
(ОЭ), отличались от ложнооперированных (ЛО) самок по вкусовым предпочтениям: 
доля калорий, которую самки потребили со стандартным кормом за эксперимент (две 
недели диеты кафетерия), была одинаковой у самок всех экспериментальных групп, 
но доля калорий, которую ОЭ самки потребили с салом, была выше (p < 0.05), а доля 
калорий, которую ОЭ самки потребили с печеньем, была ниже (p < 0.05), чем данные 
показатели у ЛО самок (рис. 1b). Экзогенный эстрадиол не влиял на вкусовые пред-
почтения овариэктомированных самок: доля калорий, которую ОЭ самки, получав-
шие эстрадиол (ОЭ+Е2), потребляли с печеньем и салом, не отличалась от данных 
показателей у ОЭ самок. 

Масса тела во время эксперимента и прирост массы тела за время содержания на 
диете кафетерия у ОЭ самок был больше, чем у ЛО самок независимо от того, получа-
ли самки эстрадиол или растворитель (p < 0.05) (рис. 2a, b). 

Овариэктомия не повлияла на массу печени, белого висцерального и бурого жира 
(рис. 3b, c, e). В то же время в конце эксперимента ОЭ самки (ОЭ и ОЭ+Е2) отличались 
от ЛО самок большей массой тела (p < 0.05 – ОЭ+Е2 самки по сравнению с ЛО сам-
ками) и подкожного белого жира (p < 0.05 – ОЭ самки и ОЭ+Е2 самки по сравнению 
с ЛО самками) (рис. 3a, d), причем экзогенный эстрадиол не нормализовал данные 
показатели. 

Биохимические показатели крови 
Содержание триглицеридов и гликогена в печени

У самок всех экспериментальных групп, независимо от эстрогенного статуса, 
уровни в крови лептина, триглицеридов и инсулина, а также содержание триглицери-
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(a) Energy consumption, kcal/day

(b) The share of energy consumed with the component per experiment, %

standard chow lard cookies

standard chow standard chow + lard + 
cookies

- sham
- ovariectomy (OVX)
- OVX + E2

- p < 0.05 t-test

дов и гликогена в печени были одинаковыми (рис. 4a, c, d, g, i). У ОЭ самок уровень 
холестерина в крови был достоверно ниже, чем у ЛО самок (p < 0.05), тогда как эк-
зогенный эстрадиол его нормализовал: уровень в крови холестерина у ОЭ+Е2 самок 
не отличался от такового у ЛО самок (рис. 4b). Уровень в крови FGF21 у ОЭ самок 
был более чем в 2 раза выше, чем у ЛО самок, хотя различия не достигали уровня 
значимости, при этом экзогенный эстрадиол не оказал значимого влияния на уровень 
FGF21 в крови (рис. 4f). В то же время самки, получавшие эстрадиол (ОЭ+Е2), отли-
чались от ЛО самок сниженным уровнем в крови кортикостерона и глюкозы (p < 0.05 
в обоих случаях) (рис. 4e, h). 

Экспрессия генов в гипоталамусе

У самок, которых содержали на диете кафетерия две недели, экспрессия в гипо-
таламусе генов, участвующих в регуляции потребления пищи, а именно: рецепторов 
эстрадиола первого типа (Esr1), мембранных G-белок-связанных рецепторов эстради-
ола (Gper), рецепторов лептина (Lepr) и инсулина (Insr), была одинаковой у животных 
всех экспериментальных групп (рис. 5a). Экспрессия генов нейропептидов, орекси-
генного белка родственного агути (Agrp) и анорексигенного кортикотропин-рилизинг 
гормона (Crh) также не различалась у самок всех экспериментальных групп, тогда как 
экспрессия гена анорексигенного нейропептида проопиомеланокортина (Pomc) у ова-
риэктомированных самок была повышена по сравнению с ЛО самками более чем в 2.5 

Рис. 1. Среднесуточное потребление энергии при содержании на стандартном корме и диете кафетерия (a) 
и доля энергии, потребленной с каждым компонентом диеты за время эксперимента, (b) у самок мышей 
линии C57Bl/6J. Самки были ложно оперированы или овариэктомированы, потребляли стандартный корм, 
сало и печенье (диета кафетерия), получали перорально раз в три дня в 16.00 – 16.30 эстрадиол (OVX+E2) 
в дозе 10 мкг/животное или только растворитель (sham и OVX). Эстрадиол начинали вводить за неделю до 
и вводили в течение двух недель содержания на диете кафетерия. * – p < 0.05 по сравнению с ложноопери-
рованными самками (sham), t-test. 
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Рис. 3. Масса тела (a), индекс массы печени (b), бурого (c), белого подкожного (d) и висцерального (e) жира 
у самок мышей линии C57Bl/6J. Самки были ложно оперированы или овариэктомированы, потребляли стан-
дартный корм, сало и печенье (диета кафетерия), получали перорально один раз в три дня в 16.00 – 16.30 
эстрадиол (OVX+E2) в дозе 10 мкг/животное или только растворитель (sham и OVX). Эстрадиол начинали 
вводить за неделю до и вводили в течение двух недель содержания на диете кафетерия. * – p < 0.05 по срав-
нению с ложнооперированными самками (sham), t-test. 

Рис. 2. Динамика массы тела (a) и прирост массы тела (b) за время содержания на диете кафетерия у самок 
мышей линии C57Bl/6J. Самки были ложно оперированы или овариэктомированы, потребляли стандартный 
корм, сало и печенье (диета кафетерия), получали перорально один раз в три дня в 16.00 – 16.30 эстрадиол 
(OVX+E2) в дозе 10 мкг/животное или только растворитель (sham и OVX). Эстрадиол начинали вводить 
за неделю до и вводили в течение двух недель содержания на диете кафетерия. * – p < 0.05 по сравнению 
с ложнооперированными самками (sham), t-test. 



580 ЯКОВЛЕВА и др. 

раза, причем эстрадиол не влиял на его экспрессию (p < 0.05, ОЭ+Е2 самки по сравне-
нию с ЛО самками) (рис. 5b). 

Эстрогенный статус самки влиял на систему FGF21 в гипоталамусе, а именно на 
сигналинг FGF21. У ОЭ самок активность экспрессии гена корецептора бета-клото 
(Klb), белковый продукт которого необходим для проведения сигнала FGF21, была 
ниже, чем у ложнооперированных: у ОЭ самок уровень мРНК Klb был в семь раз ниже, 
чем у ЛО самок (p < 0.05) (рис. 5c). Экзогенный эстрадиол повышал экспрессию Klb, 
и у ОЭ+Е2 самок уровень мРНК Klb был в три раза выше, чем у ОЭ самок, получавших 
масло (p < 0.05). 

Экспрессия генов в печени

Овариэктомия сопровождалась снижением уровня экспрессии рецепторов эстра-
диола в печени: уровень мРНК гена мембранного рецептора эстрадиола (Gper) был 
в три раза ниже, чем у ЛО самок (p < 0.05), уровень мРНК гена рецептора эстра-
диола первого типа (Esr1) был снижен почти в два раза, но изменения не достига-
ли уровня значимости (рис. 6a). Эстрадиол частично восстанавливал экспрессию 
мембранного рецептора, но не влиял на экспрессию рецептора эстрадиола первого 
типа: у ОЭ+Е2 самок уровень мРНК Gper был выше, чем у ОЭ самок, и не отличал-
ся от такового у ЛО самок, уровень мРНК Esr1 был одинаковым у ОЭ и ОЭ+Е2 са-
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- OVX + E2
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Рис. 4. Уровни в крови лептина (a), холестерина (b), триглицеридов (c), кортикостерона (e), FGF21 (f), ин-
сулина (g) и глюкозы (h), содержание триглицеридов (d) и гликогена (i) в печени у самок мышей линии 
C57Bl/6J. Самки были ложно оперированы или овариэктомированы, потребляли стандартный корм, сало 
и печенье (диета кафетерия), получали перорально один раз в три дня в 16.00 – 16.30 эстрадиол (OVX+E2) 
в дозе 10 мкг/животное или только растворитель (sham и OVX). Эстрадиол начинали вводить за неделю до 
и вводили в течение двух недель содержания на диете кафетерия. * – p < 0.05 по сравнению с ложноопери-
рованными самками (sham), t-test.
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мок. У самок всех экспериментальных групп экспрессия генов, участвующих в пе-
редаче и модулировании сигнала инсулина, а именно: рецептора инсулина (Insr), 
субстрата рецептора инсулина 2 (Irs2), транскрипционного фактора STAT3 (Stat3) 
и ингибитора рецептора инсулина – протеинфосфотирозинфосфатазы 1B (Ptpn1), 
была одинаковой (рис. 6a, с). 

Эстрогенный статус самки влиял на систему FGF21 в печени. У ОЭ самок актив-
ность экспрессии гена корецептора бета-клото (Klb), как и в гипоталамусе, была ниже, 
чем у ЛО самок (p < 0.05) (рис. 6b). Экзогенный эстрадиол нормализовал экспрес-
сию Klb, и у ОЭ+Е2 самок уровень мРНК Klb не отличался от такового у ЛО самок. 
Достоверных различий по уровню экспрессии в печени фактора роста фибробластов 
21 (Fgf21) между экспериментальными группами не было обнаружено, хотя уровень 
мРНК Fgf21 у овариэктомированных самок, независимо от того, получали они эстра-
диол или масло, был выше, чем у ЛО самок более чем в 2 раза. 

Помимо системы FGF21, эстрогенный статус самки влиял на уровень экспрессии 
в печени гена глюкоза-6-фосфатазы (G6pc): у ОЭ самок уровень мРНК G6pc был ниже, 
чем у ЛО самок (рис. 6c). Экзогенный эстрадиол нормализовал экспрессию G6pc, 
и у ОЭ+Е2 самок уровень мРНК G6pc не отличался от такового у ЛО самок. Наря-
ду с этим мы обнаружили достоверную отрицательную корреляцию между уровнем 
мРНК G6pc и уровнем FGF21 в плазме крови (r = –0.55, p < 0.05). 
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Рис. 5. Уровни мРНК генов рецепторов эстрадиола (Gper, Esr1), лептина (Lepr), инсулина (Insr) (a), ней-
ропептидов (Agrp, Crh, Pomc) (b) и корецептора бета-клото (Klb) (c) в гипоталамусе самок мышей линии 
C57Bl/6J. Самки были ложно оперированы или овариэктомированы, потребляли стандартный корм, сало 
и печенье (диета кафетерия), получали перорально один раз в три дня в 16.00 – 16.30 эстрадиол (OVX+E2) 
в дозе 10 мкг/животное или только растворитель (sham и OVX). Эстрадиол начинали вводить за неделю до 
и вводили в течение двух недель содержания на диете кафетерия. * – p < 0.05 по сравнению с ложноопериро-
ванными самками (sham), # – p < 0.05 по сравнению с овариэктомированными (OVX), t-test.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Увеличение доли жиров и углеводов в потребляемой пище повышает ее калорий-
ность. Пути адаптации к высококалорийной пище включают снижение ее потребления, 
повышение расхода энергии, запасание излишне потребленных калорий в виде жира. 
К факторам, влияющим на выбор пути адаптации, относятся, в том числе тип диеты 
и пол животного [4, 27]. Задачей нашего исследования было оценить роль эстрадиола 
на ранних этапах адаптации к диете кафетерия. 

Благотворное влияние эстрадиола на углеводно-жировой обмен при ожирении хо-
рошо известно: он снижает потребление пищи, массу тела, повышает чувствитель-
ность к инсулину [28–31]. С этим хорошо согласуются полученные нами данные о том, 
что накопление жировой массы и увеличение массы тела при содержании в течение 
двух недель на диете кафетерия было менее выражено у ЛО самок с нормальным уров-
нем эстрадиола по сравнению с ОЭ самками с недостаточностью эстрадиола. При этом 
самки не различались по количеству потребленной энергии. В совокупности эти ре-
зультаты (ОЭ и ЛО самки потребляли одинаковое количество энергии, но ОЭ самки 
имели большую массу тела и жировой ткани) дают основание предположить снижение 
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Рис. 6. Уровни мРНК генов рецепторов эстрадиола (Gper, Esr1), трансдукции сигнала инсулина (Insr, Irs2) 
(a), трансдукции сигнала FGF21 (Fgf21, Klb) (b), транскрипционного фактора STAT3 (Stat3), протеинфосфо-
тирозинфосфатазы 1B (Ptpn1) и глюкоза-6-фосфатазы (G6pc) (c) в печени у самок мышей линии C57Bl/6J. 
Самки были ложно оперированы или овариэктомированы, потребляли стандартный корм, сало и печенье 
(диета кафетерия), получали перорально один раз в три дня в 16.00 – 16.30 эстрадиол (OVX+E2) в дозе 10 
мкг/животное или только растворитель (sham и OVX). Эстрадиол начинали вводить за неделю до и вводили 
в течение двух недель содержания на диете кафетерия. * – p < 0.05 по сравнению с ложнооперированными 
самками (sham), t-test.
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расхода энергии у ОЭ самок по сравнению с ЛО самками. Кроме того, ОЭ и ЛО сам-
ки различались по вкусовым предпочтениям (ОЭ самки потребляли печенья меньше, 
а сала больше, чем ЛО самки), и это не было связано с различиями в чувствительности 
гипоталамуса к факторам, регулирующим потребление пищи: овариэктомия не повли-
яла на экспрессию в гипоталамусе генов рецепторов лептина, инсулина и эстрадиола. 
В то же время ОЭ самки отличались от ЛО самок более высоким уровнем мРНК Pomc. 
ПОМК является анорексигенным нейропептидом, однако на ранних этапах адаптации 
к потреблению сладкой и жирной пищи изменение вкусовых предпочтений, в том чи-
сле уменьшение потребления печенья ОЭ самками, по-видимому, не связано с актива-
цией его экспрессии в гипоталамусе, поскольку мы не обнаружили корреляции между 
уровнем мРНК Pomc и долей энергии, потребленной с печеньем за время содержания 
на диете. Тем не менее активация экспрессии гипоталамического анорексигенного 
фактора, возможно, является компенсаторным ответом на снижение расхода энергии 
у ОЭ самок и может способствовать сохранению массы тела при более длительном 
содержании на диете. 

У животных с ожирением важными антидиабетогенными эффектами эстрадиола 
являются повышение чувствительности к инсулину, подавление глюконеогенеза и про-
дукции глюкозы в печени, снижение уровня в крови глюкозы и холестерина. Ключевым 
ферментом глюконеогенеза является глюкоза-6-фосфатаза – повышение ее уровня со-
пряжено с увеличением уровня глюкозы в крови. Показано, что у самок мышей с ожи-
рением, вызванным содержанием на диете с высоким содержанием жиров, эстрадиол 
подавляет экспрессию в печени гена глюкоза-6-фосфатазы (G6pc) [32]. В нашем экспе-
рименте уровень холестерина в крови и активность экспрессии глюкоза-6-фосфатазы 
действительно зависели от эстрогенного статуса, однако снижение этих показателей 
было ассоциировано с недостаточностью эстрадиола – уровень холестерина в крови 
и мРНК G6pc в печени были ниже у ОЭ самок по сравнению с ЛО самками. В чем 
причина данного феномена? Известно, что введение FGF21 животным с ожирением 
приводит к снижению у них уровня глюкозы и холестерина в крови [33–35]. Поэтому 
мы предполагаем, что при содержании на диете кафетерия сниженный уровень холе-
стерина в крови и мРНК G6pc в печени у ОЭ самок по сравнению с ЛО самками объ-
ясняются более высокой активностью системы FGF21 у ОЭ самок. В пользу данного 
предположения говорит обнаруженная тенденция к повышению уровня FGF21 в крови 
у ОЭ самок по сравнению с ЛО самками и отрицательная корреляция уровня мРНК 
G6pc в печени и уровня FGF21 в крови. 

Как бы ни изменялись экспрессия G6pc в печени и уровень FGF21 в крови, уро-
вень глюкозы в крови был минимальным у ОЭ самок, которые получали эстрадиол 
(ОЭ+Е2). Животных декапитировали в сытом состоянии, поэтому уровень глюкозы 
в крови зависел не только от ее продукции в печени, но и от ее метаболизма в жировой 
и мышечной тканях, в том числе от уровня в крови кортикостерона, который способст-
вует выходу глюкозы из периферических тканей, тем самым повышая ее уровень в кро-
ви. ОЭ+Е2 самки отличались от животных других экспериментальных групп, помимо 
глюкозы, сниженным уровнем кортикостерона в крови, и мы предполагаем, что это 
связано со способностью эстрадиола уменьшать тревожное и депрессивноподобное 
поведение у мышей [36], а значит, уменьшать стресс, вызванный процедурой введения 
гормона. Таким образом, низкий уровень глюкозы в крови у ОЭ+Е2 самок, возможно, 
обусловлен низким уровнем их стрессированности и низким уровнем кортикостерона 
в крови. 

Показано, что у животных без ожирения, потреблявших стандартный корм, эстра-
диол активирует систему FGF21: в ходе эстрального цикла изменение уровня FGF21 
в крови коррелирует с уровнем эндогенного эстрадиола в крови [24], а экзогенный 
эстрадиол при фармакологическом введении повышает экспрессию Fgf21 в печени 
и уровень FGF21 в крови [25]. Заметим, однако, что у животных без ожирения, кото-



584 ЯКОВЛЕВА и др. 

рые потребляют стандартный корм, активность системы FGF21 очень низкая. Потре-
бление сладкой и жирной пищи активирует систему FGF21, повышает уровень FGF21 
в крови в сотни раз [13], при этом эстрогенный статус, по-видимому, тоже влияет на 
активность системы FGF21, но это влияние отличается от такового у животных без 
ожирения. В нашем эксперименте самки всех экспериментальных групп потребляли 
сладкую и жирную пищу, при этом более высокий уровень экспрессии Fgf21 в печени 
и более высокий уровень гормона в крови мы наблюдали у самок с недостаточностью 
эстрадиола, у ОЭ самок. Это наблюдение хорошо согласуется с данными, полученны-
ми нами ранее, о половых различиях активности системы FGF21 у животных с ожи-
рением при длительном потреблении сладкой и жирной пищи: у самцов экспрессия 
Fgf21 в печени, в бурой жировой ткани и уровень FGF21 в крови были выше, чем те же 
показатели у самок [4, 13]. 

