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Нейроглия выполняет многие важные физиологические функции, включая под-
держание гомеостаза и  метаболизма клеток мозга, нейропротекцию и  модуляцию 
нейротрансмиссии. Изучение роли нейроглии необходимо для понимания развития 
патологических нейродегенеративных процессов, а также восстановления нервной 
ткани при нейровоспалении или травмах мозга, часто отмечающихся в спорте. Од-
нако анализ процессов, происходящих в нейроглиальных клетках, затруднен из-за 
их высокой гетерогенности и отсутствия системы биомаркеров, позволяющих од-
нозначно оценить функциональное состояние нервной системы в целом. В работе 
анализируются данные о клинически и биологически значимых молекулярно-гене-
тических маркерах разных типов нейроглии и обсуждаются перспективы их исполь-
зования в  спорте, в  том числе для оценки состояния спортсменов на фоне травм 
мозга различной тяжести и иных видов спортивных травм.

Ключевые слова: астроглия, олигодендроглия, микроглия, маркеры нейроглии, фи-
зиология спорта
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ВВЕДЕНИЕ

РОЛЬ НЕЙРОГЛИИ В ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ

Помимо нейронов, центральная нервная система (ЦНС) содержит глию (нейро-
глию) – гетерогенную группу клеток, выполняющую важные функции поддержания 
гомеостаза мозга [1]. Нейроглия включает в себя радиальную глию, астроциты, олиго-
дендроциты и их предшественники, а также микроглию и составляет около половины 
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всех клеток мозга [1]. Доля глиальных и нейрональных клеток варьирует в зависимо-
сти от региона мозга. В среднем у человека количество нейронов и общее количество 
клеток глии приблизительно равны. Из них порядка 20% приходится на долю астро-
цитов, 25% олигодендроцитов и  5–15% микроглии [1]. Глиальные клетки являются 
важной частью нормального функционирования ЦНС [2], включая регуляцию ионов 
и нейротрансмиттеров, метаболизм нейронов, синапто- и нейрогенез, синаптическую 
коммуникацию, нейроиммуномодуляцию и поддержание гематоэнцефалического барь
ера (ГЭБ) [1]. Дисфункции нейроглии играют важную роль в патогенезе различных 
нейродегенеративных заболеваний, в том числе болезней Альцгеймера и Паркинсона, 
деменции, энцефалопатий и других [3]. Поэтому изучение функциональных измене-
ний ЦНС невозможно без понимания участия нейроглии и выполняемых ею функций.

Астроциты – гетерогенная группа клеток, взаимодействующих с нейронами, дру-
гими глиальными клетками и кровеносными сосудами [3, 4]. Многочисленные отрост-
ки астроцитов обеспечивают высокую площадь контакта с  кровеносными сосудами 
и  клетками нервной системы [4]. Для астроцитов характерны разнообразие морфо-
логии и выполняемых функций и неравномерная представленность в различных об-
ластях мозга. Астроциты играют важную роль в  модуляции нейронной активности 
и синаптической передачи, синаптогенезе, контроле концентрации ионов, нейромеди-
аторов и нейрогормонов, а также отвечают за снабжение нейронов глутамином – пред-
шественником глутамата и гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК) [5, 6]. В функции 
астроцитов входят контроль гомеостаза калия за счет пространственной буферизации 
или активного поглощения натрий-калиевой АТФазой, удаление избыточного глутама-
та, питание нейронов и контроль стабильности синапсов [2, 6]. Кроме того, астроциты 
сами способны выделять нейромедиаторы, например, глутамат, ГАМК, D-серин, тау-
рины и кинуреновую кислоту [2]. Традиционно астроциты разделяют на два основ-
ных фенотипа: нейротоксический А1 и нейропротекторный А2, которые синтезируют 
про- или противоспалительные факторы соответственно [7]. Гетерогенность астроци-
тов подтверждается как морфологическими отличиями (по длине и разветвленности 
клеточных отростков), так и специфическими экспрессируемыми маркерами (табл. 1, 
рис. 1).

Таблица 1. Биомаркеры нейроглии, связанные с патологическими состояниями ЦНС

Биомаркер Тип нейроглии Характеристика
GFAP (глиальный 
фибриллярный кислый 
белок)

Астроциты Один из основных маркеров астроцитов. 
Повышенный уровень GFAP связан 
с активацией астроцитов в ответ на травму 
или другие патологические состояния, такие 
как астроглиоз (пролиферация астроцитов при 
повреждении ЦНС) или нейровоспаление

S100β (кальций-
связывающий белок 
S100)

Астроциты Может повышаться при различных 
патологических состояниях, включая ЧМТ, 
воспаление или нейродегенеративные 
заболевания

VEGF-A (фактор роста 
эндотелия сосудов А)

Астроциты Сигнальный белок, вырабатывающийся для 
ангиогенной стимуляции, сверхэкспрессия 
которого способствует развитию 
неврологических заболеваний
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Биомаркер Тип нейроглии Характеристика
Тау-белок Астроциты Нейрональный белок, играющий важную 

роль в стабилизации аксонов, развитии 
и поляризации нейронов. Повышен при 
нейродегенеративных заболеваниях (болезней 
Альцгеймера и Паркинсона, деменции)

ET‑1 (эндотелин‑1) Астроциты Вызывает повреждение ЦНС за счет 
сужения церебральных артериол (нарушения 
церебральной микроциркуляции), 
увеличения проницаемости ГЭБ, воспаления, 
нарушения аксонального транспорта, 
астроглиоза)

ALDH1L1 
(Альдегиддегидрогеназа 
1L1)

Астроциты Сверхэкспрессируется в реактивных 
астроцитах как при остром повреждении 
ЦНС, так и при хронических 
нейродегенеративных состояниях 
(аналогично GFAP)

AQP4 (аквапорины 4-го 
типа)

Астроциты Играют важную роль в регуляции водного 
баланса и транспорте воды через мембраны 
астроцитов. Изменения в их экспрессии 
связывают с различными патологиями, 
такими как отеки головного мозга

NG2-протеогликан Олигодендроциты Присутствует в миелиновой оболочке 
и является одним из основных маркеров 
олигодендроцитов, участвуя в формировании 
и стабилизации миелина (изменения 
в его экспрессии отражают процессы 
миелинизации или демиелинизации)

Olig2 
(транскрипционный 
фактор 
олигодендроцитов 2)

Олигодендроциты Специфичен для олигодендроцитов 
и играет ключевую роль в их формировании 
и дифференциации, а также в образовании 
и восстановлении миелина

CCL2 (хемокин-лиганд 
мотива CC)

Микроглия Измененная экспрессия CCL2 или его 
рецептора CCR2 играет важную роль 
в распространении патологии путем 
привлечения периферических и центральных 
иммунных клеток в область повреждения 
и инициирует воспалительную реакцию

CLR (лектиновые 
рецепторы C-типа)

Микроглия Повышенная экспрессия наблюдается при 
активации макрофагов и повреждении 
аксонов

Продолжение Таблицы 1.
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Биомаркер Тип нейроглии Характеристика
TNF-α (фактор некроза 
опухоли), IL‑1β, IL‑16 
(провоспалительные 
интерлейкины)

Микроглия Маркер нейровоспаления, выработки 
цитокинов, пролиферации клеток, апоптоза 
и противодействия инфекциям ЦНС

IL‑4, IL‑10, 
IL‑13 и TGF-β 
(нейропротекторные 
интерлейкины)

Микроглия Ингибиторы провоспалительных цитокинов 
и нейротоксических реакций

iNOS (индуцибельная 
синтаза азота NO)

Микроглия Способствует притоку иммунных клеток из 
периферии в очаг поражения 

CD11b Микроглия Маркер активированной микроглии 
в различных состояниях, включая 
воспалительные реакции и травмы

CD68 Микроглия Маркер фагоцитоза и лизосомальной 
активности микроглии при очистке тканей от 
микроорганизмов или мертвых клеток

HLA-DR (Human 
Leukocyte Antigen – DR 
isotype)

Микроглия Ассоциируется с активированными клетками 
иммунной системы, включая микроглию, 
в состоянии воспаления или при иммунном 
ответе

В частности, выделяют две группы астроцитов: протоплазматические и фиброзные 
[4, 6]. Для первых характерно наличие длинных неразветвленных отростков и преиму-
щественная экспрессия маркера из группы кальций-связывающих белков S100β, в то 
время как для вторых – сильно разветвленные короткие отростки и  экспрессия гли-
ального фибриллярного белка (GFAP) [6]. Изменения экспрессии GFAP и особенности 
морфологии астроцитов коррелируют с тяжестью реактивного астроглиоза, что указы-
вает на наличие патологий ЦНС [8]. Астроциты демонстрируют структурную пластич-
ность в ответ на активность нейронов, в свою очередь способствуя ремоделированию 
окружающих синапсов, что крайне важно для обучения и памяти [4]. Астроциты также 
участвуют в синтезе различных малых молекул, среди которых клиническими значи-
мыми считаются GFAP [9], S100β [10], VEGF-A (фактор роста эндотелия сосудов А) 
[9, 11], тау-белок [12], ET‑1 (эндотелин‑1) [13], ALDH1L1 (альдегиддегидрогеназа 1L1) 
[14], AQP4 (аквапорины 4-го типа) [11, 15] и другие.

Биомаркеры, которые отражают функциональный статус астроцитов, можно ис-
пользовать для выявления повреждений и нейропатологических воспалительных про-
цессов в ЦНС. Изменения морфологии астроцитов характерны для многих заболева-
ний ЦНС (рассеянного склероза, болезней Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона 
и многочисленных нейродегенеративных расстройств [16]) и могут быть связаны с из-
менениями реакции на стресс, а также проявлением депрессивно-подобного поведения 
и когнитивных нарушений, как показано на животных моделях [17].

Олигодендроциты появляются в  ЦНС из клеток-предшественников олигодендро-
цитов, которые пролиферируют и дифференцируются в  зрелые олигодендроциты на 
протяжении всей жизни [18, 19]. Олигодендроциты и клетки-предшественники объе-

Окончание Таблицы 1.
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диняют в клеточную линию олигодендроцитов, основными маркерами экспрессии ко-
торых являются NG2-протеогликан (CSPG4), экспрессируемый на поверхности клеток, 
и транскрипционный фактор олигодендроцитов Olig2 [19]. Олигодендроциты образу-
ют миелиновую многослойную оболочку, необходимую для проводимости нервного 
сигнала по аксонам, а также обеспечивают последующее ремоделирование миелина, 
что модулирует активность нейронов, в частности, при обучении сложным двигатель-
ным навыкам [20]. Помимо миелинизации нервных волокон, олигодендроциты важны 
для метаболической поддержки нейронов, обеспечивая передачу метаболитов (пирува-
та и  лактата) через цитоплазматические каналы и  монокарбоксилатные транспорте-
ры [21]. Олигодендроциты являются мишенью при некоторых нейродегенеративных 
заболеваниях, в частности, рассеянном склерозе, шизофрении или болезни Альцгей-
мера [18]. При рассеянном склерозе – серьезном хроническом нейровоспалительном 
заболевании – тяжесть повреждения олигодендроцитов и демиелинизации коррелиру-
ет с клиническим прогрессированием расстройства [20], также приводя к нарушению 
когнитивных функций, координации и сенсорного восприятия [21]. Повреждения оли-
годендроцитов и миелиновой оболочки представляет собой обратимый процесс, при 
котором может быть предотвращена дегенерация аксонов и сохранение когнитивных 
функций [18].

Микроглия представляет собой резидентные мононуклеарные фагоциты, мигриру-
ющие в ЦНС во время эмбриогенеза. В отличие от нейронов и других клеток нейро-
глии, микроглия имеет не нейроэктодермальное, а гематопоэтическое происхождение 
[22]. Микроглия выполняет важные воспалительные и иммунорегуляторные функции, 
в т. ч. детекцию очагов повреждения, миграцию к ним, выделение цитокинов, фагоци-
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Рис. 1. Физиологическая роль и молекулярные маркеры нейронов и клеток глии (см. также табл. 1).
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тоз, а также ремоделирование синапсов, поддержание гомеостаза и синтез нейротро-
фических факторов [2, 23, 24]. Кроме того, микроглия, высвобождая активные формы 
кислорода или воспалительные цитокины, вызывает цитотоксическое повреждение 
нейронов [25]. Активация микроглии происходит в ответ на инфекции, травмы ЦНС, 
нейродегенеративные заболевания, изменения функционального состояния нейронов 
и нарушения гомеостаза мозга, приводя к нейровоспалению.

Морфологические изменения микроглии при взаимодействии с другими клетками 
динамичны и гетерогенны, осложняя понимание физиологии микроглии относитель-
но ее морфологии [22]. Традиционно микроглию, как и астроциты, разделяют на два 
основных фенотипа: нейротоксический М1 и  нейропротекторный М2, которые син-
тезируют про- либо противовоспалительные медиаторы соответственно [26]. Дихото-
мическая классификация, однако, не отражает всей динамики потери и приобретения 
нейропротекторных и нейротоксических функций, определяя спектр функций, а не две 
отдельные популяции [26]. Надежным маркером функционального состояния микро-
глии является уровень экспрессии определенных генов. Биомаркеры необходимы как 
для определения степени нейровоспаления, так и  для исследования механизмов его 
модуляции [26]. Например, в ответ на повреждение нервной ткани микроглия синте-
зирует провоспалительные цитокины TNF-α (фактор некроза опухоли), интерлейкины 
IL‑1β, IL‑16, хемокины CCL2 IL‑18, и NO (оксид азота) [27]. К нейропротекторным 
биомаркерам микроглии относятся интерлейкины IL‑4, IL‑10, IL‑13 и TGF-β (транс-
формирующий фактор роста) [28]. Клеточный ответ микроглии различен при получе-
нии травм (черепно-мозговой травмы (ЧМТ) или травмы спинного мозга) и при разви-
тии нейродегенеративных заболеваний [29]. При развитии ЧМТ наблюдается переход 
микроглии в  CD68-иммунореактивное состояние, увеличивается плотность клеток 
CD68, а также наблюдается повышение уровня цитокина CCL11. CCL11 является от-
личительным маркером ЧМТ, количество которого не повышается, в частности, при 
болезни Альцгеймера [30].

Несмотря на важность клеток нейроглии для поддержания гомеостаза ЦНС, пони-
мание молекулярных процессов, происходящих при тех или иных физиологических 
состояниях организма, остается плохо изученным. В частности, неясны роль, поведе-
ние и изменение молекулярного профиля нейроглиальных клеток в ответ на различные 
патологические состояния или повреждения нервной системы. Отсутствие надежной 
тест-системы, с помощью которой можно однозначно определить патологические про-
цессы нервной ткани при получении травмы, а также следить за динамикой во время 
восстановления также является актуальной проблемой нейробиологии и  медицины. 
Цель настоящего обзора – анализ данных об известных молекулярных маркерах, от-
ражающих функциональный статус различных типов нейроглии, которые возможно 
использовать в качестве тест-системы, в частности, в контексте спорта по причине вы-
сокой травмоопасности данного вида деятельности для человека, и вместе с тем – на 
фоне недостаточной изученности данного направления спортивной медицины.

НЕЙРОГЛИЯ И ТРАВМЫ В СПОРТЕ

Одной из самых распространенных проблем в спорте является получение травм, 
особенно ЧМТ [31]. К прямым последствиям ЧМТ относят тяжелые повреждения тка-
ней головного мозга, внутричерепное кровоизлияние, субдуральную и эпидуральную 
гематомы (которые могут привести к  летальному исходу), а  также функциональные 
повреждения и  нарушения аксонов. Среди морфологических последствий ЧМТ вы-
деляют повреждения тканей мозга (атрофия, образование рубцов и  спаек) и  тканей 
скелета (остеосклероз), ликвородинамические последствия (дисциркуляция, дизре-
зорбция, ликворея, ликворома) и  сосудистые нарушения (дисциркуляция, ишемия, 
тромбоз и др.) [32]. Симптоматика более легких ЧМТ, как правило, проходит в течение 
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нескольких недель, однако приобретенные в их результате аксонопатии могут сохра-
няться многие годы [25, 33]. Последствия даже легких ЧМТ включают неврологичес
кие и двигательные нарушения, хроническую травматическую энцефалопатию (ХТЭ) 
[34, 35], а также предрасположенность к развитию возрастных нейродегенеративных 
заболеваний [36] – болезней Альцгеймера и Паркинсона и, возможно, спорадического 
бокового амиотрофического склероза [37]. Важными факторами риска патогенеза за-
болеваний ЦНС являются возраст, генетические маркеры (к примеру, наличие одного 
или двух аллелей гена APOE4, продукт которого отвечает за транспорт липидов), [37, 
38]. Симптомы ЧМТ умеренной или тяжелой степени могут включать в себя потерю 
сознания, головные боли, тошноту, судороги, расширение зрачков, потерю координа-
ции, спутанность сознания, нетипичное поведение, проблемы с речью и другие когни-
тивные расстройства [35, 39].

Патогенез ЧМТ характеризуется множеством факторов, для которых глия играет 
важную роль [40]. Раннее выявление ЧМТ в спорте имеет первостепенное значение 
для предупреждения ухудшения неврологического и психического состояния, а также 
для быстрого восстановления спортсменов и их возвращения к тренировкам и участию 
в соревнованиях. Другой важной задачей успешного восстановления спортсмена явля-
ется недопущение преждевременного возвращения к спортивной деятельности после 
ЧМТ, что также может увеличить риски неврологических патологий [41]. Поэтому по-
иск и изучение маркеров, по которым можно установить наличие нейродегенератив-
ной патологии и достоверно оценить состояние спортсменов, является крайне важной 
задачей как для области спорта, так и здравоохранения в целом.

К видам спорта, связанных с повышенным риском получения травмы головы, отно-
сятся в первую очередь контактные виды спорта, такие как футбол, хоккей, регби, бое-
вые искусства и бокс [34, 42, 43]. Например, смерть от ЧМТ и развития субдуральной 
гематомы особенно часта среди боксеров [25]. В свою очередь, снижение смертности 
может быть связано с более короткой карьерой спортсменов и соответственно мень-
шим количеством тяжелых и меньшей продолжительностью легких повторяющихся 
ЧМТ [25, 44]. Получение ЧМТ в спорте отрицательно сказывается на качестве жизни 
спортсменов после окончания карьеры. Например, высокий процент ХТЭ отмечается 
среди бывших спортсменов, например, футболистов национальной футбольной лиги 
[37].

В настоящее время перспективными биомаркерами ЧМТ считают тау-белок, NFL 
(легкие нейрофиламенты) [45], SNTF (N-концевой фрагмент αII-спектрина) [46], NSE 
(нейрон-специфическая енолаза) [45], S100B (специфичный астроцитарный белок) 
[44], UCH-L1 (убиквитин С-концевая гидролаза L1) и GFAP [47]. Изменения тау-белка, 
NFL, SNTF, GFAP коррелируют с тяжестью сотрясения мозга [41], достигая пика чаще 
всего через 3 месяца после ЧМТ [48]. На этом фоне также отмечается повышение ти-
тра антител к белкам, связанных со специфическими белками нейроглии и сосудов, 
что может указывать на изменения сосудов и усиление аутоимунного воспаления [48].

Активация микроглии и астроцитов может явиться связующим звеном между полу-
чением ЧМТ и развитием ХТЭ [25, 42], которая сопровождается диффузной атрофией 
мозга, увеличением размеров желудочков, глиозом, дисфункцией мозжечка и дегене-
рацией компактной части черной субстанции [34, 49]. Вторичный патогенез включает 
в  себя поражение сосудов ЦНС, гипоксию, ишемию, нарушения функций митохон-
дрий, гипометаболизм и отек головного мозга [37]. И если на ранней стадии симпто-
матика практически отсутствует, то по мере развития ХТЭ появляются головная боль, 
нарушение внимания, дефицит кратковременной памяти, агрессивное поведение, пе-
репады настроения, паранойя, суициальные наклонности, а также деменция [37].

Характерными симптомами прогрессирующей ХТЭ являются неустойчивость, 
замедленная мышечная реакция, спутанность сознания, нерешительная речь, тремор 
[34]. У спортсменов различных видов спорта (футбол, хоккей, борьба и бокс), разви-
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тие ХТЭ сопровождается ухудшением когнитивных функций (памяти) и изменениями 
в поведении (проявлениями импульсивности, вспыльчивости, склонности к насилию) 
и настроении (депрессивность) [49]. При этом в  группе спортсменов с первичными 
когнитивными отклонениями реже встречаются изменения поведения, и наоборот [49].

Подверженность хроническим травмам головы имеет собственные гистопатоло-
гические проявления, которые отличаются при получении единичных тяжелых ЧМТ 
[34] – появление нейрофибриллярных клубков тау-белка, что может быть причиной 
последующего появления поведенческих и нейромоторных патологий [42]. Наличие 
гиперфосфорилированного тау-белка является специфическим гистологическим при-
знаком ХТЭ [35, 50], образуя агрегаты из тауолигомеров и препятствуя нормальному 
функционированию аксонов [42].

Важным инструментом клинической диагностики является измерение специфиче-
ских биомаркеров, экспрессия которых изменяется при получении сотрясения мозга 
или других ЧМТ. Несмотря на то, что оценка биомаркеров по анализу крови часто 
осложнена из-за быстрой деградации и выведения их из организма, описано повыше-
ние содержания тау-белка и S100 у профессиональных хоккеистов [25].

Resting microglia

Astrocyte

Oligodendrocytes
CSPG4+; Olig2+

Apoptosis, phagolysosomes ↑

VEGF-A, ET-1

Activated astrocytes
GFAP↑, Vim↑, S100β↑, ALDH1L1↑

Hypertrophy, proliferation, synthesis of
inflammatory mediators, nuclear size↑ 

Activated microglia
Branching↑, nuclear size↑,
heterochromatin↓, phagolysosomes↑
HLA-DR+; CD68+; CD1 1b+ 

TBI

Alternatively actived microglia
ARG+; FIZZ1+; Ym1+; Chil3+;
Fzd1+; IGF-1+; CD206+

MAP-т, NFL, SNTF, NSE, VLP,
UCH-L1, S100B, GFAP, MCP-4

Anti-inflammatory factors:
IL-4 IL-10, IL-13, TGF-β,
iNOS, HLA-DR, ROS

Pro-Inflammatory factory:
CCL2, CLR, TNF-α,
IL-1β, IL-16, CCL2, IL-18,
NO, iNOS, ROS

Рис. 2. Изменение функциональной активности глиальных клеток при черепно-мозговой травме.
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Также к  потенциальным маркерам относятся S100β (преимущественно экспрес-
сируемый в нейроглии), GFAP, NSE (нейронспецифическая энолаза), тау-белок, NFL 
(нейрофиламентные белки), бета-амилоид, BDNF (нейротрофический фактор мозга), 
hFABP (белок, связывающий жирные кислоты), пролактин и альбумин, по данным, по-
лученным на спортсменах, занимающихся боксом, футболом, хоккеем, баскетболом, 
а также на выборке контрольной группы пациентов с ЧМТ [37].

Повышение функциональной активности астроцитов описано в клинике и на экс-
периментальных животных моделях ЧМТ [40]. Основным механизмом активации 
астроцитов является опосредованное микроглией взаимодействие через провоспали-
тельные цитокины [42]. Изменения в функциональном ответе астроцитов приводят как 
к положительным (нейро- и синаптогенез), так и к вредным (нейровоспаление, отек 
головного мозга, нарушение ГЭБ, повреждение синапсов) последствиям при ЧМТ 
[40, 51]. Характерными чертами функционально активных астроцитов являются ги-
пертрофия клеток, повышенная пролиферация, активный синтез медиаторов воспале-
ния, нейротрофических факторов и промежуточных филаментов (GFAP и виментина). 
Другой маркер повышенной активности астроцитов – нейротрофин S100, повышается 
в спинномозговой жидкости и способствует нейрогенезу и восстановлению когнитив-
ных функций ЦНС после ЧМТ за счет усиления дифференцировки и пролиферации 
нейронов [40].

Важный белок синаптогенеза – эфрин-B1, представляющий собой фактор, который 
регулирует развитие синапсов нейронов. Эфрин-B1 влияет на гиппокамп-зависимую 
контекстуальную память у человека [40]. Кроме того, было показано, что нарушения 
в сигналинге эфрина-B1 (при его генетическом нокауте) связаны с ухудшением кон-
текстуальной памяти у мышей [52]. Астроцитарный фактор роста эндотелия сосудов 
А (VEGF-A) регулирует проницаемость ГЭБ и также сверхэкспрессируется в модели 
ЧМТ у мышей [53, 54]. Эндотелин‑1 (ET‑1), синтезируемый астроцитами, препятст-
вует ослаблению ГЭБ, в то время как его селективные ингибиторы (бозетан и BQ788) 
нарушают функции ET‑1 и ГЭБ [40].

Олигодендроциты также играют важную роль в восстановлении белого вещест-
ва, миелинизации и  последующей реабилитации после ЧМТ. Тяжесть поражения 
белого вещества зависит от степени и распространения повреждений, полученных 
при ЧМТ – микрокровоизлияний и нейровоспаления, приводящих к потере аксонов 
и миелинизированных волокон, а также олигодендроцитов (в результате апоптоза). 
Повреждение миелина приводит к большей уязвимости демиелинированных аксонов 
и  восприимчивости к  новым повреждениям и  хронической нейродегенерации при 
ЧМТ, однако с возможностью повторной ремиелинизации и восстановления функ-
ций [55].

Отмечена взаимосвязь между возникновением и тяжестью нейровоспалительных 
процессов, опосредованных микроглиальными клетками, и развитием ХТЭ. Кратко
временная эпизодическая активация нейроглии является защитным механизмом, одна-
ко продолжительная хроническая активация приводит к повреждению нейронов и ней-
родегенеративному состоянию. Как причину хронической активации рассматривают 
наличие диффузных повреждений аксонов, приводящих к высвобождению воспали-
тельных цитокинов [42]. Тяжесть нейровоспаления пропорциональна времени, в тече-
ние которого происходили ЧМТ [43]. В частности, для хемокина CCL2, являющегося 
частью пронейровоспалительного сигнального каскада и  потенциально связанного 
с привлечением микроглиоцитов к месту повреждения (табл. 1), показана корреляция 
экспрессии CCL2 и продолжительностью спортивной карьеры в американском футбо-
ле, одного из видов спорта, для которого характерна высокая вероятность ЧМТ [43]. 
Таким образом, оценка уровня экспрессии хемокинов, задействованных в нейровоспа-
лении, может стать важным диагностическим маркером для своевременного установ-
ления ХТЭ [35].
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НЕЙРОГЛИЯ И ЗАНЯТИЯ СПОРТОМ, НЕ СВЯЗАННЫЕ С РИСКАМИ ЧМТ

Помимо важной роли микроглии в  травматических видах спорта с  высоким ри-
ском ЧМТ, следует рассмотреть динамику состояния глии в других видах спорта, не-
посредственно несвязанных с  ЧМТ, а  также при выполнении физических упражне-
ний. В частности, вне зависимости от конкретной спортивной дисциплины, адаптация 
к физическим нагрузкам обеспечивает нейрофизиологические изменения, нейропро-
текторные механизмы которых остаются плохо изучены. Считается, что так называе-
мые «аэробные тренировки», к которым относятся бег, езда на велосипеде или плава-
ние, а также тренировки с отягощениями (силовые упражнения), способны улучшать 
состояние нервной системы за счет нейропластичности, включающей в себя как об-
разование новых нейронных связей, так и  реорганизацию уже существующих [56]. 
Например, адаптация глиальных клеток к физическим упражнениям характеризуется 
лучшей проводимостью нервных сигналов в  моторную кору, что было показано на 
спортсменах-пловцах [57]. Аэробные упражнения усиливают активность нейронов, 
моноаминергическую и нейротрофическую передачу, улучшают когнитивные и дви-
гательные функции, а также процессы, опосредующие нейропластичность – развитие 
нейроглии, миелинизацию и  экспрессию генов и  факторов роста, связанных с  пла-
стичностью нервной системы, что было исследовано на выборках здоровых участ-
ников исследований [58, 59]. Изучение нейроглии и  процессов нейропластичности 
является перспективным направлением по причине не только возможного улучшения 
двигательных и когнитивных функций, но также и профилактики симптомов нейро-
дегенеративных расстройств, таких как рассеянный склероз и  болезни Паркинсона 
и Альцгеймера [60, 61].

Улучшение когнитивной эффективности спортсменов включает в  себя более вы-
сокое внимание и восприятие информации. В частности, упражнения, оказывающие 
влияние на сердечно-сосудистую систему, рассматриваются как подход для улучше-
ния когнитивных функций благодаря повышению гуморальных факторов, увеличению 
мозгового кровотока и воздействию на синапсы, нейроглию и процессы миелиниза-
ции, что было показано при рандомизированном исследовании на выборке здоровых 
мужчин и женщин [62]. Влияние физических нагрузок отражается на синтезе нейро-
трофического фактора мозга (BDNF), инсулиноподобного фактора роста (IGFs), фак-
тора роста эндотелия сосудов (VEGF), а также маркеров нейровоспаления, таких как 
С-реактивный белок и цитокины [56, 63]. Данные молекулы потенциально могут быть 
использованы в качестве маркеров эффективности физических упражнений в отноше-
нии нейропластичности. Также возможна связь между структурно-функциональными 
изменениями мозга и когнитивной активностью и обучением [64].

ИЗУЧЕНИЕ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ НЕЙРОГЛИИ НА МОДЕЛЬНЫХ 
ОРГАНИЗМАХ

Помимо данных на людях, важную информацию о  роли нейроглии в  мозге при 
спорте можно получить на животных, в том числе в экспериментальных моделях ней-
ротравмы. Например, у  трансгенных мышей, экспрессирующих изоформу тау-белка 
человека (hTau) на фоне вызванных в  течение 6 месяцев легких ЧМТ, наблюдается 
повышенная потеря кортикальных нейронов [34, 65]. При моделировании сильных 
ЧМТ нехронического характера у мышей отмечаются таупатия, аксонопатия, хрони-
ческое воспаление и нейродегенерация [34]. У мышей линий C57BL/6 и hTau через 3 
и 6 месяцев после получения хронических сотрясений мозга отмечаются дефицит про-
странственной памяти, повреждение аксонов, нарушения нейроглиальной активации 
и истончение мозолистого тела [36]. При этом у них выявлена менее плотная упаковка 
миелиновых волокон, дегенерация аксонов, демиелинизация и скопления нейроглиаль-
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ных клеток, особенно в области мозолистого тела. Электронная микроскопия выявила 
наличие электронно-плотных скоплений в клетках нейроглии, что, предположительно, 
может быть связано с фагоцитированием дегенерированных аксонов [36]. Для нейро-
глии также характерно изменение профиля микроглиальных и астроглиальных клеток: 
у мышей с ЧМТ отмечено увеличение клеточных ядер, отростки олигодендриальных 
и микроглиальных клеток содержат фаголизосомы и электронно-плотные включения, 
а также снижен гетерохроматин в ядрах клеток нейроглии, что является маркером по-
вышенной транскрипционной активности [36]. Возможно, олигодендроциты, обладая 
высокой метаболической активностью и  восприимчивостью к  воспалениям, играют 
более важную роль именно при хроническом характере получаемых травм, а не эпизо-
дических ЧМТ [36]. На примере изменений целостности аксонов и нейроглиальной ак-
тивности в животных моделях проявляется зависимость между ЧМТ и изменением со-
стояния нервной системы в целом и нейроглии, в частности. Таким образом, изучение 
состояния нейроглии является важнейшим аспектом для изучения последствий ЧМТ.

Кроме того, необходимо учитывать специфику спортивных травм при их модели-
ровании на животных: например, спортивные травмы не всегда связаны с  острыми 
и тяжелыми воздействиями на череп, которые чаще всего применяются в эксперимен-
те. Травмы, получаемые во время спортивных мероприятий, зачастую представляют 
собой слабые, но регулярные воздействия [66] – как, например, импульсные удары 
высокой частоты на фоне быстрого изменения скорости поворота головы у професси-
ональных футболистов [67]. Моделирование последствий ЧМТ определенных видов 
спорта на данный момент довольно затруднительно по ряду причин. В частности, жи-
вотная модель должна учитывать длительную продолжительность получения ударов 
во времени, подвергаться ударам легкой степени воздействия, а сами сотрясения мозга 
должы соответствовать низкому уровню смертности [68]. На данный момент сущест-
вуют три подхода к моделированию спортивных травм мозга на животных: модифици-
рованный сброс веса, боковой удар и модифицированный кортикальный удар, которые, 
в отличие от традиционных моделей ЧМТ, более валидны с точки зрения биомеханики 
и моделирования инерционной силы удара [66].

Другой аспект спортивной деятельности – регулярность физических нагрузок и их 
эффекты на ЦНС – также возможно исследовать на животных моделях. Так, на грызунах 
показано, что регулярные упражнения улучшают пространственную память и снижают 
депрессивно- и  тревожно-подобное поведение, что может быть связано с  коррекцией 
нейроглии [69, 70], особенно если учесть преимущественно астроцитарную природу 
синтеза ключевого мозгового нейротрофина BDNF, что происходит при регулярных 
физических нагрузках. Физические упражнения могут модулировать функции астро-
цитов и микроглии, как показано на линии мышей-модели болезни Альцгеймера [71]. 
Пролиферация и активация микроглии могут также модулироваться упражнениями на 
выносливость, улучшая функциональность микроглии. Так, мыши с  8-недельной бе-
говой нагрузкой отличаются более активным формированием микроглии в коре мозга 
и гиппокампе [72–74]. Реакция астроцитов на физические упражнения также отличается 
активацией пролиферации и экспрессии GFAP, способствуя нейрогенезу, нейропластич-
ности и улучшению когнитивных функций за счет улучшения нейронных связей [75, 76]. 
Физическая активность, в частности, аэробные и силовые упражнения, могут обладать 
терапевтическим и реабилитационным потенциалом для поддержания ЦНС. Так, уме-
ренные беговые нагрузки в течение нескольких дней у крыс снижают гибель нейронов 
и уровень воспаления, активируя врожденный иммунитет [77, 78]. Длительные беговые 
нагрузки также снижают провоспалительные цитокины на грызунах в модели болезни 
Альцгеймера, патология которой связана с накоплением амилоида-бета (Aβ) [79–81].

Кроме изучения влияния упражнений на различные патологические состояния при 
том или ином заболевании ЦНС, животные модели используются для исследования 
эффективности упражнений при старении. Старение – процесс, который сопровожда-
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ется вялотекущим хроническим воспалением, тяжесть которого со временем возраста-
ет из-за увеличения количества дисфункциональных клеток иммунитета [82]. У гры-
зунов старение сопровождается воспалительными процессами и дисбалансом синтеза 
цитокинов, если животное ведет малоподвижный образ жизни, а  беговые нагрузки, 
наоборот, снижают данные нарушения и улучшают память [69, 83–86]. И хотя наблю-
дается дозозависимость физических нагрузок и проявляемых позитивных эффектов, 
даже краткие эпизоды физической активности благоприятно влияют на соотношение 
про- и противовоспалительных цитокинов в гиппокампе старых крыс [85]. В то же вре-
мя роль глиальных маркеров и процессов при старении мозга на фоне ЧМТ и физиче-
ских нагрузок различной тяжести и периодичности остается малоизученной и требует 
дальнейших исследований с использованием животных моделей.

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНО 
ЗНАЧИМЫХ МАРКЕРОВ НЕЙРОГЛИИ

Одной из проблем выявления нейропатологий, связанных с получением ЧМТ, яв-
ляется диагностика ХТЭ посмертно путем гистологического анализа. Поэтому важна 
разработка методов прижизненной диагностики для лучшего понимания патофизио-
логии и  разработки курсов лечения и  реабилитации [42]. Функционально значимые 
маркеры могут стать ключевым инструментом для оценки состояния и работоспособ-
ности ЦНС при тех или иных патологических состояниях или при получении спортив-
ных травм. Определение функционально значимых маркеров нейроглии представляет 
собой сложную задачу, одной из основных проблем которой является разнообразие 
и гетерогенность глиальных клеток, что усложняет выделение универсальных марке-
ров для каждого типа нейроглии. В  целом существует ряд молекулярных маркеров, 
специфических для астроцитов, олигодендроцитов и микроглии (табл. 1), однако их 
роль и значимость при оценке дисфункций ЦНС у спортсменов при получении травм 
(в том числе ЧМТ) и без них остается неясной.