Таким образом, данные о влиянии овариэктомии на экспрессию в печени и уровень 
FGF21 в крови наводят на мысль о том, что эстрадиол, возможно, подавляет активность 
системы FGF21. Однако экзогенный эстрадиол оказался не способен предотвратить 
влияние овариэктомии на массу тела, массу жира, на вкусовые предпочтения и в том 
числе на экспрессию Fgf21 в печени. Отсутствие эффекта эстрадиола на экспрессию 
Fgf21 в печени может быть следствием снижения в печени у ОЭ самок уровня рецепто-
ров эстрадиола, мембранных (Gper) и ядерных (Esr1). Кроме того, отсутствие эффек-
тов экзогенного гормона может объясняться тем, что ряд своих эффектов эстрадиол 
оказывает только при совместном введении с прогестероном. Например, клетки вку-
совых рецепторов являются прямой мишенью эстрадиола [37], но для зависимого от 
пола выбора рациона питания (female specifi c diet choice patterns) необходимо действие 
обоих гормонов (эстрадиола и прогестерона) одновременно [38]. Прогестерон также 
может способствовать влиянию эстрадиола на экспрессию генов, например, низкие 
дозы эстрадиола не влияют на экспрессию гена транспортера глюкозы четвертого типа 
(инсулин-регулируемый транспортер глюкозы, GLUT4/Slc2a4) в жировой ткани, тогда 
как высокие дозы эстрадиола ее подавляют, и прогестерон усиливает его эффект [39]. 
Помимо этого, отсутствие эффектов эстрадиола может быть обусловлено особенностя-
ми экспериментальной модели и выбранной дозой эстрадиола (мы стремились, чтобы 
доза гормона была физиологичной). 

Каков может быть смысл в меньшей активации системы FGF21 у животных с нор-
мальным уровнем эстрадиола при адаптации к потреблению сладкой и жирной пищи? 
Возможно, у животных с нормальным уровнем эстрадиола, который оказывает норма-
лизующее влияние на углеводно-жировой обмен, адаптация к высококалорийной диете 
не требует дополнительной активации системы FGF21, тогда как при снижении уровня 
эстрадиола ее активность компенсаторно возрастает. 

Помимо экспрессии в печени и уровня гормона в крови, активность систе-
мы FGF21 определяется чувствительностью органов и тканей к действию FGF21, 
а именно количеством рецепторов (FGFR1) и корецепторов бета-клото (KLB). Еще 
Fisher и соавт. высказали предположение, что ожирение является состоянием резис-
тентности к действию FGF21 [40], а Hale и соавт. предложили считать ожирение не 
состоянием полной резистентности к FGF21, а скорее состоянием сниженной чув-
ствительности к FGF21 [41]. Позднее было показано, что оверэкспрессия корецеп-
торов бета-клото в жировой ткани повышает чувствительность самцов мышей к эн-
догенному FGF21 и обеспечивает защиту от ожирения, вызванного диетой [42]. Мы 
обнаружили, что овариэктомия и эстрадиол повлияли на экспрессию корецепторов 
бета-клото (Klb) и в печени, и в гипоталамусе, причем в обоих случаях изменение 
экспрессии свидетельствовало о стимулирующем влиянии эстрадиола: состояние, 
характеризующееся недостаточностью эстрадиола, было ассоциировано со снижен-
ным уровнем мРНК Klb в гипоталамусе и в печени, тогда как ЛО самки, имеющие 
нормальный уровень эстрадиола, и ОЭ самки, получавшие эстрадиол, имели одина-
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ковый и более высокий, чем у ОЭ самок, уровень мРНК Klb. Эта способность эстра-
диола повышать уровень Klb в печени и в гипоталамусе у самок во время адаптации 
к содержанию на диете кафетерия на фоне диет-индуцированной активации системы 
FGF21 отчасти согласуется с данными, полученными нами ранее о том, что у ОЭ са-
мок с ожирением, индуцированным потреблением сладкой и жирной пищи в течение 
8 недель, эстрадиол повышает уровень Klb в гипоталамусе, причем его эффект суще-
ственно более выражен на фоне высокого уровня FGF21 – при совместном введении 
эстрадиола и FGF21 [26]. Повышение уровня корецепторов бета-клото способствует 
сенсибилизации тканей к действию FGF21. Следовательно, при адаптации к диете 
кафетерия эстрадиол может повышать чувствительность к FGF21 в печени и в ги-
поталамусе. Показано, что центральные эффекты FGF21 опосредуют его влияние 
на вкусовые предпочтения и углеводный метаболизм в печени [20, 43, 44]. Может 
ли FGF21 оказывать эффекты непосредственно в печени, единого мнения нет [19, 
45], поскольку в норме экспрессия рецептора FGFR1 в печени очень низкая [46]. 
В печени высокий уровень экспрессии FGFR4, который также способен связываться 
с FGF21 и с корецептором бета-клото, но аффинность связывания FGF21 и FGFR4 
очень низкая [19]. Однако влияние FGF21 в печени, возможно, усиливается в усло-
виях метаболического стресса и многократного увеличения уровня FGF21 в крови. 
Кроме того, комплекс KLB-FGFR4 опосредует в печени эффекты другого фактора 
роста фибробластов – FGF15 (ортолог FGF19 у человека), который, как и FGF21, 
является гормоном, принадлежит к тому же семейству, постпрандиально продуци-
руется в подвздошной кишке и регулирует метаболизм желчных кислот и глюкозы 
в печени [20, 47]. 

Таким образом, при адаптации к содержанию на диете кафетерия эстрогенный ста-
тус самки, по-видимому, может влиять на чувствительность печени и гипоталамуса 
к действию FGF21: в условиях резкого повышения уровня FGF21 в крови, стимули-
рованного потреблением сладкой и жирной пищи, эстрадиол активирует экспрессию 
корецептора бета-клото, тем самым препятствуя развитию резистентности к FGF21, 
повышая устойчивость к пролонгированному действию диеты. 
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Effect of Estradiol on Carbohydrate-Fat Metabolism and FGF21 System Activity 
in Female C57BL/6 Mice with Short-Term Consumption of the Cafeteria Diet

T. V. Jakovlevaa, *, A. Yu. Kazantsevaa, K. Yu. Mamontovaa, b, and N. M. Bazhana, b

aInstitute of Cytology and Genetics, Novosibirsk, Russia
bNovosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

*e-mail: tatyanajakovleva@yandex.ru

The cafeteria diet contributes to the development of obesity and metabolic syndrome, 
reduces insulin sensitivity and glucose tolerance. Hepatic hormone fi broblast growth 
factor 21 (FGF21) promotes adaptation to the consumption of sweet and fatty foods. 
Female mice are less sensitive to the damaging effects of the cafeteria diet than males, 
which may be due to the effect of estradiol on the activity of the FGF21 system: on the 
hepatic expression of the Fgf21 gene, on the blood level of hormone, or on the levels of 
receptors and coreceptors beta-clotho, which determine the sensitivity of tissues to FGF21. 
The purpose of this work was to verify this assumption. The effect of estradiol (10 mg/
animal once every three days) was evaluated in ovariectomized female C57BL/6 mice 
who consumed a cafeteria diet (standard food, lard and cookies) for two weeks. Indicators 
of carbohydrate-fat metabolism, taste preferences, and activity of the FGF21 system 
were determined. Ovariectomy increased body weight and subcutaneous adipose tissue 
weight, fat intake, Pomc expression in the hypothalamus, decreased expression of estradiol 
receptors in the liver and cookie consumption. Estradiol did not have a signifi cant effect on 
these parameters. In ovariectomized females with estradiol defi ciency, blood cholesterol 
levels and liver expression of the glucose-6-phosphatase gene were lower than in sham 
operated females, and estradiol normalized these parameters. Ovariectomy lowered, and 
the administration of estradiol increased the level of coreceptor beta-clotho (Klb) mRNA 
in the liver and in the hypothalamus. These results suggest that at the initial stages of 
consumption of sweet and fatty foods, estradiol increases the sensitivity of the liver and 
hypothalamus to FGF21 and thereby enhances the contribution of the FGF21 system to the 
processes of adaptation to the cafeteria diet. 

Keywords: cafeteria diet, ovariectomy, estradiol, FGF21, taste preferences, coreceptor 
beta-klotho
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«Кафетерий-диета», включающая избыток насыщенных жиров и легкоусваиваемых 
углеводов, приводит к ожирению и является фактором риска для развития сахар-
ного диабета 2-го типа. Для коррекции диета-индуцированного ожирения (ДИО) 
часто используют метформин (МФ), но у части пациентов он вызывает серьезные 
побочные эффекты, что требует снижения его доз, в том числе путем совместно-
го применения с препаратами, потенцирующими эффекты МФ. Кандидатом на 
роль таких препаратов является интраназально вводимый инсулин (ИВИ), который 
и сам обладает восстанавливающим потенциалом при лечении метаболических рас-
стройств. Целью работы было изучить эффективность совместного трехнедельного 
применения МФ (100 мг/кг/сутки, перорально) с ИВИ в двух дозах (1.5 и 6.0 МЕ/кг/
сутки) для коррекции метаболических и гормональных нарушений у самцов крыс 
с ДИО, вызванным «кафетерий-диетой». Показано, что у крыс с ДИО комбинация 
МФ и ИВИ нормализовала массу тела и абдоминального жира, восстанавливала 
глюкозный гомеостаз, показатели липидного обмена, базовые и стимулированные 
глюкозой уровни инсулина и лептина. В сравнении с монотерапией МФ, совмест-
ное применение МФ и ИВИ более эффективно восстанавливало чувствительность 
к инсулину, оцениваемую по снижению индекса инсулиновой резистентности, а так-
же нормализовало толерантность к глюкозе, оцениваемую по снижению значения 
AUC0-120, интегрированной площади под глюкозными концентрационными кривыми 
в глюкозотолерантном тесте. Комбинация МФ с ИВИ в дозе 1.5 МЕ/кг/сутки нор-
мализовала гормональный статус тиреоидной системы, нарушенный при ДИО, в то 
время как комбинация МФ с ИВИ в дозе 6 МЕ/кг/сутки усугубляла гипотиреоидное 
состояние в основном вследствие гиперактивации секреции тиреотропного гормона 
и развития резистентности к нему щитовидной железы. Тем самым для коррекции 
метаболи ческих и гормональных показателей при ДИО, в том числе для восстанов-
ления функций тиреоидной системы, перспективным является применение МФ со 
сравнительно низкими дозами ИВИ, не оказывающими негативного влияния на ти-
реоидную ось. 

Ключевые слова: метформин, интраназальный инсулин, ожирение, высококалорий-
ная диета, инсулиновая резистентность, гиперлептинемия, тиреоидный гормон, ти-
реотропный гормон, самцы крыс, эндокринная система 
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ВВЕДЕНИЕ

Высококалорийная диета, включающая избыточное содержание насыщенных жи-
ров и легкоусвояемые углеводы (сахарозу, фруктозу и др.), называемая также «кафе-
терий-диетой», приводит к ожирению, которое является фактором риска для развития 
в дальнейшем метаболического синдрома (МС) и сахарного диабета 2-го типа (СД2), 
в том числе в молодом возрасте. Несмотря на хорошую изученность этиологии и пато-
генеза диета-индуцированного ожирения (ДИО) и использование в клинике различных 
подходов для его коррекции, включающих фармакологические препараты, бариатриче-
скую хирургию, специальные комплексы физических нагрузок, проблема разработки 
новых, более эффективных подходов для лечения и предотвращения ожирения оста-
ется весьма актуальной, тем более, что число пациентов с патологическими форма-
ми ожирения неуклонно возрастает как в России, так и в мире в целом. Так, каждый 
пятый житель нашей планеты имеет избыточную массу тела или страдает ожирением 
[1]. Более того, по данным ВОЗ, ожирение выявлено у 44% пациентов с СД2, у 23% 
пациентов с ишемической болезнью сердца, а также у 7–41% пациентов с различными 
формами онкологических заболеваний [2]. 

Одним из фармакологических препаратов, широко и успешно применяемых для ле-
чения ожирения, является бигуанид метформин (МФ), который повышает чувствитель-
ность к инсулину и лептину, нарушенную при ожирении, способствует нормализации 
массы тела, углеводного и липидного метаболизма [3]. МФ нормализует глюкозный 
гомеостаз путем снижения продукции глюкозы гепатоцитами и всасывания глюкозы 
в желудочно-кишечном тракте, а также вследствие усиления инсулин-опосредуемой 
утилизации глюкозы тканями [3, 4]. Последнее во многом определяется ослаблением 
инсулиновой резистентности (ИР) при ожирении [3, 5]. Помимо улучшения метаболи-
ческого статуса пациентов, МФ также положительно влияет на функции эндокринной 
системы, которые в различной степени нарушаются при ожирении и ассоциирован-
ных с ним эндокринных расстройствах (синдром поликистозных яичников, андро-
генная недостаточность у мужчин, нарушения функций щитовидной железы и др.) 
[3, 6, 7]. 

Однако применение МФ имеет ряд ограничений. Одни из них обусловлены низ-
кой чувствительностью к МФ части пациентов, в среднем 30–40%. Это вызвано рядом 
причин, в том числе инактивирующими мутациями в молекулах транспортеров орга-
нических катионов OCT1, OCT2, MATE1 и MATE2, которые опосредуют транспорт 
МФ внутрь клетки, к основным мишеням его действия, а также в гене ATM (ataxia-
telangiectasia mutated), ответственном за функциональный ответ клетки на воздейст-
вие МФ [8–10]. Другие ограничения обусловлены побочными эффектами МФ тера-
пии, в том числе при длительном использовании сравнительно высоких доз препарата, 
среди которых нарушения функционирования желудочно-кишечного тракта и в ряде 
случаев явления лактоацидоза [11–13]. Все это требует разработки подходов для по-
вышения эффективности МФ терапии при условии снижения дозы препарата, и здесь 
определенные успехи достигнуты в отношении применения комбинированной тера-
пии, когда МФ используется совместно с препаратами, которые сами обладают те-
рапевтическим потенциалом при лечении ожирения (не обязательно совпадающим 
с таковым у МФ) и наряду с этим способны потенцировать эффекты МФ, действуя на 
мишени МФ прямо или опосредованно. Среди наиболее удачных таких комбинаций 
можно привести совместное применение МФ и ситаглиптина, высокоселективного ин-
гибитора дипептидилпептидазы 4-го типа, повышающего уровни глюкагоноподобного 
пептида и глюкоза-зависимого инсулинотропного пептида, что вносит дополнитель-
ный вклад в восстановление инсулиновой чувствительности и глюкозного гомеостаза 
при ожирении, СД2 и других метаболических расстройствах [14], а также комбиниро-
вание МФ терапии с тиазолидинами, сахароснижающими препаратами [15]. 
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Ранее нами были получены данные об эффективности интраназально вводимого 
инсулина (ИВИ) для коррекции метаболических и гормональных нарушений при ДИО 
и МС с ожирением [16–18]. Этот эффект ИВИ обусловлен восстановлением активности 
инсулиновой системы в гипоталамусе и других отделах мозга, ослабленной при ожи-
рении, МС и СД2 вследствие нарушения транспорта циркулирующего в крови инсу-
лина через гематоэнцефалический барьер и развития центральной ИР [19, 20]. Однако 
эффективность монотерапии ИВИ в отношении снижения массы тела и нормализации 
показателей липидного обмена при МС и СД2 была сравнительно низкой, в то время 
как ИВИ оказывал значимый эффект на функциональную активность тиреоидной оси 
и толерантность к глюкозе [18, 21, 22]. На модели СД2, вызванного высокожировой 
диетой и низкой дозой стрептозотоцина, нами было показано, что совместное приме-
нение МФ и ИВИ оказывается более эффективным в отношении восстановления ряда 
показателей в сравнении с монотерапией этими препаратами [23]. Другими автора-
ми установлено, что комбинированное использование МФ и ИВИ было эффективным 
при коррекции ИР, которая вызывалась обработкой крыс дексаметазоном [24]. Все это 
указывает на возможность потенцирования эффекта МФ с помощью ИВИ при коррек-
ции метаболических и гормональных показателей у крыс с ДИО. В связи с этим це-
лью работы было изучить эффективность курсового применения различных доз ИВИ 
совместно с МФ (100 мг/кг/сутки, перорально) для коррекции метаболических и гор-
мональных нарушений у самцов крыс с ожирением, вызванным «кафетерий-диетой». 
В качестве метаболических показателей были изучены масса тела и жировой ткани, 
уровень триглицеридов и общего холестерина, содержание глюкозы в крови до и после 
глюкозной нагрузки, глюкозотолерантность. Был изучен гормональный статус тирео-
идной и гонадной осей, а также содержание инсулина и лептина в плазме крови крыс. 
В случае ИВИ были избраны две дозы – относительно низкая, 1.5 МЕ/кг, оказывающая 
значимое влияние на когнитивный дефицит у крыс [25], и относительно высокая, 6.0 
МЕ/кг, значимо влияющая на уровни глюкозы и инсулина в крови животных [26, 27]. 
У пациентов также продемонстрирован сходный паттерн физиологических эффектов 
ИВИ на функции ЦНС и метаболические показатели [28]. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для создания модели ожирения были выбраны самцы крыс линии Wistar, которым 
с возраста 26 дней (перевод с грудного вскармливания на стандартный корм) начина-
ли давать высокожировую смесь и вместо питьевой воды 30%-ный раствор сахарозы. 
Крыс содержали в стандартных условиях вивария (соотношение день/ночь – 12 ч/12 ч, 
температура 22 ± 2 °С) в пластиковых клетках при свободном доступе к воде и сухому 
корму, по шесть животных в одной клетке. Стандартный сухой корм представлял со-
бой полноценный комбикорм ПК 120-2_243 для содержания лабораторных животных 
производства ООО «Лабораторкорм» (Москва, Россия), в то время как 1 кг высокожи-
ровой смеси имел следующий состав – 524 г свиного сала, 417 г творога, 50 г печени, 
5.3 г L-метионина, 1.85 г пекарских дрожжей и 1.85 г хлорида натрия [29]. Ежедневно 
животные контрольной группы потребляли по 20–25 г сухого корма, в то время как 
крысы с высококалорийной диетой на фоне потребления раствора сахарозы ежедневно 
потребляли 7–8 г высокожировой смеси и 3–8 г стандартного сухого корма. 