В  целом поиск и  определение значимых молекулярно-генетических маркеров гли-
альных клеток представляет собой актуальную, но сложную задачу. Нейроглия облада-
ет высокой степенью гетерогенности как внутри различных типов клеток, так и внутри 
каждого отдельно взятого функционального кластера, усложняя выделение и изоляцию 
чистых клеточных субпопуляций. Технические ограничения при изоляции клеток могут 
вносить потеря клеток и контаминация соседними типами клеток. Другой проблемой яв-
ляется недостаток информации о молекулярных механизмах функций различных типов 
нейроглии, что затрудняет их точное определение и интерпретацию результатов.

Несмотря на данные проблемы, для различных видов нейроглии известны отдельные 
молекулярные маркеры, которые можно использовать для первичной оценки функцио-
нального состояния нервной системы спортсмена при получении ЧМТ. С другой сторо-
ны, их недостаточно для более достоверного и точного определения диагноза, а также 
для мониторинга в  период восстановления. Именно поэтому необходимо дальнейшее 
изучение и выявление функционально значимых молекулярных путей клеток нейроглии 
при ЧМТ и их последствиях, как с использованием подходов изучения на человеке, так 
и с использованием подходящих модельных объектов. Разработка новых подходов анали-
за, в первую очередь – анализа селективных биомаркеров, отражающих функциональный 
статус нейроглии и нервной системы в целом, может представить новые перспективы для 
более точного и надежного выявления нейродегенеративных процессов на ранних стади-
ях развития болезни. Несмотря на ряд проблем, применение глиальных молекулярных 
маркеров, отражающих физиологический статус спортсмена при травмах или в период 
восстановления, является важной задачей как для фундаментального развития нейробио-
логии и спортивной физиологии, так и для прикладного использования в спорте.
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Neuroglia performs multiple important functions including maintaining brain homeostasis, 
metabolism, neuroprotection and modulating neurotransmission. Studying the role of 
neuroglia is necessary to understand the development of pathological neurodegenerative 
processes, as well as the restoration of nervous tissue during inflammation or injury. 
However, the analysis of neuroglial processes is complicated by its high heterogeneity 
and the lack of a system of biomarkers that make it possible to unambiguously assess 
the functional state of the nervous system. Here, we analyze data on clinically significant 
molecular genetic markers of different types of neuroglia, and the prospects for their use in 
sport physiology, including the assessment of athletes following traumatic brain injuries of 
varying severity and other types of sport-related traumas.
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В результате литературного поиска рассмотрены физиологические аспекты влияния 
гонадотропин-рилизинг-гормона (ГнРГ) на органы иммунитета, такие как красный 
костный мозг, тимус, селезенка и лимфатические узлы. Применение препаратов ГнРГ 
приводит к замещению красного костного мозга желтым с возрастанием содержания 
лимфоидных и миелоидных клеток-предшественников. Параллельно идут процес-
сы остеопороза из-за повышенной резорбции кости с  соответствующими измене-
ниями кальциевого обмена и уменьшением плотности различных костных тканей. 
Вместе с этим есть работы, сообщающие об отсутствии влияния ГнРГ на плотность 
костей и изменения обмена кальция. ГнРГ действует на тимус и при внутриутроб-
ном развитии, и в постнатальном онтогенезе, и при воспалении, и при процессах 
возрастной инволюции. Не только ГнРГ вызывает изменения тимуса, возможно вли-
яние тимуса на систему ГнРГ. Прямое действие ГнРГ на клетки селезенки не было 
выявлено, но масса органа изменялась в результате активной иммунизации против 
ГнРГ в эксперименте. К сожалению, очень немногие статьи демонстрируют физио-
логические механизмы иммуномодуляции в таких условиях. В любом случае явная 
недостаточность и  противоречивость публикаций по каждому из аспектов эффек-
тов ГнРГ свидетельствует об их малой изученности, целесообразности дальнейшего 
продолжения не только прикладных, но и фундаментальных исследований в связи 
с возможной высокой перспективностью создания систем управления иммунитетом.

Ключевые слова: гонадотропин-рилизинг-гормон, органы иммунитета, красный 
костный мозг, тимус, селезенка, лимфатические узлы, лимфоциты

DOI: 10.31857/S0869813924070022, EDN: BEDARH

ВВЕДЕНИЕ

Гонадотропин-рилизинг-гормон (ГнРГ) – гипоталамический декапептид, опосре-
дующий синтез и  высвобождение гипофизарного лютеинизирующего гормона (ЛГ). 
Подобные полипептиды действуют главным образом на переднюю долю гипофиза, 
вызывая кратковременное быстрое увеличение выброса гонадотропина. Однако, когда 
агонисты ГнРГ вводят длительно в высоких супрафизиологических дозах, становится 
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очевидным парадоксальный эффект чрезмерной стимуляции гипофиза. Метаболичес
кие механизмы включают в себя десенсибилизацию гипофиза к ГнРГ, подавление ре-
цепторов ГнРГ (ГнРГR) в клетках-мишенях, резкое падение объема выделяемого ЛГ, 
нарушение механизмов физиологической обратной связи, при этом снижается высво-
бождение самого ГнРГ.

Репродуктивное здоровье организма программируется путем становления и разви-
тия физиологических систем в критические периоды. Регуляторные механизмы харак-
теризуются высокой чувствительностью к различным внутренним и внешним факто-
рам, что обеспечивает возможность коррекции нарушений [1]. ГнРГ играет важную 
роль в контроле репродукции, но его действие в нерепродуктивных процессах менее 
известно. Уже давно признано, что недостаток мужских половых гормонов влияет 
на иммунную систему [2], а ГнРГR широко распространены в  тканях позвоночных, 
включая клетки основных иммунных органов (тимус, лимфатические узлы (ЛУ), селе-
зенка) млекопитающих [3–5], в том числе и человека [6]. Интересно, что стимуляция 
ГнРГR приводила к обострению системной красной волчанки у кастрированных самок 
мышей [7, 8], лечение антагонистом ГнРГR отсрочило возникновение аутоиммунного 
диабета [9] и увеличило выживаемость мышей, склонных к волчанке [7]. Кроме того, 
введение беременным крысам агониста ГнРГR вызывало увеличение продукции ин-
терферона (ИФН)-γ и снижение – интерлейкина (ИЛ)-4 анти-CD3-стимулированными 
лимфоцитами [3], что указывает на стимуляцию провоспалительных ответов Th1-типа. 
Необходимо отметить, что Poulsen с соавт. [10] проверили такие эффекты на мышиных 
макрофагах и лимфоцитах, но не смогли обнаружить каких-либо изменений после бло-
кады или стимуляции ГнРГR.

Действие нескольких агонистов и антагонистов ГнРГ, обладающих высокой био-
логической активностью, было исследовано на крысах, мышах, кроликах и обезьянах. 
Существуют значительные видовые различия ответа животных на влияние этих пепти-
дов. Из всех исследованных позвоночных крысы являются наиболее чувствительными. 
Интенсивность ответа на агонисты ГнРГ, по-видимому, зависит от чувствительности 
гипофиза и присутствия ГнРГR в органах-мишенях. Результаты, полученные на жи-
вотных моделях, требуют тщательной интерпретации, прежде чем можно будет делать 
прогнозы относительно их возможных последствий для человека [4, 11].

Основное внимание в  современных исследованиях уделяется изучению влияния 
ГнРГ на половую систему женщин (или самок в эксперименте) и на лечение рака пред-
стательной железы у мужчин. Данные по органам, не связанным с репродукцией, в том 
числе иммунной системы, есть, но они не обобщены, тогда как присутствие ГнРГR 
в иммунокомпетентных органах и клетках позволяет не только целенаправленно вли-
ять на них, но, видимо, и управлять иммунитетом в целом. В связи с этим проведен 
поиск литературы в базах данных “PubMed” и “PubMed Health”.

ДЕЙСТВИЕ АГОНИСТОВ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА НА 
КРАСНЫЙ КОСТНЫЙ МОЗГ

Для изучения распределения ГнРГ, меченного галлием‑67 (67Ga), крыс выводили из 
эксперимента через точные промежутки времени (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 24 и 48 ч) после инъ-
екции. Самая высокая эффективная поглощенная доза, из общей поглощенной дозы на 
весь организм в 5.26 mGy, приходилась на легкие (2.73 mSv). Органами, получившими 
следующие по величине дозы, были стенка мочевого пузыря (1.59 mSv), печень (0.80 
mSv) и костный мозг (0.52 mSv). Отмечено низкое поглощение метки в мышцах и кро-
ви [12].

Липидная фракция костного мозга через 1 год после применения ГнРГ у подрост-
ков для подавления полового созревания увеличилась на 8.4% при снижении на 0.1% 
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в контрольной группе. Изменения объема жировой ткани костного мозга могут лежать 
в основе изменений костномозговых мезенхимальных стволовых клеток [13]. Самкам 
мышей препубертатного возраста в возрасте 4 недель вводили только аналог ГнРГ или 
с добавлением тестостерона, начиная с 6 (раннее половое созревание) или 8 недель 
(позднее половое созревание). Обнаруженное ожирение костного мозга у  мышей, 
получавших аналог ГнРГ, обращалось вспять под действием тестостерона [14]. Не-
обходимо отметить обнаруженную Rouach с  соавт. [15] выраженную инфильтрацию 
костного мозга адипоцитами у 25-дневных овариэктомированных самок крыс, такая 
инфильтрация сохранялась при введении аналога ГнРГ.

Согласно результатам Goldberg с соавт. [16], уменьшение синтеза половых гормо-
нов после применения агониста ГнРГ ацетата лейпролида способствовало возраста-
нию содержания лимфоидных и  миелоидных клеток-предшественников в  костном 
мозге, но Ataya с соавт. [17] не наблюдали заметного увеличения количества клеток 
костного мозга. В другой работе [10] авторы не нашли прямого влияния ГнРГ на секре-
цию цитокинов мышиными костномозговыми макрофагами.

С применением ГнРГ тесно связаны не только изменения кроветворных структур, 
но и давно известная остеопения. Лечение аналогами ГнРГ местно-распространенного 
рака предстательной железы или с метастазами в ЛУ и с показаниями к андрогенной 
блокаде сопровождается ускорением потери минеральной плотности костной ткани 
с соответствующим увеличением содержания кальция в моче натощак и более частым 
образованием конкрементов в почках [18]. В результате подавления полового созре-
вания у подростков агонистами ГнРГ в течение 12 месяцев плотность костной ткани 
поясничного отдела позвоночника снизилась на 0.29 по данным двухэнергетической 
рентгеновской абсорбциометрии и  периферической количественной компьютерной 
томографии, но увеличилась на 0.48 в контрольной группе. Аналогичные результаты 
наблюдали при изменении плотности трабекулярной костной ткани большеберцовой 
кости (–4.1% после ГнРГ, + 3.2% в контроле) [13]. После инъекций аналога ГнРГ сам-
кам мышей препубертатного возраста через 16 недель наблюдали меньший объем тра-
бекулярной кости и снижение массы и прочности кортикальной костной ткани [14].

У  крыс с  дефицитом эстрогенов при воздействии бусерелином (25 мкг/кг массы 
тела в день, подкожно) диагностировали остеопению, что подтверждено изменениями 
обмена45Ca. Бусерелин-опосредованная эстрогенная недостаточность приводит к поте-
ре костной ткани из-за ее повышенной резорбции, в отличие от андрогенной недоста-
точности, когда подобные изменения косей обусловлены главным образом супрессией 
остеоформирования [19]. Но Rouach с  соавт. [15] считают, что дефицит эстрадиола 
являлся доминирующим фактором, препятствующим потере костной массы у овариэк-
томированных крыс (модель менопаузального остеопороза), сопутствующие измене-
ния соотношения фолликулостимулирующего гормона (ФСГ) и ЛГ, вызванные ГнРГ, 
играют в этой ситуации некоторую модулирующую, хотя и сложную роль: было мень-
ше делящихся клеток и хондробластов в костной ткани голеней, структура зоны роста 
и трабекул была нарушена, хотя при этом отмечено возрастание объема трабекулярной 
ткани. Авторы предполагают, что в процессах потери костной массы в постменопау-
зальном периоде значительную роль играют высокие уровни ФСГ. Необходимо отме-
тить, что по данным Bélisle с соавт. [20] при старении происходит снижение скорости 
высвобождения ЛГ на фоне применения бусерелина. Об остеопорозе после примене-
ния бусерелина сообщают и другие исследователи. Бусерелин даже применяют для мо-
делирования остеопороза в эксперименте. Трехмесячные самцы крыс Sprague-Dawley 
(n = 46) были разделены на три экспериментальные группы: интактные, введение бу-
серелина и орхиэктомия. В группе с инъекциями бусерелина ежедневно вводили под-
кожно либо физиологический раствор, либо препарат в дозе 25 мкг/кг или 75 мкг/кг. 
В группе орхиэктомии животных подвергали либо ложной операции, либо кастрации. 
Крыс выводили из эксперимента после трехмесячного наблюдения. Структурный ги-
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стоморфометрический анализ показал, что как бусерелин (25 мкг/кг и 75 мкг/кг), так 
и орхиэктомия значительно снижали объем трабекулярной костной ткани и значитель-
но увеличивали расстояние между трабекулами по сравнению с  соответствующими 
контролями (p < 0.05). Также в обеих группах с использованием бусерелина и после 
орхиэктомии были значительно увеличены количество остеокластов и площадь эроди-
рованной костной поверхности. Бусерелин вызывал у крыс ухудшение микроархитек-
туры кости и увеличивал ее резорбцию, аналогичную орхиэктомии, через три месяца 
терапии [21–24]. По данным Tobias с соавт. [25] введение бусерелина в течение 30, 60 
или 90 дней уменьшало объем губчатой ​​кости из-за уменьшения как количества, так 
и толщины трабекул. Однако Cirkel с соавт. [26] не обнаружили влияния бусерелина на 
метаболизм костной ткани при измерении содержания в крови кальцитонина и гормо-
нов паращитовидной железы. Chen с соавт. [27] сообщали о нормальном уровне сыво-
роточного кальция и фосфатов в конце лечения эндометриоза бусерелином.

Можно отметить, что после введения препараты ГнРГ накапливаются в  красном 
костном мозге и способствуют замещению его кроветворных структур жировой тка-
нью с возрастанием (или отсутствием изменений, по данным различных исследовате-
лей) содержания лимфоидных и  миелоидных клеток-предшественников, что, скорее 
всего, связано с компенсацией функций выключенных из гемо- и лейкопоэза отделов. 
Параллельно жировому перерождению красного костного мозга идут процессы осте-
опороза из-за повышенной резорбции с соответствующими изменениями кальциевого 
обмена и уменьшением плотности различных костных тканей, что, несомненно, об-
условлено дисбалансом половых гормонов после применения ГнРГ. Вызванную при-
менением ГнРГ остеопению даже используют в качестве модели постменопаузально-
го остеопороза. Вместе с этим есть работы, сообщающие как об отсутствии влияния 
ГнРГ на плотность костной ткани и изменения обмена кальция, так и о том, что дефи-
цит эстрадиола являлся доминирующим фактором, препятствующим потере костной 
массы у овариэктомированных крыс (рис. 1).

Adminisration
of GnRH

Red bone
marrow

Bone marrow
cells

Bone tissues

No changes in bone tissue

[26, 27]

Osteopenia [13, 14, 21−25]

Increased number of adipocytes, lymphoid and

myeloid progenitors [15, 16]

Lipidosis [1
3−15]

No changes in numbers
[17]

Рис. 1. Влияние ГнРГ на красный костный мозг и костную ткань.
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ИЗМЕНЕНИЯ ТИМУСА ПОД ВЛИЯНИЕМ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-
ГОРМОНА

Физиология тимуса, основного лимфоидного органа, в  котором генерируются Т-
клетки, контролируется гормонами. Поскольку ГнРГ экспрессируется в тимусе, весьма 
вероятно прямое действие этого гормона на его клетки, включая инволюцию органа. 
Иммуногистохимией показаны положительные реакции на аннексин А5 (биомаркер 
ГнРГ) в крупных эпителиальных клетках мозгового вещества тимуса у самцов крыс 
в возрасте 30 дней, экспрессия продолжалась до возраста 180 дней. Синтез ГнРГ в ти-
мусе может влиять на эпителиальные клетки тимуса и  после полового созревания. 
Тимус подвергается прогрессирующей возрастной атрофии с потерей генерируемых 
и экспортируемых клеток, поэтому разрабатывается гормональная терапия на основе 
ГнРГ в  качестве альтернативной стратегии омоложения органа, а  также увеличения 
пролиферации тимоцитов и миграции зрелых Т-клеток в периферические лимфоидные 
органы [5, 28].

L-аргинин (250, 500, 1000  мг/кг внутрибрюшинно в  течение 7 дней) у  мышей 
уменьшает клеточность и  относительную массу тимуса, подавляет гуморальный 
и  клеточно-опосредованный иммунный ответ на эритроциты овцы, способствует 
фрагментации ДНК. Липополисахарид (ЛПС) вызывает острую атрофию тимуса 
и  апоптоз его клеток – явление, которое связано с  иммунной дисфункцией и  пло-
хой выживаемостью во время сепсиса. Внутрибрюшинное введение мышам 100 мкг 
ЛПС приводило к фрагментации ДНК клеток тимуса, его инволюции, уменьшению 
субпопуляции CD4+8+ тимоцитов. Аналоги ГнРГ оказывали тимопоэтическое дей-
ствие и  обладали иммуностимулирующими свойствами. Предварительное лечение 
лейпролидом (100 мкг/мышь, подкожно) значительно ослабляло индуцированные 
ЛПС и  L-аргинином изменения тимуса и  иммунологических показателей. Эффект 
лейпролида не изменился у кастрированных или овариэктомированных мышей, это 
позволило предположить, что наблюдаемый эффект лейпролида не зависел от поло-
вых стероидов [29, 30].

ГнРГ и его аналоги модулируют тяжесть системной красной волчанки у мышей. 
Вместе с этим имеются данные, что ГнРГ изменяет тяжесть заболевания сексуально-
диморфным образом даже у мышей с гонадэктомией. Введение ГнРГ приводило к обо-
стрению волчанки у овариэктомированных самок, тогда как на кастрированных самцов 
это не оказывало влияния. Возможно, что такие отличия обусловлены гендерными раз-
личиями иммунитета и/или аутоиммунного заболевания [8].

Тимус может регенерировать у интактных старых крыс в результате введения бу-
серелина. Старым самцам крыс подкожно имплантировали осмотические насосы, 
содержащие раствор бусерелина на цитратном буфере, который поступал по 1 мкг/ч 
в  течение 28 дней. В контроле вводили только буферный раствор или использовали 
хирургическую кастрацию. Через 28 дней после введения буферного раствора крысы 
имели маленькие вилочковые железы с жировым перерождением, которые были плохо 
структурированы и с очень узкой полоской коркового вещества. Животные, получав-
шие бусерелин и после хирургической кастрации, имели относительно большие мно-
голепестковые вилочковые железы, а  также атрофированные семенники и  придатки 
половых органов. Гистологически тимус выглядел нормальным, с широкой, заполнен-
ной тимоцитами корой и четко выраженной кортикомедуллярной границей. Концент-
рация тестостерона в сыворотке крови была одинаковой при орхиэктомии и лечении 
бусерелином. Таким образом, возможно восстановление тимуса у старых крыс, увели-
чение его массы и повторное появление четко выраженных коркового и мозгового ве-
щества. Общий маркер T-клеток показал снижение содержания положительных клеток 
у стареющих крыс и увеличение числа таких клеточных элементов после химической 
кастрации [32].
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Аналогичный результат был достигнут, когда Hirakata с соавт. [33] 3 половозрелым 
самцам минисвиней инъецировали аналог ГнРГ Люпрон Депо в дозе 45 мг на 70–80 кг 
массы тела. Препарат вызывал гормональные изменения, приводившие к макроскопи-
ческой и гистологической регенерации тимуса старых животных в течение 2 месяцев, 
о чем свидетельствовали восстановление ювенильной архитектуры тимуса и увеличе-
ние численности клеток.

Длительное введение крысам агонистов ГнРГ способствует увеличению влажной 
и сухой (абсолютной и относительной) массы тимуса. Возрастание массы органа было 
связано с  продолжительностью лечения, максимальное увеличение произошло при-
мерно через 18 дней после начала эксперимента. Изменения тимуса, по-видимому, не 
связаны с усилением митотической активности, что доказано исследованием включе-
ния меченного тритием тимидина в ткань тимуса и тимусную ДНК. Гистологическое 
исследование и компьютерный морфометрический анализ показали увеличение соот-
ношения коркового и мозгового вещества тимуса, наиболее выраженное на 10- и 18-й 
дни лечения. У крыс, получавших агонист ГнРГ, увеличивалась концентрация тимози-
на альфа‑1, но не тимозина бета‑4. Масса тимуса отрицательно коррелировала с мас-
сой яичников и матки, относительной массой надпочечников, сывороточным эстради-
олом, ЛГ и положительно – с содержанием тимозина альфа‑1. Введение экзогенного 
эстрогена нормализовало увеличение массы тимуса, вызванное агонистами ГнРГ [17].

Наоборот, в экспериментах Poulsen с соавт. [10] агонист ГнРГ лейпролид приводил 
к снижению массы тимуса мышей по сравнению с результатами двусторонней орхиэк-
томии или применения антагониста дегареликса.

Абляция половых стероидов с  использованием ацетата лейпролида увеличивала 
количество развивающихся тимоцитов в тимусе за счет усиления пролиферации не-
зрелых тимоцитов, но точные механизмы и  потенциальная роль местных ГнРГR не 
выяснены. Хотя в периферических миелоидных компартментах наблюдали незначи-
тельные различия, усиленное восстановление тимуса после лечения ГнРГ и аллоген-
ной трансплантации костного мозга способствовало ускоренному восстановлению 
численности периферических Т-клеток, преимущественно в  компартменте наивных 
Т-клеток. Это приводило к усилению функций Т-лимфоцитов in vivo и in vitro. Но ре-
акция «трансплантат против хозяина» не усугублялась ГнРГ, сохранялась и активность 
реакции «трансплантат против опухоли». Поскольку ГнРГ позволяет проводить обра-
тимую (и временную) абляцию половых стероидов, этот способ терапии представляет 
собой новый подход к обращению вспять атрофии тимуса и повышению иммунитета 
после иммуносупрессии [2, 16, 34].

Подобные изменения были выявлены, когда 4 взрослым самцам павианов-гамадри-
лов подкожно вводили Люпрон Депо (11.25 мг) и наблюдали в течение 3 месяцев. По 
данным МРТ объем тимуса увеличился, также согласно результатам гистологического 
исследования в корковом и мозговом веществе органа возросло число клеток. Кроме 
того, на протяжении 50 дней после применения ГнРГ наблюдали значительный подъем 
количества CD4+/CD45RA(hi+) клеток в периферической крови, а проточная цитоме-
трия ткани тимуса выявила выраженный рост процентного содержания CD4+/CD8+ 
лимфоцитов [35].

Активная иммунизация против ГнРГ подавляет размножение животных и является 
альтернативой хирургической кастрации, которая влияет на соотношение субпопуляций 
Т-лимфоцитов. Иммунизация увеличивала размер и массу тимуса, привела к росту ко-
личества тимоцитов и усилила миграцию CD4+ и CD8+ клеток из тимуса в кровь и се-
лезенку. Но при этом иммунизация не оказала существенного влияния на наивные CD4+ 
и CD8+ лимфоциты, а также на CD4+ и CD8+ активированные клетки памяти [36].

Двадцатидневных крыс иммунизировали против ГнРГ трижды каждые 2 недели. По 
сравнению с контрольной группой, количество CD4+CD8-, CD4-CD8+ и CD4+CD8+ 
клеток увеличилось (p < 0.05), тогда как содержание CD4-CD8- и CD4+CD25+ лим-
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фоцитов снизилось (p < 0.05). Иммунизация также увеличивала относительную массу 
тимуса (p < 0.05) и концентрации ИЛ‑2, ИЛ‑4, ИЛ‑6, ИЛ‑10, ИЛ‑17 и ИФН-γ в сыво-
ротке крови [37].

Трехнедельные крысы-самцы Sprague-Dawley были иммунизированы против ГнРГ. 
В тимусе иммунизированных крыс концентрация ГнРГ повышалась, иммуногистохи-
мия показала более сильное взаимодействие ткани органа с антителами к ГнРГR, ФСГR 
и ЛГR по сравнению с контролем. Активация Т-лимфоцитов к ГнРГ произошла в тече-
ние первого месяца, о чем свидетельствовало увеличение количества CD3+ и CD4+ T-
лимфоцитов (p < 0.05) после подавления синтеза тестостерона (p < 0.01), которое затем 
восстанавливалось и поддерживалось на соответствующем уровне на втором месяце. 
Дифференцировка Т-лимфоцитов в тимусе, наоборот, была снижена в течение перво-
го месяца после иммунизации, на что указывало значительное снижение количества 
CD3+ клеток с последующим восстановлением и увеличением численности в более 
поздние моменты времени вместе с CD4+ Т-лимфоцитами. Иммунизация против ГнРГ 
влияла на количество тимоцитов только в первые моменты времени, в периферической 
крови число Т-лимфоцитов сначала снизилось, но затем было пополнено за счет вновь 
экспортированных клеток из тимуса, что в конечном итоге восстановило содержание 
таких клеточных элементов до нормального уровня [38, 39].

Комбинированное введение фактора роста кератиноцитов (KGF, keratinocyte growth 
factor) с  ацетатом лейпролида нормализовало количество субпопуляций эпителиаль-
ных клеток тимуса и  его архитектуру при дефиците Т-лимфоцитов, наблюдаемом 
при аллогенной трансплантации костного мозга. Тимопоэз и активность тимуса были 
сверхнормальными, что приводило к ускоренному периферическому восстановлению 
наивных CD4+ и  CD8+ Т-клеток. Комбинированная терапия, кроме того, способст-
вовала кооперативному взаимодействию между T- и B-лимфоцитами и обеспечивала 
гуморальный ответ B-клеток на CD4-зависимый неоантиген вскоре после трансплан-
тации. In vivo антигенспецифические реакции CD8+ Т-клеток и клиренс живого пато-
гена были выше при комбинированной терапии по сравнению с отдельным введением 
каждого препарата [40].

Специфические высокоаффинные ГнРГR были обнаружены на культивируемых лим-
фоцитах свиней, но не в свежих клетках. Появление таких ГнРГR в количестве, доступ-
ном для измерения, происходит через 48 ч культивирования [41]. Для идентификации 
и характеристики ГнРГR в тимусе крыс в качестве йодированного лиганда использова-
ли очень сильный и стабильный агонист ГнРГ бусерелин. Специфическое связывание 
ГнРГ с препаратами тимусной мембраны являлось насыщаемым процессом, зависящим 
как от времени, так и от температуры инкубации, но заметно отличалось своей низкой 
аффинностью от связывания с ГнРГR гипофиза или яичника. Взаимодействие было оп-
тимальным в отсутствие хелатообразующих агентов (EDTA) или ионов двухвалентных 
металлов и линейно возрастало с увеличением концентрации белка, причем, оказалось 
специфичным и для агонистов, и для антагонистов ГнРГ. Преинкубация тимоцитов кры-
сы с ГнРГ в течение 20 ч вызывала значительное дозозависимое увеличение пролифе-
ративного ответа на митоген, отслеживаемое по включению3H-тимидина. Используя 
нативный ГнРГ можно было также вызвать стимулирующее воздействие на тот же па-
раметр, хотя требовались гораздо более высокие концентрации, чем с его агонистами. 
Одновременное добавление антагониста устраняло эффект ГнРГ на тимоциты. Специ-
фическая активность орнитиндекарбоксилазы при стимуляции лектином также была 
значительно повышена в присутствии ГнРГ в культурах тимоцитов крысы [42].

Вестерн-блоттинг и полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией позво-
лили идентифицировать ГнРГR в тимусе крысиных эмбрионов с пиком экспрессии на 
17–18-й эмбриональный день. Блокирование внутриутробных ГнРГR на 17-е сутки ан-
тагонистом гормона подавляло индуцированный конканавалином А пролиферативный 
ответ Т-клеток у взрослых животных. ГнРГ (10–7 М) повышал экспрессию мРНК ИЛ‑4, 
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ИЛ‑10, ИЛ‑1β, ИФНγ и фактора некроза опухоли (TNF, tumor necrosis factor)-α в тимусе 
18-дневных эмбрионов после культивирования ex vivo в течение 24 ч. Увеличение уров-
ней мРНК цитокинов в тимусе сопровождалось возрастанием количества CD4+ Т-хелпе-
ров. Возможно регуляторное или морфогенетическое влияние ГнРГ на внутриутробное 
развитие тимуса плода, опосредованное синтезом тимических цитокинов [43].

Не только ГнРГ вызывает изменения тимуса. Есть данные о роли пептидов и ци-
токинов тимуса в регуляции ГнРГ-системы в норме и при развитии воспаления, выз-
ванного эндотоксинами, у взрослых животных. Также возможно влияние провоспали-
тельных цитокинов на миграцию и дифференцировку ГнРГ-нейронов в пренатальном 
онтогенезе [44].

В связи с присутствием ГнРГR в тимусе не вызывает сомнений влияние гормона на 
структуру и функции этого центрального органа иммунитета. ГнРГ действует на тимус 
и  при внутриутробном развитии, и  в  постнатальном онтогенезе, и  при воспалении, 
и  при процессах возрастной инволюции. В  связи с  этим ГнРГ успешно применяют 
для коррекции иммунодефицита, связанного со спонтанным или индуцированным из-
менением тимуса. Однако здесь имеется определенное противоречие: если в отноше-
нии красного костного мозга ГнРГ вызывает изменения, соответствующие возрастным 
(жировое перерождение), то при воздействии на тимус, согласно данным литерату-
ры, происходит обратное развитие возрастной атрофии, регенерация с омоложением 
органа. Под влиянием ГнРГ увеличивается пролиферация тимоцитов (или, по другим 
данным, не изменяется) и экспорт Т-клеток в кровь и периферические лимфоидные ор-
ганы, усиливаются функции Т-лимфоцитов in vivo и in vitro, возрастают концентрации 
ИЛ‑2, ИЛ‑4, ИЛ‑6, ИЛ‑10, ИЛ‑17 и ИФН-γ в сыворотке крови. Эффекты, оказываемые 
ГнРГ на тимус, не зависят от секреции половых гормонов, а сексуально-диморфные 
отличия, по-видимому, связаны с  гендерными различиями иммунитета. Необходимо 
отметить наличие публикаций, описывающих снижение массы тимуса после приме-
нения агониста ГнРГ. Не только ГнРГ вызывает изменения тимуса, возможно влияние 
тимуса на систему ГнРГ как у взрослых животных, так и в эмбриональном периоде.

Adminisration
of GnRH

The mitotic activity

of cells does not change [17]

Increase in quantity of

thymocytes [2, 16, 34−37]

Restoration of structure duringage involution [17, 31−33]

Weight reduction [10]

The thymus influence on the GnRH system [44]Reductions of age-related atrophy [2, 16, 31−37]

Increase in volume and mass [1
7]

Thymus cells

Thymus structures

Thymus

200 µm

Рис. 2. Изменения тимуса после применения ГнРГ.
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ЭФФЕКТЫ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА НА СТРУКТУРУ 
И ФУНКЦИИ СЕЛЕЗЕНКИ

У кастрированных самцов мышей агонист ГнРГ лейпролид, но не антагонист де-
гареликс, уменьшал массу селезенки. Не было обнаружено прямого воздействия пре-
паратов на пролиферацию спленоцитов [10], тогда как активная иммунизация против 
ГнРГ увеличивала относительную массу органа (p < 0.05) и процент CD3+ Т-клеток 
в ней [36, 37].

После введения самкам мышей препубертатного возраста агониста ГнРГ люпро-
на (ацетат лейпролида длительного действия) количество лейкоцитов в перифериче-
ской крови значительно снизилось с уменьшением количества как гранулоцитов, так 
и лимфоцитов, кроме того, стало меньше содержание Т- и В-клеток, хотя количество 
В-лимфоцитов уменьшилось более заметно. В селезенке численность В-клеток также 
сократилось значительнее, чем Т-лимфоцитов [45].

Самцы свиней, хирургически кастрированные в возрасте от 5 до 6 дней, через 4 и 5 
месяцев имели меньше лимфоцитов в крови, чем интактный контроль (p < 0.05), но 
лейкограммы животных, иммунизированных против ГнРГ в возрасте 3 и 4 месяцев, 
от контроля существенно не отличались. Кастрированные свиньи имели в крови более 
высокий процент CD3+CD4+CD8+ клеток через 4 месяца, тогда как иммунизирован-
ные – только спустя 5 месяцев (p < 0.05). Относительная масса селезенки была снижена 
только после иммунизации [46].

Иммунизация баранов против ГнРГ увеличивала его выработку в селезенке за счет 
устранения ингибирующих эффектов обратной связи со стороны тестостерона. Па-
раллельно с увеличением продукции ГнРГ в селезенке наблюдали экспрессию мРНК 
ИЛ‑2, ИЛ‑4, ИЛ‑6 и TNF-α, а также увеличение численности CD4+, CD8+ и CD19+ 
лимфоцитов (p < 0.05) [47]. Однако согласно результатам исследований Ishikawa [48] 
и Tokuoka с  соавт. [49], даназол и  бусерелин не влияли на активность натуральных 
киллерных клеток селезенки крыс, ингибированную при экспериментальном эндоме-
триозе, а Ataya с соавт. [17] не наблюдали значительного увеличения массы селезенки). 

Adminisration
of GnRH

Spleen

Spleen cells
200 µm

Increase in cell number [47]

No weight changes [17]
Weight reduction [10, 46]

Increase in mass [3
6, 37]

Reduction in cell number [45]

Рис. 3. Селезенка на фоне использования ГнРГ.
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Масса селезенки уменьшалась у кастрированных самцов под влиянием агониста гор-
мона и возрастала или снижалась (по разным данным) в результате активной иммуни-
зации против ГнРГ, хотя прямое действие ГнРГ на клетки органа выявлено не было. 
Также после воздействия ГнРГ зарегистрировано сокращение численности В-клеток 
в органе и лимфоцитов в периферической крови.

ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОН И ПЕРИФЕРИЧЕСКИЕ ЛИМФОИДНЫЕ 
ОРГАНЫ И СТРУКТУРЫ

К сожалению, было найдено только очень ограниченное число публикаций о взаи-
модействии ГнРГ и ЛУ. Rao с соавт. [45] не выявили никаких различий в процентном 
соотношении клеточных элементов ЛУ самок мышей препубертатного возраста после 
применения агониста ГнРГ длительного действия, за исключением того, что число B-
клеток уменьшилось на 2-й неделе. Но по данным Li с соавт. [36], активная иммунизация 
против ГнРГ увеличивала долю CD3+ Т-клеток в ЛУ. Кроме того, Cao с соавт. [6] мето-
дом количественной ПЦР в реальном времени нашли повышение уровня мРНК и самих 
протеинов ГнРГ и ГнРГR в материнских ЛУ овец на ранних сроках беременности.

Также необходимо отметить полное отсутствие опубликованных данных о  взаи-
мовлиянии ГнРГ и иммунных структур кишечника: Пейеровых бляшек и солитарных 
лимфоидных фолликулов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, агонисты и аналоги ГнРГ играют все большую роль в медикамен-
тозном лечении различных заболеваний, в том числе и не связанных с репродукцией. 
Также имеется множество данных, указывающих на взаимодействие ГнРГ с иммунной 
системой. Применение препаратов ГнРГ приводит к  замещению красного костного 
мозга желтым с возрастанием содержания лимфоидных и миелоидных клеток-предше-
ственников. Параллельно жировому перерождению идут процессы остеопороза из-за 
повышенной резорбции кости с соответствующими изменениями кальциевого обмена 
и уменьшениями плотности различных костных тканей. Вместе с этим есть работы, 
сообщающие об отсутствии влияния ГнРГ на плотность костной ткани и изменения 
обмена кальция. В связи с присутствием ГнРГR в тимусе, гормон действует на орган 
и  при внутриутробном развитии, и  в  постнатальном онтогенезе, и  при воспалении, 
и  при процессах возрастной инволюции. ГнРГ успешно применяют для коррекции 
иммунодефицита, связанного со спонтанными или индуцированными изменениями 
тимуса, происходит редукция возрастной атрофии, регенерация с омоложением орга-
на. Под влиянием ГнРГ увеличивается пролиферация тимоцитов и экспорт Т-клеток 
в кровь и периферические лимфоидные органы, усиливаются функции Т-лимфоцитов 
in vivo и in vitro, возрастают концентрации ИЛ‑2, ИЛ‑4, ИЛ‑6, ИЛ‑10, ИЛ‑17 и ИФН-γ 
в сыворотке крови. Необходимо отметить публикации, описывающие снижение массы 
тимуса после применения агониста ГнРГ. Не только ГнРГ вызывает изменения тимуса, 
возможно влияние тимуса на систему ГнРГ как у взрослых животных, так и в эмбри-
ональном периоде. Прямое действие ГнРГ на клетки селезенки не было выявлено, но 
масса органа уменьшалась у кастрированных самцов под влиянием агониста гормона 
и возрастала или снижалась (по разным данным) в результате активной иммунизации 
против ГнРГ. Также после воздействия ГнРГ сокращается численность В-клеток в ор-
гане и лимфоцитов в периферической крови. Явно недостаточны данные о взаимовли-
янии ГнРГ с ЛУ и лимфоидными структурами кишечника, тогда как периферические 
лимфоидные органы играют очень важную роль в инициации и поддержании гумо-
рального иммунитета.
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ГнРГ тесно связан с иммунной системой, их прямое и косвенное взаимодействие 
создает двунаправленную основу для создания необходимых механизмов поддержания 
гомеостаза. Когда любой из этих элементов дестабилизируется, система изменяется, 
и трудно определить, какой фактор отвечает за такую реакцию. Возможно, из-за слож-
ности взаимодействия между ГнРГ и  иммунитетом обобщение данных затруднено. 
Использование моделей in vitro позволяет определенным образом уточнить некоторые 
элементы, участвующие в гомеостазе, однако экстраполяция их на модели in vivo мо-
жет привести к ненадежным интерпретациям. При попытке суммирования публикаций 
о влиянии ГнРГ на иммунную систему выявлено, что многие исследования связаны 
с фармакологическим применением аналогов или агонистов ГнРГ, но очень немногие 
статьи демонстрируют физиологические механизмы иммуномодуляции в таких усло-
виях. В любом случае противоречивость публикаций по каждому из аспектов эффектов 
ГнРГ свидетельствует об их малой изученности, целесообразности дальнейшего про-
должения не только прикладных исследований, но и фундаментальных, в связи с воз-
можной высокой перспективностью.
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Gonadotropin-Releasing Hormone and Organs of the Immune System
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As a result of a literature search, the physiological aspects of the gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH) influence on immune organs, such as red bone marrow, thymus, spleen 
and lymph nodes, were considered. The use of GnRH drugs leads to the replacement 
of red bone marrow with yellow one with an increase in the content of lymphoid and 
myeloid progenitor cells. In parallel, processes of osteoporosis occur due to increased 
bone resorption with corresponding changes in calcium metabolism and a decrease in the 
density of various bone tissues. At the same time, there are papers reporting no effect of 
GnRH on bone density and changes in calcium metabolism. GnRH acts on the thymus 
during embryonic development, and in postnatal ontogenesis, and during inflammation 
and age-related involution processes. Not only GnRH causes changes in the thymus; 
the thymus may also influence on the GnRH system. A direct effect of GnRH on spleen 
cells had not been detected, but the weight of the organ changed as a result of active 
immunization against GnRH in experiment. Unfortunately, very few articles demonstrate 
the physiological mechanisms of immunomodulation in such conditions. In any case, the 
obvious insufficiency and contradictory of publications on each aspect of GnRH effects 
indicates that they have been poorly studied, and it’s advisabile of further continuing 
not only applied research, but also fundamental investigations, due to its possible high 
prospects for creating immune control systems.

Keywords: gonadotropin-releasing hormone, immune organs, red bone marrow, thymus, 
spleen, lymph nodes, lymphocytes
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Гипергликемия является симптомом и  повреждающим фактором при сахарном 
диабете (СД), приводящим к  системным осложнениям в  организме, в  том числе  
к макро- и микроангиопатиям головного мозга, нарушению кровоснабжения, появ-
лению очагов нейродегенерации и запуску нейровоспаления. Нервная ткань характе-
ризуется высоким уровнем потребления энергии и высокочувствительна к колебани-
ям уровня метаболических субстратов. Таким образом, крайне актуальным является 
исследование влияния высокого уровня глюкозы на функциональное состояние ЦНС. 
В обзоре предпринята попытка комплексно оценить последствия гипергликемии для 
клеток мозга. Анализ экспериментальных данных, полученных в  in vivo и  in vitro 
моделях СД, описывающих изменения морфофункционального состояния нейронов, 
микроглии и астроцитов, показал, что прямое и опосредованное влияние глюкозы 
в высокой концентрации зависит от типа клеток. Рецепторы и внутриклеточные сиг-
нальные каскады астроцитов и микроглии, опосредующие действие гипергликемии 
и развитие нейровоспаления, могут выступать в качестве терапевтических мишеней 
коррекции последствий СД. Поэтому поиск способов модуляции функциональной 
активности глиальных клеток может оказаться эффективной стратегией для сниже-
ния тяжести последствий поражения ЦНС.

Ключевые слова: гипергликемия, астроциты, микроглия, нейроны, нейродегенера-
ция, нейровоспаление, сахарный диабет
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ВВЕДЕНИЕ

Распространенность сахарного диабета (СД) – группы метаболических заболева-
ний, сопровождающихся увеличением уровня глюкозы в крови, в мире очень широка. 
Численность больных СД за последние 10 лет увеличилась более чем в 2 раза и к концу 
2021 г. превысила 537 млн человек. Согласно прогнозам Международной федерации 
диабета заболеваемость СД к 2045 г. составит 783 млн человек [1]. Стойкое повышение 
уровня глюкозы в крови, гипергликемия, приводит к развитию патологических изме-
нений в организме, наиболее опасными из которых являются системные сосудистые 



1091ОСОБЕННОСТИ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ КЛЕТОК МОЗГА

осложнения – микро- и макроангиопатии, обуславливающие развитие диабетической 
нефропатии, ретинопатии, заболеваний сердечно-сосудистой системы, увеличиваю-
щие риск мозговых инсультов и других поражений нервной системы [2]. Именно эти 
заболевания становятся основной причиной инвалидизации и смертности пациентов 
с СД [1–3].

ГИПЕРГЛИКЕМИЯ И МЕТАБОЛИЗМ ГЛЮКОЗЫ

Гипергликемия запускает несколько метаболических сигнальных путей, которые 
приводят к активации воспалительного ответа, выбросу провоспалительных цитоки-
нов и гибели клеток, что ведет к осложнениям СД [4] (рис. 1). Основной путь, который 
активируется в ответ на гипергликемию – это полиоловый путь окисления глюкозы, 
в котором при помощи фермента альдозоредуктазы глюкоза превращается в осмоти-
чески активные сорбитол и фруктозу, что ведет к осмотическому стрессу и поврежде-
нию эндотелиальных клеток [5, 6]. При хронической гипергликемии из-за снижения 
эффективности метаболизма глюкозы посредством гликолиза и цикла Кребса [7] ак-
тивируются пути, которые обычно малозначимы в  нормогликемических условиях, 
но становятся основными путями для переноса глюкозы при гипергликемии. Такие 
пути приводят к продукции активных форм кислорода (АФК), запуску окислительного 
стресса и последующему развитию осложнений СД [7] (рис. 1).

Гипергликемия запускает гликолиз и дополнительно усиливает синтез диацилгли-
церола (ДАГ), который активирует протеинкиназу C (ПКС) [4]. ПКС способствует ак-
тивации НАДФН-оксидазы, что приводит к запуску окислительно-восстановительных 
реакций, лежащих в основе окислительного стресса. Как следствие, АФК и конечные 
продукты гликирования накапливаются в клетках, что приводит к запуску гибели кле-
ток [4]. В настоящее время показано, что у пациентов с СД гипергликемия приводит 
к появлению АФК вследствие активации ферментов митохондриальной дыхательной 
цепи, ксантиноксидаз, липоксигеназ, циклооксигеназ, NO-синтаз и  пероксидаз [4], 
а развивающийся окислительный стресс ведет к гибели клеток (рис. 1). Так, например, 
высокий уровень глюкозы при СД через увеличение продукции АФК активирует апоп-
тоз β-клеток поджелудочной железы, секретирующих инсулин, что приводит к  еще 
более выраженной гипергликемии [8]. И  апоптоз, и  некроптоз играют важную роль 
в прогрессировании осложнений СД, поскольку поражаются ткани сердца, сетчатки, 
почек и нервной системы [9–11]. Усиленный синтез ДАГ и активация ПКС запускают 
множество внутриклеточных сигнальных механизмов, вызывающими увеличение про-
ницаемости сосудистой стенки, нарушение эндотелий-зависимой дилатации сосудов 
и активации окислительного стресса [5, 6].

Под влиянием гипергликемии также происходит активация гексозаминового пути 
метаболизма глюкозы, что проявляется в  изменении активности транскрипционных 
факторов, включая специфический белок 1 (Sp1) и транскрипционного ядерного фак-
тора каппа-В (NF-κВ) в  эндотелиальных клетках [6]. В  эндотелии Sp1 индуцирует 
транскрипцию ингибитора активации плазминогена 1 (PAI‑1), что снижает тромбо-
резистентность сосудистой стенки, а активация NF-κВ способствует выработке про-
воспалительных цитокинов. Активация NF-κВ высоким уровнем глюкозы может ре-
ализовываться за счет различных механизмов: активации toll-подобного рецептора 4 
(TLR4) [12], что ведет к фосфорилированию киназного комплекса IκB, высвобожде-
нию субъединицы p65 NF-κВ [13] и транслокации её из цитозоля в ядро [12]. Также 
гипергликемия через ERK1/2-путь вызывает перемещение индуцируемого гипоксией 
фактора 1-альфа (HIF‑1α) в ядро, где он регулирует экспрессию фактора роста эндоте-
лия сосудов (VEGF) [14, 15]. Таким образом, функциональный профиль эндотелия со-
судов на фоне хронической гипергликемии сдвигается в сторону вазоконстрикторного 
ответа, прокоагулянтной активности и повышенной адгезии.
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Нарастание патологических изменений в организме на фоне развития СД также свя-
зано с прямым токсическим действием хронической гипергликемии, которая приводит 
к образованию конечных продуктов гликирования (advanced glycation end-products, AGE-
продукты) вне и  внутри клетки [5]. Высокий уровень глюкозы индуцирует образова-
ние метилглиоксаля, который модифицирует белки посредством гликирования амино
групп белков [16]. Одним из основных продуктов является гликированный гемоглобин 
(HbA1c), который используется в качестве маркера тяжести сердечно-сосудистых забо-
леваний и неблагоприятного прогноза у пациентов с СД. Однако повышенный уровень 
глюкозы в крови приводит к  гликированию не только гемоглобина, но и компонентов 
гликокаликса эндотелия сосудов и нарушению его функции, что объясняет изменение 
кровоснабжения и питания всех органов и систем в организме [17, 18]. Стойкая гипергли-
кемия и образование AGE-продуктов стимулирует иммунную систему, например, через 
продукцию АФК возможна активация эндотелия, мезангиальных клеток нефронов и ма-
крофагов [5, 19, 20]. Активация AGE-рецепторов через транскрипционный фактор NF-κB 
может индуцировать воспаление [21]. Существенный вклад в развитие осложнений СД 
на фоне гипергликемии вносит активность поли(АДФ-рибозо)-полимеразы (PARP) [22, 
23]. Показано, что гипергликемия и неэтерифицированные жирные кислоты стимулиру-
ют PARP, что приводит к повреждению нейролеммы и перицитов сетчатки [24].

Рис. 1. Основные метаболические пути, активируемые при гипергликемии и приводящие к развитию диа-
бетической нейропатии. Условные обозначения: АФК – активные формы кислорода, ДАГ – диацилглицерол, 
AGE-продукты – конечные продукты глубокого гликирования, NF-κB – транскрипционный ядерный фактор 
каппа-В, PARP – поли(АДФ-рибозо)-полимераза, UDP-GlcNAc – уридин-дифосфат-N-ацетилглюкозамин.

Таким образом, вызванная СД стойкая гипергликемия обладает как прямым ток-
сическим эффектом, индуцируя через реакции гликирования образование AGE-про-
дуктов, так и  опосредованным – через запуск полиолового, гексозаминового путей, 
индуцируя образование АФК, окислительного стресса, активацию ПКС, специфиче-
ского белка 1 (Sp1), ERK1/2, транскрипционного фактора NF-κB, поли(АДФ-рибозо)-
полимеразы (PARP) и  HIF‑1α. Все это потенцирует активацию воспаления и  запуск 
клеточной гибели.
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ВЛИЯНИЕ ГИПЕРГЛИКЕМИИ НА КЛЕТКИ ЦНС

Устойчивые эпизоды гипергликемии приводят к нарушению деятельности нейро-
нов, вызывая их гибель. В то же время нейроглия реагирует на повышенный уровень 
глюкозы преимущественно по провоспалительному типу, запуская высвобождение ци-
токинов, которые в свою очередь оказывают токсический эффект на нейроны и способ-
ствуют дальнейшей активации глии. Астроциты как клетки, принимающие непосред-
ственное участие в функционировании нейронов, являются основными посредниками 
негативного влияния гипергликемии на нейроны. Микроглия, вероятно, отвечает при 
СД за распространение нейровоспаления в  мозговой ткани, потенцируя негативное 
действие гипергликемии системно на все структуры и клетки головного мозга.

Влияние гипергликемии на нейроны
Гипергликемия, сопровождающая СД, в  первую очередь влияет на клетки, кото-

рые имеют ограниченную способность регулировать потребление глюкозы. К таким 
клеткам, помимо эндотелиальных клеток капилляров сетчатки, мезангиальных клеток 
почечных клубочков, шванновских клеток, относятся и нейроны [3].

Методом магнитно-резонансной томографии показано, что длительная гиперглике-
мия приводит к структурным изменениям в головном мозге. Нарушение работы нерв-
ной системы у пациентов с СД связано с развитием макро- и микроангиопатии, очагов 
нейродегенерации из-за ишемических эпизодов и резких колебаний уровня глюкозы 
[25]. В  конечном счете в  нейронах накапливаются метаболические изменения: уси-
ливается митохондриальная дисфункция и развивается окислительный стресс, сопря-
женный с усиленным образованием свободных радикалов и снижением возможности 
их нейтрализации [25, 26] и запуску воспалительного ответа [27–29]. Запуск основных 
метаболических путей, активирующихся при гипергликемии: полиолового, диаци-
лглицеролового, гексозаминового, активация митоген-активируемой протеинкиназы 
(MAPK) и NF-κВ, а также образование АФК – приводят к активации гибели нейронов 
и нейровоспалению [2, 4].

В условиях высокого уровня глюкозы происходят реакции гликирования аминокис-
лот и образования AGE-продуктов, которые через собственные рецепторы RAGE вызы-
вают избыточное производство АФК в нейронах. Это нарушает правильную упаковку 
белков, в том числе в митохондриях. Митохондриальная дисфункция ведет как к нако-
плению АФК, так и снижению синтеза АТФ, что нарушает регуляцию ионного баланса 
в  нейронах, приводит к  деполяризации плазматической мембраны, высвобождению 
медиаторов и гиперактивации постсинаптических рецепторов – развитию эксайтоток-
сичности и гибели нервных клеток [30]. Исследования показали, что АФК и возника-
ющий в результате окислительный стресс играют ключевую роль в апоптозе нервных 
клеток [31, 32]. К  группе АФК относят свободные радикалы: супероксидный анион 
(O2

–), гидроксильные радикалы и  перекись водорода – молекулы со сверхкоротким 
периодом жизни из-за их высокой химической активности и способностью нарушать 
структуру ДНК, белков и липидов. В норме клетка обладает различными механизма-
ми антиоксидантной защиты, однако при избыточном образовании АФК развивается 
окислительный стресс, который дополнительно потенциирует образование АФК [33], 
вызывает мутацию митохондриальной ДНК, нарушение кальциевого гомеостаза ней-
ронов, что может усиливать высвобождение медиаторов, а также стимулировать Са2+-
зависимый путь активации апоптоза клеток [30]. Высокий уровень глюкозы повышал 
также чувствительность культуры корковых нейронов к глутаматной эксайтотоксично-
сти. Наблюдалось значительное увеличение уровней белка субъединиц GluA1 и GluA2 
AMPA-рецептора, что влияло на чувствительность нейронов к AMPA- или NMDA-ин-
дуцированной нейротоксичности, а также снижало внеклеточный уровень глутамата 
в  первичной культуре нейронов коры [34]. Таким образом, глюкозотоксичность для 
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нейронов может быть также опосредована нарушением гомеостаза глутамата [34]. 
Кроме того, культивирование первичных нейронов гиппокампа в среде с высоким со-
держанием глюкозы (30 мМ) показало увеличение экспрессии белка циклинзависимой 
киназы Cdk5 и ее активности вплоть до аберрантной, что приводило к апоптозу нейро-
нов гиппокампа через активацию каскада MKK6/p38 MAPK [35].

Нейрокогнитивные изменения, наблюдаемые у  пациентов с  СД, связанные с  из-
менениями объема белого и серого вещества, особенно заметны у пациентов с дли-
тельной гипергликемией или повторяющимися эпизодами тяжелой гипергликемии. 
Исследования показали снижение объема серого вещества таламуса, височных долей, 
парагиппокампальной извилины, островковой коры и  угловой извилины – областей 
мозга, связанных с памятью, вниманием и речевой функцией [36, 37]. При обоих ти-
пах СД наблюдается снижение синаптической пластичности гиппокампа, аномальная 
экспрессия нейропептидов в нейронах гипоталамуса, нейротоксичность и изменения 
в нейротрансмиссии глутамата, увеличение уровня циркулирующего кортикостерона, 
повышенная чувствительность к стрессу и снижение регуляции глюкокортикоидных 
рецепторов гиппокампа, что может способствовать развитию морфофункциональных 
нарушений в ЦНС.

Энцефалопатия, характеризующаяся приобретенными когнитивными и  поведен-
ческими нарушениями, является одним из осложнений СД [38]. Одним из наиболее 
чувствительных к метаболическим нарушениям при СД участком мозга является гип-
покамп [39–41]. Гиппокамп является частью лимбической системы, которая особенно 
чувствительна к повышенному уровню сахара в крови, вовлечена в процессы форми-
рования памяти, эмоций и адаптивных реакций [42, 43]. Молекулярные и структурные 
изменения в гиппокампе при СД сопровождаются снижением памяти и обучения [44]. 
В модели стрептозотоцин-индуцированной гипергликемии на мышах были продемон-
стрированы нарушения памяти, связанные с  молекулярными изменениями в  гиппо-
кампе, включая снижение количества субъединиц GluN1 и GluN2a рецептора NMDA, 
снижение уровня фосфорилирования транскрипционного фактора CREB, связанного 
с памятью, и снижение экспрессии генов, кодирующих белки SYT2, SYT4 и BDNF, 
регулирующих синаптическую передачу и пластичность [45].

Процессы ассоциативного обучения, приобретения и извлечения памяти связаны 
с  долгосрочными изменениями в  синаптической передаче между нейронами гиппо-
кампа. При СД происходят изменения пре- и постсинаптических структур нейронов 
гиппокампа. Так, нейроны в CA3 области гиппокампа подвергаются ультраструктур-
ным изменениям, включающим сокращение и упрощение их апикальных дендритов 
и уменьшение количества везикул в пресинаптических окончаниях [46]. Влияние ги-
пергликемии на синтез и высвобождение ключевых нейромедиаторов объясняет раз-
витие когнитивного дефицита, наблюдаемого у животных с СД [47, 48]. Так, в модели 
СД 1-го типа наблюдали повышенный уровень дофамина в различных областях мозга, 
снижение базального уровня серотонина и дофамина в гиппокампе [49], а также сни-
жение базального уровня глутамата в зубчатой извилине [50]. При хронической гипер-
гликемии внеклеточные уровни ГАМК и глутамата в мозге снижаются [51], а возника-
ющий дисбаланс между возбуждающими и тормозными медиаторами может являться 
пусковым фактором развития нейродегенерации и, следовательно, когнитивных нару-
шений.

Таким образом, длительная гипергликемия ответственна как за структурные нару-
шения нервных клеток вплоть до их гибели, развитие дисбаланса нейромедиаторов, 
так и за нарушение функциональной активности нейронов, проявляющиеся в том чи-
сле и когнитивным дефицитом у пациентов с СД. Изучение механизмов, ответственных 
за гибель и нарушение работы нейронов, а также поиск препаратов, корректирующих 
нарастающую нейронную дисфункцию, могут снизить негативные влияния высокого 
уровня глюкозы на качество жизни пациентов с СД [52, 53].
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Влияние гипергликемии на микроглию
Микроглия представляет собой резидентные иммунные клетки в  ЦНС, которые 

в норме участвуют как в процессе формирования мозга, так и в поддержании гоме-
остаза нервной ткани во взрослом состоянии, а при патологии – в реализации нейро-
воспаления как ответной реакции ткани на повреждение [54–56]. Выполняя функцию 
макрофагов, микроглия отвечает за уничтожение микробов, мертвых клеток, избыточ-
ных синапсов, белковых агрегатов и других антигенов, которые могут представлять 
опасность для ЦНС, однако активность микроглии жестко регулируется ее микроокру-
жением [55].

В  норме микроглиальные клетки «мониторируют» гомеостаз нервной ткани, пе-
ремещаются по ней и с помощью отростков «ощупывают» другие клетки и окружа-
ющее пространство в  поисках сигнальных молекул повреждения [57]. Воздействие 
повреждающего фактора активирует микроглию. Активированная микроглия усилен-
но пролиферирует, а форма ее клеток становится амебоидной с толстыми и короткими 
отростками. Кроме того, усиливаются миграционные свойства микроглии, меняется ее 
секреторный профиль и усиливается фагоцитарная активность [57]. По функциональ-
ному состоянию активированную микроглию традиционно классифицируют на два по-
лярных типа: нейротоксический М1-фенотип и нейропротекторный М2-фенотип – хотя 
предполагается, что существует множество промежуточных типов активированной 
микроглии [58]. Функциональный фенотип микроглии определяется сигналами микро-
окружения, в том числе медиаторами нервных и астроглиальных клеток, которые так-
же реагируют на уровень повреждения, степень дисфункции, стадию воспалительного 
ответа ткани. Изменение функциональной активности микроглии также может быть 
связано с  процессами старения мозга и  развитием нейродегенерации, наблюдаемой 
при хронической гипергликемии и СД. Таким образом, являясь источником большого 
количества сигнальных соединений, микроглия может индуцировать или модулиро-
вать широкий спектр клеточных реакций [55, 56, 58].

Изменение функционального фенотипа микроглии тесно связано и с изменением ее 
метаболической активности. В качестве метаболических путей образования энергии 
наивная микроглия использует как гликолиз, так и окислительное фосфорилирование. 
Микроглия экспрессирует широкий набор переносчиков глюкозы на своей мембране: 
обнаружены мРНК и белки GLUT1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12 и 13 – однако при провоспали-
тельной стимуляции резко возрастает экспрессия именно GLUT1 [59]. Так, показано, 
что активированная липополисахаридом и INFγ микроглия приобретает М1-фенотип 
и демонстрирует высокий уровень экспрессии GLUT1, что свидетельствует о метабо-
лическом перепрограммировании клеток в сторону анаэробного гликолиза [59]. Бло-
кировка GLUT1 активированной микроглии существенно подавляла ее фагоцитарную 
активность, что прямо влияло на функциональную активность клеток. Предполагает-
ся, что в условиях острого недостатка О2 наблюдается гибель нейронов и астроцитов, 
тогда как микроглия еще сохраняет жизнеспособность – приобретает провоспалитель-
ный фенотип, переходит на гликолиз, зачищает от детрита и  погибших клеток зону 
нейровоспаления. Степень активации микроглии определяется уровнем потребления 
энергетических субстратов: глюкозы, жирных кислот, глутамина, доступность которых 
существенно изменяется при СД. Учитывая, что СД и гипергликемия сопровождает-
ся нарушением усвоения энергетических субстратов клетками, а  также нарушением 
функции микрососудистого русла, то микроглия в отсутствие повреждающего фактора 
уже оказывается в условиях, способствующих трансформации в провоспалительный 
фенотип. Показано, что микроглия стимулированная IL‑4 в М2-фенотип снижает по-
требление глюкозы и выработку лактата, что свидетельствует о снижении потребности 
в анаболических реакциях микроглии [60]. Интересно, что глюкоза является не только 
метаболическим субстратом для клеток, но и  опосредует сигнальную функцию, на-
пример, влияет на продукцию провоспалительных факторов. Так, продукция оксида 
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азота (NO) микроглией сопряжена с потреблением НАДФН, который регенерируется 
из НАДФ+ прежде всего через гексозомонофосфатный шунт, использующий в качестве 
субстрата только глюкозу. Доступность глюкозы определяет интенсивность глиальной 
продукции NO, который реализует как адаптивные, так и патогенетические эффекты 
в  очаге воспаления [61]. Таким образом, последствия метаболических нарушений, 
вызванные гипергликемией при СД, в ткани мозга могут влиять на запуск этапов вос-
палительного ответа.

Высокий уровень глюкозы оказывает негативное влияние на пролиферацию микро-
глиальных клеток [62], а также вызывает активацию микроглии [12, 63]. В условиях СД 
и хронической гипергликемии активность нейронов также существенно изменяется, 
в результате чего они выделяют стимуляторы микроглии [57]. Показано, что 24-часо-
вое культивирование микроглии в среде с высоким содержанием глюкозы оказывает 
цитотоксический эффект за счет активации каспазы‑1 и индукции апоптоза [64, 65]. 
Более длительная инкубация (12 суток) клеток микроглии человека в среде с высоким 
уровнем глюкозы вызывала изменения фенотипов микроглии, опосредуемых через 
ERK5-зависимый путь [66]. Одновременно с морфологическими изменениями микро-
глии в данных условиях происходит активация клеток, на что указывает экспрессия 
специфических маркеров, таких как Iba1 (Ionized calcium-binding adaptor molecule 1) 
и рецепторов CD11b, CD68 и MHC–II. Исследования in vitro показали, что высокие 
концентрации глюкозы (35 мМ) активируют микроглию и стимулируют секрецию про-
воспалительных цитокинов IL‑1β, IL‑6, IL‑8, TNF-α, моноцитарный хемоаттрактант-
ный белок‑1 (MCP‑1), регулятор пролиферации микроглии M–CSF [67]. Инкубация 
микроглиальных клеток мыши BV2 в  среде, имитирующей гипергликемию при СД, 
вызывает их активацию: усиленное образование АФК и синтез провоспалительных ци-
токинов и NO через активацию сигнальных путей p38 и JNK [68].

Гиперактивация микроглии в  условиях гипергликемии проявляется увеличением 
экспрессии НАДФН-оксидазы, которая генерирует супероксидный анион и АФК [55], 
что в конечном счете проявляется увеличением продукции АФК и AGE-продуктов. М‑1 
микроглия экспрессирует также iNOS, синтезирующую NO [55]. Последний в присут-
ствии супероксидного аниона может превращаться в пероксинитрит и дополнительно 
повреждать клетки, кроме того, NO потенцирует токсическое действие глутамата, тем 
самым усиливая нейротоксичность через NMDA-рецепторы [55]. Другим важным ме-
диатором воспаления, продуцируемым M1-фенотипом микроглии, является матрикс-
ная металлопептидаза 12, способная повреждать матрикс нервной ткани [55].

АФК индуцируют дополнительную активацию микроглии через пути NF-κB и фос-
форилирование внеклеточной сигнал-регулируемой киназы (ERK), в результате чего 
повышается секреция ими провоспалительных цитокинов. Показано, что модуляция 
активности микроглии при диабетической энцефалопатии может включать различ-
ные сигнальные пути, в  том числе формирование инфламмасомы NLRP3, путь NF-
κB, фракталкин/CX3CR1-путь, p38 MAPK, CD200/CD200R, AGEs/RAGE и Akt/mTOR 
и активацию пуринергической системы мозга [63, 67].

Важным фактором, активирующим микроглию, является АТФ, высвобождаемый из 
поврежденных клеток. Под действием АТФ через P2RY12 происходит функциональ-
ная трансформация микроглиальных клеток, приводящая к усилению миграционной 
активности клеток в  направлении зоны повреждения [57]. Показано, что отдельные 
функции активированной микроглии также опосредованы активацией пуринергиче-
ских рецепторов: фагоцитоз (P2RY6), пиноцитоз (P2RY4) или секреторную активность 
(P2RX4 и 7) [57]. Высокий уровень глюкозы вызывает транзиторное увеличение уров-
ня внутриклеточного Са2+ в микроглии за счет активации пуринергических рецепто-
ров: через P2X, обеспечивая транспорт Са2+ из интерстиция, а через P2Y2 – меньшее 
высвобождение Са2+ из внутриклеточных депо [69] и гиперэкспрессию механочувст-
вительного катионного канала Piezo1 [63]. Последний увеличивает как приток Са2+ из 
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окружающей среды, так и повышение уровня Са2+ в цитозоле за счет активации мета-
ботропных пуринергических рецепторов P2Y [63]. Следовательно, метаболические на-
рушения в нервной ткани и изменение баланса продукции АТФ может существенно из-
менить пуринергическую регуляцию функций, в том числе и микроглиальных клеток.

Таким образом, развитие СД и связанные с ним метаболические нарушения ока-
зывают широкий спектр влияний на функционирование микроглии. Так, на фоне ги-
пергликемии происходят морфофункциональные изменения в микроглии и модифика-
ция секреторного фенотипа в сторону продукции провоспалительных факторов, что 
меняет адаптационный потенциал клеток и снижает устойчивость гомеостаза в ЦНС. 
Понимание механизмов активации и  взаимодействия между глиальными клетками, 
формирование ими сигнального микроокружения нейронов может играть важную роль 
в понимании прогрессирования заболеваний и разработки методов их лечения [54, 58]. 
Поэтому поиск модуляторов функционального состояния микроглии может помочь 
в разработке новых методов коррекции нейропатии при СД.

Влияние гипергликемии на астроциты
Астроциты – наиболее распространенные глиальные клетки в мозге, которые отве-

чают за гомеостаз нейромедиаторов и ионный баланс, защиту от окислительного стрес-
са и репарацию ткани, регуляцию работы синапсов и синаптогенеза [70, 71]. Астро-
циты являются структурными элементами гематоэнцефалического барьера, а значит, 
выполняют важную для мозга барьерную функцию [30, 72, 73]. Кроме того, астроциты, 
выступая в качестве депо гликогена, являются «энергетическими станциями» нервной 
ткани и «аварийным резервом» энергетических субстратов в условиях патологическо-
го процесса в ЦНС, например, при ишемии. Они поглощают питательные вещества из 
крови, метаболизируют их и доставляют в активно работающие синапсы для поддер-
жания функций нейронов [72, 74]. Астроциты за счет множества плотных контактов 
образуют синцитий, посредством которого происходит распространение «кальциевых 
волн», что указывает на возможность передачи сигналов в мозге нейрон-независимым 
образом [75].

Особенности морфологии и  локализации астроцитов позволяют им реагировать 
на изменения микроокружения и  взаимодействовать с  нейронами, обеспечивая их 
функционирование при разной степени активации [70, 71]. В головном мозге глюкоза 
поступает в астроциты через переносчик GLUT1 и либо участвует в гликолизе, либо 
запасается в  форме гликогена [70, 76, 77]. Низкая активность прогликолитического 
фермента 6-фосфофруктокиназы‑2,6-бисфосфатазы‑3 (PFKFB3) в  нейронах способ-
ствует окислению глюкозо‑6-фосфата по пентозофосфатному пути, что способствует 
антиоксидантной защите [74]. А высокая активность PFKFB3 в астроцитах позволяет 
производить и высвобождать лактат, который поглощается нейронами, использующи-
ми его в  качестве окисляемого субстрата [74]. Гликолиз в  астроцитах активируется 
в соответствии с возбуждением нейронов и приводит к увеличению высвобождения 
лактата из астроцитов [78]. Помимо обеспечения лактата, астроцитарный гликолиз иг-
рает важную роль в нейропротекции. Среди второстепенных путей метаболизма глю-
козы интерес исследователей привлекает поток глюкозы к пентозофосфатному пути, 
основному шунтирующему пути гликолиза. Фактически активность пентозофосфатно-
го пути в астроцитах в пять-семь раз выше, чем в нейронах. Астроцитарный пентозо-
фосфатный путь играет ключевую роль в защите нейронов от окислительного стресса, 
обеспечивая нейроны восстановленной формой глутатиона, который необходим для 
устранения АФК [78].

Между астроцитами и нейронами обнаружена метаболическая система взаимодей-
ствия, называемая астроцит-нейронным лактатным челноком или шаттлом (ANLS). 
В условиях избытка глюкозы астроциты активно ее поглощают и пополняют запасы 
гликогена, а при ее недостатке запасы гликогена быстро истощаются [77]. Быстрое рас-
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щепление гликогена с образованием лактата и функционирование ANLS необходимо 
при повышенной активности нейронов, а также в условиях низкого уровня глюкозы 
[77]. Астроциты, таким образом, выступают в роли депо энергетических субстратов 
для обеспечения потребностей нейронов [71, 76].

О важности метаболической функции астроцитов в мозге свидетельствуют данные 
электронной микроскопии у мышей с СД, где установлено изменение морфологии ас-
троцитов, включенных в нейроваскулярную единицу мелких сосудов мозга [79]. В экс-
периментах in vitro на клетках, культивируемых в среде с высоким содержанием глю-
козы, и на срезах мозга крыс с СД показано, что эти факторы снижают взаимодействие 
между астроцитами через щелевые контакты [80]. In vitro высокие уровни глюкозы 
(30 ммоль/л) приводили к изменениям в морфологии астроцитов и экспрессии белков 
цитоскелета, таких как GFAP и  виментин. Уровни IL‑6, IL‑1β, IL‑4, TNF-α и VEGF 
повышались, тогда как уровень трансформирующего фактора роста-β оставался не-
изменным [81]. Состояние астроцитов решающим образом определяет целостность 
и функциональное состояние гематоэнцефалического барьера: изменение реактивно-
сти астроцитов опосредует проницаемость этого барьера и влияет на переход острых 
состояний головного мозга в хронические [72, 82].

В экспериментах показано, что высокий уровень глюкозы увеличивает продукцию 
АФК, экспрессию провоспалительных цитокинов и клеточный апоптоз в первичных 
культурах астроцитов [81, 83, 84], что способствует развитию хронического нейрово-
спаления и прогрессии диабетической церебральной нейропатии. Хроническая гипер-
гликемия вызывает изменения секреции VEGF, влияя на миграцию, пролиферацию 
и ангиогенез эндотелиальных клеток, изменяя барьерные функции сосудистой стенки. 
Нарушение функции гематоэнцефалического барьера на фоне гипергликемии при СД 
связано с усилением дыхания в перицитах и астроцитах, в результате чего развивается 
окислительный стресс и активируется продукция АФК [85]. Важно отметить, что ды-
хательная цепь митохондрий собрана в нейронах плотнее, чем в астроцитах, поэтому 
биоэнергетическая эффективность митохондрий выше в  нейронах, а  производство 
АФК митохондриальным комплексом I очень высоко в астроцитах [74]. В свою очередь 
АФК стимулирует продукцию провоспалительных цитокинов, активацию транскрип-
ционного фактора NF-κB, что дополнительно способствует увеличению проницаемо-
сти гематоэнцефалического барьера [30]. В результате помимо стимуляции воспали-
тельного ответа происходит облегчение поступления высокой концентрации глюкозы 
в ЦНС [30]. Одним из ключевых факторов астроцитарного «секретома» является фак-
тор VEGF, способствующий снижению барьерных функций гематоэнцефалического 
барьера, поскольку новообразованные кровеносные сосуды обладают повышенной 
проницаемостью [73]. В условиях высокого содержания глюкозы происходит сниже-
ние астроцитарной экспрессии и продукции коннексина Cx43 и увеличение секреции 
VEGF, что показано для коры головного мозга крысы [73].

Важной физиологической функцией астроцитов является регуляция ионного гоме-
остаза, в частности, уровня внеклеточного K+ [86]. Накопление K+ во внеклеточном 
пространстве может привести к устойчивой деполяризации и повышенной возбудимо-
сти нейронов. В свою очередь астроциты могут либо поглощать избыточный K+ с по-
мощью Na+/K+-насоса, Na+/K+/Cl– котранспортера или Kir4.1, калиевых каналов входя-
щего выпрямления, либо удаления избытка K+ через плотные контакты, образованные 
коннексинами Cx43 и Cx30 [86]. Гипергликемия при СД способствует снижению про-
дукции коннексина Cx43, что снижает возможности астроцитов поддерживать ионный 
гомеостаз микроокружения нейронов [73].

Другой важной функцией, в которой участвуют астроциты, является регуляция объ-
ема внеклеточного пространства и осмолярности жидкости посредством аквапорина 4 
(AQP4), канала, опосредующего трансмембранные перемещения воды в зависимости от 
осмотических градиентов, и  экспрессируемого астроцитами в основном в перисинап-
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тических контактах и периваскулярных астроцитарных ножках [86]. Регуляция потока 
воды вблизи синапсов и кровеносных сосудов может быть связана с гомеостазом К+.