По достижении самцами крыс возраста 4 месяцев оценивали развитие ожирения 
и признаков МС, для чего проводили интраперитонеальный глюкозотолерантный тест 
(иГТТ). В ходе иГТТ животным в/б вводили глюкозу в дозе 2 г/кг массы тела, при этом 
измеряли уровни глюкозы в крови до и через 15, 30, 60, 90 и 120 мин после глюкоз-
ной нагрузки. Концентрацию глюкозы измеряли с помощью тест-полосок «One Touch 
Select» (США) и глюкометра («Life Scan Johnson & Johnson», Дания). Наряду с этим 
оценивали массу тела животных (мониторинг этого показателя осуществляли ежеме-
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сячно, начиная с одномесячного возраста). В группу с развившимся ожирением были 
включены крысы с массой тела, повышенной не менее чем на 10% в сравнении со 
средним показателем массы тела в контрольной группе, которая получала стандартный 
корм, и уровнем глюкозы через 120 мин после глюкозной нагрузки в иГТТ не менее 6.5 
ммоль/л. Из выборки были также исключены два животных с массой тела, превышаю-
щей контрольные значения более чем на 30%. Тем самым из первоначальной выборки 
были отобраны около 65% животных, которых затем рандомизировали на эксперимен-
тальные группы. Были сформированы контрольная группа (C) и 6 экспериментальных 
групп – ожирение без лечения (Ob), ожирение с трехнедельным лечением МФ в суточ-
ной дозе 100 мг/кг (ObM) или двумя суточными дозами ИВИ – 1.5 и 6.0 МЕ/кг (ObI1.5, 
ObI6), ожирение с трехнедельным лечением совместно с МФ в суточной дозе 100 мг/
кг и ИВИ в двух суточных дозах 1.5 и 6.0 МЕ/кг (ObMI1.5, ObMI6). В каждой группе 
было по 6 животных. МФ растворяли в воде и вводили перорально через желудочный 
зонд, инсулин растворяли в 0.1 М Na-цитратном буфере (pH 4.5) и вводили по каплям 
в обе ноздри (в каждую по 10–20 мкл) [26]. Крысы групп C и Ob вместо препаратов 
получали их растворители. 

За 3 дня до окончания эксперимента с помощью иГТТ повторно оценивали толерант-
ность к глюкозе и с помощью наборов «Rat Insulin ELISA» («Mercodia», Швеция) и ELISA 
for Leptin, Rat («Cloud-Clone Corp.», США) измеряли уровни инсулина и лептина в плаз-
ме крови до и через 120 мин после введения глюкозы. Пробоподготовку и измерение 
уровня гормонов в плазме крови с помощью ИФА здесь и далее проводили в соответст-
вии с рекомендациями фирм-производителей. Индекс ИР оценивали как произведение 
концентраций глюкозы (ммоль/л) и инсулина (нг/мл) до (базовый, ИР-0) и через 120 мин 
после глюкозной нагрузки (ИР-120). Кровь для определения уровней инсулина и леп-
тина забирали из хвостовой вены под местным наркозом, для чего животным местно 
вводили раствор лидокаина в дозе 2–4 мг/кг массы тела. До проведения иГТТ (натощак) 
в крови с помощью тест-полосок Triglycerides multiCare-in и Cholesterol multiCare-in 
(«Biochemical Systems International», Италия) оценивали уровни триглицеридов и обще-
го холестерина, а с помощью набора «Multi Test HbA1c System kit» («Polymer Technology 
Systems», США) – содержание гликированного гемоглобина (HbA1c). 

За день до выведения из эксперимента в крови животных оценивали уровни люте-
инизирующего гормона (ЛГ) (в 11.00) с помощью набора «ELISA for LH, Rat» («Cloud-
Clone Corp.», США) и тестостерона (в 11.00 и 15.00) с использованием набора «Тесто-
стерон-ИФА» ( «АлкорБио», Россия). Как и в случае определения уровней инсулина 
и лептина, кровь для оценки уровней ЛГ и тестостерона забирали из хвостовой вены 
под лидокаиновым наркозом. 

Затем животных наркотизировали хлоралгидратом (400 мг/кг массы тела, в/б), де-
капитировали и оценивали массу абдоминального жира. В крови наркотизированных 
животных, взятой из шейной вены непосредственно перед декапитацией, измеряли 
уровни тиреотропного гормона (ТТГ) с помощью набора «Rat Thyroid Stimulating 
Hormone ELISA» («Cusabio Biotech Co.», Китай) и тиреоидных гормонов – свободного 
тироксина (fT4) и общего трийодтиронина (tT3), используя наборы фирмы «Алкор-
Био» (Россия). 

Статистический анализ полученных данных осуществляли с помощью программы 
«IBM SPSS Statistics 26» (“IBM”, Armonk, NY, США). Нормальность распределения 
оценивали с помощью критерия Шапиро–Уилка и критерия Ливиня на равенство ди-
сперсий. Большинство данных имели нормальное распределение (за исключением 
концентрации ТТГ и HbA1c) и были проанализированы с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа Anova с применением теста Tukey. Результаты представляли 
как M ± SEM. Для сравнения выборок с ненормальным распределением применяли 
непараметрический медианный тест. Данные представляли как медиана и межквар-
тильный размах (25%; 75%). Достоверными считали различия при p < 0.05. 
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Таблица 1. Масса тела и жировой ткани и уровень триглицеридов и общего холестерина 
в крови у крыс с ожирением и влияние на них лечения МФ и ИВИ в двух дозах, совместно 
и раздельно 

 Группа 
крыс

Масса тела, г Масса АЖ, г Триглицериды, 
ммоль/л

Общий холестерин, 
ммоль/л

C 403.3 ± 8.1 7.8 ± 0.4 1.90 ± 0.08 4.18 ± 0.17

Ob 484.7 ± 10.7 a 16.3 ± 0.9 a 3.14 ± 0.15 a 6.21 ± 0.41 a

ObM 440.8 ± 8.0 b 10.1 ± 0.7 b 2.39 ± 0.12 b 4.64 ± 0.20 b

ObI1.5 473.2 ± 11.7 a 14.0 ± 1.2 a,c 3.09 ± 0.09 a,c 5.78 ± 0.21 a,c

ObI6 457.3 ± 9.3 a 12.4 ± 0.8 a,b 2.79 ± 0.13 a 5.17 ± 0.17 b

ObMI1.5 434.3 ± 9.4 b 8.6 ± 0.5 b 1.97 ± 0.08 b 4.10 ± 0.17 b

ObMI6 432.2 ± 10.0 b 8.8 ± 0.6 b 2.14 ± 0.13 b 4.56 ± 0.24 b

Примечание. АЖ – абдоминальный жир. Различия с группами C (a), Ob (b) и ObM (c) статистическ и значимы 
при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс группы Ob без обработки МФ и ИВИ масса тела и абдоминального жира 
и уровни триглицеридов и общего холестерина были выше, чем в контрольной группе 
(табл. 1). 

Уровни глюкозы натощак и через 120 мин после глюкозной нагрузки,  содержание 
HbA1c и значение AUC0-120 для глюкозных кривых в иГТТ у крыс группы Ob были 
выше, что указывает на нарушенную толерантность к глюкозе (табл. 2, рис. 1). Базовые 
и стимулированные глюкозой концентрации инсулина и лептина в крови крыс группы 
Ob в сравнении с контролем были повышены, в большей степени в случае лептина, что 
указывает на отчетливо выраженную гиперинсулинемию и гиперлептинемию и сни-
женную чувствительность к инсулину и лептину (табл. 3). В пользу снижения чувст-
вительности к инсулину свидетельствуют значимо повышенные значения индекса ИР 
в группе Ob (табл. 3). 

Трехнедельная обработка МФ приводила к значимому снижению массы тела 
и жировой ткани, уровней триглицеридов и общего холестерина в крови и улучшала 
толерантность к глюкозе, снижая уровень глюкозы через 120 мин после глюкозной 
нагрузки (табл. 1, 2, рис. 1). Уровень глюкозы натощак и значение AUC0-120 в группе 
ObM имели тенденцию к снижению, но достоверно от группы Ob не отличались, 
хотя и не отличались от группы C (табл. 2). Повышенные при ожирении уровни ин-
сулина, как базовый, так и стимулированный глюкозой в группе ObM снижались, 
хотя в случае базового уровня отличие от группы Ob не было значимым (табл. 3). Это 
указывает на улуч шение чувствительности к инсулину и подтверждается снижением 
индексов ИР-0 и ИР-120, которые в группе ObM были на 33 и 55% ниже, чем в группе 
Ob (табл. 3). 

Обработка ИВИ в дозе 1.5 МЕ/кг/сутки в течение 3 недель не приводила к суще-
ственному снижению массы тела и жировой ткани, уровней триглицеридов и общего 
холестерина, в то время как ИВИ в дозе 6.0 МЕ/кг/сутки значимо снижал массу абдо-
минальн ого жира и уровень общего холестерина (табл. 1). В группах ObI1.5 и ObI6 
отмечали улучшение толерантности к глюкозе, но, как и в случае монотерапии МФ, 
различия значения AUC0-120 с группой Ob не были значимыми (табл. 2, рис. 1). В груп-
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пах ObI1.5 и ObI6 показано снижение по сравнению с группой Ob стимулированных 
глюкозой уровней инсулина и лептина, а также значения индексов ИР-0 и ИР-120. 
ИВИ в группе ObI1.5 в меньшей степени влиял на базовый уровень инсулина, который 
значимо восстанавливался при использовании более высокой дозы гормона (табл. 3). 
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Рис. 1. Концентрация глюкозы в крови самцов крыс в течение 120 мин после нагрузки глюкозой в интрапе-
ритонеальном глюкозотолерантном тесте. 

Таблица 2. Уровни глюкозы до (натощак) и через 120 мин после глюкозной нагрузки, 
содержание гликированного гемоглобина (HbA1c) в крови и значение AUC0-120 для глюкозных 
кривых в иГТТ у крыс с ожирением и влияние на эти показатели лечения МФ и ИВИ, 
совместно и раздельно 

 Группа 
крыс

Глюкоза (0), 
ммоль/л

Глюкоза (120), 
ммоль/л

HbA1c, 
% 

AUC0-120, 
усл. ед.

C 4.2 ± 0.1 4.6 ± 0.1 4.30 (4.23; 4.43) 1147 ± 49

Ob 5.0 ± 0.2a 7.1 ± 0.3a 5.65 (5.20; 6.38)a 1510 ± 77a

ObM 4.7 ± 0.2 5.6 ± 0.3b 4.85 (4.68; 5.33)a 1335 ± 20

ObI1.5 4.4 ± 0.2 6.1 ± 0.4a 5.45 (5.08; 5.95)a 1362 ± 82

ObI6 4.2 ± 0.1b 5.7 ± 0.2b 5.15 (5.00; 5,43)a 1334 ± 68

ObMI1.5 4.6 ± 0.2 4.9 ± 0.3b 4.25 (4.05; 4.55) 1164 ± 33b

ObMI6 4.4 ± 0.1 5.1 ± 0.2b 4.90 (4.78; 5.13)a 1178 ± 56b

Примечание. HbA1c – гликированный гемоглобин в крови, AUC0-120 – площадь под кривой «концентрация глю-
козы, ммоль/л – время, мин» в иГТТ. Различия с группами C (a) и Ob (b) статистически значимы при p < 0.05. 
Данные для всех значений, исключая содержание HbA1c, представлены как M ± SEM. Значения содержания 
HbA1c, не удовлетворяющие нормальности распределения согласно критерию Шапиро–Уилка, представлены 
как медиана и межквартильный интервал (25%; 75%). Число животных в каждой группе n = 6. 
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В отношении нормализации уровней инсулина ИВИ был сопоставим с МФ, а при бо-
лее высокой дозе ИВИ  даже превосходил МФ по восстановлению индекса ИР-0. Но 
в отношении восстановления повышенных при ожирении уровней лептина ИВИ усту-
пал МФ, по крайней мере при использовании дозы 1.5 МЕ/кг/сутки, на что указывает 
значимо более высокое значение уровней лептина в группе ObI1.5 в сравнении с груп-
пой ObM (табл. 3). 

Совместное применение МФ и ИВИ с высокой эффективностью нормализовало 
оцениваемые метаболические и гормональные показатели, причем в ряде случаев 
комбинированная терапия превосходила монотерапию МФ (табл. 1–3). Так, в группе 
ObMI6 значение индекса ИР-0 было значимо ниже как по отношению к группе Ob, 
так и к группе ObM (табл. 3). Это указывает на ИВИ-опосредуемое потенцирование 
восстанавливающего эффекта МФ на чувствительность к инсулину, нарушенную при 
ожирении. Кроме того, комбинированная терапия приводила к значимому снижению 
показателя AUC0-120 для глюкозных кривых в иГТТ, что указывает на нормализацию 
толерантности к глюкозе. Как отмечено выше, в случае монотерапии МФ отмечали 
тенденцию к снижению этого показателя по сравнению с группой Ob, но различия 
в этом случае не были достоверными (табл. 2). 

На заключительном этапе эксперимента исследовали гормональный статус тирео-
идной и гонадной осей. В крови крыс с ожирением снижались уровни тиреоидных гор-
монов – свободного тироксина (fT4) и общего трийодтиронина (tT3), и при этом в три 
раза уменьшалось соотношение fT4/ТТГ, что указывает на развитие гипотиреоидного 
состояния и ослабление ответа щитовидной железы на стимулирующее воздействие 
ТТГ (табл. 4). Соотношение tT3/fT4 не менялось, что свидетельствует в пользу сохра-
нения эффективности конверсии тироксина в трийодтиронин с помощью дейодиназ 
1-го и 2-го типов. Лечение МФ или ИВИ в дозе 1.5 МЕ/кг/сутки частично восстанавли-
вало уровни тиреоидных гормонов, причем в случае fT4 различия с группой Ob были 
значимыми, а при их комбинирован ном применении тиреоидный статус полностью 
нормализовался, а также восстанавливалась чувствительность тироцитов к ТТГ, на 

Таблица 3. Уровни инсулина и лептина в крови и значения индекса инсулиновой 
резистентности у крыс с ожирением до и через 120 мин после глюкозной нагрузки и влияние 
на них лечения МФ и ИВИ, совместно и раздельно 

Группа 
крыс 

Инсулин 
(0), нг/мл

Инсулин 
(120), нг/мл

ИР 
(0), усл. ед.

ИР 
(120), усл. ед.

Лептин 
(0), нг/мл

Лептин 
(120), нг/мл

C 0.78 ± 0.09 1.12 ± 0.13 3.24 ± 0.36 5.08 ± 0.50 1.16 ± 0.14 1.33 ± 0.20

Ob 1.61 ± 0.19a 2.47 ± 0.16a 7.94 ± 0.78a 17.53 ± 1.05a 3.16 ± 0.2 a 5.49 ± 0.62a

ObM 1.15 ± 0.13 1.43 ± 0.16b 5.34 ± 0.45a,b 7.85 ± 0.36a,b 1.83 ± 0.13b 2.43 ± 0.19b

ObI1.5 1.22 ± 0.10 1.77 ± 0.16b 5.37 ± 0.47a,b 10.57 ± 0.81a,b 2.76 ± 0.24a,c 3.95 ± 0.40a,b,c

ObI6 0.80 ± 0.10b 1.54 ± 0.15b 3.32 ± 0.38b,c 8.59 ± 0.60a,b 2.49 ± 0.23a 3.30 ± 0.25a,b

ObMI1.5 0.99 ± 0.08b 1.49 ± 0.14b 4.50 ± 0.28b 7.10 ± 0.49b 1.51 ± 0.14b 2.29 ± 0.16b

ObMI6 0.68 ± 0.08b 1.21 ± 0.15b 2.94 ± 0.28b,c 6.05 ± 0.56b 1.83 ± 0.19b 2.00 ± 0.21b

Примечание. Даны концентрации инсулина и лептина в крови крыс до глюкозной нагрузки (0 мин) и через 
120 мин после нее. Индекс ИР оценивали как произведение концентраций глюкозы (ммоль/л) и инсулина 
(нг/мл) до (базовый, ИР-0) и через 120 мин после глюкозной нагрузки (ИР-120). Различия с группами 
C (a), Ob (b) и ObM (c) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 – число 
животных в каждой группе. 
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что указывает значимое повышение соотношения fT4/ТТГ в группе ObMI1.5 (табл. 4). 
ИВИ в более высокой дозе, в том числе совместно с МФ, был неэффективен в отно-
шении восстановления тиреоидного статуса и при этом значимо повышал концентра-
цию ТТГ в крови, в еще большей степени усугубляя резистентность тироцитов к ТТГ 
(табл. 4). 

В группе Ob отсутствовали признаки выраженного андрогенного дефицита, так как 
уровни тестостерона, ЛГ и соотношение тестостерон/ЛГ в крови значимо от контроль-
ной группы не отличались (табл. 5). Лечение МФ, в том числе совместно с ИВИ, зна-
чимого влияния на гонадную ось не оказывало.

Таблица 4. Уровни ТТГ, тиреоидных гормонов (fT4, tT3) и рассчитанные соотношения fT4/
ТТГ и tT3/fT4 у самцов крыс с ожирением и влияние лечения МФ, ИВИ и их комбинацией 

 Группа 
крыс

ТТГ, 
мкЕД/мл

fT4, 
пмоль/л

tT3, 
нмоль/л

fT4/ТТГ, 
усл. ед.

tT3/fT4, 
усл. ед.

 C 0.38 (0.32; 0.61) 26.8 ± 1.1 2.24 ± 0.10 65.9 ± 7.5 83.6 ± 1.3

Ob 0.89 (0.65; 1.12) 17.2 ± 0.6 a 1.57 ± 0.11 a 20.9 ± 2.8 a 91.0 ± 3.9

ObM 0.76 (0.60; 0.98) 22.6 ± 1.4 b 1.96 ± 0.09 31.9 ± 5.2 a 87.7 ± 3.9

ObI1.5 0.84 (0,67; 1.20) 24.6 ± 1.1 b 1.99 ± 0.08 29.5 ± 4.3 a 81.6 ± 3.8

ObI6 1.20 (0.95; 1.48) a 20.9 ± 1.2 a 1.63 ± 0.09 a 18.4 ± 2.6 a 78.7 ± 4.1

ObMI1.5 0.68 (0.56; 0.87) 29.6 ± 1.0 b,c 2.50 ± 0.15 b,c 44.2 ± 5.3 a,b 84.3 ± 2.9

ObMI6 1.51 (1.10; 1.98) a 19.3 ± 1.5 a 1.72 ± 0.15 a 14.2 ± 2.8 a 89.0 ± 2.0
Примечание. Соотношения fT4/ТТГ и tT3/fT4 рассчитывали как соотношения концентраций тиреоидных 
гормонов (fT4 – пмоль/л; tT3 – нмоль/л) к концентрации ТТГ (мкЕД/мл), представляя их в условных еди-
ницах. Различия с группами C (a), Ob (b) и ObM (c) статистически значимы при p < 0.05. Данные для всех 
значений, исключая концентрацию ТТГ, представлены как M ± SEM. Значения концентрации ТТГ, не удов-
летворяющие нормальности распределения согласно критерию Шапиро–Уилка, представлены как медиана 
и межквартильный интервал (25%; 75%). Число животных в каждой группе n = 6. 

Таблица 5. Уровни ЛГ, тестостерона и их соотношения у самцов крыс с ожирением и влияние 
на них лечения МФ и ИВИ, совместно или раздельно 

Группа 
крыс 

ЛГ, нг/мл
Тестостерон 

(11-00), нмоль/л
Тестостерон 

(14-00), нмоль/л
Тестостерон 

(11-00)/ЛГ, усл. ед.

C 1.89 ± 0.20 17.3 ± 1.4 16.2 ± 1.4 9.7 ± 1.2

Ob 2.51 ± 0.18 12.6 ± 1.2 11.5 ± 1.1 5.3 ± 0.9

ObM 1.85 ± 0.18 17.4 ± 1.4 17.6 ± 2.2 10.2 ± 1.8

ObI1.5 2.43 ± 0.17 14.4 ± 1.2 14.3 ± 1.4 6.2 ± 0.9

ObI6 2.16 ± 0.22 14.9 ± 1.4 14.6 ± 1.5 7.7 ± 1.6

ObMI1.5 1.99 ± 0.18 16.5 ± 2.0 17.0 ± 1.7 9.1 ± 1.8

ObMI6 2.33 ± 0.18 16.7 ± 1.8 15.3 ± 1.6 7.7 ± 1.4
Примечание. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

МФ является препаратом первой линии при лечении СД2 и МС, а также широко 
применяется для коррекции метаболических и гормональных нарушений при ожи-
рении. Однако его применение ограничено тем, что часть пациентов имеют низкую 
к нему чувствительность, а у части пациентов, особенно при длительном использова-
нии сравнительно высоких доз препарата, развиваются серьезные побочные явления, 
требующие замены МФ другими препаратами, которые очень часто оказываются ма-
лоэффективными [8–13]. В связи с этим перспективным направлением является ком-
бинированное применение МФ с другими препаратами, способными потенцировать 
действие МФ, что позволяет снизить эффективные дозы МФ и повысить чувствитель-
ность к нему у резистентных к МФ пациентов. Нами ранее была показана эффектив-
ность комбинированного применения МФ с ИВИ при экспериментальном СД2 с ожи-
рением, которая по ряду показателей превосходила монотерапию МФ [23]. Настоящее 
исследование показало, что такая комбинация эффективна и при коррекции метабо-
лических и некоторых гормональных нарушений у самцов крыс с ДИО, вызванным 
«кафетерий-диетой». 

Нами установлено, что комбинация сравнительно низкой (для крыс) суточной дозы 
МФ 100 мг/кг с ИВИ не только приводила к значимому снижению массы тела и жиро-
вой ткани, восстановлению глюкозного гомеостаза, нормализации уровней инсулина 
и лептина, показателей липидного обмена и тиреоидного статуса у крыс с ДИО, но 
и по некоторым показателям значимо превосходила терапию МФ. В сравнении с мо-
нотерапией МФ комбинированная терапия отчетливо нормализовала толерантность 
к глюкозе, на что указывает сходство значений AUC0-120 в контрольной группе и в груп-
пах с обработкой совместно МФ и ИВИ (табл. 2, рис. 1). Индекс ИР-0, иллюстрирую-
щий чувствительность тканей к инсулину в условиях отсутствия пищевых стимулов 
(включая глюкозную нагрузку), в группе ObMI6 был значимо ниже, чем в группе ObM, 
и не превосходил его значения в контроле. Это свидетельствует о полноценном вос-
становлении чувствительности к инсулину в условиях комбинированной терапии, что 
хорошо согласуется с нормализацией глюкозного гомеостаза у крыс группы ObMI6. 
Необходимо отметить, что эффективность восстановления чувствительности к инсу-
лину в группе ObMI1.5 была сопоставимой с таковой в группе ObMI6. 

Вызываемое ИВИ потенцирование восстанавливающего эффекта МФ на чувстви-
тельность тканей к инсулину обусловлено тем, что оба препарата положительно воз-
действуют на активность в них инсулиновой системы по различным механизмам. МФ, 
восстанавливая нарушенный в условиях метаболических расстройств энергетический 
статус клеток путем нормализации активности в них АМФ-активируемой протеинки-
назы (AMPK), подавляет процессы воспаления, апоптоза, снижает продукцию актив-
ных форм кислорода и азота, нормализует продукцию эндогенной глюкозы и липидный 
обмен, и это непосредственно влияет на функциональную активность инсулиновой си-
стемы в мышцах, жировой ткани и других тканях, включая мозг [30]. В свою очередь 
ИВИ усиливает центральную регуляцию энергетического обмена, ослабляя глюконео-
генез в печени, что приводит к улучшению глюкозного гомеостаза, а также модулирует 
сигнальные пути в гипоталамусе и других отделах мозга, контролируемые анорекси-
генными и орексигенными факторами, что приводит к снижению аппетита и массы 
тела и улучшает нарушенный при ожирении энергетический баланс [31–33]. Следует, 
однако, отметить, что эффективность ИВИ в отношении нормализации метаболиче-
ских показателей и чувствительности к инсулину в значительной степени определяет-
ся характером метаболических нарушений, выраженностью ИР и гендерными особен-
ностями [33–35]. Важную роль играет способность ИВИ потенцировать сигнальные 
пути лептина в ЦНС, которые во многом синергичны таковым у инсулина [36]. По-
скольку лептин является основным эндогенным регулятором AMPK, то это вносит 
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определенный вклад в нормализацию всей интегративной сети сигнальных каскадов 
мозга и в центральную регуляцию периферического метаболизма и инсулиновой чув-
ствительности [32, 36]. ИВИ способен положительно влиять на показатели липидного 
обмена, нарушенные при ожирении, но действие его, как и в случае AMPK, является 
опосредованным [37]. В этой связи необходимо отметить, что коррекция дислипиде-
мии МФ, реализуемая через системное восстановление энергетического обмена в ади-
поцитах, вносит значимый вклад в восстановление чувствительности к инсулину при 
СД2 и ожирении [38, 39]. 

Ожирение и МС часто ассоциированы с заболеваниями щитовидной железы, при-
чем метаболические расстройства могут быть как следствием, так и причиной таких 
заболеваний. В условиях ожирения, МС и СД2 с высокой частотой развиваются раз-
личные формы гипотиреоза, которые характеризуются сниженным метаболизмом, об-
уславливающим накопление жировой массы, нарушения липидного и углеводного об-
мена [40]. Неудивительно, что МФ терапия способна существенно улучшать функции 
тиреоидной системы при этих метаболических расстройствах, но в последние годы 
превалирует точка зрения о том, что МФ положительно воздействует на функции щи-
товидной железы не только опосредованно, но и непосредственно влияя на компонен-
ты гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси [41, 42]. Кроме того, МФ способствует 
ослаблению последствий аутоиммунных заболеваний щитовидной железы, включая 
аутоиммунный субклинический тиреоидит [41, 43] и офтальмопатию Грейвса, ассоци-
ированную с аутоиммунным гипертиреозом [44]. 

Нами показано, что МФ терапия частично восстанавливала гормональные показа-
тели тиреоидной оси у крыс с ожирением, в то время как комбинация МФ и сравни-
тельно низкой дозы ИВИ (1.5 МЕ/кг) восстанавливала их полностью (табл. 4). При 
этом обнаружено отчетливо выраженное негативное влияние комбинации МФ с более 
высокой дозой ИВИ на тиреоидную ось крыс с ожирением, что выражалось в значи-
мом повышении в сравнении с контролем уровня ТТГ в крови, а также в сохранении 
сниженных значений тиреоидных гормонов и соотношения fT4/ТТГ. Одной из причин 
этого может быть стимулирующее влияние ИВИ на продукцию ТТГ, что было пока-
зано нами ранее при исследовании длительного влияния сравнительно высоких доз 
ИВИ на компоненты тиреоидной системы у самцов крыс со среднетяжелой формой 
сахарного диабета 1-го типа, сопровождающегося выраженным дефицитом тиреоид-
ных гормонов [26]. Нами был сделан вывод о том, что длительное лечение высокими 
дозами ИВИ несет риски развития гипотиреоза, вызванного повышенной активностью 
тиреотрофов и увеличением уровня ТТГ в крови, приводящего к резистентности тиро-
цитов к стимулирующему действию ТТГ. Этот вывод получил новые подтверждения 
в рамках настоящего исследования, демонстрируя сильно выраженную зависимость 
влияния ИВИ на функциональную активность тиреоидной системы при различных до-
зах ИВИ. 

Следует также отметить, что терапия МФ и его комбинацией с ИВИ на изученной 
нами экспериментальной модели ожирения не влияла на гормональный статус гонад-
ной оси у самцов крыс, что обусловлено отсутствием выраженного андрогенного де-
фицита у крыс с ожирением, вызванным «кафетерий-диетой». При этом в литерату-
ре имеются многочисленные данные о положительном влиянии МФ на андрогенный 
статус, сперматогенез и фертильность при метаболических расстройствах, а также 
о механизмах этого влияния, включающего как улучшение центральной регуляции ги-
поталамо-гипофизарно-гонадной оси, так и восстановление энергетического статуса 
клеток репродуктивной системы как по зависимым, так и по независимым от AMPK 
механизмам [45]. 

Таким образом, впервые показано, что трехнедельное лечение комбинацией МФ 
и ИВИ нормализует массу тела и абдоминального жира, восстанавливает метаболичес-
кие и гормональные показатели у крыс с ожирением, вызванным «кафетерий-диетой», 
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включающей легкие углеводы и насыщенные жиры. В сравнении с монотерапией МФ, 
его комбинация с ИВИ с более высокой эффективностью восстанавливала чувстви-
тельность к инсулину, оцениваемую по снижению индекса ИР, а также нормализовала 
толерантность к глюкозе, оцениваемую по снижению значения AUC0-120 для глюкоз-
ных кривых в  иГТТ. При этом комбинация МФ с ИВИ, взятым в более низкой дозе 
(1.5 МЕ/кг), полностью восстанавливала гормональный статус тиреоидной системы, 
в то время как при использовании совместно с МФ сравнительно высокой дозы ИВИ 
(6 МЕ/кг) отмечали усугубление гипотиреоидного состояния в основном вследствие 
гиперактивации секреции ТТГ и развития резистентности тироцитов к этому гормо-
ну. Тем самым для коррекции метаболических и гормональных показателей при ДИО, 
в том числе для восстановления функций тиреоидной системы, перспективным явля-
ется совместное применение МФ и сравнительно низких доз ИВИ, не оказывающих 
негативного влияния на тиреоидную ось. 
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The “cafeteria diet,” which includes an excess of saturated fats and easily digestible 
carbohydrates, leads to obesity and is a risk factor for the development of type 2 diabetes. 
Metformin (MF) is often used to correct diet-induced obesity (DIO), but in some patients 
it causes serious side effects, which requires a reduction in its doses, including through 
combined use with drugs that potentiate the effects of MF. A candidate for the role of such 
drugs is intranasally administered insulin (INI), which itself has a restorative potential in 
the treatment of metabolic disorders. The goal of the work was to study the effectiveness 
of a three-week combined use of MF (100 mg/kg/day, perorally) with INI in two doses 
(1.5 and 6.0 IU/kg/day) for the correction of metabolic and hormonal disorders in male rats 
with DIO induced by a “cafeteria diet”. It was shown that in rats with DIO, the combination 
of MF and INI normalized body weight and abdominal fat, restored glucose homeostasis, 
lipid metabolism, basal and glucose-stimulated levels of insulin and leptin. Compared with 
MF monotherapy, the combined use of MF and INI more effectively restored sensitivity to 
insulin, assessed by a decrease in the insulin resistance index, and also normalized glucose 
tolerance, assessed by a decrease in the value of AUC0-120, the integrated area under glucose 
concentration curves in the glucose tolerance test. The combination of MF with INI at a 
dose of 1.5 IU/kg/day normalized the hormonal status of the thyroid system, disturbed 
in DIO, while the combination of MF with INI at a dose of 6 IU/kg/day worsened the 
hypothyroid state, mainly due to hyperactivation of thyroid-stimulating hormone secretion 
and the development resistance of the thyroid gland to it. Thus, for the correction of 
metabolic and hormonal parameters in DIO, including the restoration of the functions of 
the thyroid system, the use of MF with relatively low doses of IVI, which does not have a 
negative effect on the thyroid axis, is promising.

Keywords: metformin, intran asal insulin, obesity, high-calorie diet, insulin resistance, 
hyperleptinemia, thyroid hormone, thyroid-stimulating hormone, male rats, endocrine 
system 
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Целью исследования явилось изучение особенностей отражения эмоциональных 
состояний «нейтральное (спокойное состояние) – печаль – радость – гнев – страх» 
в речи и мимике детей 7–8 лет и выявление различий в проявлении эмоций маль-
чиками и девочками данного возраста. Работа выполнена в рамках исследования 
эмоциональной сферы детей с типичным и атипичным развитием с использованием 
методики оценки эмоционального развития детей CEDM. В исследовании приняли 
участие 14 детей (7 мальчиков, 7 девочек) – учеников общеобразовательной школы. 
Проанализирована способность детей к отражению эмоций в характеристиках голо-
са и мимики и распознаванию эмоций. С этой целью проведена запись речи и виде-
озапись мимики и поведения детей, инструментальный и перцептивный анализ эмо-
циональной речи, автоматический анализ мимической экспрессии. Регистрировали 
частоту сердечных сокращений детей, определяли ведущее полушарие по речи с ис-
пользованием дихотического теста. Выявлены особенности отражения эмоциональ-
ных состояний мальчиков и девочек в характеристиках речи. Описана специфика 
отражения эмоциональных состояний детей в мимической экспрессии. Определены 
связи между психофизиологическими показателями детей и отражением ими эмоци-
ональных состояний в голосе и мимике.

Ключевые слова: эмоции, эмоциональная речь, акустические характеристики, отра-
жение эмоций, школьный возраст, детская речь
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ВВЕДЕНИЕ

Эмоции являются одним из факторов организации адаптивного поведения и отра-
жают функциональное состояние организма. Эмоциональное состояние проявляется 
в характеристиках голоса, особенностях речи, в невербальном поведении (мимике, 
пантомимике и т. д.) и в вегетативных компонентах поведенческих реакций [1]. Эмоци-
ональная сфера человека зависит от его возраста, особенностей воспитания и культур-
ной среды [2, 3]. Детям младшего школьного возраста присущ переходный вариант раз-
вития эмоций – между спонтанным проявлением, характерным для раннего возраста, 
и формированием контролируемого поведения, обусловленного включением в новую 
среду – школу. Эти изменения связаны, с одной стороны, с социальными факторами, 
с другой – с прогрессивным изменением морфофункциональной организации проек-
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ционных и ассоциативных областей коры головного мозга [4, 5]. Школьное обучение 
подразумевает формирование новых социальных отношений между ребенком и учи-
телем, ребенком и сверстниками. Новый опыт оказывает влияние на выражение эмо-
циональных состояний, возрастают социальные конфликты, вызывающие негативные 
эмоции [6]. На протяжении учебы в младшей школе дети больше узнают о социально 
приемлемых правилах выражения эмоций, обучаясь тому, какие эмоции демонстриро-
вать (а какие подавлять) в специфических социальных ситуациях [7–10].

Префронтальная кора, осуществляющая нисходящий контроль эмоциональных ре-
акций, возникающих в лимбической системе, не достигает необходимого уровня раз-
вития к началу школьного обучения ребенка [11, 12]. В исследованиях с использовани-
ем современных методов нейровизуализации [13] показано, что возрастные изменения 
миндалевидного тела, гиппокампа, лобной, теменной областей коры, височной доли 
правого и левого полушария нелинейны и зависят от пола ребенка.

Большое количество работ посвящено изучению восприятия детьми эмоций при 
предъявлении визуальных (мимическая экспрессия) и речевых стимулов в норме 
[7, 14–20] и при нарушениях развития различной этиологии [21–26]. Данные об осо-
бенностях проявления эмоций у детей получены главным образом на основании 
опросников и шкал наблюдения за поведением ребенка [27], оценки мимической 
экспрессии [28, 29]. В этих работах не выявлена строгая зависимость между полом 
ребенка и успешностью распознавания им эмоций других людей. Анализ данных 
166 работ [30] показал межполовые различия в проявлении эмоций. Показано, что де-
вочки демонстрируют больше положительных эмоций, чем мальчики, мальчики чаще, 
чем девочки, демонстрируют гнев.