Астроциты, кроме того, контролируют концентрацию медиаторов в синаптической 
щели, влияя на баланс процессов возбуждения и торможения, а также выполняют бу-
ферную функцию в отношении нейромедиаторов за счет работы метаболического ци-
кла синтеза глутамин-глутамат-ГАМК [86].

В многочисленных экспериментах по моделированию СД показано, что гипергли-
кемия пагубно сказывается на функционировании астроцитов. Так, в экспериментах 
на астроцитах, выделенных из мозга новорожденных крыс, показано, что культивиро-
вание в среде с высоким уровнем глюкозы (25 мМ) вызывает повышение поглощения 
аналога глюкозы и не влияет на экспрессию GLUT1 на мембране [76]. В среде с высо-
ким содержанием глюкозы метаболизм астроцитов изменяется в сторону увеличения 
запасов гликогена [76]. Но вместе с тем для «гипергликемических» астроцитов пока-
зано снижение метаболической эффективности и  емкости клеток: высокий уровень 
глюкозы снижал уровень максимального дыхания астроцитов и их гликолитическую 
резервную способность, оцениваемую с  помощью митохондриального стресс-теста 
Seahorse и гликолитического стресс-теста [76]. Таким образом, астроциты, культиви-
руемые в растворе с высоким содержанием глюкозы, оказываются более уязвимы к пе-
риодам депривации глюкозы [76]. Кроме того, высокий уровень глюкозы оказывает не-
гативные осмотические эффекты на работу нервной ткани. Показано, что воздействие 
высокого уровня глюкозы увеличивает содержание и  активность Na+/K+/Cl– котран-
спортера и Na+/H+-обменника 1 в клетках гематоэнцефалического барьера, что в случае 
ишемических событий на фоне гипергликемии будет усиливать формирование отека, 
транспорт ионов и воды и вызывать набухание астроцитов [87].

В экспериментах in vitro высокий уровень глюкозы (25 мМ) вызывал остановку кле-
точного цикла первичных астроцитов: было показано снижение экспрессии циклинов 
D1 и D3, а также ингибирование пролиферации и миграции первичных астроцитов [88]. 
Высокий уровень глюкозы усиливал гликолитический метаболизм, повышал содержание 
АТФ и гликогена в первичных астроцитах [88]. Кроме того, высокий уровень глюкозы 
активирует сигнальный путь AMP-активируемой протеинкиназы (AMPK) в астроцитах 
[88]. Таким образом, гипергликемия оказывает влияние на энергетический метаболизм 
и функциональный фенотип астроцитов, что может являться потенциальным механиз-
мом, лежащим в основе развития диабетической церебральной нейропатии.

Астроциты и нейроны различаются по регуляции гликолитических ферментов и по 
организации их митохондриальной дыхательной цепи [89]. Образующиеся в митохон-
дриях астроцитов АФК регулируют утилизацию глюкозы через пентозофосфатный путь 
и метаболизм глутатиона, который модулирует окислительно-восстановительный статус 
и, возможно, определяет выживаемость нейронов [89]. Кроме того, астроциты играют 
важную роль в защите нейронов от эксайтотоксичности, поскольку способны поглощать 
глутамат и  выступать в  качестве депо ионов К+, поступающих в  клетку через Kir4.1, 
калиевые каналы входящего выпрямления [90]. Культивирование астроцитов условиях 
гипергликемии ведет к снижению содержания белков калиевых каналов Kir4.1 и нару-
шению поглощения калия и глутамата [68]. Кроме того, показано, что экспрессируемая 
астроцитами miR‑205, уровень которой возрастает в  6 раз при инкубации с  высоким 
уровнем глюкозы по сравнению с нормой, угнетает экспрессию мРНК Kir4.1 [90].

На вовлеченность астроцитов в нейровоспаление и способность влиять на другие 
клетки головного мозга указывают результаты немногочисленных исследований. Так, 
в работе Nardin с соавт. на гипергликемических крысах показано снижение экспрессии 
S100B, Са2+-связывающего белка астроцитов, регулирующего образование цитоскеле-
та и клеточный цикл [91]. Увеличение внеклеточного уровня S100B является маркером 
активации глии при состояниях, связанных с повреждением головного мозга: считает-
ся, что в зависимости от концентрации S100B оказывает трофическое или апоптоти-
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ческое действие на нейроны. Другим показателем изменения активности астроцитов 
в условиях высокого уровня глюкозы в среде является пониженное содержание глиаль-
ного фибриллярного кислого белка и  глутатиона, снижение скорости пролиферации 
клеток. В свою очередь такие изменения активности астроцитов могут влиять и на вы-
живание нейронов, что отчасти объясняет развитие когнитивного дефицита и других 
нарушений работы нервной системы, наблюдаемых у пациентов с СД [91]. Ранние ра-
боты Kelleher с соавт. продемонстрировали, что астроциты могут выполнять защитную 
роль при инкубации в среде с высоким содержанием глюкозы (15–30 ммоль/л) за счет 
выделения в окружающую среду фермента лактатдегидрогеназы, это позволяет утили-
зировать избыточную глюкозу и синтезировать АТФ [92].

Поскольку астроциты выступают источником метаболических субстратов и АТФ, 
в том числе в области синаптических контактов, а функциональная активность этих 
глиальных клеток также нарушается в  условиях развития гипергликемии, то важно 
понимать, какую роль они играют в обеспечении проводниковой функции нейронов 
и работе синапсов в ЦНС.

Рис. 2. Влияние гипергликемии на взаимодействие нейронов, астроцитов и микроглии, приводящее к нейро-
воспалению и нейродегенерации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Гипергликемия, сопровождающая развитие СД, нарушает трофическую функцию 
кровеносных сосудов, в том числе церебральных, меняет гемостазический баланс крови, 
а  также является основным повреждающим фактором, запускающим гибель нервных 
клеток, повышая реактивность глии (рис. 2). Адаптивное изменение деятельности астро-
цитов на молекулярном, клеточном и функциональном уровнях, так называемый астро-
глиоз, направлен на синтез и высвобождение большого количества факторов: нейротро-
финов, провоспалительных цитокинов, NO и других сигнальных молекул, имеющих как 
адаптивное, так и патогенетическое значение для выживаемости нейронов и регуляции 
активности микроглии. В  условиях высокой концентрации глюкозы микроглия также 

↑Glucose
(hyperglycemia)

↑ROS

↑IL-1β, IL-4,
IL-6, TNF-α,
VEGF 
↑[K+]out
↓Cx43, S100B

↑IL-1β, IL-6,
IL-8, TNF-α,
VCP-1, M-
CSF, 
NO
↑[Ca2+]i

• Nutrition, BBB permeability
• Energy substrate depot
• Neurotransmitter homeoatasis
• Regulation of neurotransmission
• Ionic balance
• Protection against oxidative stress

Neuron

• Maintenance of homeoatasis
• Migration sites of damage
• Phagocytosis

Astrocyte Microglia

Neuroinflammation
and neurodegeneration
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приобретает реактивный фенотип и продуцирует широкий спектр провоспалительных 
факторов, что дополнительно усиливает нейровоспаление, вовлекая все большее число 
глиальных клеток в продукцию провоспалительных и нейротоксических факторов, вы-
зывающих нейрональную дисфункцию. Нарушение метаболизма глюкозы ведет к изме-
нению баланса АТФ, аденозина и других нуклеотидов, которые через пуринергические 
рецепторы нейронов, астроцитов и клетках микроглии усиливают развитие нейровоспа-
ления и дальнейшее поражение головного мозга. Поэтому исследование влияния гипер-
гликемии и роли астроцитов и микроглии в патогенезе нейровоспаления и нейродеге-
нерации, изучение взаимодействия между глиальными клетками и нейронами является 
актуальной и важной задачей фундаментальной физиологии и медицины. Поиск ключе-
вых путей активации астроцитов и микроглии, способов модуляции их функциональной 
активности и коррекции последствий метаболических нарушений, вызванных гипергли-
кемией, могут рассматриваться в качестве основных терапевтических стратегий, направ-
ленных на эффективное купирование и снижение тяжести последствий поражений мозга 
в результате ишемии, травмы или нейродегенеративных заболеваний.
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Hyperglycemia is a symptom and damaging factor of diabetes mellitus (DM) that leads 
to systemic complications in the body, including macro- and microangiopathies of the 
brain, impaired blood supply, the appearance of foci of neurodegeneration and might be 
a trigger of neuroinflammation. Nervous tissue is characterized by a high level of energy 
consumption and is highly sensitive to fluctuations in the level of metabolic substrates. 
Therefore, it is extremely important to study the effect of high glucose levels on the 
functional state of the central nervous system. This review attempts to comprehensively 
assess the effects of hyperglycemia on brain cells. Analysis of experimental data obtained 
in in vivo and in vitro models of diabetes on the morphofunctional state of neurons, 
microglia and astrocytes showed that the direct and indirect effects of glucose in high 
concentrations depends on the cell type. Receptors and intracellular signaling cascades of 
astrocytes and microglia, that mediate the effects of hyperglycemia and the development 
of neuroinflammation, can act as therapeutic targets for the correction for the consequences 
of diabetes. Thus, finding ways to modulate the functional activity of glial cells may be an 
effective strategy to reduce the severity of the consequences of CNS damage.

Keywords: hyperglycemia, astrocytes, microglia, neurons, neurodegeneration, 
neuroinflammation, diabetes mellitus
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Патофизиология многих аффективных расстройств тесно связана с аномальной ре-
акцией на стресс в результате дисфункции гипоталамо-гипофизарно-надпочечнико-
вой оси (ГГНО) и избыточным выбросом кортизола. Гиппокамп, ключевая структура 
лимбической системы, отвечающая как за когнитивную, так и  за эмоциональную 
сферы, избирательно уязвим к избытку глюкокортикоидов (ГК), вызывающих нейро-
воспаление и нейродегенерацию. АнтиГК терапия психических заболеваний, в част-
ности, депрессивных расстройств, может стать полезным дополнительным методом 
лечения. Среди прочих подходов весьма перспективным считается воздействие на 
глюкокортикоидные рецепторы, плотность которых высока в  гиппокампе. Однако 
несмотря на то, что доклинические данные достаточно убедительно подтверждают 
концепцию антиГК терапии заболеваний, ассоциированных со стрессом, клиниче-
ские исследования все еще находятся на стадии доказательства концепции. Приме-
чательно, что хронический избыток ГК ассоциируется не только с аффективными 
заболеваниями, но и  со снижением когнитивных способностей, метаболическими 
нарушениями, диабетом. Потенциально антиГК терапия (модифицирующая ГГНО) 
может облегчить аффективные симптомы, когнитивные нарушения, глюкокорти-
коидную и инсулиновую резистентность, а также побочные эффекты обычных ле-
карств за счет позитивного влияния на гиппокамп, предотвращая его дисфункцию, 
нейродегенерацию, нейровоспаление и нарушение нейрогенеза. Поскольку ассоци-
ированная со стрессом/избытком ГК, опосредованная нейровоспалением патология 
лимбической системы и, в частности, гиппокампа является общим признаком, ха-
рактерным для многих заболеваний мозга, концепция антиГК терапии может быть 
развита, проверена и подтверждена на широком спектре церебральных патологий.

Ключевые слова: психические заболевания, гиппокамп, стресс, гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковая ось, кортизол, депрессия, глюкокортикоиды, антиглюкокор-
тикоидная терапия, глюкокортикоидный рецептор, мифепристон
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СОКРАЩЕНИЯ

АКТГ адренокортикотропный гормон
антиГК антиглюкокортикоидный
БДР большое депрессивное расстройство
ГК глюкокортикоид(ы)
ГР глюкокортикоидный рецептор
ДРЛ депрессия, резистентная к лечению 
КРГ кортикотропин-рилизинг-гормон
МР минералокортикоидный рецептор
DHEA(S) дигидроэпиандростерон(сульфат)
MIF мифепристон

ВВЕДЕНИЕ

Как справедливо отметили McEwen и Akil [1], биология стресса – один из наибо-
лее изученных разделов нейронауки, связанный с исследованием аффективных состо-
яний, и идеальная область для решения проблем патофизиологии многих заболеваний, 
связанных с мозгом. Гиппокамп – структура мозга, необходимая как для реализации 
эпизодической и декларативной памяти, так и для эмоций, находится на перекрестке 
реакций организма на стрессовые ситуации. Гиппокамп избирательно уязвим к раз-
личным неблагоприятным внешним и внутренним факторам, а дисфункция и атрофия 
гиппокампа отмечаются в процессе старения и при различных психических и невро-
логических расстройствах, включая депрессию, шизофрению, биполярное расстрой-
ство, посттравматическое стрессовое расстройство, эпилепсию, травмы мозга, когни-
тивное снижение (например, болезнь Альцгеймера) [2, 3]. Множество исследований 
свидетельствует о том, что глюкокортикоиды (ГК), исполнительные гормоны связан-
ной со стрессом гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси (ГГНО), являются 
ключевым фактором, координирующим пластичность гиппокампа и  поведение. Тем 
не менее, многие детали механизмов, связанных с дисфункцией ГГНО при развитии 
аффективных расстройств, до сих пор остаются неясными, а способы противодействия 
и  смягчения нарушений сигнализации ГК широко не используются в  клинике из-за 
противоречивости имеющихся данных. Целью настоящего обзора является обновле-
ние и критическая оценка существующих данных, касающихся избыточной секреции 
кортизола при аффективных расстройствах, его участия в патогенезе болезни и воз-
можностей антиглюкокортикоидной (антиГК) терапии.

1. СТРЕСС, ГЛЮКОКОРТИКОИДЫ И ГИППОКАМП

Нормальное функционирование основной нейрогуморальной адаптивной системы 
организма, эндокринной системы реагирования на стресс, ГГНО заключается в осу-
ществлении выброса ГК (кортизола или кортикостерона) из надпочечников как в со-
ответствии с циркадианным циклом, так и при эпизодической стресс-индуцированной 
секреции. Выброс ГК из надпочечников, циркадианный и в результате стресса, поддер-
живает жизнестойкость (способность справляться с угрозами, невзгодами и травмами), 
являясь необходимым условием гомеостаза организма и адаптации к стрессогенным 
факторам [4]. Эффекты ГК, клеточно-специфические и  контекст-зависимые, форми-
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руют ответ индивида на изменение окружающей среды. Специфические рецепторы 
ГК имеются практически во всех клетках мозга и периферии, что позволяет регулиро-
вать метаболические, сердечно-сосудистые, иммунные, нейроэндокринные процессы, 
а также поведенческую активность. Циркадианное и вызванное острым стрессом по-
вышение уровня ГК – необходимые адаптивные изменения, лежащие в основе выжи-
вания нейронов гиппокампа и формирования памяти. В дополнение к доказанному им-
муносупрессивному действию ГК, циркадианные повышения ГК потенцируют острые 
защитные реакции, стимулируя иммунные реакции [5].

У взрослых млекопитающих и человека ГК способствуют устойчивости, в частно-
сти, контролируя и координируя основные механизмы нейропластичности гиппокам-
па, включая глутаматергическую нейротрансмиссию, нейровоспаление, нейротрофи-
ческие факторы, нейрогенез, функционирование микроглии и астроцитов и т. д. [6, 7]. 
ГК изменяют нейронную активность, действуя через два специфических типа рецеп-
торов – высокоаффинные минералокортикоидные (МР) и  низкоаффинные глюкокор-
тикоидные рецепторы (ГР). И МР, и ГР регулируют транскрипцию генов (действуют 
как транскрипционные факторы) и могут быстро действовать негеномно, усиливая или 
подавляя нейронную активность [8–10]. Негеномные быстрые эффекты реализуются 
за счет активации мембранного пула МР и ГР, в результате которой в течение секунд 
за счет трансдукции сигналов через эти рецепторы изменяются свойства мембран ней-
ронов. При этом индуцируются изменения свойств синапсов, а также проведения воз-
буждения. В результате ГК регулируют клеточные функции в различных временных 
масштабах, от секунд до часов и дней, задействуя мембранные и цитозольные ГР и МР.

По меткому выражению de Kloet [10], функциональный профиль бинарной систе-
мы кортикостероидных рецепторов мозга – «посреднический, многозадачный, коорди-
нирующий, интегрирующий». МР и ГР действуют в скоординированно с нейротранс-
миттерными и нейропептидными сигналами, модулируя стрессовые реакции. Баланс 
сигналов, опосредованных МР и ГР в определенных областях мозга, в основном в лим-
бической системе, жизненно важен для активности нейронов, стресс-реакции, адапта-
ции и широкого поведенческого программирования. Эта сбалансированная функция 
МР и ГР может быть изменена эпигенетически, например, в результате травмирующих 
(ранних) событий в жизни и повторного воздействия стрессоров, а также при нали-
чии предрасполагающих генетических вариантов, влияющих на сигнальные пути этих 
рецепторов [10]. Нарушенный баланс МР/ГР делает нервную ткань уязвимой к  по-
вреждениям; такие повреждения могут негативно влиять на реакцию на стресс и по-
вышать риск развития психопатологии. Считается, что активация МР поддерживает 
процессы, способствующие выживанию, а чрезмерная активация ГР способствует ней-
родегенерации, в то время как продолжающаяся совместная активация МР и ГР во вре-
мя хронического стресса приводит к менее серьезным негативным последствиям [11].

Хотя ГР экспрессируются в каждой клетке нервной системы, уровень их экспрес-
сии варьирует, что позволяет предположить, что различные типы клеток по-разному 
реагируют на активацию ГР. Стресс/избыток ГК вызывают специфические для каж-
дого типа клеток изменения пластичности в нейронах, Шванновских клетках, микро-
глии, олигодендроцитах и астроцитах. Пластичность, индуцированная стрессом, мо-
жет стать дезадаптивной и способствовать развитию нейропсихических расстройств 
[12]. Механизмы, влияющие на сигнализацию через ГР, многочисленны, и их изучение 
является одной из горячих точек в трансляционной нейронауке, поскольку нарушение 
работы ГР может быть существенным звеном в патогенезе практически всех заболева-
ний мозга. Одним из примеров таких механизмов является фосфорилирование ГР при 
сигнале BDNF в нейронах мезолимбической (вознаграждение) и кортиколимбической 
(эмоции) нейронных сетей, лежащих в основе развития дезадаптаций к стрессу [13].

Активность ГГНО регулируется ГК по принципу обратной связи. Отрицательная 
обратная связь ГК включает в себя различные механизмы, направленные на ограниче-
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ние активации ГГНО для предотвращения пагубных последствий избытка ГК. Высво-
бождение большого количества ГК жестко регулируется сложной нейронной цепью, 
контролирующей секрецию гипоталамического кортикотропин-рилизинг-гормона 
(КРГ) и вазопрессина, и таким образом регулирующей адренокортикотропный гормон 
(АКТГ) гипофиза (рис. 1). Механизмы быстрой обратной связи включают негеномные 
действия ГК через МР и ГР, опосредующие мгновенное торможение выброса гипота-
ламического КРГ и гипофизарного АКТГ, а долгосрочные механизмы опосредуются 
геномными действиями через ГР и  включают модуляцию лимбических нейронных 
цепей и периферических метаболических процессов [5, 8]. ГР через геномные и неге-
номные механизмы регулируют функцию гипоталамических «стрессовых» нейронов 
посредством изменения синаптической пластичности, «настройки» внутренней возбу-
димости и модуляции выработки нейропептидов [14].

2. ДИСФУНКЦИЯ ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНО-НАДПОЧЕЧНИКОВОЙ 
ОСИ И ПСИХИЧЕСКИЕ БОЛЕЗНИ. ОБОСНОВАНИЕ РАЗРАБОТКИ 

АНТИГЛЮКОКОРТИКОИДОВ

Клетки мозга постоянно подвергаются воздействию ГК, что в нормальных усло-
виях является ключевым условием полноценного стрессового ответа. Однако хрони-
чески повышенные уровни ГК, приводящие к  устойчивому избытку ГК, оказывают 
негативное влияние на мозг, в  частности, на гиппокамп, где избыток ГК нарушает 
синаптическую пластичность, вызывая повреждение нейронов, атрофию дендритов, 
снижение гиппокампального нейрогенеза, гиперглутаматергические состояния и осла-
бление экспрессии и  сигнализации нейротрофического фактора мозга BDNF [7, 16, 
18]. С этой точки зрения хронический гиперкортицизм у пациентов с синдромом Ку-
шинга может рассматриваться как экстремальная человеческая модель для изучения 
влияния избытка кортизола на мозг. При синдроме Кушинга гиперсекреция кортизола 
ассоциирована с высокой частотой депрессии и тревожности, ухудшением памяти [19]. 
У таких пациентов наблюдается повреждение гиппокампа (в т. ч. его атрофия), причем 
функциональные нарушения предшествуют структурным аномалиям (выявляемым ме-
тодами нейровизуализации), а нормализация уровня кортизола останавливает прогрес-
сирование дисфункции гиппокампа [20].

Известно, что у людей, переживших критическое заболевание, значительно повы-
шен риск развития долгосрочных когнитивных нарушений и психических расстройств 
[21]. Критическое заболевание сопровождается острым повышением уровня кортизола 
в крови, который обычно возвращается к норме после выздоровления, однако иногда 
происходит длительная дисрегуляция ГГНО. Избыток ГК может вызывать долгосроч-
ные изменения адаптивной нейропластичности гиппокампа и префронтальной коры на 
всех уровнях, от структурной и клеточной пластичности до нейронных сетей. Предпо-
лагается, что этот механизм способствует нарушениям аффективной сферы, лежащим 
в основе психических расстройств [22].

Важно отметить, что у  пациентов с  нервно-психическими расстройствами (на-
пример, расстройствами настроения и  шизофренией) наблюдаются все ключевые 
признаки воспаления, включая повышенный уровень циркулирующих индукторов 
воспаления, активированных сенсоров и медиаторов воспаления, мишенями которых 
являются все ткани организма [23]. С  точки зрения реакции на стресс, воспаление 
можно рассматривать как тип аллостатической нагрузки, вовлекающей иммунную, 
эндокринную и нервную системы [24]. Провоспалительные цитокины модулируют на-
строение, поведение и когнитивные функции, вызывая нейровоспаление, в частности 
в гиппокампе и других отдельных лимбических структурах. Нейровоспаление вовле-
чено в патофизиологию стресс-ассоциированных заболеваний настроения (например, 
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Рис. 1. Гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая ось (ГГНО) и потенциальные мишени антиглюкокорти-
коидной терапии [4, 5, 8, 15–17]. Схематическое изображение показывает каскадную природу оси ГГНО, 
основной нейроэндокринной оси, лежащей в основе стрессового ответа. Ключевые события этого каскада 
включают: высвобождение секретагогов кортикотропин-рилизинг-гормона (КРГ) и аргинин-вазопрессина 
(АВП) из медиального парвоцеллюлярного паравентрикулярного ядра (PVN) гипоталамуса в портальную 
циркуляцию гипофиза; расщепление проопиомеланокортина (ПОМК) до адренокортикотропного гормона 
(АКТГ) и выброс АКТГ из гипофиза в системную циркуляцию; синтез глюкокортикоидов (ГК) (кортизола 
у человека или кортикостерона у других видов, включая грызунов) в коре надпочечников и их выброс в си-
стемную циркуляцию; связывание глюкокортикоидов (ГК) с глюкокортикоидными рецепторами (ГР) и ми-
нералокортикоидными рецепторами (МР) в центральных и периферических тканях-мишенях, включая мозг, 
после прохождения через гематоэнцефалический барьер, и тем самым осуществление клеточных эффектов 
ГК. ГР экспрессируются в большинстве структур и областей мозга, связанных с ГГНО, в то время как лим-
бические структуры, в первую очередь гиппокамп, содержат также МР. Многоуровневые петли обратной 
связи от гипоталамуса, гипофиза, надпочечников, а также сигналы от гиппокампа и фронтальной коры спо-
собствуют регуляции ГГНО, в частности, настраивая циркадианные изменения циркулирующих уровней ГК 
и снижая их после окончания действия стрессора. Возбуждающий гиппокампальный выход обеспечивает 
тормозной ГАМКергический вход в PVN, а гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) подавляет секрецию гор-
монов гипоталамуса. Циркулирующие ГК подавляют секрецию КРГ из гипоталамуса и секрецию АКТГ из 
гипофиза, а циркулирующий АКТГ также подавляет гипоталамическую секрецию КРГ. Подробное описание 
потенциальных мишеней антиглюкокортикоидной терапии см. в разделе 2. 
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большого депрессивного расстройства, БДР) вследствие повышения уровня провоспа-
лительных цитокинов в тканях мозга, активации нейроэндокринных реакций, в част-
ности, ГГНО, повышения устойчивости к ГК, развития эксайтотоксичности, снижения 
уровня моноаминов в мозге (в частности, влияния на обмен серотонина), влияния на 
нейрогенез и, таким образом, нарушения всех уровней нейропластичности [7]. Нейро-
воспаление способствует невосприимчивости к существующим методам лечения, при 
этом ответ на традиционные антидепрессанты связан со снижением уровня воспали-
тельных биомаркеров, а резистентность к лечению – с усилением воспаления [25]. Как 
цитокины, так и ГК могут оказывать провоспалительное действие в мозге [26]. Хотя 
ГК, хорошо известные как противовоспалительные препараты, могут быть нейропро-
тективными во время болезни, они также могут усугублять связанное с воспалением 
повреждение нейронов, а постоянное повышение уровня ГК увеличивает риск разви-
тия нейропсихиатрических расстройств. Была предложена гипотеза, описывающая, 
как в  гиппокампе противовоспалительные эффекты ГК могут трансформироваться 
в провоспалительные [27], однако механизмы такой функциональной трансформации 
остаются неясными.

В ряде экспериментальных исследований было показано, что лечение соединени-
ями, обладающими антиГК свойствами, может улучшить клеточные эффекты хрони-
ческого стресса и,  таким образом, стать потенциально важным подходом к  терапии 
расстройств, связанных со стрессом [28]. Теоретически, потенциальные мишени для 
антиГК могут быть представлены на нескольких уровнях: а) гипоталамический уро-
вень: воздействие на КРГ и рецепторы КРГ; б) гипофизарный уровень: воздействие на 
выработку АКТГ; в) надпочечниковый уровень: воздействие на метаболизм кортизола 
в надпочечниках; г) рецепторный уровень: воздействие на ГР, МР и соответствующие 
пострецепторные пути передачи сигнала; д) воздействие на метаболизм кортизола вне 
надпочечников (рис. 1). Поскольку лимбическая система, контролирующая ГГНО, вхо-
дит в число тканей-мишеней кортизола, таргетное воздействие на МР и ГР гиппокам-
па, фронтальной коры и  миндалины формирует дополнительный, надгипоталамиче-
ский уровень регуляции ГГНО.

Согласно имеющимся данным, наиболее перспективные результаты доклиниче-
ских и/или клинических исследований включают: эффекты антагонистов ГР; экстраги-
поталамическое действие КРГ с помощью антагонистов рецепторов КРГ; подавление 
продукции кортизола в надпочечниках путем блокирования стероид‑11-гидроксилазы, 
превращающей 11-дезоксикортизол в кортизол с помощью метирапона; снижение ак-
тивности фермента 11β-гидроксистероиддегидрогеназы типа 1 (кортизоноредуктазы) 
с помощью специфических ингибиторов [17].

3. КАКОЙ УРОВЕНЬ КОРТИЗОЛА ЯВЛЯЕТСЯ ПОВЫШЕННЫМ? 
НЕОДНОЗНАЧНОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Нарушения регуляции ГГНО и высокий уровень кортизола в крови ассоциирова-
ны с  различными аффективными расстройствами, а  также с  нейродегенеративными 
заболеваниями, эпилепсией и рядом других болезней мозга. Однако обоснованность 
оценки кортизола как биологического показателя, полезного для лечения заболеваний 
эмоциональной сферы, до сих пор обсуждается. Это может быть связано с существен-
ными индивидуальными различиями уровня кортизола в норме.

Цель следующих рассуждений – обратить внимание на некоторую неоднознач-
ность определения «высокий уровень кортизола». Нормальные значения кортизола 
для образца крови, взятого в 8 ч утра, составляют от 5 до 25 мкг/дл или от 140 до 690 
нмоль/л [29]. Иными словами, минимальный и максимальный уровни кортизола в нор-
ме могут различаться в пять раз! Нормальные значения зависят от времени суток, кли-
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нического контекста и могут незначительно отличаться в разных лабораториях, однако 
в любом случае очевидно, что «нормальный» уровень кортизола может значительно 
различаться у  разных людей безотносительно циркадианных изменений. Это может 
быть менее важно в  исследованиях, сравнивающих различные когорты пациентов, 
попадающих в нормальный интервал уровня кортизола в крови, хотя вариабельность 
уровня кортизола внутри группы может создать проблему, и поэтому для корректного 
статистического анализа необходимы более представительные группы. Альтернативой 
может стать выделение в рамках одной когорты пациентов групп с более высоким или 
более низким уровнем кортизола в биоматериале и сравнение подгрупп, как это было 
сделано, например, в  исследованиях, изучающих участие кортизола в  последствиях 
очагового повреждения мозга [30–32].

Однако, как только мы переходим от когорт к отдельным пациентам, не имевшим 
ранее истории измерения уровня кортизола, мы сталкиваемся с  трудной проблемой 
оценки персональной нормы кортизола. Действительно, это важный вопрос, связан-
ный с  темой данного обзора, поскольку при аффективных расстройствах эффектив-
ность антиГК терапии может быть связана с исходным уровнем кортизола [33]. Недо-
статочный учет этого фактора может быть одной из основных причин несоответствия 
результатов эффективности антиГК терапии, о которых сообщают разные группы ис-
следователей.

4. АНТАГОНИЗМ ГР

Считается, что антагонизм ГР имеет значительную терапевтическую ценность 
при психопатологиях, связанных со стрессом. Существует ряд доклинических до-
казательств того, что антагонисты ГР предотвращают провоспалительные эффекты, 
вызванные избыточным действием ГР [9]. Однако было показано, что блокада всех 
ГР-зависимых процессов в мозге может привести к неблагоприятным последствиям, 
таким как повышение уровня эндогенного кортизола [34], что неудивительно, учиты-
вая важную роль ГР в балансировании стрессовой реакции.

4.1. Мифепристон (RU486) как прототип антагониста ГР
Хотя в  качестве антиГР терапии как в  экспериментальных, так и  в  клинических 

условиях использовали целый ряд веществ с  различными механизмами действия 
(рис.  1), большинство опубликованных данных относится к  мифепристону (RU486, 
11-[4-(диметиламино) фенил]-17-гидрокси‑17-[1-пропинил]-[11,17]- эстра‑4,9-ди-
ен‑3-он). Мифепристон (MIF), в клинике используемый в основном для прерывания 
беременности, является синтетическим перорально активным стероидом с  мощной 
антиГК, антипрогестагенной и слабой антиандрогенной активностью и действует как 
конкурентный антагонист рецепторов прогестерона в присутствии прогестерона и как 
частичный агонист в отсутствие прогестерона [35]. MIF в более высоких дозах, чем 
требуется для антагонизма с  прогестероном, демонстрирует в  18 раз более высокое 
сродство к ГР, чем кортизол.

В экспериментах MIF подавлял перегрузку ГК в разных животных моделях болез-
ней ЦНС, от различных патологий, вызванных стрессом, до диабета, алкогольной аб-
стиненции и болезни Альцгеймера. Атрофия гиппокампа и нарушение его функции, 
вызванные однократным травматическим опытом, хроническим стрессом, неблаго-
приятными условиями в  раннем онтогенезе или экзогенным кортикостероном, быс-
тро восстанавливались при кратковременном приеме MIF. Этот поразительный эф-
фект смешанного антагониста прогестерона/ГК имитируется более специфическими 
антиглюкокортикоидными препаратами, такими как CORT 108297, Dazucorilant или 
CORT 113176. MIF и родственные антагонисты ГР быстро обращают нейродегенера-
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цию и чрезмерную активацию нейронов, восстанавливают нейрогенез в гиппокампе 
и  смягчают когнитивные нарушения [35, 36]. В  гиппокампе грызунов MIF и  родст-
венные ему более селективные антагонисты ГР могут быстро снижать маркеры про-
воспалительной активности, эксайтотоксичности, нормализовать активацию нейронов 
и  предотвращать проявление структурных особенностей атрофии гиппокампа [36]. 
Согласно проведенному недавно анализу, MIF способен «перезагружать» активность 
стрессовой системы в результате антагонизма ГР. MIF предотвращает повреждающие 
эффекты высоких концентраций ГК в результате гиперактивации ГР; продолжающе-
гося реципрокного подавления активности ГГНО; действия MIF как агониста в про-
моторе трансрепрессии клеточного и контекст-зависимого привлечения коактиваторов 
и корепрессоров в «стрессорные сети» мозга; усиления активации МР мозга и моди-
фикации баланса МР: ГР [37]. ГР, на которые нацелен MIF, расположены в элементах 
ГГНО, но, по-видимому, также и в лимбико-фронтокортикальных и мезокортикальных 
дофаминергических сетях, вовлеченных в регуляцию настроения, тревоги, вознаграж-
дения и мотивации.

Влияние MIF на ГГНО зависит от дозы, пути и частоты введения (имеющиеся дан-
ные обобщены в работах [9, 37]). По сравнению с экспериментальными животными, 
у людей биодоступность MIF выше, поскольку он циркулирует в связанной с гликопро-
теином ɑ1 форме и, следовательно, имеет более длительный период полураспада, чем 
у грызунов, у которых такой связывающий белок отсутствует. Несмотря на проблемы 
со специфичностью, MIF оказался клинически эффективным в лечении патологиче-
ских состояний, характеризующихся гиперкортизолемией. В  последние десятилетия 
активно изучаются возможности применения MIF в медицине для лечения синдрома 
Кушинга и большой психотической депрессии [38]. MIF является эффективным пре-
паратом для лечения эндогенного синдрома Кушинга любой этиологии, а при психи-
ческих заболеваниях действие MIF распространяется не только на аффективные сим-
птомы. MIF (Korlym ®), рекомендованный для лечения гипергликемии у  пациентов 
с  синдромом Кушинга, вызывает значительное улучшение метаболизма, уменьшает 
депрессивные симптомы, улучшает когнитивные способности и  повышает качество 
жизни [39]. Лечение MIF оказалось эффективным и хорошо переносимым при лече-
нии психоза при психотической большой депрессии [40]. Однако следует отметить, что 
данные о действии MIF при психических заболеваниях остаются противоречивыми, 
по крайней мере отчасти из-за его неспецифичности в отношении антиГР механизмов.

4.2. Разработка антагонистов ГР
Хотя клиническое применение имеющихся в настоящее время антиГК препаратов 

остается ограниченным из-за их низкой специфичности и некоторых неблагоприятных 
побочных эффектов, разработка препаратов, специфически нацеленных на ГР, может 
привести к инновационным стратегиям в лечении аффективных расстройств.

Непредсказуемо – селективные модуляторы ГР оказались лигандами, которые мо-
гут действовать как агонисты и  как антагонисты, как, например, высокоаффинный 
лиганд ГР C108297 (4Ar)-4a-(этоксиметил)-1- (4-фторфенил)-6-[4-(трифторметил)
фенил]сульфонил‑4,5,7,8-тетрагидропиразоло[3-g]изохинолин), показавший себя как 
селективный модулятор ГР в мозге крыс. По сравнению с полным агонистом ГР дек-
саметазоном и антагонистом ГР MIF, C108297 обладает уникальным профилем взаи-
модействия между ГР и его downstream эффекторными молекулами, корегуляторами 
ядерных рецепторов. C108297 обладает неполной активностью агониста, подавляя 
экспрессию генов КРГ и  усиливая ГР-зависимую консолидацию памяти, но не ока-
зывает агонистического действия на экспрессию КРГ в центральной миндалине и не 
является антагонистом опосредованного ГР снижения гиппокампального нейрогене-
за после хронического воздействия кортикостерона [9]. Предполагается, что C108297 
представляет класс лигандов, способных более избирательно блокировать неблагопри-
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ятные ГР-зависимые процессы в  мозге, сохраняя при этом полезные аспекты функ-
ционирования ГР. CORT108297 фармакологически вмешивается в  сигнализацию ГР 
и может отменять по крайней мере некоторые эффекты стресса, которому грызунов 
подвергали в подростковом возрасте, на эмоциональное поведение и развитие нейрон-
ных сетей [41]. CORT108297 предотвращает вызванное ГК снижение гиппокампально-
го нейрогенеза у нормальных мышей, нормальных крыс и мутантных мышей Wobbler, 
предотвращает патологию спинного мозга, проявляя противовоспалительную и  ан-
тиглутаматергическую активность; он также подавляет вызванное диетой ожирение 
и воспаление [35, 37]. MIF, C‑108297 и другой антагонист ГР, C‑113176, препятствуют 
развитию патологии альцгеймеровского типа и когнитивных нарушений при введении 
амилоида-β(25–35) в гиппокамп грызунов. Таким образом, для целенаправленного ле-
чения патологий мозга могут быть использованы более селективные модуляторы ГР.