Меньшее число работ посвящено изучению эмоциональной детской речи и рас-
познаванию эмоциональных состояний детей по их речи взрослыми [31]. В немного-
численных работах используется инструментальный анализ эмоциональной детской 
речи [1, 31, 32]. Показано, что распознавание эмоционального состояния детей по их 
речи взрослыми зависит от возраста детей, их психоневрологического состояния [33].  
Атипичное развитие детей может сопровождаться нарушениями эмоциональной сфе-
ры – отражения эмоций в голосе и мимике [25, 34–37].

Для анализа эмоциональной сферы детей с типичным и атипичным развити-
ем в рамках международного исследования разработана методика – Child Emotion 
Development Method – CEDM [38], включающая тестовые задания на отражение и рас-
познавание эмоциональных состояний. Определены тестовые задания (краткая версия – 
CEDM-sh), которые способны выполнять дети с типичным и атипичным развитием [38]. 
Данная работа является частью общего исследования по изучению эмоциональной сфе-
ры детей и выполнена с использованием тестовых заданий CEDM-sh для дальнейшего 
сопоставления результатов с данными, полученными для детей с атипичным развитием.

Цель настоящего исследования – определение особенностей отражения эмоций 
в речи и мимике детей 7–8 лет, воспитывающихся в русскоязычной среде, выявление 
различий в проявлении эмоций мальчиками и девочками данного возраста.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании приняли участие 14 детей (7 мальчиков, 7 девочек) в возрасте 7–8 
лет (7.3 ± 0.6 лет), учащиеся общеобразовательной школы г. Санкт-Петербурга, для ко-
торых русский язык является родным. По заключению педиатра, все дети развивались 
в соответствии с возрастными нормами. Критериями включения детей в исследование 
явились: 

1) подписание родителями информированного согласия на участие ребенка в иссле-
довании, одобренного Этическим комитетом Санкт-Петербургского государственного 
университета; 
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2) возраст детей 7–8 лет, посещение общеобразовательной школы; 
3) отсутствие нарушений зрения и слуха. 
Исследование проведено в условиях общеобразовательной школы г. Санкт- Петер-

бурга с использованием методики «Child Emotion Development Method» (CEDM-sh) [38].

Процедура исследования 
В рамках настоящего исследования детям было предложено выполнение заданий на: 
1) отражение эмоциональных состояний (диалог экспериментатора с ребенком, 

«актерская» речь – задания ребенку продемонстрировать эмоции в голосе); 
2) распознавание эмоциональных состояний детьми по видеотесту.
Исследование включало аудиозапись речи и видеозапись поведения детей в модель-

ных ситуациях; определение психофизиологических характеристик ребенка: частоты 
сердечных сокращений (ЧСС) и ведущего полушария по слуху и речи методом дихоти-
ческого прослушивания; анализ речи детей с использованием перцептивного исследо-
вания и инструментального анализа; анализ мимической экспрессии детей в ситуации 
диалога.

Использовали стандартизированный протокол записи [38], который включал:
1. Диалог экспериментатора с ребенком, в процессе которого экспериментатор за-

давал стандартный набор вопросов о школе, любимых занятиях, увлечениях, друзьях. 
Задаваемые ребенку вопросы направлены на вызов у него разных эмоциональных со-
стояний [39]. 

2. Задание на изображение ребенком эмоциональных состояний в голосе – «актерская »
речь. Данный подход был апробирован ранее для детей разных возрастных групп [39]. 

«Актерская» речь – задание, в котором ребенка просили изобразить голосом пять 
эмоциональных состояний (нейтральное – печаль – радость – гнев – страх). Дети чи-
тали, а затем произносили слова и фразы, изображая голосом каждую из заданных 
эмоций. Задание включало произнесение слов и фраз, имеющих заданную эмоцио-
нальную окраску, и текстов бессмыслиц [38]. Тексты бессмыслицы – это семантически 
бессмысленные предложения, похожие на настоящие предложения, которые широко 
используют в исследованиях, направленных на отражение эмоциональных состояний 
в характеристиках голоса без опоры на лингвистический контекст [39–41].

В качестве речевого материала использовали:
1.  Слова, отражающие каждое из пяти предложенных эмоциональных состояний, 

например:
крушить, бить, толкнуть – отражающие состояние гнева; 
классно, красиво, круто, супер – отражающие состояние радости;
нормально, ну, и, три – отражающие нейтральное состояние;
грустно, тоскливо, печально – отражающие состояние печали;
страшно, ужасно, ужас, жуть – отражающие состояние страха.
2. Фразы, например: 
на улице идет дождь, мне грустно, печальная пора – демонстрируют состояние пе-

чали;
я смотрел страшный мультик, на улице темно, мне страшно, хочу забиться под оде-

яло от ужаса – демонстрируют состояние страха;
я люблю все бить и ломать, когда меня все достали, меня все раздражает – демон-

стрируют состояние гнева;
у меня все нормально – демонстрирует нейтральное состояние;
я люблю, когда все красиво! – демонстрирует состояние радости.
Произнесение эмоционально окрашенных слов и фраз было наиболее простым за-

данием для детей данного возраста, так как дети могли опираться на семантическую 
составляющую заданного текста [39]. Усложнение задания заключалось в возможно-



608 КЛЕШНЕВ и др. 

сти использования текстов бессмыслиц – прозаический текст и текст стихотворения 
с ритмической организацией. 

3. Тексты бессмыслиц:
3.1. Искусственная фраза Л.В. Щербы (1930), созданная на основе русского языка, 

в которой все корневые морфемы заменены на бессмысленные сочетания звуков [42]:
«Гло́кая ку́здра ште́ко будлану́ла бо́кра и курдя́чит бокрёнка».
3.2. Первое четверостишье поэмы Л. Кэролла «Бармаглот» в переводе С. Маршака 

(1967), в котором автор использует несуществующие слова:
Варкалось. Хливкие шорьки, 
Пырялись по наве,
И хрюкотали зелюки,
Как мюмзики в мове.
Каждому ребенку предлагалось произносить каждый тип речевого материала по 

два раза, пытаясь как можно выразительнее изобразить эмоциональные состояния. 
Исследование проводили в условиях школьного кабинета, продолжительность со-

ставляла 40–60 мин. Запись речи осуществляли на магнитофон «Marantz PMD660» 
с выносным микрофоном «SENNHEIZER e835S», лицевой экспрессии – на видеока-
меру «SONY HDR-CX560». Расстояние от лица ребенка до микрофона составляло от 
3 до 50 см. 

Применяемые методики
С целью определения отражения детьми эмоциональных состояний в характери-

стиках голоса и речи проведен инструментальный анализ речи детей и перцептивное 
исследование. 

1. Спектрографический анализ «актерской» и спонтанной речи детей проводили 
в звуковом редакторе «Cool Edit Pro 2.0».

Считали: значения частоты основного тона (высота голоса – F0, ЧОТ), ЧОТ сред-
нюю, максимальную (F0max), минимальную (F0min), значения интенсивности E0 (дБ), 
определяли диапазон ЧОТ как разность между ее максимальными и минимальными 
значениями (F0max – F0min) для фраз; относительное значение интенсивности (E0max 
/E0min). В работах по изучению акустических характеристик эмоциональной речи по-
казано [32], что ЧОТ и интенсивность являются наиболее информативными характе-
ристиками.

Определяли акустические характеристики речевых сигналов, правильно отнесен-
ных аудиторами к определенным эмоциональным состояниям (0.75–1.0 – вероятность 
распознавания эмоционального состояния аудиторами).

2. Перцептивное исследование. Исследование заключалось в определении взро-
слыми эмоционального состояния детей при прослушивании тестовых последователь-
ностей, содержащих их эмоциональную речь. Речевой материал детей (спонтанную 
эмоциональную речь и «актерскую» речь) первоначально аннотировали три эксперта 
на пять эмоциональных состояний на основании протокола исследования и просмо-
тра видеозаписей. Для перцептивного исследования выбирали только те высказывания 
детей, которые были однозначно отнесены к определенному эмоциональному состоя-
нию тремя экспертами (согласованность между экспертами – коэффициент каппа Коэ-
на 1.0). Спонтанная эмоциональная речь детей представляла собой ответные реплики 
ребенка в диалоге со взрослым: «Я хожу в музыкальную школу», «Мой друг Коля», 
«У нас дома кот» – фразы детей со словами, отражающими эмоциональные состояния, 
были исключены из тестовых последовательностей. «Актерская» речь – тексты бес-
смыслиц «Глокая куздра», «Бармаглот». «Актерскую» речь, представляющую собой 
слова и фразы, отражающие эмоциональное состояние, не включали в перцептивный 
эксперимент для того, чтобы взрослые участники перцептивного эксперимента при 
прослушивании не могли опираться на лингвистическую составляющую речи детей. 
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Созданы три тестовые последовательности, включающие по 70 речевых образцов. 
Интервал между речевыми образцами составлял 5 с. Тестовые последовательности 
прослушивали взрослые носители русского языка (аудиторы) – 53 человека (возраст 
23.9 ± 2.1 лет, 37 женщин, 16 мужчин). Все аудиторы не имели проблем со слухом – 
0–25 дБ (метод тональной аудиометрии). 

Результаты перцептивного анализа представляли в виде матриц спутывания – та-
блиц, строки которых соответствуют заданным классам, столбцы – фактическим зна-
чениям (реальным классам). Считали: полноту – долю образцов, действительно при-
надлежащих данному классу, относительно всех образцов этого класса в тестовой 
выборке; точность – долю образцов, действительно принадлежащих данному классу, 
относительно всех образцов, которые аудиторы отнесли к данному классу; F-меру – 
величину, позволяющую оценить соотношение полноты и точности; общую точность 
распознавания (UAR) для всех эмоциональных состояний. 

3. С целью контроля эмоционального состояния ребенка в диалоге с эксперимен-
татором проведен анализ спонтанной мимики детей. С этой целью тремя экспертами 
отобраны видеофрагменты из диалога экспериментатора с ребенком длительностью 
одну минуту. Видеофрагменты  анализировали в программе «FaceReader 8v.» (Noldus, 
Нидерланды) (рис. 1). Программное обеспечение FaceReader работает на облачной 
платформе Microsoft Azure.

Программа «FaceReader 8v.» (Noldus) автоматически на основе заложенных алго-
ритмов определяет время проявления базовых эмоций в мимике ребенка, средние зна-
чения активации и валентности эмоциональных проявлений детей. 

4. С целью оценки способности ребенка к определению эмоциональных состояний 
детям на ноутбуке предъявляли видеотест, содержащий 16 графических изображений, 
демонстрирующих состояния печали, радости, гнева и нейтральное состояние (по 
4 изображения на каждое состояние). Изображения, отражающие состояние страха, 
не включены в видеотест на основании рекомендаций Этического комитета СПБГУ 
о проведении исследований с участием детей. Ответы ребенка фиксировали в анкете, 
затем строили матрицы спутывания.

Рис. 1. Программа «FaceReader 8v.» – мимическая экспрессия состояния радости (мальчик 8 лет).
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Для контроля степени активации вегетативной нервной системы (возбуждения ре-
бенка) проводили измерение ЧСС с помощью пульсоксиметра «ChoiceMMed» перед 
началом записи и после ее завершения.

Ведущее полушарие по речи определяли методом дихотического прослушивания 
с целью выявления стратегии, используемой ребенком при распознавании и проявле-
нии эмоциональных состояний [43]. Высчитывали коэффициент латерального пред-
почтения (КЛП): 

КЛП = (П – Л) х 100/(П + Л) (%),

где П – количество «правых выборов», т. е. слов из поступивших на правое ухо; 
Л – количество «левых выборов», т. е. слов из поступивших на левое ухо.

Статистическую обработку данных производили в программе «Statistica 10» с ис-
пользованием теста Манна – Уитни, ранговой корреляции Спирмена (при уровне зна-
чимости p < 0.05), регрессионного анализа. Согласованность между экспертами при 
аннотации данных оценивали на основании коэффициента каппа Коэна [44, 45].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристики эмоциональной речи детей. На основе инструментального анали-
за речи показано, что значения ЧОТ речи детей являются наиболее высокими в состоя-
нии радости – 310 ± 61 Гц (среднее ± стандартное отклонение) и страха – 299 ± 54 Гц. 
Значения ЧОТ для нейтрального (спокойного) состояния составляют 254 ± 34 Гц, со-
стояния печали – 271 ± 45 Гц, гнева – 292 ± 59 Гц. Проведено сравнение характеристик 
спонтанной и «актерской» речи мальчиков и девочек (табл. 1). Достоверные различия 
выявлены по значениям интенсивности: в «актерской» речи значения интенсивности 
выше в нейтральном состоянии, состоянии печали, состоянии радости у мальчиков 
и девочек. Значения вариативности ЧОТ выше в «актерской» речи в состоянии радо-
сти и нейтральном состоянии у мальчиков и девочек. В состоянии гнева у мальчиков 
вариативность ЧОТ и интенсивность больше в «актерской» речи. 

Для спонтанной речи выявлены различия в значениях ЧОТ мальчиков и девочек: 
в состоянии печали – у мальчиков значения ЧОТ выше, чем у девочек (p < 0.05 – крите-
рий Манна – Уитни). В спотанной речи мальчиков выявлены значимые различия меж-
ду состояниями печали и нейтральным состоянием – F0max в нейтральном состоянии 
ниже, чем в состоянии печали (p < 0.05); состоянием печали и гнева – вариативность 
ЧОТ и F0max в состоянии печали выше, чем в состоянии гнева (p < 0.05). В спонтан-
ной речи девочек – в состоянии радости F0min выше, чем в нейтральном состоянии 
(p < 0.05).

Для «актерской» речи показаны различия в значениях ЧОТ мальчиков и девочек 
(рис. 3). Значения ЧОТ мальчиков в состояниях печали (p < 0.001), радости (p < 0.001) 
и страха (p < 0.001) значимо выше значений ЧОТ в этих состояниях у девочек.

Акустические характеристики «актерской» речи мальчиков и девочек в разных 
эмоциональных состояниях представлены в табл. 2. Нейтральное состояние у маль-
чиков характеризуется наименьшими значениями ЧОТ и интенсивности, у девочек 
– меньшими значениями ЧОТ, вариативности ЧОТ по сравнению с состояниями ра-
дости, гнева и страха. У мальчиков в состоянии печали значения ЧОТ ниже, чем 
в состояниях радости и страха, у девочек – ЧОТ ниже, чем в состоянии радости. 
Состояние радости характеризуется наибольшими значениями вариативности ЧОТ 
у девочек, у мальчиков – большими значениями вариативности ЧОТ по сравнению 
с нейтральным состоянием, состояниями гнева и страха. В состоянии гнева у маль-
чиков значения ЧОТ меньше, чем в состояниях радости и страха.
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Определена связь между речевым материалом и E0max/E0min: F(1,339) = 65.737, 
p < 0.0001 (R2 = 0.162, β = –0.403) – регрессионный анализ. В спонтанной речи де-
тей значения интенсивности ниже, чем в «актерской» речи. Установлена связь между 
полом детей и акустическими характеристиками их речи: F0ср F(1,339) = 34.541, p < 
0.0001 (R2 = 0.111, β = –0.333); F0max – F0min – F(1,339) = 9.379, p < 0.01 (R2 = 0.033, 

Таблица 1. Сравнение спонтанной и «актерской» речи мальчиков и девочек

Пол Мальчики Девочки

Эмоции Н П Р Г Н П Р

F0ср А > Сп А > Сп А > Cп

p 0.002 0.002 0.012

F0max – 
F0min

А > Сп А > Сп А > Сп А > Сп А > Сп

p 0.043 < 0.001 0.004 0.001 < 0.001

E0max/
E0min

А > Сп А > Сп А > Сп А > Сп А > Сп А > Сп А > Сп

p < 0.001 < 0.001 0.002 < 0.001 < 0.001 0.012 < 0.001
Обозначения: А – «актерская» речь, Сп – спонтанная речь, Н – нейтральное, П – печаль, Р – радость, Г – гнев, 
p – уровень значимости (критерий Манна – Уитни).

Emotional States

Neutral Sadness Joy Anger Fear

F
0,

 H
z

Рис. 2. Значения частоты основного тона «актерской» речи мальчиков и девочек в эмоциональных состояни-
ях – нейтральное, печаль, радость, гнев, страх. По горизонтальной оси отмечены эмоциональные состояния, 
по вертикальной оси – значения F0, Гц. Столбцы m – значения F0 для мальчиков, столбцы f – значения F0 для 
девочек. *** ‒ p < 0.001 – критерий Манна – Уитни, различия между мальчиками и девочками. 
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β = –0.181). Значения ЧОТ и вариативности ЧОТ у мальчиков выше, чем у девочек. 
Выявлена связь между эмоциональным состоянием детей и акустическими характе-
ристиками «актерской» речи: F0 F(1,289) = 36.577, p < 0.001 (R2 = 0.312, β = 0.312); 
F0max – F0min F(1,289) = 12.600, p < 0.05 (R2 = 0.036, β = 0.190); E0max/E0min F(1,289) 
= 18.699, p < 0.001 (R2 = 0.052, β = 0.229) – на основании этих характеристик показаны 
различия между разными эмоциональными состояниями. 

Определение взрослыми эмоциональных состояний детей по их речи (данные 
перцептивного исследования). При распознавании эмоциональных состояний детей 
между мужчинами и женщинами не выявлено значимых различий, поэтому данные 
представлены для общей выборки аудиторов. При прослушивании спонтанной речи 
детей аудиторы лучше распознают состояние радости (64% правильных ответов) 
и нейтральное состояние (57%), хуже – состояние печали (50%) и гнева (48%). Об-
щая точность распознавания – 0.52. В спонтанной речи мальчиков аудиторы лучше 
распознают нейтральное состояние (65%) и состояние гнева (64%), хуже – состояние 
печали (44%) (табл. 3). По спонтанной речи девочек аудиторы лучше распознают со-
стояние радости (76%). Состояние гнева у девочек хуже распознается аудиторами (4%) 
(табл. 4). 