4.3. Эндогенные антиглюкокортикоиды
В отличие от повышенного уровня кортизола, высокий уровень дегидроэпиандро-

стерона (DHEA) и его сульфатированной формы DHEA(S), эндогенных нейроактив-
ных стероидов с антиГК свойствами, связан с нейропротекцией и здоровым старени-
ем. С  функциональной точки зрения DHEA может рассматриваться как эндогенный 
антиглюкокортикоид. Дисбаланс соотношения кортизол/DHEA(S) ассоциирован с па-
тофизиологией психических расстройств, связанных со стрессом [42]. Повышенное 
соотношение кортизол/DHEA может быть маркером депрессивных расстройств и спо-
собствовать связанным с ними нарушениям обучения и памяти [43]. Уровни кортизола 
и DHEA(S) коррелируют с тяжестью симптомов при первом эпизоде психоза. В боль-
шом лонгитудинальном когортном исследовании пожилых мужчин и  женщин более 
высокие уровни DHEA(S) были связаны со снижением риска развития депрессивных 
симптомов [15]. Имеются данные, что антиГК эффект DHEA обеспечивает защиту от 
патологического воздействия кортизола, а  соотношение кортизол/DHEA может быть 
практичным биологическим маркером резистентной к лечению депрессии (ДРЛ) [44]. 
Прием DHEA, как и других антиГК средств, может уменьшить нейрокогнитивные на-
рушения при депрессии [43], однако лечение экзогенным DHEA, по-видимому, не име-
ет преимуществ по сравнению с другими антиГК вмешательствами.

Примечательно, что принципиально иной подход к  экспериментальной антиГК 
генной терапии, заключающийся в гиперэкспрессии фермента 11-бета-гидроксистеро-
ид-дегидрогеназы (тип II) в нейронах гиппокампа, позволил блокировать негативное 
влияние повышенного уровня кортикостерона на пространственную память, возбуди-
мость нейронов гиппокампа и синаптическую пластичность у мышей [45]. Эти данные 
позволяют предположить, что в дальнейшем целесообразно рассмотреть подходы к ан-
тиГК генной терапии.

5. АНТИГЛЮКОКОРТИКОИДНОЕ ЛЕЧЕНИЕ АФФЕКТИВНЫХ РАССТРОЙСТВ

5.1. Большое депрессивное расстройство
Терапия большого депрессивного расстройства (БДР) остается глобальной пробле-

мой, поскольку существующие фармакотерапевтические средства не являются полно-
стью эффективными. Считается, что БДР связано с изменениями нейропластичности 
в определенных, в частности, лимбических областях мозга, которые ассоциированы 
с тяжестью симптомов, негативными эмоциональными переживаниями и обучением 
страху. БДР связано с атрофией нейронов в коре и лимбических областях мозга, ко-
торые контролируют настроение и эмоции. Терапия антидепрессантами благотворно 
влияет на нейропластичность и может обратить вспять нейроанатомические измене-
ния, обнаруженные у пациентов с депрессией [46]. Поскольку ГК контролируют пути 
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передачи сигнала, связанные с  нейрогенезом в  гиппокампе, антиГК, как и  обычные 
антидепрессанты, могут устранять симптомы депрессии путем усиления нейрогенеза 
[47].

У пациентов с БДР, как и при многих других психических заболеваниях, описана 
дисрегуляция ГГНО. Наблюдается стойкое повышение уровня кортизола (конечного 
продукта ГГНО) и нарушение механизма торможения ГГНО по принципу отрицатель-
ной обратной связи. У пациентов с БДР хорошо документирован гиперкортицизм и его 
устойчивость к подавлению дексаметазоном. Поэтому казалось разумным думать, что 
препараты, нарушающие биосинтез кортизола, могут привести к ремиссии [48], и было 
высказано предположение, что снижающие уровень кортизола препараты могут быть 
клинически релевантными у определенных пациентов с БДР и другими гиперкортизо-
лемическими состояниями [49].

Следует отметить, что степень и  особенности дисфункции ГГНО у  пациентов 
с БДР очень разнообразны. Возможно, существует множество факторов, влияющих на 
характер нарушений ГГНО при БДР, но этот вопрос остается малоизученным. У па-
циентов с БДР дисфункция ГГНО может зависеть от возраста. Nandam с соавт. [50] 
провели анализ ассоциаций между дисфункцией ГГНО и уровнем кортизола в моделях 
БДР у грызунов, а также у пациентов в зависимости от типа БДР, пола и лечения. Как 
и ожидалось, повышенный ответ кортизола на стресс связан с острой и тяжелой, но не 
с легкой или атипичной формой БДР. У женщин с БДР выявлена большая вариабель-
ность кортизолового ответа, но не более высокие исходные уровни кортизола.

Дисрегуляция ГГНО связана с развитием БДР не только в зрелом возрасте. Мета-
анализ показал, что повышенный кортизол утром предшествует развитию депрессии 
у подростков, что подтверждает роль гиперактивности ГГНО в развитии БДР в под-
ростковом возрасте [51]. Повышенный утренний и ночной уровни кортизола можно 
рассматривать как факторы риска развития депрессии в подростковом возрасте, но не 
как биомаркеры уже имеющегося БДР. Hirtz с соавт. [52] показали, что метаболом сте-
роидов надпочечников при БДР у подростков имеет четкий паттерн, указывающий на 
специфические особенности нарушения ГГНО. Тем не менее, Nandam с соавт. [50] сде-
лали вывод о том, что, хотя большинство современных методов лечения БДР влияют на 
уровень кортизола, убедительной связи между уровнем кортизола и терапевтическим 
ответом ни в клинических, ни в доклинических условиях обнаружить не удалось.

Новые стратегии терапии БДР включают использование различных препаратов, 
классифицируемых как «антиГК» (ингибирование гипоталамического выброса КРГ, 
антагонизм рецепторов КРГ1, антагонизм рецепторов вазопрессина V1b, ингибиро-
вание синтеза кортизола, антиГК лечение с помощью DHEA, лечение антагонистами 
и агонистами ГР и т. д.) [53]. Важно отметить, что эффективное лечение антидепрес-
сантами, как полагают, запускает и поддерживает связанные с ГР клеточные процессы, 
необходимые для восстановления после БДР. Классические антидепрессанты дейст-
вуют опосредованно, влияя на динамическое взаимодействие между серотониновой 
нейротрансмиссией и ГГНО [54].

АнтиГК стратегии при гиперкортизолемических состояниях с особым акцентом на 
аффективные расстройства обсуждаются с начала 90-х годов. Анализ поведенческих 
эффектов применения антикортизолемических препаратов при синдроме Кушинга 
и БДР (часто связанных с гиперсекрецией кортизола) в небольших исследованиях по-
зволил предположить, что такие вмешательства уменьшают депрессивные симптомы 
и дают надежду на разработку нового класса антидепрессантов для пациентов с ги-
перкортизолемической депрессией [55]. Прием кетоконазола (антиГК и противогриб-
ковый препарат) при гиперкортизолемической депрессии приводил к  уменьшению 
уровня кортизола в сыворотке крови и снижению степени проявления депрессивных 
симптомов [56–58]. Антагонист ГК MIF (RU486) также был эффективен в предвари-
тельных исследованиях на пациентах с БДР [59]. Кетоконазол, MIF и DHEA обсужда-
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лись как потенциальные новые агенты, изменяющие настроение, а  лечение антиГК 
препаратами было признано полезным в определенных подгруппах пациентов с БДР 
[60]. Доклинические испытания продемонстрировали антидепрессивный профиль ме-
тирапона, блокирующего стероидогенез кортизола путем действия в качестве обрати-
мого ингибитора 11β-гидроксилазы [61].

Hirtz с соавт. [52] предположили, что соотношение кортизол/DHEA может исполь-
зоваться в психиатрии для выявления пациентов, которым потенциально может помочь 
лечение антиГК, или пациентов с высоким риском рецидива в случае сохранения дис-
функции ГГНО. Индивидуальные различия в специфических нарушениях ГГНО могут 
хотя бы частично объяснить, почему результаты многочисленных исследований, посвя-
щенных использованию модулирующих ГГНО препаратов для лечения БДР, остаются 
противоречивыми, а эффективность этих лекарств при БДР по-прежнему подвергается 
сомнению. Хотя доклинические данные свидетельствуют о том, что антагонисты ре-
цепторов КРГ1 полезны в лечении депрессии, нет подтвержденных данных контроли-
руемых исследований об их клинической эффективности у пациентов с депрессией. 
Благотворное влияние нейроактивного стероида DHEA, ингибитора синтеза кортизо-
ла метирапона и антагониста ГР MIF на БДР было продемонстрировано в нескольких 
небольших двойных слепых плацебо-контролируемых исследованиях. Однако в ряде 
недавно завершенных исследований не удалось выявить существенного отличия эф-
фектов MIF от плацебо при БДР [53]. Тем не менее, метаанализ, недавно проведенный 
Ding с  соавт., показал, что эффективность препаратов, направленных на ГГНО, при 
БДР значительна, а анализ подгрупп выявил, что пациентам с БДР может быть полезно 
лечение MIF и антагонистами вазопрессиновых рецепторов V1B, которые имеют при-
емлемые побочные эффекты [62].

5.2. Резистентная к лечению депрессия
Многие пациенты с БДР страдают резистентной к лечению депрессией (ДРЛ), де-

монстрируя отсутствие адекватного ответа на два последовательных курса антиде-
прессантов. Гиперкортизолемия, хорошо описанная при депрессии, может быть важ-
ным фактором, связанным с резистентностью к лечению. В целом дисрегуляция ГГНО 
ассоциирована с отсутствием ответа на антидепрессанты и рецидивом после успеш-
ного лечения. Резистентность к лечению при БДР также связывают, как проспективно, 
так и ретроспективно, с усилением воспаления, и воспалительная активность может 
быть еще одним ключевым фактором, влияющим на ответ на антидепрессанты. Докли-
нические данные показали, что совместное с кортикостероидами введение приводило 
к снижению способности селективных ингибиторов обратного захвата серотонина по-
вышать уровень 5-гидрокситриптамина в переднем мозге, а совместное введение с ан-
тиГК оказывало противоположный эффект [63]. Двойное слепое, рандомизированное, 
плацебо-контролируемое исследование дополнительного к серотонинергическим ан-
тидепрессантам назначения метирапона показало, что прием этого ингибитора синтеза 
кортизола имел преимущество перед плацебо в снижении баллов по шкале оценки де-
прессии Монтгомери-Асберга у пациентов с БДР [64]. Однако в другом исследовании 
метирапон, потенциально эффективный при БДР, не снижал уровень кортизола у паци-
ентов с ДРЛ, вероятно, из-за гиперкомпенсации системы ГК [65]. В третьем исследова-
нии сообщалось, что метирапон, используемый в дополнение к серотонинергическим 
антидепрессантам при ДРЛ, не показал эффективности в  широко репрезентативной 
популяции таких пациентов [66]. Результаты рандомизированного контролируемого 
исследования дополнительного назначения при БДР метирапона наряду с антидепрес-
сантами показали, что, хотя метирапон хорошо переносился пациентами, он оказался 
неэффективным в лечении ДРЛ [67]. Большинство авторов предполагают, что будущие 
исследования должны быть направлены на лечение антиГК у  пациентов с  подтвер-
жденной гиперкортизолемией. Это может быть разумным подходом, поскольку прове-
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денный метаанализ уровня кортизола в выборках пациентов, получавших ингибиторы 
синтеза кортизола (метирапон и кетоконазол) и антагонист ГР (MIF) показал, что толь-
ко у пациентов с более высоким исходным уровнем кортизола был очевиден эффект ле-
чения ингибиторами синтеза кортизола; другими словами, содержание кортизола было 
прогностическим биомаркером для успешного лечения пациентов с  расстройствами 
настроения этими препаратами [19].

5.3. Биполярное расстройство, шизоаффективное расстройство
Поскольку при биполярном расстройстве отмечается повышенный уровень корти-

зола, а  гиперкортизолемия может усугублять как нейрокогнитивные нарушения, так 
и депрессивные симптомы, для улучшения нейрокогнитивных функций и ослабления 
депрессивных симптомов было предложено использовать антиГК препараты, в част-
ности, антагонисты кортикостероидных рецепторов. В  небольшом исследовании 
с двойным слепым перекрестным дизайном на 20 пациентах с биполярным расстрой-
ством MIF вызвал селективное улучшение нейрокогнитивных функций и настроения, 
это позволяет предположить, что антагонисты ГР могут обладать полезными когни-
тивными и, возможно, антидепрессивными свойствами при биполярном расстройстве 
[68]. Были получены предварительные данные о том, что лечение MIF привело к не-
большому, но значительному снижению активности ГГНО и периферического уровня 
кортизола у пациентов с биполярным расстройством и шизофренией [69, 70]. В не-
большом плацебо-контролируемом исследовании лечение кетоконазолом пациентов 
с шизоаффективным расстройством (с нарушениями настроения) и шизофренией было 
ассоциировано со значительным ослаблением симптомов депрессии только по оценке 
наблюдателя; при субъективной оценке депрессии, оценке психотических симптомов 
или когнитивных показателей эффект кетоназола показать не удалось [71]. Эти данные 
частично подтверждают гипотезу о том, что антиГК уменьшают депрессивные симпто-
мы у пациентов с шизоаффективным расстройством и шизофренией, хотя необходимы 
исследования с большим объемом выборки.

6. ПОМИМО АФФЕКТИВНЫХ СИМПТОМОВ: КОГНИТИВНАЯ ДИСФУНКЦИЯ, 
МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ НАРУШЕНИЯ, ПОБОЧНЫЕ ЭФФЕКТЫ

Важно отметить, что фармакологические манипуляции с ГК могут быть продуктив-
ными как в отношении нарушений эмоциональной сферы, так и в отношении дефици-
та памяти. Это ожидаемо, поскольку тот факт, что длительное повышение уровня ГК 
может привести к нарушениям настроения и когнитивных функций, представляется 
несомненным. У пациентов с эндогенной депрессией гиперкортизолемия может быть 
ассоциирована с когнитивной дисфункцией и, возможно, уменьшением объема гиппо-
кампа [60]. В каждом из этих состояний снижение уровня ГК либо путем прекращения 
стероидной терапии, либо с помощью антиГК агентов ослабляет неблагоприятные эф-
фекты на поведение. И наоборот, традиционные антидепрессанты, помимо специфи-
ческого воздействия на нейротрансмиссию, могут стабилизировать настроение путем 
влияния на ГГНО. Существует множество доказательств того, что депрессия, особен-
но у пожилых людей, ассоциируется со значительными когнитивными нарушениями. 
Коморбидность обоих синдромов может быть объяснена существованием нескольких 
перекрывающихся патофизиологических процессов, играющих ключевую роль в этио-
логии как депрессии, так и деменции. Синдром «стресса», проявляющийся в повыше-
нии уровня кортизола, наблюдается у 70% пациентов с депрессией, а также при болез-
ни Альцгеймера. Повреждение нейронов гиппокампа, вызванное стрессом, приводит 
к эмоциональным и когнитивным нарушениям, причем и те, и другие опосредованы 
нейровоспалительными механизмами [72]. БДР является продромальным и одним из 
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компонентов болезни Альцгеймера, а также может быть пусковым механизмом разви-
тия болезни Альцгеймера. При обеих патологиях нарушается ГГНО, а ГК оказывают 
выраженное дегенеративное действие на гиппокамп [26].

Клинические исследования сообщают о частой коморбидности депрессии и диабе-
та, причем оба заболевания ассоциированы с сопоставимыми изменениями в структуре 
и функции гиппокампа и сопоставимыми нарушениями когнитивных процессов. Неко-
торые морфологические и функциональные трансформации, происходящие при этих 
заболеваниях, связаны с увеличением содержания ГК, провоспалительных цитокинов 
и гиперглутаматергическим состоянием [7, 73]. Избыток ГК, вызванный стрессом, не 
только влияет на синаптическую пластичность гиппокампа, но и нарушает метаболизм 
глюкозы в мозге и снижает чувствительность к инсулину, тем самым ограничивая по-
ступление энергии для поддержания оптимальной пластичности нейронов. Дисфунк-
ция ГГНО представляет собой нейроэндокринную связь между стрессом, депрессией 
и диабетом. У людей с аффективными расстройствами чаще встречается гиперкортизо-
лемия, сопровождающаяся инсулинорезистентностью. Использование антиГК препа-
ратов в лечении расстройств настроения, связанных с метаболической дисфункцией, 
до сих является дискуссионным. Лечение антиГК препаратом MIF пациентов, получа-
ющих лечение от депрессивных расстройств и исходно эутимичных, способствовало 
улучшению внимания и вербального обучения, что было ассоциировано со снижением 
уровня глюкозы в плазме крови [74].

Еще одно потенциальное применение антиГК препаратов – снижение неблагопри-
ятных побочных эффектов лекарств, рутинно используемых для лечения психических 
заболеваний. Например, прием антипсихотических препаратов, в том числе оланзапи-
на, ассоциирован со значительным увеличением веса и нарушением обмена веществ. 
Имеются предварительные данные о том, что совместное применение мирикориланта, 
селективного модулятора ГР, с оланзапином может ослабить эти эффекты [75].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

«Именно весь мозг, а не только его небольшая часть, управляет стрессовыми 
реакциями и старается изо всех сил интегрировать возможности всего организма»

De Kloet [36]

Реакция на стресс охватывает различные области и уровни мозга – от молекуляр-
ных до нейронных цепей, но в  данном обзоре мы сосредоточились на гиппокампе. 
Во-первых, гиппокамп – это структура мозга, координирующая и контролирующая как 
познание, так и эмоции. После обнаружения рецепторов ГК в гиппокампе и других об-
ластях мозга исследования были направлены на понимание эффектов ГК в мозге и их 
роли в регуляции эмоций и когнитивных функций. Во-вторых, гиппокамп избиратель-
но уязвим к стрессу, ГК и нейровоспалению, а значит изучение этой структуры может 
облегчить понимание некоторых ключевых механизмов стресс-ассоциированных аф-
фективных расстройств и сопутствующих им заболеваний. В-третьих, по сравнению 
с другими областями мозга лимбическая система более подробно изучена в отноше-
нии реакции на стресс и контроля со стороны ГГНО при аффективных расстройствах 
и других стресс-ассоциированных патологиях мозга.

ГК жизненно важны для адаптации к  стрессовым факторам (аллостаз) и для де-
задаптации в  результате аллостатической нагрузки и  перегрузки, возникающих при 
хроническом стрессе и патологически перестраивающих ГГНО [76]. Однако попыт-
ки использовать абсолютный уровень кортизола для прогнозирования эффективности 
антидепрессивной терапии дали противоречивые результаты и пока представляются 
не до конца обоснованными. Неспособность выявить точные ассоциации между аб-
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солютным уровнем кортизола и результатами лечения и вывод о ненадежности этого 
биомаркера [50] могут быть обусловлены рядом причин, лежащих в основе этого про-
бела в исследованиях. К ним относятся исходные различия в индивидуальном уровне 
кортизола, разнообразные влияния возраста, пола, типа и длительности заболевания 
на функцию ГГНО, вызывающие многообразные изменения показателей ГГНО и их 
соотношений, соответствующие различным состояниям в континууме, образованном 
потенциально многочисленными состояниями этой сложной нейрогуморальной сис-
темы.

АнтиГК могут оказывать антидепрессивное действие и, как показано, эффективны 
при лечении тяжелых психических расстройств. Однако между данными различных 
исследований существуют противоречия, связанные с методологическими различия-
ми в отношении используемых препаратов, когорт пациентов и дизайна исследования. 
Поэтому применение антиГК в лечении аффективных расстройств пока находится на 
стадии доказательства концепции, и это результат несоответствия между хорошей тео-
ретической основой для концепции, преимущественно положительными данными до-
клинических исследований и противоречивыми клиническими данными. Тем не менее 
воздействие на ГГНО и рецепторы ГК выглядит очень перспективным, а множество 
доклинических и ряд клинических данных создают основу для более комплексных ис-
следований в будущем. Для обоснования полученных результатов по-прежнему необ-
ходимы дополнительные крупные рандомизированные контролируемые исследования 
в клинике.

Примечательно, что хронический избыток ГК ассоциируется не только с  аффек-
тивными расстройствами, но и  с  когнитивным снижением, метаболическими нару-
шениями, диабетом. АнтиГК (модифицирующая ГГНО) терапия способна облегчить 
аффективные симптомы, когнитивные нарушения, резистентность к  ГК и  инсулину, 

Антиглюкокортикоидная 
терапия аффективных 

расстройств
(модифицирующая ГГНО)

Инсулино-
резистентность

Неблагоприятные 
побочные эффекты 
обычных лекарств

Аффективные 
симптомыКогнитивные 

нарушения

Глюкокорти-
коидная 

резистентность

Нейровоспаление

Дисфункция 
гиппокампа, 

нейродегенерация
Нейрогенез

Рис. 2. Основные симптомы и процессы, на которые может повлиять антиглюкокортикоидная терапия аф-
фективных расстройств [1, 3, 17, 25, 20, 36, 65, 78, 79]. АнтиГК терапия (на примере мифепристона) в кли-
нических исследованиях и на моделях аффективных расстройств на грызунах может снизить аффективные 
симптомы, уменьшить когнитивные нарушения, преодолеть побочные эффекты традиционных препаратов, 
снизить глюкокортикоидную и инсулиновую резистентность. В исследованиях на животных антиГК препа-
раты обращают или предотвращают дисфункцию гиппокампа и нейродегенерацию, уменьшают нейровоспа-
ление и улучшают нарушенный нейрогенез.
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а также побочные эффекты традиционных препаратов за счет благоприятного воздей-
ствия на дисфункцию гиппокампа и нейродегенерацию, нейровоспаление и нейроге-
нез (рис. 2). Уровень ГР быстро повышается после эпилептического статуса и остается 
повышенным в течение нескольких недель после травмы. Специфический модулятор 
ГР CORT108297 нормализует уровень кортикостерона и  уменьшает патологические 
проявления в мозге после эпилептического статуса [77]. Становится ясно, что ассоци-
ированная со стрессом и избытком ГК опосредованная нейровоспалением патология 
лимбической системы и, в частности, гиппокампа является общей чертой, характерной 
для многих заболеваний мозга, имеющих общие механизмы, в частности, в случаях 
коморбидности аффективных расстройств с  другими церебральными патологиями. 
Появляются новые модуляторы МР и ГР, которые потенциально могут перезапустить 
разрегулированную систему стрессового ответа [6, 17, 78, 79] и быть использованы 
в  лечении различных заболеваний мозга. Однако для подтверждения этого оптими-
стичного прогноза необходимо провести дополнительные крупные рандомизирован-
ные контролируемые исследования, чтобы подтвердить полученные к настоящему вре-
мени доклинические и клинические результаты.
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Augmented Cortisol and Antiglucocorticoid Therapy in Mood Disorders:  
the Hippocampus as a Potential Drug Target
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The pathophysiology of many mood disorders is closely related to abnormal stress re-
sponse associated with the dysfunction of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis 
and cortisol overproduction. The hippocampus, a key structure of the limbic system re-
sponsible for both cognitive and emotional spheres, is selectively vulnerable to excess of 
glucocorticoids (GCs) inducing neuroinflammation and neurodegeneration. The antiGC 
therapy of psychiatric diseases, in particular depressive disorders, may be a useful addi-
tional treatment. Among other approaches, targeting glucocorticoid receptors, abounded in 
the hippocampus, is regarded as highly promising. However, though the preclinical data 
provide fairly firm evidence to the concept of antiGC therapy for stress-related diseases, 
clinical studies still are at the proof-of-concept stage. Noteworthy, chronic GC excess is 
associated not only with mood diseases, but also with cognitive decline, metabolic disor-
ders, diabetes. Potentially, antiGC (HPA axis modifying) therapy may alleviate affective 
symptoms, cognitive disturbances, GC and insulin resistance and adverse side effects of 
conventional drugs through beneficial effects on the hippocampus mitigating its dysfunc-
tion and neurodegeneration, neuroinflammation, and impairment of neurogenesis. Since 
stress/GC-associated neuroinflammation-mediated pathology of the limbic system and, 
specifically, the hippocampus, is a general feature typical for many brain diseases, the 
concept of antiGC therapy may be extended, tested and validated in a wider spectrum of 
cerebral pathologies.

Keywords: mood diseases; hippocampus; stress, hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) 
axis; cortisol; depression; glucocorticoids; antiglucocorticoid therapy; glucocorticoid re-
ceptor, mifepristone
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Известно, что рост многих опухолей приводит к развитию дефицита железа и цинка 
в организме. Исследовали содержание этих металлов, а также удельную активность 
двух антиоксидантных металлоферментов – каталазы и супероксиддисмутазы в трех 
удаленных от опухоли органах (тимусе, печени и селезенке) при росте перевиваемой 
гепатомы 22а. Выявленные сдвиги сопоставляли с изменениями массы органов. На 
21-е сутки опухолевого роста содержание негемового железа было снижено по срав-
нению с контролем во всех трех органах, а цинка – только в тимусе. Специфические 
активности каталазы и супероксиддисмутазы были повышены в тимусе, в то время 
как в печени активность супероксиддисмутазы снижена. На этом же сроке наблю-
дали развитие инволюции тимуса и спленомегалии. Для нормализации содержания 
металлов мыши с гепатомой 22а получали дополнительно 22 мкг сульфата цинка на 
мл питьевой воды в течение трех недель. Прием сульфата цинка частично компенси-
ровал дефицит цинка в тимусе, повышал его содержание в печени и восстанавливал 
уровень железа в трех органах. Он также нормализовал активность супероксиддис-
мутазы в печени, но не влиял на ферменты в других органах. Прием цинка не влиял 
на массу селезенки и печени, но тормозил развитие инволюции тимуса. При этом 
в  тимусе восстанавливался дефицит микроэлементов, а  активность антиоксидант-
ных ферментов не менялась. На основании этого можно заключить, что инволюция 
тимуса при росте гепатомы 22а связана с дефицитом железа и цинка и не связана 
с активностью антиоксидантных ферментов в этом органе, а спленомегалия не ас-
социирована ни с тем, ни с другим в селезенке. Таким образом, сульфат цинка ока-
зывает позитивное действие на метаболизм двух важнейших микроэлементов – цин-
ка и железа в организме животных с гепатомой 22а, что способствует сохранению 
центрального органа иммунной системы – тимуса, а также положительно влияет на 
антиоксидантную систему печени.

Ключевые слова: инволюция тимуса, печень, селезенка, гепатома 22а, содержание 
цинка, содержание железа, соль цинка
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ВВЕДЕНИЕ

Цинк и железо – два жизненно важных микроэлемента, между которыми в орга-
низме существует тесная взаимосвязь [1]. Имеются данные о снижении концентрации 
обоих микроэлементов в сыворотке крови при росте ряда опухолей у человека [2, 3] 
и  животных [4]. Показано, что дефицит железа [5] и  цинка [6, 7] у  больных раком 
может оказывать неблагоприятное влияние на проводимую терапию и выживаемость. 
Это может являться следствием негативного влияния дефицита железа [8] и цинка [9, 
10] на работу иммунной системы, что снижает способность организма сопротивляться 
инфекциям. Однако роль недостаточности этих микроэлементов в работе различных 
органов и систем при опухолевом росте мало изучена.

Анализ данных литературы указывает, что между изменениями, происходящими 
при опухолевом росте, имеется много общего с тем, что наблюдается в организме жи-
вотных с пищевым дефицитом микроэлементов. Так, хорошо известно, что опухоле-
вый рост сопровождается такими системными изменениями, как инволюция тимуса, 
сплено- и гепатомегалия, механизмы которых до сих пор остаются неизвестными [11]. 
У животных, находящихся на диете с недостаточным содержанием цинка, также разви-
вается инволюция тимуса [12, 13]. Пищевой дефицит другого микроэлемента – железа 
вызывает у животных и атрофию тимуса и спленомегалию [14–16]. Нехватка цинка 
в организме рассматривается также в качестве одной из важных причин инволюции 
тимуса при старении [17].

Однако существует ли связь между дефицитом металлов и  изменениями массы 
этих органов при опухолевом росте, неизвестно. Еще в 50-е годы XX века из гомо-
гената опухолевой ткани животных был получен полипептид, названный «токсогор-
моном», который при введении интактным животным вызывал инволюцию тимуса, 
сплено- и  гепатомегалию, а  также гипоферремию, анемию и  снижение активности 
каталазы в печени [18]. К сожалению, действующее начало «токсогормона» так и не 
было установлено [19].

Сходства между пищевым дефицитом микроэлементов и опухолевым ростом име-
ются также и в развитии системного окислительного стресса. Хорошо известно, что 
его вызывает дефицит цинка [20], а в последнее время появились указания на то, что 
этому способствует и дефицит железа [5, 8].

Системный окислительный стресс при опухолевом росте проявляется в повышен-
ном содержании продуктов пероксидации липидов и  дисбалансе антиоксидантных 
ферментов в крови пациентов [21], а также в печени и селезенке при росте эксперимен-
тальных опухолей [22, 23]. Предполагается, что повышение генерации активных форм 
кислорода (АФК) в удаленных от опухоли органах может являться причиной развития 
в них функциональных и морфологических нарушений. Так, например, усиление апоп-
тоза тимоцитов [24] и появление дегенеративных изменений в печени [23] связывают 
с повышением генерации АФК в этих органах при росте карциномы Эрлиха.

Однако влияние опухолевого роста на развитие окислительного стресса в удален-
ных от опухоли органах изучено недостаточно, этому вопросу посвящены лишь еди-
ничные исследования. Между тем оценка нарушений антиоксидантной защиты в уда-
ленных от опухоли тканях, в том числе и в органах иммунной системы, может иметь 
важное значение для их нормального функционирования. Например, существование 
связи между окислительным стрессом и атрофическими изменениями в тимусе широ-
ко обсуждается при старении [25], однако при опухолевом росте подобный механизм 
развития инволюции тимуса не изучался.

Приведенные данные позволили нам создать гипотезу о возможной связи измене-
ния массы тимуса, селезенки и печени при опухолевом росте с нарушением содержа-
ния в этих органах двух важных микроэлементов – железа и цинка, а также со связан-
ным с этим изменением тканевого окислительно-восстановительного потенциала.
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Работу проводили на модели перевиваемой гепатомы 22а у мышей, рост которой, 
как показано нами ранее, сопровождается снижением концентрации железа и цинка 
в сыворотке крови [26, 27]. В задачи исследования входило изучение содержания ми-
кроэлементов (железа и  цинка) и  активности металлосодержащих антиоксидантных 
ферментов – каталазы и Cu, Zn-супероксиддисмутазы (СОД) в удаленных от опухоли 
органах (тимусе, селезенке и печени) при опухолевом росте, а также изменение этих 
показателей после дополнительного приема сульфата цинка с питьевой водой. Полу-
ченные результаты сопоставляли с изменениями масс органов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работу проводили на мышах-самцах C3HA массой тела 16–18  г, по-
лученных из питомника лабораторных животных «Рапполово» Национального иссле-
довательского центра «Курчатовский институт» – ПИЯФ (Санкт-Петербург, Россия). 
Животные находились на стандартной диете и получали сухой комбикорм ПК‑120 (Ла-
бораткорм, Москва, Россия), содержащий 22.5 мг цинка и 18 мг железа на кг. Мыши 
имели свободный доступ к еде и питьевой воде ad libitum. Световой режим день/ночь 
был установлен по 12 ч, температура в помещении – 22 °C.

Клеточные культуры. Культура клеток гепатомы 22а (MH‑22a/МГ‑22а) была по-
лучена из коллекции клеточных культур Института цитологии РАН. Клетки культи-
вировали в среде DMEM (Биолот, Россия) с добавлением 10% эмбриональной телячь-
ей сыворотки (HyClone, Великобритания), 0.1  мг/мл гентамицина (Биолот, Россия) 
и 0.6 мг/мл глутамина (Биолот, Россия) при 5% CO2 и 37 °C.

Опухолевая модель. Для получения солидных опухолей животным подкожно ино-
кулировали в область спины 2×105 живых клеток гепатомы 22а в 0.2 мл забуференного 
физиологического раствора (PBS, Биолот, Россия). Контрольные животные получали 
инъекцию только PBS (группа С, Control на рисунках). Для изучения действия цинка 
животные с  опухолями получали ad libitum питьевую воду с  добавлением сульфата 
цинка (Sigma, США) в концентрации 22 мкг/мл с первого дня после инокуляции клеток 
гепатомы 22а в течение всего периода эксперимента. Концентрация сульфата цинка, 
добавляемого к питьевой воде (22 мкг/мл), была подобрана нами ранее по эффективно-
сти восстановления содержания цинка в сыворотке крови у животных с гепатомой 22а 
[27]. Эта концентрация по расчетам соответствует нормальному содержанию цинка 
в корме и международным стандартам [28]. Таким образом, группа мышей фактически 
получала дозу цинка в два раза больше, чем физиологическая (с кормом и дополни-
тельно с питьевой водой). Важно также упомянуть, что прием цинка не влиял на его 
концентрацию в сыворотке крови контрольных мышей без опухолей [27].

На 21-е сутки опухолевого роста животных выводили из эксперимента методом 
цервикальной дислокации, извлекали органы, взвешивали и определяли в них содер-
жание микроэлементов и ферментов. Кроме того, в отдельной группе животных с гепа-
томой 22а определяли также массы органов в динамике с 7-х по 35-е сутки опухолевого 
роста.

Определение содержания негемового железа в  тканях. Концентрацию железа 
определяли колориметрическим методом [29] с использованием хромогенного агента 
феррозина (Sigma-Aldrich, США). Гомогенаты тканей приготавливали в деионизиро-
ванной воде 1 : 10 (масса/объем) и смешивали с равным объемом раствора, преципи-
тирующего белки, состоящего из 1 M HCl (Реахим, Россия) и 10% трихлоруксусной 
кислоты (Реахим, Россия). Пробы нагревали при 95 ºC в течение 1 ч, затем охлаждали 
до комнатной температуры и центрифугировали при 8200 g в течение 10 мин. После 
этого 30 мкл супернатанта смешивали с 30 мкл хромогенного субстрата, состоящего 
из 0.508 мМ феррозина, 1.5 M ацетата натрия (Amresco, США) и 1.5% тиогликолевой 
кислоты (Sigma-Aldrich, США); в контрольные пробы феррозин не добавляли. Через 
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30 мин оптическую плотность раствора измеряли с помощью микропланшетного спек-
трофотометра (ClarioStar, BMG Labtech, Германия) при длине волны 562 нм. Постро-
ение калибровочных кривых проводили в день эксперимента с использованием 0–20 
мкг/мл железа (в  виде раствора NH4Fe(SO4)2·12 H2O (Sigma-Aldrich, США) в  0.4 M 
натрий-ацетатном буфере, pH 5.5, в качестве стандарта.

Содержание общего цинка в  тканях определяли с  помощью метода атомно-аб-
сорбционной спектрометрии. Образцы растворяли в  азотной кислоте (Реахим, Рос-
сия) и проводили измерение по отношению к стандартным растворам цинка (Центр 
стандартных образцов и высокочистых веществ, Санкт-Петербург, Россия) с помощью 
спектрометра ZEEnit 650P (Analytik Jena, Германия). Результат выражали в микрограм-
мах Zn на 1 г массы сырой ткани.

Определение активности каталазы. Для оценки активности каталазы в гомогена-
тах органов использовали метод с регистрацией комплекса пероксида водорода с вана-
датом аммония [30], адаптированный для микропланшетов. Для этого 50 мкл тканевого 
гомогената, разведенного в 2, 4 и 8 раз 50 мМ натрий-фосфатным буфером (pH 7.0) 
смешивали со 100 мкл 10 мМ H2O2 (Реахим, Россия). После инкубации в течение 2 мин 
на термошейкере при 270 об/мин и 37 °C реакцию останавливали путем добавления 
50 мкл хромогенного раствора, содержащего 10 мМ NH4VO3 (Sigma-Aldrich, США) 
в  0.5 M H2SO4 (Реахим, Россия). Оптическую плотность раствора измеряли с  помо-
щью микропланшетного спектрофотометра при длине волны 452 нм. Для построе-
ния калибровочной кривой 100 мкл последовательных двукратных разведений 10 мМ 
H2O2 смешивали с 50 мкл 50 мМ натриево-фосфатного буфера, pH 7.0 (вместо тканево-
го гомогената) и через 2 мин добавляли 50 мкл 10 мМ NH4VO3 в 0.5 M H2SO4. После оп-
ределения белка по Бредфорду (Bio-Rad, США) удельную активность каталазы в про-
бах выражали в микромолях поглощенной H2O2 в течение 1 мин на 1 мг общего белка.