Таблица 2. Сравнение акустических характеристик «актерской» речи в разных эмоциональных 
состояниях у мальчиков и девочек

Пол
Акустиче-
ские харак-
теристики

Сравнение эмоциональных состояний детей

М
ал

ьч
ик

и

F0ср Н < П H < Р Н < Г Н < С П < Р П < С  Р > Г C > Г

p 0.019 < 0.001 0.016 < 0.001 < 0.001 0.025 < 0.001 0.012

F0max – 
F0min

Н < П Н < Р Н < C Р > Г Р > С

p 0.048 < 0.001 0.037 < 0.001 < 0.001

E0max/
E0min

Н < П H < Р Н < Г Н < С

p 0.001 0.001 0.004 0.002

Д
ев

оч
ки

F0ср H < Р Н < Г Н < С П < Р

p < 0.001 0.001 < 0.001 0.008

F0max – 
F0min

Н < Р Н < Г Н < C П < Р Р > Г Р > С

p < 0.001 0.033 0.022 0.004 0.011 0.016

E0max/
E0min

H < Р П < Р

p 0.021 0.039
Обозначения: Н – нейтральное, П – печаль, Р – радость, Г – гнев, С – страх; p – уровень значимости (крите-
рий Манна – Уитни).
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При распознавании эмоционального состояния детей по тексту бессмыслицы 
«Бармаглот» аудиторы лучше распознают нейтральное состояние (63%) и состояние 
радости (60%), хуже – состояние страха (52%), печали (54%) и гнева (47%). Общая 
точность распознавания – 0.55. По речи мальчиков аудиторы лучше распознают страх 
(85%), хуже – печаль (54%) (табл. 5). По речи девочек аудиторы лучше распознают 
нейтральное состояние (64%), хуже – состояние гнева (35%) (табл. 6).

При распознавании эмоционального состояния детей по тексту бессмыслицы «Гло-
кая куздра» аудиторы лучше распознают состояние печали (68%), нейтральное состо-
яние (69%) и состояние радости (60%), хуже – состояние гнева (45%) и страха (40%). 
Общая точность распознавания – 0.56. При определении эмоциональных состояний 
мальчиков аудиторы лучше распознают состояние печали (73%), хуже – состояние 
страха (40%) (табл. 7). При распознавании эмоционального состояния девочек ауди-
торы лучше распознают нейтральное состояние (84%), хуже – состояние гнева (32%) 
(табл. 8). 

Таблица 3. Матрица спутывания для определения эмоций по спонтанной речи мальчиков, % 
ответов аудиторов

Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев

Нейтральное 65 18 8 9

Печаль 37 44 7 12

Радость 38 5 52 5

Гнев 8 22 6 64

Полнота 0.65 0.44 0.52 0.64

Точность 0.44 0.49 0.71 0.71

F1-мера 0.52 0.46 0.60 0.67

UAR (Общая точность распознавания) – 0.56
Жирным шрифтом выделен % правильных ответов аудиторов при распознавании эмоциональных состояний. 

Таблица 4. Матрица спутывания для определения эмоций по спонтанной речи девочек, % 
ответов аудиторов

Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев

Нейтральное 53 26 18 3

Печаль 35 56 3 6

Радость 13 9 76 2

Гнев 58 30 8 4

Полнота 0.53 0.56 0.76 0.04

Точность 0.33 0.51 0.74 0.07

F1-мера 0.41 0.51 0.74 0.07

UAR (Общая точность распознавания) – 0.47
Жирным шрифтом выделен % правильных ответов аудиторов при распознавании эмоциональных состояний. 
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Таблица 5. Матрица спутывания для определения эмоций по «актерской» речи мальчиков – 
«Бармаглот», %

 Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев Страх

Нейтральное 61.5 14 13 1,5 10

Печаль 28 54 2 12 4

Радость 25 4 60 4 7

Гнев 23 8 4 65 0

Страх 15 0 0 0 85

Полнота 0.62 0.54 0.60 0.65 0.85

Точность 0.40 0.68 0.76 0.79 0.80

F1-мера 0.49 0.60 0.67 0.71 0.83

UAR – 0.65
Жирным шрифтом выделен % правильных ответов аудиторов при распознавании эмоциональных состояний. 

Таблица 6. Матрица спутывания для определения эмоций по «актерской» речи девочек – 
«Бармаглот», %

 Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев Страх

Нейтральное 64 19 0 2 15

Печаль 32 54 0 0 14

Радость 31 0 61 1 7

Гнев 27 3 8 35 27

Страх 31 4 19 2 44

Полнота 0.64 0.54 0.61 0.35 0.44

Точность 0.35 0.68 0.69 0.88 0.41

F1-мера 0.45 0.60 0.65 0.50 0.43

UAR – 0.52
Жирным шрифтом выделен % правильных ответов аудиторов при распознавании эмоциональных состояний. 

Акустические характеристики речевых сигналов, правильно отнесенных 
к эмоциональным состояниям

Показано, что наиболее значимыми характеристиками при распознавании аудито-
рами эмоциональных состояний являются минимальные значения ЧОТ, вариативность 
ЧОТ и интенсивность. Выявлена корреляция между правильным распознаванием эмо-
ционального состояния и акустическими характеристиками речи: F0min – F(1,208) = 
=171.45, p < 0.01 (R2 = 0.449, β = 0.672); E0max/E0min – F(1,208) = 60.163, p < 0.001 
(R2 = 0.225, β = 0.474); F0max – F0min – F(1,208) = 8.634, p < 0.01 (R2 = 0.035, β = 0.199).

Нейтральное состояние – F0min – 214 ± 23.5 Гц; F0max – F0min – 114 ± 53.9 Гц; 
E0max/E0min – 3.5 ± 3.4; состояние печали – F0min – 214 ± 32 Гц; F0max – F0min – 
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127 ± 73 Гц; E0max/E0min – 6 ± 4.4; состояние радости – F0min – 220 ± 32.6 Гц; 
F0max – F0min – 143.5 ± 65 Гц; E0max/E0min – 6.5 ± 6.8; состояние гнева – F0min – 
211 ± 25.2 Гц; F0max – F0min – 77.8 ± 38 Гц; E0max/E0min – 8.5 ± 3.3; состояние стра-
ха – F0min – 249.7 ± 27.1 Гц ; F0max – F0min – 78.3 ± 54.3 Гц; E0max/E0min – 6.7 ± 9.

Нейтральное состояние характеризуется меньшими значениями вариативности 
ЧОТ по сравнению с состояниями радости и страха (p < 0.05); cостояние гнева – боль-
шими значениями интенсивности по сравниню с нейтральным состоянием (p < 0.05); 
cостояние радости – большими значениями вариативности ЧОТ по сравнению с состо-
янием гнева (p < 0.05).

Таблица 7. Матрица спутывания для определения эмоций по «актерской» речи мальчиков – 
«Глокая куздра», %

 Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев Страх

Нейтральное 54 40 2 0 4

Печаль 9 73 3 1 14

Радость 15 4 67 6 8

Гнев 21 4 4 58 13

Страх 14 29 10 7 40

Полнота 0.54 0.73 0.67 0.58 0.40

Точность 0.48 0.49 0.78 0.81 0.51

F1-мера 0.51 0.58 0.72 0.67 0.45

UAR – 0.58
Жирным шрифтом выделен % правильных ответов аудиторов при распознавании эмоциональных состояний. 

Таблица 8. Матрица спутывания для определения эмоций по «актерской» речи девочек – 
«Глокая куздра», %

 Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев Страх

Нейтральное 84 7 6 1 2

Печаль 26 64 0 0 10

Радость 45 1 52 0 2

Гнев 36 12 18 32 2

Страх 25 14 19 5 37

Полнота 0.84 0.64 0.52 0.32 0.37

Точность 0.39 0.65 0.55 0.84 0.70

F1-мера 0.53 0.65 0.53 0.46 0.48

UAR – 0.54
Жирным шрифтом выделен % правильных ответов аудиторов при распознавании эмоциональных состояний. 



616 КЛЕШНЕВ и др. 

Анализ мимической экспрессии детей 
Показано, что у девочек и мальчиков преобладающим эмоциональным состоянием 

в спонтанной мимике является нейтральное состояние (0.6 и 0.41 – частота проявления 
у мальчиков и девочек соответственно). Состояние радости в мимике девочки (0.29) 
проявляют чаще, чем мальчики (0.05). Страх в мимике у мальчиков выражается чаще 
(0.04), чем у девочек (0.01) (рис. 3).

В мимической экспрессии мальчиков преобладают эмоции с негативной валентно-
стью (–0.113 – среднее значение валентности), у девочек – с позитивной валентностью 
(0.204).

Установлена связь между полом ребенка и частотой проявления в мимике эмоций 
с позитивной валентностью F(1,339) = 284.80, p < 0.0001 (R2 = 0.456, β = 0.675); не-
гативной валентностью F(1,339) = 223.55, p < 0.0001 (R2 = 0.397, β = –0.630) – рег-
рессионный анализ. Девочки чаще, чем мальчики, проявляют эмоции с позитивной 
валентностью.

Распознавание детьми эмоциональных состояний по видеотесту
Дети лучше определяют эмоциональные состояния радости (94% – количество пра-

вильных ответов) и печали (92%), хуже распознают нейтральное состояние (74.5%) 
и состояние гнева (62.5%). Общая точность распознавания – 0.81. 

Мальчики (82.2%) лучше девочек (79.2%) распознают эмоциональные состояния по 
видео тесту (p < 0.05) (табл. 9). Девочки лучше распознают состояние печали (100%), 
чем мальчики (83.3%) (p < 0.001) (табл. 10). Мальчики лучше распознают нейтральное 
состояние (87%), чем девочки (62.5%) (p < 0.001).
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Рис. 3. Частота проявления эмоций в мимике детей. По горизонтальной оси обозначены эмоциональные 
состояния, по вертикальной оси – частота проявления эмоции в мимике ребенка. Столбцы m – частота про-
явления эмоций у мальчиков, столбцы f – частота проявления эмоций у девочек. * ‒ p < 0.05 – критерий 
Манна – Уитни, различия между мальчиками и девочками.
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Таблица 9. Матрица спутывания для определения эмоций по видеотесту мальчиков, %

Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев

Нейтральное 87 0 8.7 4.3

Печаль 4.2 83.3 4.2 8.3

Радость 8.3 0 91.7 0

Гнев 12.5 16.7 4.2 66.7

Полнота 0.87 0.833 0.92 0.67

Точность 0.78 0.83 0.84 0.84

F1-мера 0.82 0.83 0.88 0.74

UAR – 0.82

Жирным шрифтом выделен % правильных ответов детей при распознавании эмоциональных состояний по 
видеотесту.

Таблица 10. Матрица спутывания для определения эмоций по видеотесту девочек, %

Состояние Нейтральное Печаль Радость Гнев

Нейтральное 62.5 16.7 16.7 4.2

Печаль 0 100 0 0

Радость 4 0 96 0

Гнев 16.7 16.7 8.3 58.3

Полнота 0.63 1 0.96 0.58

Точность 0.75 0.75 0.79 0.93

F1-мера 0.68 0.86 0.87 0.72

UAR – 0.79

 Жирным шрифтом выделен % правильных ответов детей при распознавании эмоциональных состояний по 
видеотесту.

Связи между проявлением эмоциональных состояний, их распознаванием 
и психофизиологическими характеристиками детей

На основании регрессионного анализа установлены связи между ведущим полу-
шарием по речи ребенка и: распознаванием аудиторами его эмоциональных состояний 
F(1,339) = 28.081, p < 0.0001 (R2 = 0.081, β = 0.290); позитивной валентностью в мимике 
– F(1,339) = 6.078, p < 0.05 (R2 = 0.176, β = 0.133); правильным распознаванием ребен-
ком изображений, отнесенных к нейтральному состоянию – F(1,339) = 74.874, p < 0.001 
(R2 = 0.192, β = –0.438). Эмоциональные состояния детей с ведущим правым полуша-
рием по речи лучше распознаются аудиторами. Дети, у которых ведущее полушарие 
по речи левое, проявляют в мимике меньше эмоций с положительной валентностью 
и лучше распознают нейтральное состояние по видеотесту. Выявлены связи между 
значениями ЧСС ребенка и акустическими характеристиками речи: вариативностью 
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ЧОТ – F0max – F0min F(1,339) = 10.792, p < 0.01 (R2 = 0.03, β = 0.176); E0max/E0min – 
F(1,339) = 4.215, p < 0.05 (R2 = 0.012, β = 0.110) – чем больше значения ЧСС, тем выше 
значения вариативности ЧОТ и интенсивности голоса. Показана связь между ЧСС ре-
бенка после записи «актерской» речи и уровнем активации эмоций в мимике F(1,339) 
= 5.6290, p < 0.05 (R2 = 0.163, β = 0.128) – чем более возбужден ребенок, тем ярче он 
проявляет эмоции.

Показано, что дети, которые проявляют больше эмоций с положительной валент-
ностью, хуже распознают эмоциональные состояния гнева и нейтральное состояние 
по видеотесту. Установлены связи между частотой проявления эмоций с положитель-
ной валентностью в мимике ребенка и количеством правильно распознанных ребенком 
изображений, демонстрирующих нейтральное состояние F(1,339) = 14.380, p < 0.05 
(R2 = 0.044, β = –0.201) и состояние гнева F(1,339) = 24.826, p < 0.0001 (R2 = 0.073, 
β = –0.271).

Частота проявления детьми эмоций с негативной валентностью связана с количе-
ством правильно распознанных ребенком изображений, отражающих состояние гнева 
F(1,339) = 56.763, p < 0.0001 (R2 = 0.153, β = 0.391). Дети, которые проявляют большее 
эмоций с негативной валентностью, лучше распознают гнев на изображениях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе на основании стандартизированной методики CEDM-sh получены данные 
об особенностях отражения эмоций в речи и мимике детей 7–8 лет.

Показаны различия в акустических характеристиках речи детей, отражающей раз-
ные состояния: «нейтральное – печаль – радость – гнев – страх». Наши данные со-
гласуются с результатами, полученными в исследованиях детской и взрослой речи на 
материале разных языков [32, 38, 39, 46–49]: для состояний гнева и страха характерны 
высокие значения ЧОТ, диапазона ЧОТ и интенсивности, для состояния печали – сред-
ние (в сравнении с другими эмоциональными состояниями) значения ЧОТ, диапазона 
ЧОТ, для нейтрального состояния – низкие значения ЧОТ, ее диапазона и интенсив-
ности [46]. Связь между проявлением эмоциональных состояний и акустическими ха-
рактеристиками эмоциональной детской речи, выявленная в работе для детей 7–8 лет, 
согласуется с данными, полученными на материале русского и тамильского языков для 
детей 8–12 лет [39]. 

Повышение значений ЧОТ, значений диапазона ЧОТ и интенсивности исследо-
ватели связывают со степенью эмоционального возбуждения [31]. Так, для детей до-
школьного возраста отмечают связь между эмоциональным возбуждением в состоянии 
радости и повышением ЧОТ, диапазона ЧОТ и интенсивности [50]. Физиологические 
изменения, обусловленные активацией вегетативной нервной системы, находят отра-
жение в акустических характеристиках эмоциональной речи [49, 51]. Для всех эмоци-
ональных состояний, кроме нейтрального (спокойного), характерно повышение ЧСС 
[52], что согласуется с результатами нашего исследования, в котором было показано, 
что изменение ЧСС связано с акустическими характеристиками речи детей, на которые 
опираются аудиторы при правильном распознавании эмоциональных состояний.

Перцептивное исследование показало, что взрослые носители языка более успеш-
но определяют базовые эмоции по «актерской» речи детей, чем по спонтанной речи. 
Эти данные согласуются с результатами кросс-культурного исследования на материале 
русского и тамильского языков по распознаванию эмоций в спонтанной и «актерской» 
речи детей 8–12 лет [39]. При прослушивании спонтанной речи мальчиков аудиторы 
лучше распознавали состояние гнева и нейтральное состояние, хуже – состояние печа-
ли; по спонтанной речи девочек лучше распознавали состояние радости, хуже – состо-
яние гнева. По «актерской» речи девочек взрослые также определяли состояние гнева 
хуже, чем другие эмоциональные состояния. В целом по «актерской» речи детей взро-
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слые хорошо определяли нейтральное состояние, что соответствует данным по распоз-
наванию «актерской» речи взрослых людей, полученным на материале русского языка 
[53]. В исследованиях Морозова отмечается, что состояние страха по «актерской» речи 
взрослых распознается лучше, чем радость [53]. В нашей работе такая закономерность 
показана только для «актерской» речи мальчиков (текст «Бармаглот»), что может быть 
связано с возрастом информантов и условиями записи. 

Дети 7–8 лет при выполнении заданий по методике CEDM (ситуация диалога с экс-
периментатором) чаще демонстрируют мимику, соответствующую нейтральному со-
стоянию. Девочки чаще, чем мальчики, проявляют эмоции с позитивной валентностью 
– радость. В исследованиях для детей, растущих в разных культурных средах, показа-
но, что мальчики данного возраста чаще проявляют гнев, а девочки – радость [30]. Зна-
чимые различия между мальчиками и девочками в проявлении положительных эмоций 
отсутствуют в младенческом и дошкольном возрасте, в проявлении гнева межполовые 
различия не выражены в младенчестве, появляются в дошкольном возрасте, а в под-
ростковом возрасте девочки демонстрируют больше отрицательных эмоций, чем маль-
чики. Мужчины чаще демонстрируют нейтральное состояние и гнев, женщины – со-
стояние радости [32].

По изображениям, включенным в видеотест, дети лучше определяли состояния 
радости и печали, чем нейтральное состояние и гнев. Установлена связь между спо-
собностью ребенка проявлять негативные эмоции в мимике и распознавать состояние 
гнева по изображениям. В зарубежных работах [14, 16] показано, что дети 7–8 лет по 
выражению лица распознают состояние радости лучше, чем состояние гнева и печа-
ли. Русские дети 8–9 лет более успешно распознают радость, чем печаль, а печаль 
– чем гнев [20]. Та же закономерность выявлена для немецких детей дошкольного 
возраста [15] .

 Выявлены связи между психофизиологическими особенностями детей и их спо-
собностью к проявлению эмоций в речи – аудиторы лучше распознают эмоциональ-
ные состояния по речи детей с ведущим правым полушарием по речи, что согласуется 
с представлениями о роли правого полушария в отражении эмоциональных состояний 
в речи человека [54]. Правое полушарие связывают с проявлением и регуляцией эмо-
ций в голосе – изменением вариативности ЧОТ и интенсивности [55, 56]. 