Активность СОД оценивали с помощью модифицированного метода [31] с исполь-
зованием 50 мкМ ресазурина (Sigma-Aldrich, США), который восстанавливался супе-
роксидными анион-радикалами, генерируемыми 150 мкМ ксантином (Sigma-Aldrich, 
США) и 100 нМ ксантиноксидазой (Sigma-Aldrich, США) [32]. Для учета вклада Mn-
СОД к контрольным пробам добавляли 2 мМ цианида натрия (Реахим, Россия), ин-
гибирующего Cu, Zn-СОД. За 1 условную единицу (у. е.) СОД принимали количество 
фермента, которое вызывало 50%-ное понижение интенсивности флуоресценции про-
дукта восстановления ресазурина с учетом ингибирования Cu, Zn-СОД в контрольной 
пробе. В  пробах гомогенатов также определяли концентрацию белка по Бредфорду 
и рассчитывали удельную активность ферментов.

Статистическую обработку результатов проводили в программе Statistica 13.0 
с использованием t-критерия Стьюдента. Различия считали статистически значимыми 
при p ≤ 0.05. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего (M ± 
SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние роста гепатомы 22а на массу органов. Начиная с 21-х суток после ино-
куляции опухолевых клеток, наблюдали прогрессивное уменьшение массы тимуса 
(рис. 1a) и увеличение массы селезенки (рис. 1b). Увеличение массы печени начина-
лось несколько позже – с 28-х суток (рис. 1с).

Для дальнейших исследований был выбран срок 21 сутки, когда уже были выраже-
ны изменения массы тимуса и селезенки, но еще не началась гепатомегалия, поэтому 
влияние дополнительного приема цинка на ее развитие не оценивали.

Размеры опухолей на этом сроке достигали около 15 мм в диаметре, масса опухолей 
составляла 1.2 ± 0.3 г. При этом масса тела мышей не изменялась и составляла 19.5 ± 
0.6 г в контроле и 20.9 ± 1.4 г в группе мышей с гепатомой 22а (n = 6).
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Влияние роста гепатомы 22а и дополнительного приема сульфата цинка на со-
держание эндогенного цинка в органах. При исследовании содержания общего цинка 
в органах выявлено, что на 21-е сутки опухолевого роста этот показатель не отличался 
от нормы в селезенке и печени в расчете на единицу массы, но был снижен в тимусе 
(рис. 2а).

Поскольку на этом сроке наблюдаются выраженные изменения массы тимуса и се-
лезенки, были также рассчитаны показатели на весь орган. Оказалось, что в печени со-
держание цинка на весь орган не отличается от группы контроля (рис. 2d), в селезенке 
повышено (рис. 2c), а в тимусе – резко снижено, почти в 4 раза (рис. 2a).

В группе мышей с опухолями, получавшими сульфат цинка, содержание эндоген-
ного цинка в селезенке оставалось таким же, как и у животных с гепатомой, не полу-
чавших цинк (рис. 2а, с), в печени – было выше контрольного уровня и также выше, 
чем у мышей с гепатомой 22а (рис. 2а, d). В тимусе содержание цинка в группе мышей, 
получавших цинк, было в 2 раза больше, чем у животных без препарата, однако оно 
оставалось значительно меньше, чем у контрольных животных (рис. 2b).

Чтобы ответить на вопрос, можно ли достигнуть большей компенсации сниженно-
го содержания цинка в тимусе путем увеличения концентрации сульфата цинка в пи-
тьевой воде, были поставлены эксперименты с концентрацией цинка – 66 мкг/мл. Как 
показано на рис. 3, прием сульфата цинка в этой концентрации не приводил к больше-
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Рис. 1. Влияние опухолевого роста на массу органов.
По оси ординат: масса органов, мг, (а) – тимуса, (b) – селезенки и (с) – печени (n = 15–20). По оси абсцисс: 
дни после инокуляции опухоли, сутки Обозначения: C (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma 
22a) – мыши с гепатомой 22а. Здесь и далее данные представлены в виде средней величины и ошибки сред-
него (M ± m), звездочками обозначены достоверные различия между опухолевой (Hep) и контрольной (С) 
группами животных: * – р < 0.05, ** – р < 0.01, *** – р < 0.001.
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му увеличению содержания эндогенного цинка в тимусе по сравнению с концентраци-
ей 22 мкг/мл. Снижение концентрации сульфата цинка до 11 мкг/мл также не давало 
преимуществ.

Таким образом, из трех органов содержание цинка при росте гепатомы 22а было 
существенно снижено только в тимусе (при расчете на весь орган), и дополнительный 
прием цинка частично компенсировал это снижение.

Влияние роста гепатомы 22а и дополнительного приема сульфата цинка на содер-
жание негемового железа в органах и их массу. У животных на 21-е сутки опухолевого 
роста было выявлено удельное снижение содержания негемового железа в печени и се-
лезенке при расчете на единицу массы ткани (рис. 4а), и те же тенденции сохранялись 
при расчете на весь орган (рис. 4с, d). Изменения в тимусе при расчете на единицу массы 
были полностью противоположными – было выявлено повышение (рис 4а), а при расче-
те на орган наблюдали выраженное снижение содержания железа (рис. 4b), хотя и не та-
кое значительное, как уменьшение содержания другого микроэлемента – цинка (рис. 2b).

Чтобы ответить на вопрос, предшествовали ли изменения содержания железа в ти-
мусе процессу инволюции или сопровождали его, исследовали эти показатели в дина-
мике опухолевого роста. Повышение удельного содержания железа в тимусе начина-
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Рис. 2. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на содержание эндогенного 
цинка в органах. По оси ординат: (а) содержание цинка в расчете на единицу массы, µg/g сырой ткани, (b, c, 
d) содержание цинка в расчете на весь орган, µg/organ. В каждой группе по 10 мышей. По оси абсцисс: груп-
пы животных. Обозначения: С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а, 
Hep+Zn22 – мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл с питьевой водой). Звездочками обо-
значены достоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе (С) контрольных животных.
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лось у животных с 21-х суток роста гепатомы 22а, так же, как и снижение содержания 
негемового железа на орган (рис. 5a, b). Тем самым было показано, что изменения со-
держания железа у мышей с опухолями не предшествовали уменьшению массы тимуса 
(рис. 1а), а развивались параллельно, что не позволяет нам установить причинно-след-
ственные отношения между этими процессами. Однако при этом следует отметить, что 
показатели содержания железа в расчете на орган имели тенденцию к снижению по 
отношению к контрольному уровню на всех сроках исследования (рис. 5b).

В результате приема сульфата цинка у животных наблюдалось повышение содержа-
ния железа в селезенке и печени при расчете обоими способами (рис. 4a, c, d), а в тимусе 
только при расчете на весь орган (рис. 4b). При этом содержание негемового железа при 
расчете на орган восстанавливалось полностью до нормальных показателей в тимусе, 
печени и селезенке. Удельное содержание негемового железа в тимусе (при расчете на 
единицу массы) после приема цинка не изменялось и оставалось таким же повышенным, 
как и в группе мышей с гепатомой 22а, которые цинка не получали (рис. 4b).

Противоречивые результаты по содержанию железа в  тимусе можно предполо-
жительно объяснить тем, что этот микроэлемент распределен в органе неравномерно 
и содержится в основном в стромальных клетках, а не тимоцитах [33, 34], хотя этот во-
прос недостаточно изучен. При росте гепатомы 22а уменьшение массы органа проис-
ходит главным образом за счет убыли кортикальных тимоцитов [35]. Если допустить, 
что большая часть железа сохраняется в эпителиальных клетках и макрофагах тимуса, 
то при расчете на единицу массы может быть относительное повышение содержания 
железа, в то время как в целом органе его содержание будет снижено, например, вслед-
ствие недостаточного поступления или других причин. Мы предполагаем, что при раз-
витии инволюции тимуса расчет содержания железа на орган будет более адекватно 
отражать происходящий процесс, чем на единицу массы, как это обычно принято в по-
добных исследованиях.
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Рис. 3. Влияние разных концентраций сульфата цинка в питьевой воде на содержание эндогенного цинка 
в тимусе. По оси ординат: содержание эндогенного цинка в тимусе в расчете на орган, µg/organ. По оси 
абсцисс: группы животных C1 (Control1) – группа контрольных животных; C2 (Control2) – группа контроль-
ных животных, получавших сульфат цинка в концентрации 22 мкг/мл в течение 21 суток; Hep (Hepatoma) – 
животные в гепатомой 22а; Hep+Zn11, Hep+Zn22, Hep+Zn66 – животные с гепатомой 22а, которые получали 
в течение 21 суток сульфат цинка в концентрациях 11, 22 и 66 мкг/мл соответственно. В каждой группе по 
10 мышей. Звездочками обозначены достоверные различия между каждой из опытных групп по отношению 
к контрольной (С1) группе животных.
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Таким образом, содержание негемового железа было снижено во всех трех органах, 
а  с  помощью сульфата цинка было достигнуто его восстановление до нормального 
уровня.

При исследовании влияния приема сульфата цинка на массу исследуемых органов 
оказалось, что это приводит к торможению развития инволюции тимуса и частичного 
сохранения его массы (рис. 6a), но при этом не оказывает влияния на массу селезенки 
и печени (рис. 6b, c).

Влияние роста гепатомы 22а и дополнительного приема сульфата цинка на актив-
ность антиоксидантных ферментов в органах. Поскольку содержание железа и цин-
ка оказывает существенное влияние на окислительно-восстановительный потенциал 
в  тканях, была изучена активность железосодержащего антиоксидантного фермента 
каталазы и цинксодержащей СОД. На 21-е сутки роста гепатомы 22а наблюдали по-
вышение активности обоих ферментов в тимусе и снижение активности СОД в печени 
(рис. 7а, b). Активность каталазы в печени и активность обоих ферментов в селезенке 
не отличались от показателей в контрольной группе.
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Рис. 4. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на содержание негемового 
железа в органах. По оси ординат: (а) содержание железа в расчете на единицу массы, µg/g сырой ткани, (b, 
c, d) содержание железа в расчете на весь орган, µg/organ. В каждой группе 15–20 мышей. По оси абсцисс: 
группы животных. Обозначения: С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 
22а, Hep+Zn22 – мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл с питьевой водой). Звездоч-
ками обозначены достоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе контрольных 
животных (C).
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Рис. 5. Влияние опухолевого роста на содержание негемового железа в тимусе. По оси ординат: (а) содер-
жание железа в  тимусе, µg/g сырой ткани; (b) содержание железа в тимусе в расчете на орган, µg/organ, 
C – у контрольных мышей и Hep – у мышей с гепатомой 22а. В каждой группе 15–20 мышей. По оси абсцисс: 
время после инокуляции гепатомы 22а, сутки.
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Рис. 6. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на массу органов. По оси 
ординат: (а) масса тимуса, мг, (b) масса селезенки, мг, (c) масса печени, мг. В каждой группе по 10 мышей 
Обозначения: С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а, Hep+Zn22 – 
мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл питьевой воды). Звездочками обозначены до-
стоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе (C) контрольных животных.
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Применение сульфата цинка не оказывало влияния на активность ферментов в ор-
ганах за исключением СОД в печени, активность которой восстанавливалась до контр-
ольного уровня (рис. 7b), что соответствовало повышенному уровню цинка в печени 
у животных этой группы (рис. 2a, d).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе изучали влияние роста перевиваемой гепатомы 22а на изменения содер-
жания цинка и негемового железа в трех удаленных от опухоли органах: тимусе, пече-
ни и селезенке. Во всех трех органах было обнаружено снижение содержания железа, 
а цинка – только в тимусе. На 21-е сутки опухолевого роста эти изменения сопрово-
ждались уменьшением массы тимуса, увеличением массы селезенки и  отсутствием 
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Рис. 7. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на специфическую актив-
ность антиокислительных ферментов в органах. По оси ординат: (а) – активность каталазы (CAT, catalase), 
µmol (мкмоль) H2O2, поглощенной за 1 мин на 1 мг общего белка (n = 10); (b) – активность супероксиддис-
мутазы (SOD, superoxide dismutase), у. е. на 1 мг общего белка (n = 10). По оси абсцисс: группы животных, 
С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а, Hep+Zn22 – мыши с гепато-
мой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл с питьевой водой). Звездочками обозначены достоверные 
различия каждой из опытных групп по отношению к группе контрольных животных (C).
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изменений этого показателя в печени. Изучение содержания железа и цинка в тимусе 
животных с другими перевиваемыми опухолями, судя по доступной нам литературе, 
ранее не проводилось.

Для нормализации содержания металлов в органах, а также для того, чтобы уста-
новить возможную связь между их нарушениями и изменениями массы органов, эти 
же показатели исследовали у животных в условиях экспериментального воздействия 
в виде дополнительного приема сульфата цинка с питьевой водой в течение трех не-
дель. Исследования тимуса, печени и селезенки дали разные результаты.

Нормализация содержания железа в печени и селезенке, а также повышение содер-
жания цинка в печени у животных в группе, получавшей сульфат цинка, по сравнению 
с мышами-опухоленосителями, цинка не получавшими, на массу этих органов никак 
не повлияла. Сходные результаты были получены у крыс при росте канцероген-инду-
цированной опухоли молочной железы, у которых нормализация сниженного содержа-
ния железа в селезенке в результате дополнительного приема цинка не влияла на массу 
этого органа, которая оставалась повышенной [36].

Эти результаты и полученные нами данные позволяют сделать заключение о том, 
что изменения содержания железа в селезенке не связаны с ее массой и, следовательно, 
спленомегалия при опухолевом росте не является результатом сниженного содержания 
железа в этом органе.

В отличие от селезенки изменения массы тимуса при росте гепатомы 22а проис-
ходили параллельно с  восстановлением содержания микроэлементов в  этом органе. 
Нами впервые показано, что в группе животных, получавших сульфат цинка, содержа-
ние железа и цинка в тимусе (при расчете на орган) было больше по сравнению с мы-
шами-опухоленосителями, цинк не получавшими, и это сопровождалось достоверным 
увеличением массы тимуса.

Впервые возможность применение цинка для сохранения массы тимуса при росте 
экспериментальной опухоли (карциномы Льюиса) была продемонстрирована в работе 
Kaiserlian с  соавт. [37]. Кроме того, описан положительный результат клинического 
применения высоких доз цинка для восстановления функций тимуса у больных мно-
жественной миеломой после пересадки гемопоэтических стволовых клеток [38]. Дан-
ные литературы свидетельствуют о  высокой клинической востребованности новых 
стратегий по восстановлению и сохранению функций тимуса у онкологических боль-
ных [39], у которых применение цинка может оказаться весьма перспективным.

Из возможных механизмов действия сульфата цинка у мышей с гепатомой 22а следо-
вало, прежде всего, исключить возможность его прямого действия на опухолевый рост 
и опосредованное этим влияние на тимус. Как было показано нами ранее, прием суль-
фата цинка не оказывал влияния на размеры опухолей и выживаемость мышей [27]. Та-
ким образом, влияние цинка на тимус не было опосредовано торможением роста самой 
опухоли. Аналогичные данные были получены при внутрибрюшинном введении цинка 
мышам с карциномой Льюиса, которое не оказывало влияния на опухолевый рост, но, 
так же, как и в наших исследованиях задерживало инволюцию тимуса [37].

Следует признать, что атрофия тимуса при опухолевом росте является многофактор-
ным процессом, в котором могут быть задействованы различные механизмы с участием 
гормонов, цитокинов, ростовых факторов, метаболитов, продуктов опухолевого распада 
и др., их сочетание может варьировать в зависимости от вида опухоли [11]. Полученные 
нами данные впервые позволяют дополнить этот список дефицитом железа и цинка как 
важным элементом в развитии инволюции тимуса при опухолевом росте (рис. 8).

Коррекция дефицита цинка и железа может рассматриваться в качестве возможного 
механизма торможения инволюции тимуса при росте гепатомы 22а. Но это происходит 
лишь частично, поскольку основные причины развития инволюции тимуса, связанные 
с опухолевой прогрессией, не устраняются. Мы не можем свести метаболические из-
менения в организме, которые происходят при росте опухоли, к простому дефициту 
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микроэлементов, хотя это и не лишено оснований, поскольку опухолевый рост часто 
сопровождается анорексией, нарушением всасывания и кровотечениями.

Трудно определить, какой из двух микроэлементов – железо или цинк важнее для 
нормального функционирования вилочковой железы. Оба микроэлемента необходи-
мы для нормальной работы любых клеток, но особенно для клеток с высокой проли-
феративной активностью, какими являются лимфоциты. Это связано с тем, что цинк 
содержится в ДНК- и РНК-полимеразах и тимидинкиназе [10], а железо служит кофак-
тором рибонуклеотидредуктазы – ключевого фермента для биосинтеза дезоксинукле-
отидов [8]. Кроме того, цинк особенно важен для созревания тимоцитов, поскольку он 
содержится в тимусной терминальной нуклеотидилтрансферазе (TdT), участвующей 
в реаранжировке генов Т-клеточного рецептора (TCR). Оба металла регулируют меха-
низмы развития клеточной смерти: цинк – апоптоза и аутофагии [9], железо – ферроп-
тоза [40], а также оказывают существенное влияние на формирование окислительно-
восстановительного потенциала тканей.

TUMOR

↓Fe, ↓Zn
in the thymus

THYMUS
INVOLUTION

ZnSO4

ZnSO4
ZnSO4

SPLENOMEGALY

↓Fe, ↓SOD
in the liver

↓Fe
in the spleen

UNKNOWN FACTORS
(hypoxia mediators, decay

products, cytokines, growth
factors, «toxohormone»)

Рис. 8. Позитивные изменения, происходящие в организме животных с гепатомой 22а, в результате приема 
сульфата цинка в концентрации 22 мкг/мл питьевой воды в течение 21 суток. Системные изменения у мышей 
с гепатомой 22а, начиная с 21-х суток ее роста, включают снижение содержания негемового железа в тиму-
се, печени и селезенке, а также снижение содержания цинка в тимусе, которые сопровождаются развитием 
инволюции тимуса и спленомегалии. Кроме того, у животных с гепатомой отмечены нарушения активности 
антиоксидантных ферментов: повышение активности каталазы и СОД в тимусе (не показано) и снижение 
активности СОД в печени. Прием сульфата цинка с питьевой водой животными с гепатомой 22а препятст-
вует снижению содержания негемового железа в тимусе, печени и селезенке и повышает содержание цинка 
в тимусе и печени. При этом также восстанавливается активность СОД в печени. Прием сульфата цинка тор-
мозит развитие инволюции тимуса и не влияет на массу других органов – селезенки и печени. Обозначения: 
↑ повышение, ↓ снижение.
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Изменения, происходящие при росте гепатомы 22а, во многом похожи на те, кото-
рые происходят в организме животных с пищевым дефицитом железа и цинка, однако 
имеются и существенные различия. Если рассматривать изменения массы органов, то 
инволюция тимуса характерна для всех трех экспериментальных моделей [12, 13, 16, 
17]; спленомегалия наблюдается при росте гепатомы 22а и дефиците железа [14, 16], 
но не цинка, при котором отмечают гипоплазию селезенки [41] (табл. 1). Гепатомега-
лия сопровождает только опухолевый рост и не развивается при дефиците этих метал-
лов [14, 16, 42].

Таблица 1. Сравнительный анализ системных изменений, происходящих в организме животных 
с гепатомой 22а и животных, содержащихся на диетах с дефицитом по цинку или железу

Ткань Параметр Дефицит железа Дефицит цинка Гепатома 22а

Тимус Масса и число клеток ↓ [15, 16] ↓ [12, 13] ↓ [27]

Селезенка Масса ↑ [14, 16] ↓ [41] ↑

Печень Масса = [14, 16] = [42] ↑

Тимус

Fe* Нет данных
= [43]
↑ [44]

↑

Zn* Нет данных
= [43]
= [44]

↓

Селезенка

Fe* ↓ [14]
↓ [43]
↑ [44]

↓

Zn* 
↓ [46]
= [14]

= [43]
↓ [44]

=

Печень

Fe* ↓ [14, 16, 45]
= [43, 45]
↑ [44]

↓

Zn* = [14, 46] ↓ [43; 44] =

Кровь

Fe ↓ [14] ↓ [43] ↓ [26]

Zn ↓ [14] ↓ [12, 13, 43] ↓ [27]

Глюкокортикоиды ↑ [47, 48] ↑ [12] = [35]

Примечание: ↑ повышение, ↓ снижение, = нет изменений. * – содержание микроэлементов в  органах на 
единицу массы.
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Содержание микроэлементов в органах может значительно варьировать как при пи-
щевом дефиците, так и при росте опухолей. В тимусе содержание металлов при пище-
вом дефиците железа не исследовали, а при дефиците цинка отмечали или нормальное 
содержание железа и цинка [43] или повышение содержания железа на единицу массы 
[44], как и  при росте гепатомы 22а. К  сожалению, в  этих работах массу тимуса не 
определяли.

В печени и селезенке при пищевом дефиците железа содержание железа снижается 
[14, 16, 45], что может не сопровождаться изменениями содержания цинка в этих ор-
ганах [14, 46].

В печени и селезенке при пищевом дефиците цинка содержание железа снижается 
[43, 44] и наблюдаются разные показатели содержания железа – повышение в печени 
и селезенке [44], отсутствие изменений в печени [43, 45] и снижение в селезенке [43].

При росте гепатомы 22а данные по содержанию двух микроэлементов в  печени 
и селезенке в большей степени соответствуют изменениям при дефиците железа, чем 
цинка.

В крови уровни содержания железа и цинка в значительной степени влияют друг 
на друга – при пищевом дефиците железа гипоферремию сопровождает гипоцинкемия 
[14], а для дефицита цинка также характерно снижение содержания обоих металлов 
в циркуляции [43]. Как показано нами ранее, при росте гепатомы 22а концентрации 
и цинка, и железа в крови снижены [26, 27].

По данным литературы, существенным отличием дефицита цинка от дефицита же-
леза является усиление апоптоза тимоцитов, которое связывают с подъемом концен-
трации глюкокортикоидов в крови [12, 13]. При дефиците железа апоптоз тимоцитов 
не усиливается [15], хотя повышение концентрации гормонов надпочечников в цир-
куляции тоже возможно [47, 48]. Рост гепатомы 22а, как и пищевой дефицит цинка, 
сопровождается усилением апоптоза тимоцитов, однако при этом концентрация корти-
костерона в плазме мышей не отличается от контрольного уровня [35].

Если суммировать все данные и оценить, какие явления превалируют в организме 
мышей с гепатомой 22а – похожие в большей степени на дефицит цинка или железа, 
то окажется, что сходства и различия распределяются примерно поровну. Возможно, 
что изменения протекают по смешанному варианту. Из этих двух металлов лимитиру-
ющим фактором является цинк, поскольку в расчете на орган содержание негемового 
железа в тимусе мышей с гепатомой 22а посредством приема сульфата цинка норма-
лизовалось полностью, а содержание цинка удалось сохранить лишь частично, так же 
как и массу тимуса. При этом дальнейшее повышение концентрации принимаемого 
животными сульфата цинка положительного эффекта не давало.

Между обменом железа и  цинка в  организме существует тесная взаимосвязь на 
уровне всасывания, транспорта, активности регуляторных белков и  формирования 
запасов [1]. Неудивительно, что препараты цинка применяют для лечения железоде-
фицитной анемии. Однако между цинком и  железом существуют не только синер-
гические, но и  антагонистические взаимоотношения, например, при их совместном 
применении, и результат во многом определяется их концентрациями и соотношением 
[1]. В наших экспериментах концентрация сульфата цинка 22 мкг/мл оказалась доста-
точно эффективной, чтобы позитивно воздействовать на содержание железа в органах 
мышей. Полученные нами данные подтверждают возможность использования цинка 
для восстановления сниженного содержания железа в печени и селезенке, показанную 
у животных при росте других опухолей [36].

В работе также оценивали возможное антиоксидантное действие сульфата цинка 
в организме мышей с гепатомой 22а. Дефицит как цинка [20], так и железа [5, 8] может 
способствовать развитию окислительного стресса, в частности, из-за того, что эти ми-
кроэлементы необходимы для функционирования антиоксидантных ферментов.
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Известно, что в самой опухолевой ткани повышена продукция АФК, что приводит 
к развитию окислительного стресса [49]. Считается, что внеклеточные АФК не только 
способствуют росту основного опухолевого узла in situ, но также могут участвовать 
в подготовке отдаленных тканей к метастазированию. Развитие оксидативного стресса 
сопровождает рост практически всех опухолей. Высокие уровни АФК вызывают не-
специфические повреждения ДНК, белков и липидов. В крови больных с новообразо-
ваниями различных локализаций регистрируется повышенное содержание продуктов 
пероксидации липидов и снижение активности антиокислительных ферментов [21].

Повышение содержания продуктов пероксидации липидов в плазме крови показано 
также и у животных с экспериментальными опухолями [4, 50]. Внутрибрюшинное вве-
дение цинка подавляет развитие системного оксидативного стресса в организме опухо-
леносителей и снижает содержание малонового диальдегида в плазме крыс с канцеро-
ген-индуцированными опухолями молочных желез [4].

Признаки окислительного стресса обнаруживаются не только в  циркуляции, но 
и в удаленных от опухоли нормальных органах. Показано повышение содержания ма-
лонового диальдегида в печени, а также наличие дисбаланса в работе ферментов анти-
оксидантной системы в печени и селезенке при развитии канцероген-индуцированных 
опухолей передней стенки желудка у мышей [22]. Обнаружено повышение содержания 
АФК и продуктов пероксидации липидов в печени и тимусе при росте карциномы Эр-
лиха [23, 24].

В настоящей работе были выявлены изменения в антиоксидантной защите тиму-
са и печени, что подтверждает данные литературы и в целом концепцию о развитии 
системного окислительного стресса при опухолевом росте. В тимусе обнаружено по-
вышение активности каталазы и СОД, в печени – снижение активности СОД, в селе-
зенке – отсутствие изменений. Прием сульфата цинка животными с опухолями не вли-
ял на активность ферментов в тимусе (они оставались повышенными по сравнению 
с контролем) и селезенке, но восстанавливал активность СОД в печени.

На основании этих данных можно заключить, что прием сульфата цинка положи-
тельно влияет на антиоксидантную систему печени у животных с гепатомой 22а. При 
этом тормозящее действие цинка на развитие инволюции тимуса не связано с активно-
стью каталазы и СОД в этом органе.

Таким образом, впервые показано, что инволюция тимуса при росте гепатомы 22а 
связана с дефицитом железа и цинка, а спленомегалия – не связана. Прием сульфата цин-
ка с питьевой водой тормозит развитие инволюции тимуса и восстанавливает дефицит 
цинка и железа в этом органе. Кроме тимуса, прием сульфата цинка повышает содержа-
ние железа и в других органах – селезенке и печени, а также восстанавливает сниженную 
активность СОД в печени (рис. 8). В целом прием сульфата цинка оказывает позитивное 
влияние на метаболизм двух важнейших микроэлементов – железа и цинка в организме 
животных с гепатомой 22а и способствует сохранению тимуса, необходимого, как из-
вестно, для полноценной работы иммунной системы и защиты от инфекций.
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каких дополнительных грантов на проведение или руководство данным конкретным исследова-
нием получено не было.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Эксперименты с  животными проводились в  соответствии с  международными рекоменда-

циями по проведению биомедицинских исследований с  лабораторными животными и  были 
одобрены Комиссией по этике Института экспериментальной медицины, протокол № 1/21 от 
28.01.2021 г.

Наблюдение за животными до их гибели при прогрессировании опухолевого процесса про-
водилось с соблюдением гуманных критериев, применяемых в экспериментальной онкологии 
[51].

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы данной работы заявляют, что у них нет конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Bjørklund G, Aaseth J, Skalny AV, Suliburska J, Skalnaya MG, Nikonorov AA, Tinkov AA (2017) 
Interactions of iron with manganese, zinc, chromium, and selenium as related to prophylaxis and 
treatment of iron deficiency. J Trace Elem Med Biol 41: 41–53.

	 https://doi.org/10.1016/j.jtemb.2017.02.005
2.	 Cunzhi H, Jiexian J, Xianwen Z, Jingang G, Shumin Z, Lili D (2003) Serum and tissue levels of 

six trace elements and copper/zinc ratio in patients with cervical cancer and uterine myoma. Biol 
Trace Elem Res 94(2): 113–122.

	 https://doi.org/10.1385/BTER:94:2:113
3.	 Idriss ME, Modawe GA, Shrif NE (2015) Assessment of serum zinc and iron among Sudanese 

women with breast cancer in Khartoum State. Int J Appl Sci Res Rev 2(2): 074–078.
4.	 Gulbahce-Mutlu E, Baltaci SB, Menevse E, Mogulkoc R, Baltaci AK (2021) The effect of zinc and 

melatonin administration on lipid peroxidation, IL‑6 Levels, and element metabolism in DMBA-
induced breast cancer in rats. Biol Trace Elem Res 199(3): 1044–1051.

	 https://doi.org/10.1007/s12011–020–02238–0
5.	 Aksan A, Farrag K, Aksan S, Schroeder O, Stein J (2021) Flipside of the coin: iron deficiency and 

colorectal cancer. Front Immunol 12: 635899.
	 https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.635899
6.	 Hoang BX, Han B, Shaw DG, Nimni M (2016) Zinc as a possible preventive and therapeutic agent 

in pancreatic, prostate, and breast cancer. Eur J Cancer Prevent 25(5): 457–461.
	 https://doi.org/10.1097/CEJ.0000000000000194
7.	 Gelbard A (2022) Zinc in cancer therapy revisited. Isr Med Assoc J 24(4): 258–262.
8.	 Zohora F, Bidad K, Pourpak Z, Moin M (2018). Biological and immunological aspects of iron 

deficiency anemia in cancer development: a narrative review. Nutr Cancer 70(4): 546–556.
	 https://doi.org/10.1080/01635581.2018.1460685
9.	 John E, Laskow TC, Buchser WJ, Pitt BR, Basse PH, Butterfield LH, Kalinski P, Lotze MT (2010) 

Zinc in innate and adaptive tumor immunity. J Transl Med 8: 118.
	 https://doi.org/10.1186/1479–5876–8–118
10.	 Haase H, Rink L (2014) Zinc signals and immune function. Bio-Factors 40: 27–40.
	 https://doi.org/10.1002/biof.1114
11.	 Carrio R, Lopez DM (2013) Insights into thymic involution in tumor-bearing mice. Immunol Res 

57(1–3): 106–114.
	 https://doi.org/ 10.1007/s12026–013–8446–3
12.	 King LE, Frentzel JW, Mann JJ, Fraker PJ (2005) Chronic zinc deficiency in mice disrupted T cell 

lymphopoiesis and erythropoiesis while B cell lymphopoiesis and myelopoiesis were maintained. 
J Am College Nutr 24(6): 494–502.

	 https://doi.org/10.1080/07315724.2005.10719495
13.	 Kido T, Suka M, Yanagisawa H (2022) Effectiveness of interleukin‑4 administration or zinc 

supplementation in improving zinc deficiency-associated thymic atrophy and fatty degeneration 
and in normalizing T cell maturation process. Immunology 165(4): 445–459.

	 https://doi.org/10.1111/imm.13452
14.	 Yokoi K, Kimura M, Itokawa Y (1991) Effect of dietary iron deficiency on mineral levels in tissues 

of rats. Biol Trace Elem Res 29(3): 257–265.
	 https://doi.org/10.1007/BF03032682



1144 ЗЕЛЕНСКИЙ и др. 

15.	 Kuvibidila SR, Porretta C, Baliga BS, Leiva LE (2001) Reduced thymocyte proliferation but not 
increased apoptosis as a possible cause of thymus atrophy in iron-deficient mice. Br J Nutr 86: 
157–162.

	 https://doi.org/10.1079/BJN2001366
16.	 Kuvibidila SR, Velez M, Gardner R, Penugonda K, Chandra LC, Yu L (2012) Iron deficiency 

reduces serum and in vitro secretion of interleukin‑4 in mice independent of altered spleen cell 
proliferation. Nutr Res 32(2): 107–115.

	 https://doi.org/10.1016/j.nutres.2011.12.005
17.	 Mocchegiani E, Romeo J, Malavolta M, Costarelli L, Giacconi R, Diaz LE, Marcos A (2013) Zinc: 

dietar y intake and impact of supplementation on immune function in elderly. Age (Dordr) 35(3): 
839–860.

	 https://doi.org/10.1007/s11357–011–9377–3
18.	 Nakahara W, Fukuoka F (1958) The newer concept of cancer toxin. Adv Cancer Res 5: 157–177.
	 https://doi.org/10.1016/s0065–230x(08)60411-x
19.	 Rubin H (2003) Cancer cachexia: its correlations and causes. Proc Natl Acad Sci U S A 100(9): 

5384–5389.
	 https://doi.org/10.1073/pnas.0931260100
20.	 Jarosz M, Olbert M, Wyszogrodzka G, Młyniec K, Librowski T (2017) Antioxidant and anti-

inflammatory effects of zinc. Zinc-dependent NF-κB signaling. Inflammopharmacology 25: 11–
24.

	 https://doi.org/10.1007/s10787–017–0309–4
21.	 Katerji M, Filippova M, Duerksen-Hughes P (2019) Approaches and Methods to Measure 

Oxidative Stress in Clinical Samples: Research Applications in the Cancer Field. Oxid Med Cell 
Longev 2019: 1279250.

	 https://doi.org/10.1155/2019/1279250
22.	 Gagandeep, Rao AR., Kale RK (2005) Oxidative stress in tumour-bearing fore-stomach and 

distant normal organs of Swiss albino mice. Indian J Biochem Biophys 42(4): 216–221. PMID: 
23923544

23.	 Bhattacharyya A, Mandal D, Lahiry L, Bhattacharyya S, Chattopadhyay S, Ghosh UK, Sa G, Das 
T (2007) Black tea–induced amelioration of hepatic oxidative stress through antioxidative activity 
in EAC-bearing mice. J Environ Pathol Toxicol Oncol 26(4): 245–254.

	 https://doi.org/10.1615/jenvironpatholtoxicoloncol.v26.i4.10
24.	 Mandal D, Lahiry L, Bhattacharyya A, Chattopadhyay S, Siddiqi M, Sa G, Das T (2005) Black 

tea protects thymocytes in tumor-bearing animals by differential regulation of intracellular ROS 
in tumor cells and thymocytes. J Environ Pathol Toxicol Oncol 24(2): 91–104.

	 https://doi.org/10.1615/jenvpathtoxoncol.v24.i2.30
25.	 Barbouti A, Vasileiou PVS, Evangelou K, Vlasis KG, Papoudou-Bai A, Gorgoulis VG, Kanavaros 

P (2020) Implications of oxidative stress and cellular senescence in age-related thymus involution. 
Oxid Med Cell Longev 2020: 7986071.

	 https://doi.org/10.1155/2020/7986071
26.	 Zelenskyi EA, Rutto KV, Kudryavtsev IV, Sokolov AV, Kisseleva EP (2021) Iron content and 

cellular proliferation in thymus and spleen of hepatoma 22A bearing mice. Cell Tissue Biol 15(4): 
393–401.

	 https://doi.org/10.1134/S1990519X21040118
27.	 Зеленский ЕА, Рутто КВ, Соколов АВ, Киселева ЕП (2021) Прием цинка тормозит развитие 

инволюции тимуса при опухолевом росте у мышей. Вопр онкол 67(3): 436–441. [Zelenskiy 
EA, Rutto KV, Sokolov AV, Kisseleva EP (2021) Zinc supplementation prevents the development 
of thymic involution induced by tumor growth in mice. Vopr onkol 67(3): 436–441. (In Russ)].

	 https://doi.org/10.37469/0507–3758–2021–67–3–436–441
28.	 Mocchegiani E, Santarelli L, Muzzioli M, Fabris N (1995) Reversibility of the thymus involution 

and of age-related peripheral immune dysfunction by zinc supplementation in old mice. Int J 
Immunopharmacol 17(9): 703–718.

	 https://doi.org/10.1016/0192–0561(95)00059-b
29.	 Rebouche CJ, Wilcox CL, Widness JA (2004) Microanalysis of non-heme iron in animal tissues. J 

Biochem Biophys Methods 58(3): 239–251.
	 https://doi.org/10.1016/j.jbbm.2003.11.003
30.	 Hadwan MH, Ali SK (2018) New spectrophotometric assay for assessments of catalase activity in 

biological samples. Anal Biochem 542: 29–33.
	 https://doi.org/10.1016/j.ab.2017.11.013
31.	 Spitz DR, Oberley LW (1989) An assay for superoxide dismutase activity in mammalian tissue 

homogenates. Anal Biochem 179(1): 8–18.
	 https://doi.org/10.1016/0003–2697(89)90192–9



1145НАРУШЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ ЖЕЛЕЗА И ЦИНКА

32.	 Samygina VR, Sokolov AV, Bourenkov G, Schneider TR, Anashkin VA, Kozlov SO, Kolmakov NN, 
Vasilyev VB (2017) Rat ceruloplasmin: new labile copper binding site and zinc/copper mosaic. 
Metallomics 9(12): 1828–1838.

	 https://doi.org/10.1039/c7mt00157f
33.	 Vigorita VJ, Hutchins GM (1978) The Thymus in hemochromatosis. Am J Pathol 93:661–666.
34.	 Roberts RL, Sandra A (1994) Transport of transferrin across the blood-thymus barrier in young 

rats. Tissue and Cell 26 (5): 757–766.
35.	 Kiseleva EP, Suvorov AN, Ogurtsov RP (1998) The role of apoptosis in the thymic involution 

during growth of the syngeneic transplanted tumor in mice. Biol Bull 25(2): 129–135.
36.	 Skrajnowska D, Korczak BB, Tokarz A, Kazimierczuk A, Klepacz M, Makowska J, Gadzinski B 

(2015) The effect of zinc and phytoestrogen supplementation on the changes in mineral content of 
the femur of rats with chemically induced mammary carcinogenesis. J Trace Elem Med Biol 32: 
79–85.

	 https://doi.org/10.1016/j.jtemb.2015.06.004
37.	 Kaiserlian D, Savino W, Dardenne M (1983) Studies of the thymus in mice bearing the Lewis 

lung carcinoma. II. Modulation of thymic natural killer activity by thymulin (FTS-Zn) and the 
antimetastatic effect of zinc. Clin Immunol Immunopathol 28: 192–204.

	 https://doi.org/10.1016/0090–1229(83)90154-x
38.	 Iovino L, Mazziotta F, Carulli G, Guerrini F, Morganti R, Mazzotti V, Maggi F, Macera L, 

Orciuolo E, Buda G, Benedetti E, Caracciolo F, Galimberti S, Pistello M, Petrini M (2018) High-
dose zinc oral supplementation after stem cell transplantation causes an increase of TRECs and 
CD4+ naïve lymphocytes and prevents TTV reactivation. Leuk Res 70: 20–24.

	 https://doi.org/10.1016/j.leukres.2018.04.016
39.	 Cardinale A, De Luca CD, Locatelli F, Velardi E (2021) Thymic function and T-cell receptor 

repertoire diversity: implications for patient response to checkpoint blockade immunotherapy. 
Front Immunol 12: 752042.

	 https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.752042
40.	 Zhou L, Zhao B, Zhang L, Wang S, Dong D, Lv H, Shang P (2018) Alterations in cellular iron 

metabolism provide more therapeutic opportunities for cancer. Int J Mol Sci 19(5): 1545.
	 https://doi.org/10.3390/ijms19051545
41.	 King LE, Fraker PJ (1991) Flow cytometric analysis of the phenotypic distribution of splenic 

lymphocytes in zinc-deficient adult mice. J Nutr 121(9): 1433–1438.
	 https://doi.org/10.1093/jn/121.9.1433
42.	 Beach RS, Gershwin ME, Hurley LS (1979) Altered thymic structure and mitogen responsiveness 

in postnatally zinc-deprived mice. Dev Comp Immunol 3(4): 725–738.
	 https://doi.org/ 10.1016/s0145–305x(79)80065–8
43.	 Cox DH, Schlicker SA, Chu RC (1969) Excess dietary zinc for the maternal rat, and zinc, iron, 

copper, calcium, and magnesium content and enzyme activity in maternal and fetal tissues. J Nutr 
98(4): 459–466.

	 https://doi.org/10.1093/jn/98.4.459
44.	 Keen CL, Reinstein NH, Goudey-Lefevre J, Lefevre M, Lönnerdal B, Schneeman BO, Hurley LS 

(1985) Effect of dietary copper and zinc levels on tissue copper, zinc, and iron in male rats. Biol 
Trace Elem Res 8(2): 123–136.

	 https://doi.org/10.1007/BF02917466
45.	 Klecha AJ., Salgueiro J, Wald M, Boccio J, Zubillaga M, Leonardi NM, Gorelik G, Cremaschi GA 

(2005) In vivo iron and zinc deficiency diminished T- and B-selective mitogen stimulation of 
murine lymphoid cells through protein kinase C-mediated mechanism. Biol Trace Elem Res 
104(2): 173–183.

	 https://doi.org/10.1385/BTER:104:2:173
46.	 Staniek H (2019) The сombined еffects of Cr(III) supplementation and iron deficiency on the 

сopper and zinc status in Wistar rats. Biol Trace Elem Res 190(2): 414–424.
	 https://doi.org/10.1007/s12011–018–1568–7
47.	 Campos MS, Barrionuevo M, Alférez MJ, Gómez-Ayala AE, Rodríguez-Matas MC, Lopez 

Aliaga I, Lisbona F (1998) Interactions among iron, calcium, phosphorus and magnesium in the 
nutritionally iron-deficient rat. Exp Physiol 83(6): 771–781.

	 https://doi.org/10.1113/expphysiol.1998.sp004158
48.	 Ranade SC, Nawaz S, Chakrabarti A, Gressens P, Mani S (2013) Spatial memory deficits in 

maternal iron deficiency paradigms are associated with altered glucocorticoid levels. Horm Behav 
64(1): 26–36.

	 https://doi.org/10.1016/j.yhbeh.2013.04.005
49.	 Liao Z, Chua D, Tan NS (2019) Reactive oxygen species: a volatile driver of field cancerization 

and metastasis. Mol Cancer 18: 65.
	 https://doi.org/10.1186/s12943–019–0961-y



1146 ЗЕЛЕНСКИЙ и др. 

50.	 Rajendran J, Pachaiappan P, Subramaniyan S (2019) Dose-dependent chemopreventive effects 
of citronellol in DMBA-induced breast cancer among rats. Drug Dev Res 80(6): 867–876.

	 https://doi.org/10.1002/ddr.21570
51.	 Wallace J (2000) Humane endpoints and cancer research. ILAR J 41(2): 87–93.
	 https://doi.org/10.1093/ilar.41.2.87

Alterations in Tissue Content of Iron and Zinc in Mice Bearing Hepatoma 22A  
and their Correction by Zinc Sulphate Supplementation
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bNorth-Western Medical University named after II Mechnikov, Saint-Petersburg, Russia
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It is known that many tumors induce iron and zinc deficiency in the organism. We studied 
the content of these metals, as well as the specific activity of two antioxidant metal-
dependent enzymes – catalase and superoxide dismutase of three distal organs (thymus, 
liver and spleen) in animals bearing transplantable hepatoma 22a. These alterations were 
compared to weight changes of organs. On day 21 of tumor growth, as compared to control 
group, nonheme iron content in all three organs was decreased, and zinc content – only 
in the thymus. The specific activities of catalase and superoxide dismutase were both 
increased in the thymus, while in the liver activity of superoxide dismutase decreased. 
At the same time point thymic involution and splenomegaly were developed. In order to 
normalize metal content mice bearing hepatoma 22a were supplemented with 22 mkg of 
zinc sulphate per ml of drinking water during 3 weeks. Zinc sulphate supplementation 
partly compensated zinc deficiency in the thymus, increased zinc content in the liver and 
restored iron content in three organs. It also normalized superoxide dismutase activity 
in the liver and had no influence on enzymes in other organs. Zinc supplementation did 
not influence the weight of spleen and liver, but prevented the development of thymic 
involution. Moreover, metal deficiency in the thymus was restored while the activity of 
antioxidant enzymes remained unchanged. Based on this we can conclude that thymus 
involution in hepatoma 22a mice was associated with iron and zinc deficiency in this 
organ and was not linked with antioxidant enzyme activity, while splenomegaly had no 
relation to both types of parameters in the spleen. Thus, zinc sulphate positively influences 
metabolism of two vital trace elements – zinc and iron in animals bearing hepatoma 22a, 
what contributes to maintaining of the central immune organ – the thymus, and along with 
this it improves antioxidant system of the liver.

Keywords: thymus involution, liver, spleen, hepatoma 22а, zinc content, iron content, zinc 
sulphate
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Периферические цитокины могут влиять на психоэмоциональное поведение, однако 
роль интерлейкина‑1бета (ИЛ‑1бета) в изменении тревожности и двигательной актив-
ности в ответ на активацию воспаления остается неясной. С целью прояснения этого 
вопроса у взрослых самцов крыс были проанализированы корреляции между поведен-
ческими параметрами в тесте приподнятого крестообразного лабиринта (ПКЛ) и уров-
нем ИЛ‑1бета в плазме крови после введения в разных режимах провоспалительного 
стимула липополисахарида (ЛПС). ЛПС в дозах 0.5 или 5 мг/кг, а также физиологи-
ческий раствор (контроль) вводили крысам внутрибрюшинно. Наиболее выраженным 
поведенческим эффектом через сутки после однократной инъекции было зависимое от 
дозы эндотоксина угнетение двигательной активности животных. После дозы 5 мг/кг 
через сутки также отмечалось повышенное тревожное поведение. Поведенческие из-
менения, вызванные высокой дозой эндотоксина, были полностью нормализованы че-
рез неделю. Поведение животных через сутки после окончания повторных инъекций 
ЛПС в меньшей дозе в течение недели (0.5 мг/кг; 1 раз в два дня) также не отличалось 
от контроля. Угнетение двигательной активности после ЛПС могло быть обусловлено 
увеличением уровня ИЛ‑1бета в плазме крови, на что указывают выявленные досто-
верные отрицательные корреляции между содержанием ИЛ‑1бета и соответствующи-
ми поведенческими параметрами. Между периферическим уровнем ИЛ‑1бета и та-
ким классическим показателем тревожности, как процент входов в открытые рукава 
лабиринта, достоверной корреляции не обнаружено. В целом полученные результаты 
позволяют заключить, что ИЛ‑1бета является несомненным участником механизма 
транзиторного угнетающего влияния ЛПС на двигательную активность.

Ключевые слова: липополисахарид, провоспалительные цитокины, интерлей-
кин‑1бета, воспаление, тревожность, двигательная активность
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ВВЕДЕНИЕ

Многочисленные данные указывают на связь периферического воспаления с раз-
витием аффективных расстройств [1]. Наиболее убедительные результаты полу-
чены в  отношении депрессии, в  провоцировании которой ключевую роль отводят  
провоспалительным цитокинам [2–4]. Повышенные уровни этих цитокинов, среди 
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которых фактор некроза опухоли (ФНО) и интерлейкины 6 (ИЛ‑6), 12 (ИЛ‑12) и 17 
(ИЛ‑17A) обнаруживаются в крови пациентов с большим депрессивным расстройст-
вом [5]. Значение периферических цитокинов в развитии тревожных расстройств тра-
диционно привлекало меньше внимания, однако выявление воспалительных процес-
сов у пациентов с повышенной тревожностью [6, 7] обусловило рост исследований, 
в том числе и в модельных экспериментах на животных, выявляющих взаимоотноше-
ния между показателями тревоги и уровнями цитокинов.

В  экспериментальных работах для провоцирования воспаления наиболее часто 
используют бактериальный эндотоксин (липополисахарид, ЛПС). Помимо иммунной 
активации через экспрессирующийся на поверхности макрофагов толл-подобный ре-
цептор‑4, введение эндотоксина способно также провоцировать поведенческие изме-
нения, аналогичные клиническим симптомам депрессии у человека [8, 9]. Наиболее 
типичным ответом на ЛПС является снижение двигательной активности, которое од-
нако, как полагают, отражает развитие, особенно в первые часы после введения, так 
называемого «болезненного» состояния (sickness), маскирующего реальные изменения 
аффективного поведения [10]. Поэтому минимальным сроком для исследования ме-
ханизмов влияния ЛПС на поведение, в  том числе и  тревожность, считаются сутки 
после введения, когда симптомы «болезненного» состояния, включающие снижение 
исследовательской активности и пищевого поведения, значительно ослабляются [9].

Механизмы индукции эндотоксином поведенческих ответов могут включать уве-
личение экспрессии провоспалительных цитокинов. В сыворотке и префронтальной 
коре самцов мышей через сутки после однократного введения ЛПС обнаружено уве-
личение уровней провоспалительных цитокинов, таких ИЛ‑1бета, ИЛ‑6 и ФНО-альфа 
[11]. Уровни цитокинов на периферии довольно быстро возвращаются к контрольным 
значениям, например, уровень ИЛ‑1бета в плазме крови был значительно повышен че-
рез 90 мин после внутривенного введения ЛПС, а далее этот уровень быстро, в течение 
нескольких часов, снижался [12]. В то же время в центральной нервной системе, выз-
ванные эндотоксином изменения могут наблюдаться значительно дольше, например, 
и через 26 дней после внутрижелудочкового введения [13], что объясняет повышенный 
интерес именно к центральным цитокинам в связи с поведенческими эффектами ЛПС 
[14–18].

С  целью дальнейшего прояснения роли периферического ИЛ‑1бета в  индукции 
эндотоксином поведенческих изменений, ассоциируемых с  тревожностью и  двига-
тельной активностью, в представленной работе были проанализированы коррелятив-
ные отношения между значениями поведенческих параметров в тесте приподнятого 
крестообразного лабиринта (ПКЛ) и уровнями ИЛ‑1бета в плазме крови крыс после 
введения ЛПС в разных дозах и режимах. Мы выбрали ПКЛ, поскольку он позволяет 
оценивать в одном тесте тревожное поведение, а также двигательную активность жи-
вотных. К ключевым параметрам, связанным с тревожностью, относят процент входов 
в открытые рукава, в то время как количество входов в закрытые рукава, а также общее 
количество входов в рукава связывают с двигательной активностью [19, 20].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работу проводили на взрослых самцах крыс (Wistar) массой тела 200–250 г, содер-
жащихся в виварии Института цитологии и генетики СО РАН в условиях контролируе-
мого светового режима (14 ч свет/10 ч темнота) со свободным доступом к воде и корму.

Воспаление у крыс индуцировали внутрибрюшинным введением ЛПС (серотип O55: 
B5; Sigma-Aldrich, США). Было проведено два эксперимента. В первом оценивали зави-
симость ответов от дозы эндотоксина (0.5 или 5 мг/кг) через сутки после однократного 
введения. Во втором, 7-дневном эксперименте, анализировали адаптацию к повторным 
инъекциям (4 инъекции, 1 раз в два дня в дозе 0.5 мг/кг, исследования проводили через 
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сутки после последнего введения) и к однократной высокой дозе (5 мг/кг, исследовали 
через 7 дней). Во всех экспериментах контрольные животные получали соответствую-
щие инъекции физиологического раствора. В каждой группе было по 6–8 животных.

ПКЛ. Тестовый аппарат ПКЛ (стандартной конфигурации) был приподнят на 65 см 
от пола и имел по два противоположно расположенных открытых и закрытых (со стен-
ками высотой 40 см) рукавов, соединенных центральной площадкой (10 × 10 см). Дли-
на рукавов – 45 см, ширина – 10 см. Животное высаживали на центральную площадку 
с обращением к одному и тому же открытому рукаву. Поведение животного в течение 
5-минутного теста записывали с  помощью видеокамеры для последующей оценки 
исследователями, незнакомыми с условиями эксперимента. Проанализированные по-
веденческие параметры представляли комбинацию исследовательского и тревожного 
поведения, а также общей активности животных, среди которых число входов в откры-
тые и закрытые рукава, число вставаний на задние лапы (rears), а также продолжитель-
ность пройденного в рукавах расстояния. После каждого теста лабиринт промывался 
мыльной водой и просушивался бумажными полотенцами.

ИЛ‑1бета. У животных после теста собирали периферическую кровь в холодные 
пробирки, содержащие 0.05 мл 0.25 М ЭДТА, центрифугировали при 3000 об/мин 
и 4 ºС в течение 20 мин, затем отделяли плазму, которую хранили при –60ºC до опреде-
ления ИЛ‑1бета иммуноферментным методом с помощью набора кат. № BMS630TEN 
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Австрия) в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Вкратце, образцы или стандарт приливали в 96-луночный планшет. Затем 
добавляли подготовленный биотин-конъюгат и  после 120-минутной инкубации при 
25 °C в каждую лунку приливали cтрептавидин-конъюгат пероксидазы хрена, связыва-
ющую биотин-конъюгат. После инкубации в течение 60 мин при 25 °C в лунки добавля-
ли раствор тетраметилбензидина до появления необходимой окраски, затем приливали 
стоп-раствор. Абсорбцию образцов определяли при длине волны 450 нм с помощью 
планшетного ИФА-ридера BIOBASE ВК-EL10C (Biobase Bioindustry Shandong Co, 
Ltd), расчет концентрации ИЛ‑1бета проводили автоматически по стандартной кривой.

Статистический анализ. Статистическую обработку полученных результатов про-
водили однофакторным дисперсионным анализом (фактор – введение ЛПС) с последу-
ющей оценкой межгрупповых различий по критерию Тьюки. При прямых сравнениях 
групп использовали t-критерий Стьюдента. Наличие корреляционных взаимоотноше-
ний оценивали по Пирсону. Различия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поведение в тесте ПКЛ
Однофакторный дисперсионный анализ выявил значительное влияние ЛПС на про-

цент входов в открытые рукава лабиринта (эффект ЛПС: F2,18 = 3.76; p < 0.05, рис. 1а). 
Последующие сравнения отдельных групп показали, что ЛПС в дозе 5 мг/кг досто-
верно снижал значение этого показателя по сравнению с контролем, что классически 
интерпретируется как повышение тревожно-подобного поведения. Изменение после 
введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не достигало достоверности. Сходный, зависимый от 
дозы эффект, обнаружен также в отношении других ассоциированных с повышенной 
тревожностью параметров. Введение ЛПС в дозе 5 мг/кг уменьшало число «выгляды-
ваний» вниз с открытых рукавов (рис. 1b) и процент времени, проводимого на цен-
тральной площадке (рис.  1c). Результаты, представленные на этих рисунках, также 
показывают, что тревожность, повышенная через сутки после более высокой дозы, 
через неделю возвращалась к контрольному уровню. Тревожное поведение, оцененное 
в лабиринте через сутки после четырех повторных введений ЛПС в дозе 0.5 мг/кг в те-
чение недели (1 раз в 2 дня), также не отличалось от контроля (данные не показаны).
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Рис. 1. Изменение параметров тревожного поведения взрослых крыс в  тесте ПКЛ через 1 и 7 дней пос-
ле однократного внутрибрюшинного введения ЛПС: (а) – процент входов в  открытые рукава (Open arms 
entries, %); (b) – количество выглядываний с открытых рукавов (Head-dips, n); (с) – процент времени нахо-
ждения на центральной площадке (Сenter area time, %). * – p < 0.05 по сравнению с животными через сутки 
после введения физиологического раствора; # – p < 0.05 по сравнению с  животными через сутки после 
введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг.

В  тесте ПКЛ проводили также оценку двигательной активности животных. Од-
нократное введение ЛПС, особенно в  более высокой дозе, угнетало по сравнению 
с контролем активность, измеренную через сутки (рис. 2). После введения эндотокси-
на в дозе 5 мг/кг животные демонстрировали достоверное уменьшение общего числа 
входов в открытые и закрытые рукава (эффект ЛПС: F2,18 = 3.57; p < 0.05, рис. 2a), числа 
вставаний на задние лапы (эффект ЛПС: F2,18 = 12.37; p < 0.001, рис. 2b), расстояния, 
пройденного в закрытых рукавах (эффект ЛПС: F2,18 = 7.29; p < 0.01, рис. 2c) и суммар-
но во всех рукавах (эффект ЛПС: F2,18 = 7.53; p < 0.01, рис. 2d). Снижение двигательной 
активности, обнаруженное через сутки после введения эндотоксина, нормализовалось 
к 7-му дню.

Двигательная активность животных, оцененная через сутки после повторных вве-
дений ЛПС в дозе 0.5 мг/кг в течение недели (1 раз в 2 дня, 4 инъекции), не отличалась 
от контроля (данные не показаны).
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Рис. 2. Изменение параметров двигательной активности взрослых крыс в тесте ПКЛ через 1 и 7 дней после 
однократного внутрибрюшинного введения ЛПС: (а) – общее число входов в открытые и закрытые рукава 
(Total arms entries, n); (b) – число вставаний на задние лапы (Rears, n); (с) – пройденное расстояние в закры-
тых рукавах (Closed arms distance, cm); (d) – общее пройденное расстояние в открытых и закрытых рукавах 
(Total distance, cm). * – p < 0.05 по сравнению с животными через сутки после введения физиологическо-
го раствора; # – p < 0.05 по сравнению с животными через сутки после введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг;  
& – p < 0.05 по сравнению с животными через сутки после введения ЛПС в дозе 5 мг/кг.

Уровень ИЛ‑1бета в плазме крови
На рис. 3 представлено, что уровень ИЛ‑1бета в крови животных через сутки после 

однократного введения ЛПС как в низкой, так и в высокой дозе был достоверно уве-
личен (эффект ЛПС: F2,18 = 14.22; p < 0.001). Этот повышенный уровень полностью 
нормализовался в течение последующей недели (на рисунке проиллюстрировано для 
более высокой дозы). Уровень цитокина через сутки после повторных введений ЛПС 
в дозе 0.5 мг/кг в течение недели (1 раз в 2 дня; 4 инъекции) не отличался от контроля 
(данные не показаны).



1152 КОМЫШЕВА и др. 

200

175

150

125

100

75

50

25

0
1

Sal
LPS 0.5 mg/kg
LPS 5 mg/kg

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
IL

-1
b,

 p
g/

m
l

7
Day after injection

*

*

&

Рис. 3. Изменение уровня ИЛ‑1бета в плазме крови крыс через 1 и 7 дней после однократного внутрибрю-
шинного введения ЛПС. * – p < 0.05 по сравнению с животными через сутки после введения физиологи-
ческого раствора; & – p < 0.05 по сравнению с животными через сутки после введения ЛПС в дозе 5 мг/кг.

Корреляции между поведенческими параметрами и уровнями ИЛ‑1бета в плазме крови
Увеличенные уровни ИЛ‑1бета могут вовлекаться в повышение тревожности и уг-

нетение двигательной активности животных после введения ЛПС. Проведенный кор-
реляционный анализ выявил наличие достоверной отрицательной корреляции между 
уровнями ИЛ‑1бета и  значениями параметров, ассоциированных с двигательной ак-
тивностью: с числом вставаний на задние лапы (r = –0.73; рис. 4a), с продолжительнос
тью пройденного расстояния в закрытых (r = –0.58; рис. 4b) и суммарно в открытых 
и  закрытых (r  = –0.49; рис.  4c) рукавах. Вместе с  тем корреляции между уровнями 
ИЛ‑1бета и значениями параметров, ассоциированных с тревожностью и включающих 
процент входов в открытые рукава (r = –0.31; рис. 4d), не достигали достоверности.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Новым результатом, полученным в  работе, является выявленное свидетельство 
корреляционной взаимосвязи сниженной двигательной активности животных с повы-
шенным уровнем провоспалительного цитокина ИЛ‑1бета в крови через сутки после 
введения ЛПС. Минимальный использованный для исследования в работе срок после 
введения эндотоксина – сутки, позволяет избежать маскирующего изменение аффек-
тивного поведения «болезненным» состоянием, развивающимся в первые часы после 
воздействия [9], и способствует отделению влияния ЛПС на двигательную активность 
от влияния на тревожное поведение. Например, связываемое с увеличением перифери-
ческого уровня ИЛ‑1бета уменьшение числа входов в открытые рукава через 2 ч после 
введения ЛПС в дозе 5 мг/кг, но не 1 мг/кг, полагают, обусловлено угнетением общей 
двигательной активности [10]. Впервые проведенный корреляционный анализ между 
значениями поведенческих параметров и периферическими уровнями ИЛ‑1бета пока-
зал наличие достоверных отрицательных корреляций для показателей двигательной 
активности и отсутствие каких-либо корреляций для тревожного поведения.
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В нашей работе повышение тревожности наблюдалось через сутки после системно-
го введения ЛПС в дозе 5 мг/кг, что согласуется с результатами теста ПКЛ в эти сроки 
у мышей после введения эндотоксина в дозе 1 мг/кг [15], 0.8 мг/кг [17] или 0.83 мг/кг 
[16]. В наших исследованиях изменений показателей тревожности не обнаружено че-
рез 24 ч после введения ЛПС в меньшей дозе – 0.5 мг/кг. Исследование зависимости от-
вета тревожного поведения от дозы вводимого эндотоксина обычно проводили в пер-
вые несколько часов после введения. И если через 2 ч все дозы ЛПС (0.25, 0.5 и 1 мг/кг) 
достоверно снижали у крыс процент входов в открытые рукава [21], то через 3 ч такой 
эффект был обнаружен от дозы 0.5 мг/кг, но не 0.01, 0.05 или 0.2 мг/кг [22]. Измене-
ния тревожного поведения через 2 и 3 ч после дозы 0.5 мг/кг, в отличие от отсутствия 
эффекта от такой дозы в  нашем исследовании, проведенном через сутки, очевидно, 
связано с развитием «болезненного» состояния в первые часы после введения.

Хотя длительные, в течение двух и более недель, повторные введения ЛПС в неэффек-
тивной через сутки дозе в 0.5 мг/кг приводили к стойкому увеличению тревожности [23, 
24], применение менее продолжительных, всего в течение недели, повторных введений 
эндотоксина в этой же дозе не повлияло на тревожное поведение животных, оцененное 
через сутки после последнего введения. Сходное отсутствие различий по уровню тревож-
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Рис. 4. Корреляции между уровнями ИЛ‑1бета в плазме крови и поведенческими параметрами в тесте ПКЛ 
через сутки после введения ЛПС: (а) – числом вставаний на задние лапы; (b) – пройденным расстоянием 
в закрытых рукавах; (с) – общим пройденным расстоянием в открытых и закрытых рукавах; (d) – процентом 
входов в открытые рукава.
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ности между контрольными животными и животными, получавшими ежедневные в тече-
ние четырех дней инъекции ЛПС в дозе 1 мг/кг, через сутки после последнего введения 
было обнаружено ранее в тесте темно-светлая камера (light-dark test) [25]. Отсутствие по-
веденческих эффектов после повторяющихся введений эндотоксина может быть результа-
том развития к нему резистентности, например, за счет обнаруженного ранее адаптивного 
увеличения экспрессий мозгового нейротрофического фактора BDNF и антиапоптозного 
белка Bcl-xl в разных отделах мозга крыс после внутрибрюшинного введения ЛПС [26].

Повышенная тревожность в тесте ПКЛ после однократного введения ЛПС отмеча-
лась у мышей и на второй день после дозы 1 мг/кг [18]. В нашей работе поведенческие 
изменения у крыс после введения ЛПС в дозе 5 мг/кг были полностью нивелированы 
на 7-й день. Эти результаты согласуются с полученными ранее на крысах данными, где 
через 7 дней после введения ЛПС в дозе 5 мг/кг также не было обнаружено отличий от 
контрольных животных по уровню тревожности в тесте ПКЛ [27].

Наиболее распространенным ответом на введение ЛПС является угнетение двига-
тельной активности. Это угнетение, обнаруженное в ПКЛ через 24 ч после однократ-
ного введения ЛПС в дозах 0.5 и 5 мг/кг, согласуется с данными других исследовате-
лей, наблюдавших подобный эффект, например, в тесте открытого поля у мышей через 
сутки после введения ЛПС в дозе 0.83 мг/кг [28].

Механизмы индукции эндотоксином поведенческих ответов могут включать уве-
личение экспрессии провоспалительных цитокинов. В сыворотке и префронтальной 
коре самцов мышей через сутки после однократного введения ЛПС (0.83 мг/кг) им-
муноферментным методом было обнаружено увеличение уровней провоспалительных 
цитокинов, таких как ИЛ‑1бета, ИЛ‑6 и ФНО-альфа [11]. Измененные уровни перифе-
рических цитокинов, в том числе и ИЛ‑1бета [29, 12], как правило, быстро, в зависимо-
сти от дозы введенного эндотоксина, нормализуются. В нашей работе уровень ИЛ‑1бе-
та в плазме крови, повышенный через сутки после однократного введения ЛПС, не 
отличался от контроля через неделю как после однократной, так и после повторных 
инъекций в течение этого периода. В части последствий повторных введений следует 
отметить сходство наших результатов с  некоторыми результатами предшествующих 
исследований. В  этих исследованиях уровень ИЛ‑1бета после окончания введения 
крысам ЛПС в дозах 1 или 2 мг/кг ежедневно в течение 7 дней не отличался от конт-
роля [30]. В отличие от периферии в центральной нервной системе вызванные эндо-
токсином изменения могут сохраняться более длительное время, например, и через 26 
дней после внутрижелудочкового введения [13], что объясняет повышенный интерес 
в  связи с  поведенческими эффектами преимущественно к  центральным цитокинам. 
В разных работах повышению тревожного поведения через сутки сопутствовало уве-
личение уровня цитокина в базолатеральной миндалине [16] или экспрессии его гена 
в гиппокампе [15, 17] и префронтальной коре [15]. Увеличение уровня белка и мРНК 
ИЛ‑1бета в гиппокампе обнаруживалось у мышей вместе с повышенной тревожнос
тью и через 2 суток после введения [18]. Подавление экспрессии гена этого цитоки-
на в гиппокампе мышей значительно ослабляло у животных тревожность, оцененную 
в тесте открытого поля через сутки после введения ЛПС в дозе1 мг/кг [14].

Вызываемое эндотоксином транзиторное увеличение периферических уровней 
ИЛ‑1бета, по-видимому, не столь важно для изменения тревожности, как для двигательной 
активности, что подтверждается отсутствием выявленных в нашей работе достоверных 
корреляций со значениями ассоциированных с повышенной тревожностью поведенческих 
показателей. На наличие же взаимосвязи между угнетением двигательной активности 
и повышением уровня ИЛ‑1бета указывает выявленная впервые достоверная отрицатель-
ная корреляция между значениями этих параметров через сутки после введения ЛПС.

Таким образом, полученные результаты указывают на участие индуцированного 
ЛПС повышения содержания ИЛ‑1бета, прежде всего, в  транзиторном угнетающем 
влиянии эндотоксина на двигательную активность.
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Analysis of Correlations Between Behavioral Parameters in the Elevated Plus Maze 
and the Levels of Interleukin‑1beta in Blood Plasma in Rats
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Peripheral cytokines may influence psychoemotional behavior, but the role of 
interleukin‑1beta (IL‑1beta) in altering anxiety and motor activity in response to 
inflammatory activation remains unclear. To clarify this issue, correlations between 
behavioral parameters in the elevated plus maze (EPM) test and plasma levels of IL‑1beta 
after administration of the proinflammatory stimulus lipopolysaccharide (LPS) in different 
modes were analyzed in adult male rats. LPS in doses of 0.5 or 5 mg/kg, as well as 
physiological solution (control), were administered to rats intraperitoneally. The most 
pronounced behavioral effect 24 hours after a single injection was an endotoxin dose-
dependent inhibition of the animals’ motor activity. After a dose of 5 mg/kg, increased 
anxious behavior was also noted every other day. The behavioral changes caused by the 
high dose of endotoxin were completely normalized after a week. The behavior of the 
animals one day after the end of repeated injections of LPS at a lower dose for a week (0.5 
mg/kg; once every two days) also did not differ from the control. The inhibition of motor 
activity after LPS could be due to an increase in the level of IL‑1beta in the blood plasma, 
as indicated by the identified significant negative correlations between IL‑1beta and the 
corresponding behavioral parameters. No significant correlation was found between the 
peripheral level of IL‑1beta and such a classic indicator of anxiety as the percentage of 
entries into the open arms of the maze. In general, the obtained results allow us to conclude 
that IL‑1beta is an undoubted participant in the mechanism of the transient inhibitory effect 
of LPS on motor activity.

Keywords: lipopolysaccharide, proinflammatory cytokines, interleukin‑1beta, 
inflammation, anxiety, motor activity
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Трудности в обучении – достаточно частое сопутствующее осложнение пациентов 
с  диагнозом «эпилепсия». Взаимосвязь предрасположенности к  эпилепсии и  спо-
собности к  обучению представляется важной проблемой. В  работе стояла задача 
проанализировать, как различается способность к  обучению у  крыс с  различной 
предрасположенностью к  рефлекторной аудиогенной эпилепсии (АЭ). Оценивали 
успешность формирования навыка условно-рефлекторной реакции активного избе-
гания (УРАИ) в челночной камере у крыс 3 линий. Это были крысы, предрасполо-
женные к аудиогенной эпилепсии – линия Крушинского-Молодкиной (КМ), линия 
«4» (селектированная из популяции F2 гибридов линии КМ и  нечувствительных 
к  звуку Вистар) и крысы линии «0», селектированные на отсутствие аудиогенной 
эпилепсии из той же популяции (т. е. эти линии, диаметрально отличаются по пред-
расположенности к аудиогенной эпилепсии, но имеют сходный генетический фон). 
Обучение проводилось непрерывно в течение 5 дней (20 предъявлений в день). Экс-
перименты показали достоверно более успешное усвоение данного навыка у крыс 
линии «0»: суммарно за 5 дней обучения УРАИ критерия обученности (70% УРАИ 
в день) достигли 75% животных. Показатели линии «4» были промежуточными – 
41.7%, и только 1 из 12 крыс линии КМ (8.3%) обучилась по данному протоколу. 
Таким образом, удалось выявить более успешное обучение у крыс, селектированных 
на отсутствие судорог в ответ на сильный звук (линия «0») по сравнению с крысами 
линий КМ и «4» (демонстрирующих тонические судороги максимальной интенсив-
ности в ответ на звуковую стимуляцию). Наиболее слабое усвоение навыка выявле-
но у линии КМ, селекция которой на предрасположенность к аудиогенной эпилеп-
сии была значительно более длительной, чем у крыс линии «4».

Ключевые слова: аудиогенная эпилепсия, линия Крушинского–Молодкиной, линия 
«0», линия «4», крысы, условный рефлекс активного избегания, межсигнальные ре-
акции

DOI: 10.31857/S0869813924070071, EDN: BDQFQH

Принятые сокращения: АЭ – аудиогенная эпилепсия; КМ – крысы линии Кру-
шинского-Молодкиной; УРАИ – условная реакция активного избегания; УС – услов-
ный стимул; БС – безусловный стимул; ЛП – латентный период; МСР – межсигнальные 
реакции.
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Аудиогенная эпилепсия (АЭ) грызунов – феномен, описанный впервые более 
100  лет назад, по-прежнему требует внимания нейрофизиологов, поскольку линии 
животных с высокой предрасположенностью к АЭ – ценная модель для исследования 
эпилептогенеза [1]. Аномальную реакцию грызунов на сильный звук можно предполо-
жительно рассматривать как аномально усиленную видоспецифическую реакцию из-
бегания [2]. Следует отметить, что несмотря на большое число исследований механиз-
мов АЭ и реакций предрасположенных к АЭ животных на фармакологические агенты, 
четких данных о способности таких животных к обучению условно-рефлекторной ре-
акции избегания (УРАИ) удара электрического тока мало [3], хотя роль эпилептогенеза 
на обучаемость другим навыкам оценивается достаточно успешно, например, [4, 5]). 
Во многих исследованиях оценивают не особенности обучения предрасположенных 
к судорогам животных, а влияние собственно состояния после судорожных припад-
ков на обучаемость, например [6, 7]), при этом следует учитывать, что точный момент 
окончания судорожного припадка не всегда возможно определить.

Следует также отметить, что если в популяциях человека нарушения способности 
к обучению встречаются в 2–10% случаев, то у больных эпилепсией эта доля достигает 
25% [8, 9], что и определяет значимость подобных исследований.