Таким образом, получены нормативные данные об особенностях отражения 
и восприятия эмоциональных состояний типично развивающимися детьми 7–8 лет, 
растущими в русскоязычном окружении. Выявлены различия в проявлении эмоций 
мальчиками и девочками данного возраста. Описаны акустические характеристики 
эмоциональной речи детей, указаны наиболее информативные характеристики, на ко-
торые опираются аудиторы для определения эмоционального состояния по голосу ре-
бенка – F0max – F0min, E0max/E0min, выявлена связь между этими характеристиками 
и значениями ЧСС.

ВЫВОДЫ

1. Выявлены различия в акустических характеристиках речи мальчиков и девочек, 
отражающей эмоциональные состояния: «нейтральное – печаль – радость – гнев – 
страх». Показано, что значения частоты основного тона мальчиков выше, чем у дево-
чек, в состояниях печали, радости и страха.

2. Определены особенности распознавания взрослыми эмоциональных состояний 
детей по речи. Точность распознавания эмоциональных состояний по речи мальчиков 
выше, чем по речи девочек, лучше аудиторы распознают эмоциональные состояния по 
«актерской» речи. 

3. Описаны особенности отражения эмоциональных состояний детей в мимической 
экспрессии: в ситуации диалога с экспериментатором девочки чаще проявляют состо-
яние радости в мимике, чем мальчики. 
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4. Выявлены связи между ведущим полушарием по речи ребенка и его отражением 
эмоциональных состояний в характеристиках голоса, между значениями ЧСС и аку-
стическими характеристиками голоса.

Полученные данные об особенностях отражения эмоциональных состояний детьми 
младшего школьного возраста будут дополняться большей выборкой детей, живущих 
в русскоязычном окружении, и могут быть использованы для сравнительного анализа 
при исследовании эмоциональной сферы детей с нарушениями развития. 
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Peculiarities of the Emotions Manifestation by 7–8 Old Children in Speech 
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The purpose of the research was to study the characteristics of the refl ection of emotional 
states “neutral (calm state) –– sadness –– joy – anger – fear” in the speech and facial 
expressions of children 7–8 years old and to identify differences in the expression of 
emotions by boys and girls of this age. The work was carried out as part of a study of 
the emotional sphere of children with typical and atypical development using the CEDM 
method for assessing the emotional development of children. 14 children (7 boys, 7 girls) – 
primary school students – took part in the study. The ability of children to refl ect emotions in 
the characteristics of voice and facial expressions and to recognize emotions was analyzed. 
For this purpose, speech recording and video recording of children’s facial expressions 
and behavior, instrumental and perceptual analysis of emotional speech, and automatic 
analysis of facial expression were carried out. The children’s heart rate was recorded, and 
the dominant hemisphere was determined by speech using a dichotic test. The features of 
the refl ection of the emotional states of boys and girls in the characteristics of speech are 
revealed. The specifi city of refl ecting the emotional states of children in facial expression 
is described. The connections between the psychophysiological indicators of children and 
their refl ection of emotional states in their voice and facial expressions were determined.

Keywords: emotions, emotional speech, acoustic features, refl ection of emotions, school 
age, children’s speech, auditory perception
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Атеросклероз и ишемическая болезнь сердца являются одними из ведущих при-
чин инвалидизации и смертности среди населения. Показано, что генотоксический 
стресс потенциально может рассматриваться как новый триггер эндотелиальной дис-
функции, лежащей в основе патогенеза данных заболеваний. Цель исследования – 
оценка молекулярно-генетических маркеров эндотелиальной дисфункции, ассоции-
рованной с генотоксическим стрессом, у нормолипидемических крыс линии Wistar. 
В исследование были включены самцы крыс линии Wistar, получавшие инъекции 
алкилирующего мутагена митомицина С (ММС) в дозировке 0.5 мг/кг массы тела 
(экспериментальная группа) или 0.9%-ного раствора NaCl (контрольная группа) 
в хвостовую вену три раза в неделю на протяжении месяца. Уровень генотоксиче-
ского стресса у животных оценивали с помощью микроядерного теста в полихрома-
тофильных эритроцитах (ПХЭ); эндотелиальную дисфункцию идентифицировали 
путем оценки экспрессии генов Vcam1, Icam1, Sele, Selp, Il6, Ccl2, Cxcl1, Mif, Vwf, 
Serpine1, Plau, Plat, Klf2, Klf4, Nfe2l2, Nos3, Snai1, Snai2, Twist1, Zeb1, Cdh5 и Cdh2 
в смывах эндотелиального монослоя нисходящей аорты. Установлено, что у крыс из 
экспериментальной группы развивается выраженный генотоксический стресс, о чем 
свидетельствует более чем трехкратное повышение частоты ПХЭ с микроядрами 
и снижение доли ПХЭ в общем пуле проанализированных эритроцитов. Анализ 
профиля генной экспрессии показал, что у крыс, включенных в экспериментальную 
группу, наблюдается провоспалительная активация эндотелия, сопровождающа-
яся повышенной экспрессией генов Vcam1, Icam1, Selp, Il6, Ccl2 и Cxcl1, а также 
нарушение эндотелиальной механотрансдукции, характеризуемое снижением экс-
прессии генов Klf2 и Klf4. Таким образом, ММС-индуцированный генотоксический 
стресс у нормолипидемических крыс линии Wistar ассоциирован с нарушением двух 
ключевых звеньев патогенеза эндотелиальной дисфункции и может рассматриваться 
в качестве одного из ее триггеров.

Ключевые слова: повреждение ДНК, мутагенез, атерогенез, эндотелий, микроядер-
ный тест, экспрессия генов, мРНК 
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ВВЕДЕНИЕ

Согласно статистике Всемирной организации здравоохранения, атеросклероз 
и ишемическая болезнь сердца занимают одни из лидирующих позиций в структу-
ре заболеваемости и смертности среди всех патологий сердечно-сосудистой системы 
[1] с тенденцией к росту до 2030 г. [2]. Доказано, что эндотелиальная дисфункция, 
определяемая как потеря эндотелием своей противовоспалительной, антитромботиче-
ской и вазодилатирующей способности, является обязательным инициирующим фак-
тором развития атеросклероза [3]. К числу общепризнанных триггеров дисфункции 
эндотелия относят турбулентный тип локального кровотока, низкое эндотелиальное 
напряжение сдвига, метаболический и химический стресс (сахарный диабет, высокий 
уровень холестерина в крови, курение) [4, 5]. Кроме того, к потенциальным факто-
рам риска развития эндотелиальной дисфункции также можно отнести соматические 
мутации и повреждение ДНК [6]. Доказано, что генотоксический стресс в культурах 
первичных эндотелиальных клеток человека сопровождается провоспалительной ак-
тивацией эндотелия и признаками эндотелиально-мезенхимального перехода, что, 
в свою очередь, является критериями эндотелиальной дисфункции [7–9]. Несмотря 
на имеющиеся данные, генотоксический стресс на настоящий момент не рассматри-
вается в качестве подтвержденного патогенетически значимого фактора риска эндо-
телиальной дисфункции и не учитывается в актуальных клинических рекомендациях 
по терапии атеросклероза. Для научного обоснования генотоксического стресса как 
фактора риска дисфункции эндотелия и атеросклероза необходима, в частности, вери-
фикация результатов, полученных в экспериментах in vitro на моделях лабораторных 
животных. 

Для моделирования генотоксического стресса в экспериментах in vitro и in vivo 
широко используется противоопухолевый антибиотик митомицин С (ММС) [10], яв-
ляющийся алкилирующим агентом и проявляющий кластогенную активность [11]. 
В клетках млекопитающих ММС подвергается восстановительной активации до ми-
тозена, который, в свою очередь, в ходе реакции N-алкилирования взаимодействует 
с 7-N-гуаниновыми нуклеотидными остатками малой бороздки ДНК в месте распо-
ложения димеров CG, что приводит к образованию ковалентных сшивок между осно-
ваниями цепей ДНК, препятствующих процессам репликации и транскрипции [12]. 
Сходным механизмом действия на ДНК млекопитающих обладает также целый ряд 
эндогенных (побочные продукты метаболизма – бифункциональные альдегиды и азо-
тистая кислота; свободные радикалы) и экзогенных (альдегиды и акролеин, присут-
ствующие в пищевых добавках, пестицидах, табачном дыме и выхлопных газах; ком-
поненты промышленных отходов – алкилгалогениды, алкены, спирты, кетоны, эфиры 
и сульфиды; ионизирующая радиация) генотоксических агентов [13–16], что позво-
ляет использовать ММС в качестве модельного мутагена в генотоксикологических 
исследованиях.

Целью данного исследования явилась оценка молекулярно-генетических маркеров 
эндотелиальной дисфункции, ассоциированной с генотоксическим стрессом, у нормо-
липидемических крыс линии Wistar.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование генотоксического стресса
В исследование были включены самцы нормолипидемических крыс линии Wistar 

(масса тела 150–200 г, возраст 10 недель), полученные из вивария отдела экспери-
ментальной медицины Научно-исследовательского института комплексных про-
блем сердечно-сосудистых заболеваний (Кемерово, Россия). Животных распределя-
ли по полипропиленовым клеткам, выстланным деревянной щепой, и обеспечивали 
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неограниченный доступ к пище и воде. На протяжении всего эксперимента живот-
ных содержали при стандартных температурных условиях (24 ± 1 °C), относитель-
ной влажности 55 ± 10% и 12-часовых циклах смены света и темноты. Мониторинг 
состояния здоровья животных проводили ежедневно. Крыс по группам и клеткам 
распределяли без рандомизации и применения каких-либо критериев включения 
и исключения. 

Для моделирования генотоксического стресса выполняли инъекции алкилирующе-
го мутагена ММС (Santa Cruz Biotechnology, Inc., США) в дозировке 0.5 мг/кг массы 
тела (экспериментальная группа, 10 крыс) или 0.9%-ного раствора NaCl (контрольная 
группа, 10 крыс) в хвостовую вену три раза в неделю на протяжении одного месяца, 
без какого-либо хирургического вмешательства. Через сутки после последней инъек-
ции животных выводили из эксперимента путем внутрибрюшинной инъекции пенто-
барбитала натрия (100 мг/кг массы тела). 

Дозировка ММС была выбрана на основе литературных данных [17, 18] и результа-
тов собственных экспериментов [19]. Контроль массы тела животных и корректировку 
дозы ММС проводили еженедельно.

Оценка уровня генотоксического стресса
Уровень генотоксического стресса у животных, включенных в эксперимент, оце-

нивали с помощью микроядерного теста в полихроматофильных эритроцитах (ПХЭ) 
[20, 21]. Эксплантированную бедренную кость очищали от остатков мышечной ткани 
и удаляли эпифизы, после чего вымывали костный мозг 1 мл эмбриональной телячьей 
сыворотки (Sigma-Aldrich, США) в пробирки типа Эппендорф объемом 1.5 мл. Полу-
ченную клеточную суспензию центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин, 
удаляли надосадочную жидкость, приливали в каждую пробирку 500 мкл свежей эм-
бриональной телячьей сыворотки и ресуспендировали клетки. Далее пробирки снова 
центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин и частично удаляли надосадочную 
жидкость до ее финального объема 50–100 мкл. Клетки ресуспендировали и раскапы-
вали на край сухих обезжиренных предметных стекол, после чего распределяли кле-
точную суспензию по всей площади предметного стекла и высушивали получившие-
ся препараты на воздухе. Далее препараты фиксировали в метаноле в течение 5 мин 
и окрашивали 2%-ным раствором красителя Гимза (ПанЭко, Россия) в течение 10 мин 
при комнатной температуре.

Полученные цитогенетические препараты кодировали и анализировали под свето-
вым микроскопом Zeiss Axiostar Plus (Carl Zeiss MicroImaging GmbH., Германия) при 
увеличении ×1000. На каждом препарате анализировали 200 эритроцитов, определяя 
количество нормахроматофильных эритроцитов (НХЭ) и ПХЭ. Далее анализировали 
еще 1000 ПХЭ и отмечали клетки с микроядрами (МЯ). НХЭ, ПХЭ и МЯ идентифици-
ровали согласно общепринятым критериям [21]. 

Оценка маркеров эндотелиальной дисфункции
Оценку маркеров эндотелиальной дисфункции проводили путем измерения экс-

прессии генов, участвующих в провоспалительной (Vcam1, Icam1, Sele, Selp, Il6, 
Ccl2, Cxcl1, Mif) и протромбической активации эндотелия (Vwf, Serpine1, Plau, Plat), 
нарушении эндотелиальной механотрансдукции (Klf2, Klf4, Nfe2l2) и синтеза оксида 
азота (Nos3), эндотелиально-мезенхимальном переходе (Snai1, Snai2, Twist1, Zeb1, 
Cdh5, Cdh2) [22] в эндотелиальном монослое аорт лабораторных животных. Экс-
плантированную нисходящую аорту промывали от остатков крови 0.9%-ным раство-
ром NaCl, а затем смывали эндотелиальный монослой 1 мл лизирующего реагента 
QIAzol® Lysis Reagent (Qiagen, США) в 1.5-миллилитровую пробирку типа Эппен-
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дорф [23]. Выделение РНК и ее очистку от геномной ДНК проводили с помощью 
коммерческого набора RNeasy® Plus Universal Mini Kit (Qiagen, Германия) в соответ-
ствии с протоколом производителя набора. Концентрацию и качество выделенной 
РНК определяли на спектрофотометре NanoDropTM 2000 (ThermoScientifi c, США), 
а ее целостность – на флуориметре Qubit 4 (Invitrogen, США) с использование набо-
ра реагентов QubitTM RNA IQ Assay Kit (Invitrogen, США). Выделенную РНК хранили 
при температуре –80 ˚C. 

На основе выделенной РНК с помощью коммерческого набора High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, США) синтезировали комплиментарную 
ДНК (кДНК), определяли ее концентрацию и качество на спектрофотометре NanoDropTM 
2000 (ThermoScientifi c, США). Синтезированную кДНК хранили при –20 ˚C.

Экспрессию генов интереса, а также референсных генов (Actb, B2m, Tbp) оцени-
вали с помощью количественной ПЦР с детекцией продуктов амплификации в режи-
ме реального времени (реал-тайм ПЦР) на амплификаторе ViiA 7 (Applied Biosystems, 
США) в строгом соответствии с общепринятыми на настоящий момент стандар-
тами [24, 25]. ПЦР проводили в 96-луночном планшете (BIOFIL, Китай), содержа-
щем, помимо анализируемых образцов, пять стандартов с двукратным разведением 
и отрицательный контроль (реакционная смесь без кДНК). На каждый анализиру-
емый образец готовили 10 мкл реакционной смеси, содержащей 5 мкл мастер-мик-
са PowerUpTM SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, США), по 500 нМ пря-
мого и обратного SYBR Green праймеров (Евроген, Россия) (табл. 1) и 5 мкл кДНК 
c финальной концентрацией 10 нг/мкл. Каждый образец, стандарт и отрицательный 
контроль анализировали в трех технических повторах. Программа амплификации 
включала в себя три этапа: 2 мин при 50 °C, 2 мин при 95 °C, 15 с при 95 °C и 60 
с при 60 °C (40 циклов). Экспрессию генов интереса рассчитывали по методу 2-ΔΔCt 
и выражали в виде кратности ее изменения в экспериментальной группе относительно 
контроля. 

Статистический анализ
Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в эксперименте

Ген Последовательность

Vcam1
Прямой: 5’-GGAAATGCCACCCTCACCTTA-3’ 

Обратный: 5’-TCCAGGGGAGATGTCAACACAGT-3’

Icam1
Прямой: 5’-CGACATTGGGGAAGACAGCAG-3’ 
Обратный: 5’-TCCACTCGCTCTGGGAACG-3’

Sele
Прямой: 5’-TGTGGTCCAAGAGGGGAGTG-3’

Обратный: 5’-GCCCACTGCAACTCATGTTCA-3’

Selp
Прямой: 5’-GCCCTCCAATGTGTGAAGCC-3’

Обратный: 5’-CAGGTGGAGCCGACACTGAA-3’

Il6
Прямой: 5’-AGCCCACCAGGAACGAAAGTC-3’
Обратный: 5’-AGGGAAGGCAGTGGCTGTCA-3’

Ccl2
Прямой: 5’-ACGCTTCTGGGCCTGTTGTT-3’

Обратный: 5’-TCCAGCCGACTCATTGGGAT-3’

Cxcl1
Прямой: 5’-CACTGCACCCAAACCGAAGT-3’

Обратный: 5’-TGGGGACACCCTTTAGCATCT-3’
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Ген Последовательность

Mif
Прямой: 5’-GTCACGTAGCTCAGGTCCCA-3’

Обратный: 5’-CTCGGAGAGAAACCCCTCTG-3’

Vwf
Прямой: 5’-AACCCACGCTTGACCAGGTT-3’

Обратный: 5’-CTGTCAGCGCAGGAGCAAAC-3’

Serpine1
Прямой: 5’-CTCAACCCAGGCCGACTTCA-3’

Обратный: 5’-CACTGTGCCGCTCTCGTTCA-3’

Plau
Прямой: 5’-GTGGTGGGAGCCTCATCAGT-3’

Обратный: 5’-CGCTTCGACTGACCCAGGTA-3’

Plat
Прямой: 5’-GGGACCAACTGAGGACTGCT-3’

Обратный: 5’-GCCCTCCACGCTGTGTAAGT-3’

Klf2
Прямой: 5’-CACCAACTGCGGCAAGACCT-3’

Обратный: 5’-GTAGTGGCGGGTAAGCTCGTCA-3’

Klf4
Прямой: 5’-GACTATGCAGGCTGTGGCAAA-3’

Обратный: 5’-CGGTAGTGCCTGGTCAGTTCA-3’

Nfe2l2
Прямой: 5’-CAGTGGATCTGTCAGCTACTCC-3’
Обратный: 5’-CTCTCAACGTGGCTGGGAAT-3’

Nos3
Прямой: 5’-GGTGACCAGCACATTTGGCA-3’

Обратный: 5’-GCCGCCAAGAGGATACCAGT-3’

Snai1
Прямой: 5’-TGGGCCAACTTCCCAAGCA-3’

Обратный: 5’-GTGGGAGCAGGAGAAAGGCT-3’

Snai2
Прямой: 5’-GCCCAACTACAGCGAACTGGA-3’

Обратный: 5’-TGGAATGGAACTGCTGATGTCC-3’

Twist1
Прямой: 5’-ATGTCCGCGTCCCACTAGCA-3’

Обратный: 5’-CCCCACGCCCTGATTCTTGT-3’

Zeb1
Прямой: 5’-CCAGTGAAGGTGATCCAGCCA-3’
Обратный: 5’-CTTTTTGGGTGGCGTGCAGT-3’

Cdh5
Прямой: 5’-ACAAGGACGTGGTGCCAGTA-3’

Обратный: 5’-GGGCATCCCATTGTCGGAGA-3’

Cdh2
Прямой: 5’-ACCCAGGAAAAGTGGCAGGT-3’

Обратный: 5’-GCTGTGCTTGGCGAGTTGTC-3’

Actb
Прямой: 5’-ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3’

Обратный: 5’-CCATACCCACCATCACACCCT-3’

B2m
Прямой: 5’-GGTGACCGTGATCTTTCTGGTG-3’

Обратный: 5’-TGAGGAAGTTGGGCTTCCCATT-3’

Tbp
Прямой: 5’-TGCCAAGTGTGAGCCTCTCC-3’

Обратный: 5’-TGGGTTATCGCACGCACCAT-3’

Окончание табл. 1
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Рис. 1. Уровень маркеров генотоксического стресса у крыс линии Wistar. (a) – Доля ПХЭ. (b) – Частота ПХЭ 
с МЯ. Control group – контрольная группа, Experimental group – экспериментальная группа, PCE – ПХЭ, 
MN-PCE – ПХЭ с МЯ. 

Статистический анализ проводили с использованием программного пакета 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США). Для количественных показателей рас-
считывали медиану (Me) и межквартильный размах (IQR). Различия между группа-
ми оценивали с помощью рангового U-критерия Манна – Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ уровня маркеров генотоксического стресса показал, что у животных из экс-
периментальной группы по сравнению с контролем отмечается полуторакратное сни-
жение доли ПХЭ в общем пуле проанализированных эритроцитов (31.8 ± 5.5% против 
45.0 ± 10.5%, p < 0.001) и более чем трехкратное повышение частоты ПХЭ с МЯ (2.7 ± 
1.0% против 0.8 ± 0.4%, p < 0.001) (рис. 1), что свидетельствует о развитии выраженно-
го генотоксического стресса в ответ на экспозицию ММС.
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В результате проведенного молекулярно-генетического анализа все изученные гены 
были разделены на три группы в зависимости от характера изменения их экспрессии 
в экспериментальной группе относительно контроля: гены с повышенной экспрессией 
(кратность изменения экспрессии ≥ 1.50), гены с пониженной экспрессией (≤ 0.75), 
гены, экспрессия которых не изменялась (0.76–1.49) (табл. 2).

Таблица 2. Изменение экспрессии генов-маркеров эндотелиальной дисфункции в эндотелии 
аорты крыс линии Wistar, включенных в экспериментальную группу, относительно контроля

Ген Кратность изменения экспрессии Характер изменения экспрессии

Провоспалительная активация эндотелия

Vcam1 2.17 Повышена

Icam1 3.51 Повышена

Sele 0.76 Без изменений

Selp 2.59 Повышена

Il6 1.78 Повышена

Ccl2 1.91 Повышена

Cxcl1 2.06 Повышена

Mif 0.42 Понижена

Протромбическая активация эндотелия

Vwf 0.58 П  онижена

Serpine1 2.26 Повышена

Plau 1.95 Повышена

Plat 1.76 Повышена

Нарушение эндотелиальной механотрансдукции

Klf2 0.55 Понижена

Klf4 0.60 Понижена

Nfe2l2 0.87 Без изменений

Нарушение синтеза оксида азота

Nos3 1.12 Без изменений

Эндотелиально-мезенхимальный переход

Snai1 0.98 Без изменений

Snai2 0.82 Без изменений

Twist1 0.87 Без изменений

Zeb1 0.65 Понижена

Cdh5 1.10 Без изменений

Cdh2 1.11 Без изменений
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В результате проведенного сравнения полученных результатов изучения профиля 
генной экспрессии в эндотелии нисходящей аорты нормолипидемических крыс ли-
нии Wistar с референсной панелью для скрининга дисфункции эндотелия [22] были 
выявлены совпадения в характере изменения экспрессии следующих генов-маркеров 
эндотелиальной дисфункции: Vcam1, Icam1, Selp, Il6, Ccl2, Cxcl1, Serpine1, Klf2 и Klf4 
(рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ данных мировой литературы последних лет показывает рост интереса 
к изучению различных аспектов нормальной и патологической физиологии эндотелия, 
в том числе и к проблемам патофизиологических механизмов развития эндотелиаль-
ной дисфункции [22]. К настоящему моменту выделены ключевые признаки данного 
процесса, а именно: повышенная адгезия лейкоцитов к эндотелиальному монослою 
(провоспалительная активация эндотелия); нарушение синтеза биодоступного оксида 
азота; нарушение эндотелиальной механотрансдукции; эндотелиально-мезенхималь-
ный переход, заключающийся в приобретении эндотелиальными клетками синтети-
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Рис. 2. Сравнение полученного профиля генной экспрессии в эндотелии нисходящей аорты нормолипиде-
мических крыс линии Wistar с референсной панелью для скрининга дисфункции эндотелия. Reference plot 
– референсная панель по данным Kutikhin и соавт. [22]; Experimental plot – экспериментальная панель, полу-
ченная в ходе проведения представленного исследования; Pro-infl ammatory endothelial activation – провоспа-
лительная активация эндотелия; Prothrombic endothelial activation – протромбическая активация эндотелия; 
Impaired endothelial mechanotransduction – нарушение эндотелиальной механотрансдукции; Compromised 
NO synthesis – нарушение синтеза оксида азота; Endothelial-to-mesenchymal transition – эндотелиально-ме-
зенхимальный переход. Upregulated genes – гены с повышенной экспрессией, Unchanged genes – гены, экс-
прессия которых не изменялась, Downregulated genes – гены со сниженной экспрессией.
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ческого фенотипа; а также протромбическая активация эндотелия [26–30]. Наиболее 
удобным методом скрининга эндотелиальной дисфункции в эксперименте являет-
ся оценка экспрессии маркерных генов, вовлеченных в вышеуказанные процессы, 
с помощью количественной ПЦР в силу относительно невысокой стоимости и низкой 
технической сложности данного метода. Анализ научной литературы, посвященной 
изучению патофизиологии эндотелиальной дисфункции, а также собственный много-
летний опыт экспериментов по ее моделированию позволил разработать референсную 
панель для скрининга данного патологического состояния, включающую 23 маркер-
ных гена, показавших наибольшую эффективность при диагностике эндотелиальной 
дисфункции в экспериментах in vitro и in vivo и обладающих высокой доказательной 
мощностью [22].

Одним из основных признаков эндотелиальной дисфункции является провоспали-
тельная активация эндотелия, одним из результатов которой является миграция в ин-
тиму сосудов моноцитов. Мигрировавшие моноциты трансформируются в макрофаги, 
которые начинают поглощать свободный и этерифицированный холестерин и в конеч-
ном итоге превращаются в пенистые клетки, секретирующие различные факторы ро-
ста и митогены, способствующие развитию атеросклеротического поражения сосуда 
[31]. Провоспалительная активация эндотелия обуславливается двумя ключевыми про-
цессами – связывание рецепторов лейкоцитов с соответствующими рецепторами на 
поверхности эндотелиальных клеток, приводящее к адгезии клеток мононуклеарной 
фракции крови к эндотелиальному монослою; и повышенная секреция эндотелиаль-
ными клетками провоспалительных цитокинов [32]. В нашем эксперименте ММС-
индуцированный генотоксический стресс у нормолипидемических крыс линии Wistar 
(подтвержденный результатами цитогенетического анализа ПХЭ) был ассоциирован 
с повышением экспрессии трех из четырех маркерных генов, кодирующих как рецеп-
торы эндотелиальных клеток для лейкоцитов (Vcam1, Icam1 и Selp), так и эндотели-
альные провоспалительные цитокины (Il6, Ccl2 и Cxcl1) в смывах эндотелиального 
монослоя нисходящей аорты. Эти данные свидетельствуют о выраженной провоспа-
лительной активации эндотелия у лабораторных животных. Известно, что клеточный 
ответ на генотоксический стресс заключается в остановке клеточного цикла, запуске 
репарации ДНК и активации сигнальных путей p53 и NF-κB, играющих ключевую 
роль в репарации ДНК и воспалительном ответе соответственно [33]. Интересно, что 
активация пути NF-κB в результате действия на клетки алкилирующих агентов (напри-
мер, ионизирующей радиации) может выступать индуктором таких антиапоптотиче-
ских генов, как BCL2L1, XIAP, CIAP1, CIAP2 и BIRC5, что приводит к увеличению вы-
живаемости экспонированных клеток [34–37]. Кроме того, показано, что ММС может 
воздействовать на MAPK-путь, что приводит к увеличению уровня экспрессии про-
воспалительных цитокинов фибробластами [38]. Согласно современным концепциям, 
воспаление может являться ранним сигналом повреждения генетического материала 
клетки [39, 40], что позволяет рассматривать повреждение ДНК как своеобразный 
DAMP (damage-associated molecular pattern) [41]. Таким образом, обнаруженная в на-
шем эксперименте ассоциированная с генотоксическим стрессом провоспалительная 
активация эндотелиальных клеток нисходящей аорты нормолипидемических крыс ли-
нии Wistar является, с одной стороны, нормальной физиологической реакцией клеток 
на повреждение ДНК, а с другой стороны – одним из патофизиологических звеньев 
атерогенеза. Интересно, что в нашем эксперименте обнаружено снижение экспрессии 
гена Mif, кодирующего фактор, ингибирующий миграцию макрофагов (MIF) в ответ на 
генотоксический стресс, на фоне повышения экспрессии других генов, кодирующих 
вовлеченные в провоспалительную активацию эндотелия белки. В ряде исследований 
показано, что MIF, помимо своей провоспалительной активности, способен блокиро-
вать p53-зависимый апоптоз и стимулировать онкогенез, при этом данные факторы 
в клетке функционально противодействуют друг другу (активация пути p53 сопрово-
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ждается снижением экспрессии MIF) [42–45]. Таким образом, обнаруженное в нашем 
эксперименте снижение экспрессии гена Mif является, вероятно, следствием ММС-ин-
дуцированной активации пути p53. 

Еще одним немаловажным признаком эндотелиальной дисфункции является нару-
шение эндотелиальной механотрансдукции – процесса трансформации механического 
воздействия потока в биохимические сигналы в эндотелиальных клетках. Данный про-
цесс играет чрезвычайно важную роль в физиологии эндотелия, так как обуславливает 
дифференциальную чувствительность различных сосудов к атеросклерозу в зависи-
мости от гидродинамических характеристик тока крови (турбулентный и ламинарный 
поток) [28, 29, 32]. Передача сигналов от механосенсоров в клетке осуществляется 
посредством большого количества молекул, в число которых входят и атеропротек-
тивные транскрипционные факторы KLF2, KLF4 и NRF2 [46–51], кодируемые генами 
Klf2, Klf4 и Nfe2l2 соответственно. В нашем эксперименте было обнаружено снижение 
экспрессии генов Klf2 и Klf4 в эндотелии аорты крыс линии Wistar в ответ на их экс-
позицию ММС, в то время как экспрессия гена Nfe2l2 не изменялась относительно 
контроля. Атеропротективные свойства KLF2 обусловлены его способностью инду-
цировать экспрессию эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) – важного регу-
лятора сосудистого гомеостаза – путем прямого связывания ее промотора в ответ на 
биомеханические стимулы. Кроме того, KLF2 способен ингибировать индукцию мо-
лекул клеточной адгезии VCAM-1 и SELE, вызванную действием на эндотелиальные 
клетки различных провоспалительных цитокинов, что приводит к ослаблению адгезии 
мононуклеарной фракции крови к эндотелию [52]. Показано, что данный транскрип-
ционный фактор также может регулировать активность таких генов, участвующих 
в регуляции тонуса сосудов, как ACE, EDN и ADM [53]. Сходными эффектами обладает 
и другой транскрипционный фактор KLF4, который способен воздействовать на путь 
NF-κB, тем самым снижая экспрессию провоспалительных молекул. Он также спо-
собен связываться с коактиватором транскрипции p300, усиливая экспрессию eNOS 
и тромбомодулина [48]. Также было показано, что атеропротективный ламинарный 
тип напряжения сдвига способен индуцировать KLF4 и KLF2 посредством активации 
сигнального пути MEK5/MEF2 [54]. Таким образом, полученные в данном исследова-
нии данные о снижении экспрессии атеропротективных транскрипционных факторов 
позволяют говорить о нарушении эндотелиальной механотрансдукции, ассоциирован-
ной с ММС-индуцированным генотоксическим стрессом.

В нашем эксперименте не удалось обнаружить дифференциальную экспрессию 
генов, регулирующих такие критерии эндотелиальной дисфункции, как эндотелиаль-
но-мезенхимальный переход и нарушение синтеза оксида азота. Следует отметить, 
что данные процессы характеризуют поздние стадии развития дисфункции эндотелия 
и достаточно сложно регистрируются на начальных этапах патологического изменения 
эндотелия. Их моделирование в эксперименте in vivo требует пролонгированной экс-
позиции лабораторных животных теми или иными триггерами эндотелиальной дис-
функции, что в случае с использованием мутагенных агентов не всегда допустимо, 
так как способно привести к гибели животного в связи с критической дисфункцией 
различных органов и систем. Другим вероятным объяснением полученных результатов 
может служить особенность механизма действия ММС как триггера эндотелиальной 
дисфункции, который в первую очередь воздействует на сигнальные пути, вовлечен-
ные в воспалительный ответ и внутриклеточный сигналинг.

Одним из новых критериев дисфункции эндотелия, рассматриваемым главным 
образом в контексте COVID-19, является протромбическая активация эндотелия, со-
провождаемая повышением экспрессии фактора фон Виллебранда (vWF) и ингибито-
ра активатора плазминогена (PAI-1) с одновременным снижением экспрессии актива-
торов плазминогена uPA и tPA [55–57]. В нашем эксперименте в эндотелии нисходящей 
аорты крыс линии Wistar, экспонированных ММС, был обнаружен только один ген 
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Serpine1 (кодирующий PAI-1), экспрессия которого соответствовала референсной па-
нели дисфункции эндотелия (характер экспрессии остальных генов был диаметрально 
противоположен референсу), что не позволяет с уверенностью говорить о протром-
бической активации эндотелия в ответ на генотоксический стресс у лабораторных 
животных. В силу относительной новизны данного критерия дисфункции эндотелия 
и отсутствия достаточного пула экспериментальных данных интерпретация получен-
ных в настоящем исследовании результатов затруднена и требует дополнительных ме-
ханизмов изучения, лежащих в основе изменения экспрессии генов-маркеров протром-
бической активации эндотелия в ответ на генотоксический стресс.

Таким образом, ММС-индуцированный генотоксический стресс у нормолипидеми-
ческих крыс линии Wistar ассоциирован с нарушением двух ключевых звеньев патоге-
неза эндотелиальной дисфункции (провоспалительная активация эндотелия и наруше-
ние эндотелиальной механотрансдукции) и может рассматриваться в качестве одного 
из ее триггеров.
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Genotoxic Stress is a Trigger of Endothelial Dysfunction in Wistar Rats: 
Results of a Molecular Genetic Study

M. Yu. Sinitskya, *, A. V. Sinitskayaa, M. V. Khutornayaa, M. A. Asanova, 
D. K. Shishkovaa, A. O. Poddubnyaka, and A. V. Ponasenkoa

aResearch Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia
*e-mail: max-sinitsky@rambler.ru

Atherosclerosis and coronary artery disease are the leading causes of disability and 
mortality among the population. Genotoxic stress can be considered as a new trigger of 
endothelial dysfunction underlying the pathogenesis of these diseases. This research was 
aimed to the study of molecular genetic markers of endothelial dysfunction associated 
with genotoxic stress in normolipidemic Wistar rats. Male Wistar rats that received tail 
vein injections of the alkylating mutagen mitomycin C (MMC) at the dosage of 0.5 mg/
kg body weight (experimental group) or 0.9% NaCl solution (control group) three times 
a week for a month were included in the presented study. Genotoxic stress in animals 
was assessed using a micronucleus assay in polychromatophilic erythrocytes (PCE); 
endothelial dysfunction was identifi ed by assessing the expression of the Vcam1, Icam1, 
Sele, Selp, Il6, Ccl2, Cxcl1, Mif, Vwf, Serpine1, Plau, Plat, Klf2, Klf4, Nfe2l2, Nos3, 
Snai1, Snai2, Twist1, Zeb1, Cdh5 and Cdh2 genes in the endothelial monolayer of the 
descending aorta. It was found that rats from the experimental group are characterized by 
pronounced genotoxic stress, as evidenced by a more than threefold increased frequency 
of micronucleated PCE and a decreased proportion of PCE in the total pool of analyzed 
erythrocytes. Gene expression profi ling showed that rats included in the experimental 
group are characterized by pro-infl ammatory activation of endothelium, accompanied by 
increased expression of the Vcam1, Icam1, Selp, Il6, Ccl2 and Cxcl1 genes, as well as 
impaired endothelial mechanotransduction, characterized by decreased expression of the 
Klf2 and Klf4 genes. Thus, MMC-induced genotoxic stress in normolipidemic Wistar rats 
is associated with impaired two key links of the pathogenesis of endothelial dysfunction 
and can be considered as one of its triggers.

Keywords: DNA damage, mutagenesis, atherogenesis, endothelium, micronucleus assay, 
gene expression, mRNA
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