Таким образом, особый интерес представляет анализ способности к  обучению 
у  крыс нескольких генетических групп с  различной предрасположенностью к  АЭ. 
Крысы линии Крушинского-Молодкиной (КМ) – старейшая в мире линия крыс, селек-
тированная на АЭ, с  максимальной экспрессивностью и  пенетрантностью признака 
среди аналогичных линий. К линии КМ есть «собственный контроль» со сходным ге-
нетическим фоном – это линии «0» и «4». Эти линии были селектированы на отсутст-
вие АЭ и на высокую предрасположенность к АЭ на основе популяции F2-гибридов от 
скрещивания крыс линии КМ с крысами аутбредной популяции Вистар (специально 
отобранными на отсутствие проявлений АЭ) [10]. Селекцию крыс этих новых линий 
начали около 15 лет назад, они имеют сходный генетический фон друг с другом и ча-
стично с линией КМ [11]. Отметим также, что линия КМ разводится независимо от 
исходной популяции Вистар, начиная с конца 1940 г., то есть более 70 лет. При селек-
ции крыс на отсутствие АЭ наибольшую «сложность» представляет выведение линии 
«0», поскольку полное отсутствие эпилептиформной реакции в ответ на действие звука 
обнаруживается в каждом поколении не более чем у 50% животных.

Задачей настоящего исследования было оценить показатели усвоения навыка УРАИ 
у крыс трех генотипов с различной предрасположенностью к АЭ – инбредной линии 
КМ, а также у крыс линий «0» и «4».

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные. В обеих сериях экспериментов, описанных в на-
стоящей работе, были использованы крысы-самцы трех линий – КМ (n  =  12), «4» 
(n = 12), и «0» (n = 12) в возрасте 6 месяцев. Животные содержались в клетках по 
6  особей; с  кормом (фирма Лаборатормкорм) и  водой ad lib, без предварительной 
процедуры хендлинга. Предрасположенность к АЭ оценивали в условных баллах по 
принятому стандарту [12] в 3-месячном возрасте. У крыс линий КМ и «4» чувстви-
тельность к звуку была максимальной (балл «4», тонические судороги всего тела и ко-
нечностей), в то время как у всех крыс линии «0», использованных в эксперименте, 
АЭ судорог не было [10].

Эксперименты по обучению УРАИ проводили у 6-месячных животных. В 1-й серии 
было использовано 12 крыс линии КМ, 10 крыс линии «4» и 12 крыс линии «0» (n = 
12), во второй – по 12 животных каждой из линий.
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Схема опыта: обучение УРАИ проводили в экспериментальной камере (60 х 30 х 
30 см) с двумя отделениями и электрифицированным полом. Условным стимулом (УС) 
было включение света (400 люкс, 1-я серия опытов) или звука (80 дБ, который не вы-
зывал судорог АЭ у крыс линий КМ и «4», 2-я серия опытов). Следует отметить, что 
судороги у крыс линий КМ и «4» провоцируются при громкости звука в 120 дБ. Без-
условным стимулом (БС) была подача электрического тока на решетчатый пол одной 
из половин экспериментальной камеры (сила тока около 0.6 мА).

Процедура формирования УРАИ: через 20–30 с после помещения животного в каме-
ру включали УС (изолированное действие 10 с), после чего включали БС (совместное 
с УС действие длилось 10 с). Переход крысы в безопасное отделение камеры выключало 
оба стимула. УРАИ считали выполненной, если животное переходило в безопасное отде-
ление до включения БС. Каждому животному давали 20 предъявлений в день с оценкой 
доли (в %) выполненных УРАИ и межсигнальных реакций (т. е. переходов в другой отсек 
в отсутствие стимулов). В первой серии обучение проводили 7 дней, во второй – 5 дней. 
Вручную фиксировали латентный период (ЛП) перехода крысы в безопасный отсек на 
УС и/или БС. Длительность межстимульного интервала составляла около 30 с. Экспери-
менты проводились ежедневно. Регистрировали также проявление не только УРАИ, но 
и «реакции избавления», когда животное переходило в безопасный отсек только в ответ 
на включение тока (в таких случаях их ЛП оказывалось больше 10 с).

Статистическая обработка данных. Использовалась программа GraphPad Prism 
8. 01 с применением двухфакторного ANOVA (факторы «день обучения» и «линия») 
с post hoc LSD анализом по Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1-я серия опытов. Поскольку результаты по успешности обучения УРАИ крыс трех 
линий в целом совпадают (с более успешным обучением крыс линии «0»), подробные 
данные по серии 1 не приводятся. Следует, однако, отметить важные различия в реак-
циях крыс, выявленные в двух сериях. В серии 1 крысы обеих линий за 7 дней обуче-
ния (УС – включение света) не достигли критерия обученности (75% УРАИ в опытный 
день), но было отмечено, что крысы линии «0» обучались более успешно. В то же вре-
мя в этой серии опытов был выявлен принципиально важный феномен – у пяти крыс 
линии КМ и одной крысы линии «4» во время межстимульного интервала наблюда-
лись клонические и/или тонические судорожные припадки по «аудиогенному» типу. 
Такие припадки происходили преимущественно в первые дни обучения (с 1-го по 3-й), 
но у одной крысы линии КМ они продолжались регулярно до 6-го дня обучения (при 
ежедневных экспериментах). Отметим, что этот феномен, выявленный только у чувст-
вительных к звуку крыс, наблюдался впервые.

2-я серия опытов. В данной серии УС служило включение звука. В каждый из пяти 
дней обучения ЛП перехода в противоположный отсек камеры был наибольшим у крыс 
линии КМ, а наименьшим – у крыс линии «0» (рис. 1). Если ЛП оказывался больше 10 
с, то это означало, что переход был совершен в ответ на включение тока (БС), если ЛП 
был короче 10 с, то это была реакция на УС (звук).

Двухфакторный ANOVA показателей ЛП перехода в безопасный отсек выявил до-
стоверное влияние фактора «линия» (F2,165 = 88.26, p < 0.001) и фактора «день обуче-
ния» (F4,165 = 34.91, p < 0.001). Различия в ЛП между показателями ЛП крыс линий КМ 
и «4» были недостоверными только в 3-и и 4-е дни обучения, тогда как в остальные 
дни у крыс линии «4» ЛП был достоверно короче, чем у КМ, что свидетельствует об 
их более эффективном усвоении навыка по сравнению с КМ. У крыс линии «0» во все 
дни обучения ЛП был высоко достоверно короче, чем у КМ и «4».

Основные показатели, отражающие обучаемость условной реакции активного избе-
гания – это сокращение числа реакций избавления (переходов в ответ на БС) и возраста-
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ние числа реакций избегания (переходов в ответ на УС); а также укорочение латентного 
периода этой реакции. Для оценки процесса обучения (перехода животного в безопасный 
отсек в ответ на УС) следует также проанализировать динамику проявлений межсигналь-
ных реакций (МСР), т. е. переходов в другой отсек камеры без получения УС и /или БС 
(т. е. в интервалах времени, когда ни УС, ни БС не подавали) (рис. 2). Экспрессия МСР 
отражает формирование у животного условно-рефлекторной реакции на «контекст», т. е. 
на обстановку теста. В данном исследовании долю МСР в ходе формирования УРАИ 
определяли как отношение числа проб, после которых были отмечены МСР, к общему 
числу проб в данный день (число проб – 20). Двухфакторный ANOVA данных по доле 
МСР выявил достоверное влияние фактора «линия», F2,165 = 32.62, p < 0.001, и фактора 
«день обучения», F4,165 = 58.34, p < 0.001. В 1- и 2-й дни обучения статистически значи-
мые межлинейные различия по доле МСР между тремя группами крыс отсутствовали, 
т. е. выполнение реакции «на контекст» было сходным. В 3- и 4-й дни у крыс КМ доля 
МСР была достоверно выше, чем у «0» (причем на 4-й день эта доля значимо отличалась 
и от показателя линии «4»). На 5-й день обучения у крыс «0» доля МСР была достоверно 
меньше, чем у КМ и «4», а наибольшая величина этого показателя была у КМ. ANOVA 
выявил различия и по фактору «линия» (F2,165 = 32.62, p < 0.001), и по фактору «день об-
учения» (F4,165 = 58.34, p < 0.001). В первый день обучения доли МСР (проявления при 20 
сочетаний УС – БС) у 3 линий не различались, а доли МСР у КМ vs «0» были достоверно 
разными, начиная с 3-го дня обучения (3-й день – p < 0.05, 4- и 5-й дни – p < 0.0001). 
Интересно отметить, что по этому показателю крысы линии «4» в 3–5-е дни обучения 
занимали «промежуточное положение» (рис. 2). У них было достоверно меньше МСР, 
чем у КМ (4-й и 5-й дни p < 0.001) и немного больше, чем у крыс линии «0» (5-й день – 
p < 0.05). МСР, т. е. условно-рефлекторные реакции на контекст были более четко выра-
жены у крыс линии КМ, а их угашение (как проявление ассоциативных способностей) 
протекало у них медленнее, чем у крыс «4» и «0».
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Рис. 1. Средние величины латентного периода. Ордината – с, среднее ± ошибка среднего перехода животного 
в безопасный отсек челночной камеры у крыс 3-й линии; абсцисса – дни опытов. Черные столбики – крысы 
линии КМ, красные – линии «0», синие – линии «4». *** – достоверные отличия от показателей линии «0», 
p < 0.001; # – достоверные отличия от показателей линии «4», p < 0.05, &, &&& – достоверные отличия от 
показателей линии «0», р < 0.05 и 0.001 соответственно (двухфакторный ANOVA, post hoc LSD по Тьюки).
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Рис.  2. Доли межсигнальных реакций при ежедневных сочетаниях условного и  безусловного стимулов 
у крыс 3 линий. Обозначения, как на рис. 1. Черные столбики – крысы линии КМ, красные – линии «0», 
синие – линии «4». *, *** – достоверные отличия от линии «0», p < 0.05 и 0.001 соответственно; ### – до-
стоверное отличие от линии «4», p < 0.001; & – достоверное отличие от линии «0», p < 0.05 (двухфакторный 
ANOVA с post hoc LSD по Тьюки).

Двухфакторный ANOVA (с post hoc LSD по Тьюки) для долей МСР выявил раз-
личия и по фактору «линия» (F2,165 = 32.62, p < 0.001), и по фактору «день обучения» 
(F4,165 = 58.34, p < 0.001). В 1- и 2-й дни обучения статистически значимые межлиней-
ные различия по доле МСР между тремя группами крыс отсутствовали. В 3–5-е дни 
у крыс КМ доля МСР была достоверно выше, чем у «0». На 5-й день обучения у крыс 
«0» доля МСР была достоверно меньше, чем у «4», а наибольшая величина этого по-
казателя была у КМ.

Реакция избегания – это переход животного в другую часть камеры в ответ на зву-
ковой сигнал. Кривые обучения (рис. 3) построены по долям этих реакций в каждый 
из дней обучения. Наибольшая доля (%) успешных реакций избегания во все дни об-
учения была у крыс линии «0», у крыс КМ увеличения этого показателя к пятому дню 
не произошло.

Двухфакторный ANOVA выявил достоверное влияние на данный признак фактора 
«линия» (F2,165 = 48.29, p < 0.001) и фактора «день обучения» (F4,165 = 39.10, p < 0.001). 
Рис. 3 показывает, что на 5-й день доля УРАИ была достоверно наименьшей у крыс КМ 
и наибольшей – у «0».

Суммарно за 5 дней обучения УРАИ критерия обученности (70% УРАИ в день) до-
стигли 9 из 12 крыс линии «0» (т. е. 75% животных), 5 из 12 крыс линии «4» (41.7%), 
и 1 из 12 крыс линии КМ (8.3%). Иными словами, крысы линии «0» обучались более 
успешно, чем крысы двух других линий. По тесту ȹ Фишера (оценка разности альтер-
нативных долей) в линии «0» было достоверно больше особей, достигших критерия 
обученности, чем в линии КМ (р < 0.001) и чем в линии «4» (тенденция). У крыс КМ 
показатели обученности были самыми низкими (по этому показателю они достоверно 
отличались и от линии «4», р < 0.05).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, несмотря на различия в динамике формирования УРАИ, данные двух 
серий экспериментов дали в целом сходные результаты – обучение УРАИ у крыс линии 
«0» было более результативным, чем у крыс КМ и «4», что можно считать четко установ-
ленным фактом. То обстоятельство, что в 1-й серии опытов у крыс КМ в межсигнальных 
интервалах обнаруживались судорожные припадки, тогда как во 2-й серии этот феномен 
отсутствовал, можно отнести за счет эпигенетических эффектов, связанных с высокой 
инбредностью крыс КМ [13]. Мы не можем не учитывать также, что использование в 1-й 
серии опытов включения света в качестве УС могло иметь провоцирующее влияние на 
развитие судорог по типу АЭ (новый тип стимуляции, вызвавшей активацию поведения). 

Следует также отметить, что несмотря на высокую интенсивность припадков АЭ 
У крыс линии «4» (тестированных за 3 месяца до настоящих экспериментов), не отли-
чавшуюся от таковой линии КМ, их обучаемость УРАИ была несколько выше, чем у КМ. 
Это можно объяснить тем, что у линий «0» и «4» общий генетический фон был более 
сходным, чем генетический фон КМ. Иными словами, эти данные лишний раз подчерки-
вают важность учета полигенного определения АЭ у крыс и феномена влияния генети-
ческой предрасположенности к АЭ на формирование условно-рефлекторной защитной 
реакции у крыс заслуживает дальнейшего анализа.

Динамика ЛП перехода в безопасный отсек по дням обучения также свидетельствует 
о более быстрой реакции крыс линии «0» даже в первый день обучения, когда у многих 
животных преобладали реакции избавления (т. е. реакции на подачу тока, а не на УС). 
Эти данные позволяют говорить о более успешной адаптации крыс «0» к условиям сре-
ды по сравнению с КМ и «4» – т. е. о торможении у них реакции на «контекст» и разви-
тием реакции на УС. В литературе по обучению крыс конкретно условно-рефлекторным 
реакциям на удар тока этот аспект обучаемости анализируется мало, поскольку основное 
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Рис.  3. Кривые обучения УРАИ крыс 3 линий. Ордината – доли УРАИ от 20 предъявлений сочетания  
УС-БС, %), по оси абсцисс- дни опытов. *** – достоверность отличия от показателей линии КМ, p < 0.001, 
# – достоверность отличия показателей линии КМ от линии «4» &. &&& – достоверность отличия показате-
лей линии «4» от таковых линии «0» (двухфакторный ANOVA, post hoc LSD тест по Тьюки).



1164 СУРИНА и др. 

внимание авторы уделяют динамике торможения контекстуальных реакций с использо-
ванием преимущественно односторонней реакции избегания и оценкой роли структур 
переднего мозга в экспрессии этих признаков [14]. Следует упомянуть, что ранее были 
проведены сходные эксперименты по сравнению обучаемости УРАИ у крыс КМ и крыс 
линии «0», но первичные данные по ним утеряны. Однако более успешная обучаемость 
крыс линии «0» была обнаружена и в том исследовании.

Проблему предрасположенности к АЭ следует рассматривать отдельно от влияния 
собственно судорог на обучаемость, поскольку генетическая предрасположенность 
к АЭ связана с особенностями генома и транскриптома животных соответствующих 
генотипов [15–17].

Формирование УРАИ у крыс бразильской линии Wistar Audiogenic Rat (WAR) [18] так-
же показало, что они обучались значительно менее успешно, чем контрольная исходная 
популяция Вистар. Это сопоставимо с данными, полученными в представленном иссле-
довании. У крыс GEPR (предрасположенных к АЭ, выведенных из популяции Sprague-
Dowley) было продемонстрировано менее успешное обучение (но не УРАИ, как таковой) 
[19]. Можно предположить, что у крыс с предрасположенностью к АЭ особенности фор-
мирования стресс-реакции на серийное болевое раздражение влияют и на ассоциативные 
процессы. Но, как показано в представленной работе, у крыс КМ и «4» реакции на кон-
текст (т. е. межсигнальные реакции) формируются достаточно успешно. Возможно, что 
существенную роль в различиях по формированию УРАИ играют особенности развития 
стресс-реакции. Уровень кортикостерона в плазме крови у крыс линии «0» в фоне (т. е. 
без действия звука) был значимо выше, чем у крыс КМ [20]. Возможно, что особенно-
сти стрессорной реакции линии «0», сформировавшиеся в ходе отбора на отсутствие АЭ, 
и были тем фактором, который обусловил преимущество крыс «0» в выработке УРАИ. 
Следует также отметить, что действие звука, не вызывающее судорог у крыс «0» и Ви-
стар, не сопровождается подъёмом уровня кортикостерона, в то время как у крыс линии 
КМ через 30 мин после судорог такой подъем происходит [20]. Можно предположить, 
что действие звука per se не вызывает стресс-реакции. Однако в целом связь обучаемости 
УРАИ и АЭ остается важной проблемой для патофизиологии. Ранее мы привели ряд дока-
зательств того, что феномен АЭ может быть следствием наличия у грызунов врожденной 
интенсивной реакции избегания сильных звуков [2], что также следует рассматривать при 
оценке обнаруженных особенностей обучению УРАИ в настоящем исследовании.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эксперименты с крысами трех линий по выработке реакции активного избегания 
удара электрического тока в челночной камере позволили выявить более успешное об-
учение у крыс линии «0» (селектированной на отсутствие судорог в ответ на сильный 
звук) по сравнению с крысами линий КМ и «4», у которых действие интенсивной зву-
ковой стимуляции вызывает тонические судороги максимальной интенсивности.
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Active Avoidance Learning in Rats with Different Audiogenic Epilepsy Proneness

N. М. Surinaa, *, S. N. Kondratovaa, G. М. Nikolaeva, I. B. Fedotovaa, and I. I. Poletaevaa

aLomonosov Moscow State University, Мoscow, Russia
*e-mail: Opera_ghost@inbox.ru

The success of the formation of the conditioned reflex reaction of two-way avoidance in 
the shuttle chamber in rats of 3 strains was evaluated. These were rats predisposed to au-
diogenic epilepsy – the Krushinsky-Molodkina strain rats (KM), "4" strain (selected from 
a population of F2 hybrids of the KM strain and sound-insensitive Wistars) and rats of 
"0" strain, selected for the absence of audiogenic epilepsy from the same population (i. e. 
these strains, diametrically different in audiogenic epilepsy proneness, possessing a similar 
genetic background). Experiments have shown significantly more successful assimilation 
of this skill in rats of the "0" strain.

Кeywords: audiogenic epilepsy, Krushinsky-Molodkina strain rats, "0" strain, "4" strain, 
rats, active avoidance learning, inter-signal reactions
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Неинвазивное исследование реологических свойств крови является актуальной, но до-
статочно сложной задачей. При отклонениях значений системной вязкости крови и ге-
матокрита изменяются показатели кровотока в разных звеньях микроциркуляторного 
русла (МЦР). Цель – изучение характеристик кровотока в МЦР кожи крыс, получае-
мых методом высокочастотной ультразвуковой допплерографии (ВУЗД) при заданных 
изменениях реологических параметров крови. Исследования проводили на половоз-
релых самцах крыс сток Wistar. Cформированы 3 экспериментальные группы. Группа 
1 (n = 21) «Гемодилюция» – вязкость (η) 1.99 ± 0.02 мПа*с, гематокрит (Ht) 31.48 ± 
0.31%. Группа 2 (n = 32) «Норма» – животные с неизмененными значениями крови – η 
2.84 ± 0.03 мПа*с, Ht 41.60 ± 0.3%. Группа 3 (n = 32) «Эритроцитоз» – η 3.95 ± 0.04 
мПа*с, Ht 54.56 ± 0.23%. Исследование динамической вязкости крови in vitro прово-
дились на вибрационном вискозиметре. Для оценки гематокрита гепаринизированную 
цельную кровь центрифугировали в стеклянных капиллярах при помощи центрифуги. 
Измерение кровотока в МЦР кожи крыс в области левого бедра проводили методом 
ВУЗД с помощью аппаратно-программного комплекса «Минимакс-Допплер-К», уль-
тразвуковым датчиком с частотой 20 МГц. Статистический анализ показал коррект-
ность выполнения моделей. Показатели крови животных трех групп статистически 
достоверно различались по значениям η крови и Ht. Для определения зависимостей 
между реологическими показателями крови и характеристиками скорости кровотока 
в  МЦР был применен дискриминантный анализ. К  наиболее значимым характери-
стикам кровотока, которые варьируются в зависимости от измененного состава кро-
ви, относятся: средняя систолическая скорость Vas (р < 0.01), средняя скорость Vam 
(р < 0.001), средняя объемная скорость Qam (р < 0.001), индекс сопротивления сосудов 
RI (р < 0.01) и процентное содержание клеток крови, движущихся в диапазоне низ-
кой скорости Н' (р = 0.03). Проверка достоверности выбранных характеристик с ис-
пользованием однофакторного дисперсионного анализа подтвердила их значимость 
в определении принадлежности к 3 исследуемым группам по данным ВУЗД. На осно-
ве данного анализа сформированы классификационные функции для неинвазивного 
определения динамической вязкости крови по данным ВУЗ допплерогрографии.

Ключевые слова: кровь, гемореология, вязкость крови, гематокрит, микроциркуля-
ция, ультразвуковое исследование
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ВВЕДЕНИЕ

Реологические свойства крови, ее форменных элементов, оказывают существенное вли-
яние на эффективность кровотока в микроциркуляторном русле (МЦР) [1]. В наибольшей 
степени это проявляется в капиллярах, диаметр которых соизмерим с диаметром формен-
ных элементов крови. Неинвазивное исследование реологических свойств крови является 
актуальной, но достаточно сложной задачей. Для ее решения, в настоящее время, применя-
ют, главным образом, светооптические [2–4] либо кондуктометрические [5] методы.

Одним из неинвазивных методов исследования МЦР является также высокочастотная 
ультразвуковая допплерография (ВУЗД). Метод основан на эффекте Допплера – то есть 
сдвиге частоты сигнала после отражения от движущегося объекта, что позволяет полу-
чить характеристики кровотока в абсолютных значениях. При исследовании МЦР такими 
движущимися объектами являются форменные элементы крови.

Ранее авторами была проведена оценка возможности определения реологических 
свойств крови с помощью ВУЗД на физической модели «Имитаторе МЦР». В ходе ис-
следования показано, что с помощью данного метода возможно определять влияние ма-
крореологических свойств крови на скорость кровотока в системе микроциркуляции [6].

Можно предположить, что при заданных изменениях вязкости крови и гематокрита 
будут изменяться как характеристики кровотока в разных звеньях МЦР, так и распреде-
ление форменных элементов по скорости движения, указывая на связь с реологическими 
свойствами. Для проверки этой гипотезы были изучены характеристики кровотока, по-
лучаемые методом ВУЗД при заданных изменениях параметров крови, влияющих на ее 
реологические свойства.

Целью данной работы являлось изучение характеристик кровотока в МЦР кожи крыс, 
получаемых методом ВУЗД при заданных изменениях реологических параметров крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Исследования проводили на самцах крыс сток Wistar массой 350–400 г (Петербург-

ский институт ядерной физики им. Б. П. Константинова (НИЦ Курчатовский инсти-
тут – ПИЯФ), Питомник лабораторных животных «Рапполово»).

Животные содержались при неограниченном потреблении стандартного корма 
К‑120 («Информ-корм», Россия) и воды при фиксированном световом режиме 12.00: 
12.00 ч (свет: темнота). Температура поддерживалась в пределах 22–25 °C, относитель-
ная влажность – 50–70%. Длительность карантина составляла 14 дней.

Все манипуляции, связанные с фиксацией животных, и инвазивными воздействия-
ми проводились под наркозом. Животных наркотизировали свежеприготовленной сме-
сью препаратов:

•	 золетил 100 («VIRBAC», Франция) – 1 мл;
•	 ксилазин гидрохлорид 2% («De Adelaar» B.V., Нидерланды) – 1 мл;
•	 0.9%-ный стерильный раствор хлорида натрия – 1 мл.
Препараты вводили внутримышечно, в заднюю поверхность бедра, в дозе 0.8 мл/кг. 

Забор крови для исследования проводили из яремной, бедренной и задней полой вены. 
В качестве стабилизатора использовали гепарин 50 МЕ/мл (9:1).

После окончания эксперимента, (не выводя из наркоза) крыс подвергали эвтаназии.

Экспериментальные модели
Были сформированы 3 экспериментальные группы.
Группа 1 (n = 21) «Гемодилюция». У подопытных крыс производили взятие крови 

из бедренной вены в таком объеме, чтобы расчетный гематокрит после заместительно-
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го введения физиологического раствора составил 30%, после чего сразу внутривенно 
(через ту же иглу) вводили подогретый до 37 °C физиологический раствор в объеме 
взятой крови. Исследование микроциркуляции проводили через 15 мин после инфу-
зии. Сразу после этого забирали кровь для исследования вязкости и  гематокрита из 
абдоминального сегмента задней полой вены.

Необходимый объём замещаемой крови (V, мл) рассчитывали [7], исходя из объёма 
циркулирующей крови (BV, мл), массы тела крысы (BW, г), объема клеточной массы 
(CV, мл) при заданном уровне гематокрита (Ht, %):

BV = 0.06 * BW + 0.77 (мл),� (1)

CVHt = (BV / 100) * Ht (мл),� (2)

V = (CVHt0 – CVHt1) / Ht0 *100 (мл),� (3)

где: Ht0 – исходный уровень гематокрита, Ht1 – уровень гематокрита, который тре-
буется достичь для реализации модели.

Если масса тела крысы составляет 250 г, то согласно (1):
BV = 0.06 * 250 + 0.77 = 15.77 (мл).
При гематокрите 40% объём клеточной массы составит, согласно (2), CV40% = 6.31 мл, 

а при гематокрите 30% – CV30% = 4.73 мл.
Следовательно, для снижения гематокрита с 40% до 30% нужно было произвести 

взятие объема крови, согласно (3), в размере 3.95 мл.
Контрольное измерение гематокрита у каждой из крыс, выполненное после иссле-

дования микроциркуляции, показало, что гематокрит близок к расчётному (30%).
Группа 2 (n  = 32) «Норма». Интактные животные с  неизмененными значениями 

динамической вязкости крови и уровнем гематокрита.
Группа 3 (n = 32) «Эритроцитоз». Для получения эритоцитоза производили взятие 

крови из задней полой вены у крысы-донора в объёме 8 мл с последующим центри-
фугированием (об/мин – 3000; время центрифугирования – 5 мин), отделяли плазму 
и определяли гематокрит в осадке форменных элементов.

У крысы-реципиента производили взятие крови из бедренной вены, после чего сра-
зу внутривенно (через ту же иглу) вводили клеточную массу крыс-доноров в объеме 
взятой крови. Необходимый объем рассчитывали таким образом, чтобы гематокрит 
составил 60%. Через 15 мин после введения осадка проводили измерение кровото-
ка у крысы-реципиента. Сразу после этого забирали кровь для исследования вязкости 
и гематокрита из абдоминального сегмента задней полой вены.

Необходимый объём замещаемой крови рассчитывали на основании формул (1) – 
(3). При гематокрите 60% объём клеточной массы, согласно (2), составит CV60% = 9.46 
мл. Разница между объемом клеточной массы при уровне гематокрита 40% и 60% со-
ставляет 3.15 мл.

После центрифугирования крови крысы-донора получали клеточную массу с гема-
токритом 85–95%. Расчет замещаемого объема крови для реализации модели с гема-
токритом 60% проведен согласно выражению (3) с учетом гематокрита в полученной 
клеточной массе:

V = (CV60% – CV40%) / Ht90% *100 (мл)� (4)

Таким образом, согласно (4), для получения модели «Эритроцитоз» необходимо 
было заменить эритроцитарной массой 3.5 мл крови у каждого животного.

Контрольное измерение гематокрита после исследования микроциркуляции пока-
зало, что гематокрит у экспериментальных животных близок к расчётным значениям 
(60%).
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Измерение показателей микроциркуляции кожи крыс
Измерение кровотока в  МЦР кожи крыс проводили методом ВУЗД с  помощью 

ультразвукового диагностического аппаратно-программного комплекса (АПК) «Ми-
нимакс-Допплер-К» (ООО «СП-Минимакс», Россия). Наркотизированных крыс по-
мещали на термостатируемый столик Physitemp TCAT‑2LV с  ректальным датчиком 
температуры для контроля и  поддержания постоянной температуры тела животных 
в период проведения эксперимента. В течение эксперимента ректальная температура 
составляла – 37.3 ± 0.2 °C. Перед проведением измерений кожу крыс в области левого 
бедра механически очищали от шерсти.

Измерения преимущественно капиллярного наполнения сосудов МЦР проводили 
в режиме работы прибора «Минимакс-Допплер-К» – «микро». Ультразвуковой датчик 
с  рабочей частотой 20 МГц, установленный на регулируемом штативе, располагали 
под углом 60º по отношению к коже. Для обеспечения акустического контакта между 
ультразвуковым датчиком и исследуемым участком использовали гель «Аквагель» для 
ультразвука (ООО «Десмо», Россия).

При записи сигнала проводили качественный анализ (визуально) допплерограммы 
в  режиме реального времени. Все расчеты выполняются автоматически в  програм-
мном обеспечении допплерографа. Полный перечень количественных характеристик 
кровотока представлен в табл. 1. Исследование скорости кровотока в МЦР у каждого 
животного проводилась трехкратно.

Таблица 1. Количественные характеристики кровотока, автоматически рассчитываемые 
программным обеспечениемдопплерографа

Обозначение, единицы измерения Наименование

Vs, см/с максимальная систолическая скорость

Vas, см/с средняя систолическая скорость

Vm, см/с средняя скорость по кривой максимальной скорости

Vam, см/с средняя скорость

Vad, см/с средняя диастолическая скорость

Vakd, см/с конечная диастолическая скорость

Qs, мл/мин объемная систолическая скорость

Qas, мл/мин объемная средняя систолическая скорость

Qam, мл/мин объемная средняя скорость

PI индекс тонуса сосудов (Гослинга)

RI индекс сопротивления сосудов (Пурсело)

Проводился анализ гистограмм распределения клеток крови (ГРКК) по скоростям. 
Гистограмма представлена на экране прибора после автоматической обработки спект-
ральных характеристик сигнала и описывает распределение частиц по скоростям в ис-
следуемом объеме ткани. Каждый из столбиков гистограммы обозначает долю клеток 
крови в  определенном диапазоне скоростей по отношению ко всем клеткам крови, 
принятым за 100%, где верхняя граница – это текущее значение Vs. В гистограмме обо-
значается количество клеток крови в: L – количество клеток крови в диапазоне низких 
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скоростей (от 0 до 0.25 * Vs), ML – количество клеток крови в диапазоне средненизких 
скоростей (от 0.25 * Vs до 0.5 * Vs), MH – количество клеток крови в диапазоне средне-
высоких скоростей (от 0.5 * Vs до 0.75 * Vs), H – количество клеток крови в диапазоне 
высоких скоростей (от 0.75 * Vs до Vs).

Показано, что при распределении клеток крови по скоростям в каждом из диапа-
зонов скоростей присутствуют различные гидродинамические механизмы, поэтому 
ГРКК по скоростям потенциально значима для методики неинвазивного исследования 
реологических свойств крови.

Измерение относительной вязкости крови
Исследование динамической вязкости крови in vitro проводились на вибрационном 

вискозиметре SV‑1A (AND, Япония). Каждый раз перед определением вязкости опыт-
ного образца производили калибровку прибора по дистиллированной воде контроли-
руемой температуры (36 ºС).

Для исследования цельную гепаринизированную кровь объемом 2 мл, полученную 
из задней полой вены наркотизированной крысы, помещали в  одноразовую пласти-
ковую пробирку объемом 5 мл (Eppendorf Austria GmbH, Австрия). Затем пробирку 
помещали на предметный столик в  специальное крепление, которое устанавлива-
лось в  водяную «рубашку». Водяную «рубашку» при помощи силиконовых трубок 
с внутренним диаметром 8 мм подключали к термостатирующей прецизионной бане 
LB‑216 (АО «Лабораторное Оборудование и Приборы», Россия) с точностью поддер-
жания температуры 37.0 ± 0.1 °C, что обеспечивало высокую точность поддержания 
температуры объектов внешнего контура. В качестве теплоносителя использовали ди-
стиллированную воду. Пространство между пробиркой и внутренними стенками «ру-
башки» также заполняли теплоносителем. Температуру устанавливали 38 ºС, что обес-
печивало сравнительно быстрый нагрев образца без риска термического повреждения 
белковых структур. Сенсорные пластины погружали в образец таким образом, чтобы 
уровень поверхности образца находился на уровне центра узкой части пластин, между 
треугольными метками, и пластины были в центре пробирки. Так как кровь непрозрач-
ная жидкость, для точной регулировки положения пластин относительно уровня крови 
использовали ограничитель и стандартный объем (2 мл). Далее по достижении тем-
пературы образца 35 ºС производили серию измерений, выключив водяную баня для 
исключения дополнительной вибрации. Таким образом, температура образца при из-
мерении составляла 35–35.5 ºС.

Для быстрой оценки гематокрита, а также для образцов с гематокритом более 55% 
70 мкл гепаринизированной цельной крови, полученный, как описано выше, центри-
фугировали при помощи центрифуги Армед SH120–1S (Китай) в стеклянных капилля-
рах (об/мин – 7000; время центрифугирования – 5 мин). Оценивали гематокрит с уче-
том оседания столбика форменных элементов при помощи карточного гематокритного 
ридера.

Статистическая обработка данных
Обработка данных проводилась в 2 этапа. На первом этапе оценивали качество реали-

зованных моделей (наличие статистически достоверных различий между значениями ди-
намической вязкости крови и гематокрита между группами) и различия между группами 
по данным ВУЗД. Для этого использовали непараметрический критерий Манна-Уитни 
для несвязных групп с принятым уровнем значимости р < 0.05. На втором этапе проводи-
ли статистический анализ характеристик, зарегистрированных ВУЗ допплерографом при 
измененной вязкости крови. Для этого при помощи линейного дискриминантного ана-
лиза с последовательным включением показателей выявляли наиболее значимые харак-
теристики для совокупности трех групп. При помощи однофакторного дисперсионного 
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анализа с принятым уровнем значимости р < 0.05 выявляли значимость различий этих 
характеристик. Расчеты выполнены в пакете прикладных программ STATISTICA 13.0. 
В статье данные представлены как среднее и стандартная ошибка среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичный статистический анализ показал корректность выполнения моделей. По-
казатели крови животных всех трех групп статистически достоверно различались как 
по значению динамической вязкости крови, так и по уровню гематокрита (табл. 2).

Таблица 2. Гемореологические показатели крови крыс различных групп

Группа крыс Относительный коэффициент 
вязкости, мПа*с

Гематокрит, %

группа 1 «Гемодилюция» 1.99 ± 0.02, р < 0.001 31.48 ± 0.31, р < 0.001
группа 2«Норма» 2.84 ± 0.03 41.6 ± 0.3
группа 3 «Эритроцитоз» 3.95 ± 0.04, р < 0.001 54.56 ± 0.23, р < 0.001

Различия представлены относительно группы 2 «Норма»

В  табл.  3 представлены характеристики кровотока в  МЦР кожи крыс группы 2 
(«Норма») по данным ВУЗД, с которой проводили сравнение показателей кровотока 
у групп с измененными реологическими показателями крови. Поскольку исследование 
скорости кровотока в МЦР у каждого животного проводилась трехкратно, далее пока-
затель (n) в группах указывает на количество проведенных измерений.

Таблица 3. Характеристики кровотока в МЦР в группе «Норма» (n = 96)

Показатель, единицы измерения значение (M ± SEM)

L', % 44.28 ± 2.59
ML', % 38.51 ± 1.74
MH', % 9.98 ± 1.12
H', % 7.26 ± 2.09
Vs, см/с 1.05 ± 0.04
Vas, см/с 0.27 ± 0.01
Vm, см/с 0.25 ± 0.02
Vam, см/с 0.09 ± 0.01
Vad, см/с 0.13 ± 0.01
Vakd, см/с 0.1 ± 0.01
Qs, мл/мин 0.82 ± 0.03
Qas, мл/мин 0.21 ± 0.01
Qam, мл/мин 0.11 ± 0.01
PI 3.67 ± 0.33
RI 0.88 ± 0.02
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В группе «Гемодилюция» (n = 63) были статистически значимо выше, чем в груп-
пе «Норма» следующие характеристики кровотока: Vas (0.35 ± 0.02  см/с, Z = –2.64, 
р < 0.01), Qas (0.27 ± 0.01 мл/мин, Z = –2.64, р < 0.01).

В группе с модельным «Эритроцитозом» (n = 96) кровоток характеризовался более 
высокими скоростями во всех звеньях МЦР: Vas (0.37 ± 0.03 см/с, Z = –4.96, р < 0.001), 
Vam (0.13 ± 0.01 см/с, Z = –3.93, р < 0.001), Vakd (0.14 ± 0.01 см/с, Z = –3.41, р < 0.001), 
Qas (0.29 ± 0.01 мл/мин, Z = –4.96, р < 0.001), PI (4.12 ± 0.3, Z = –2.37, р = 0.02), 
RI  (0.96 ± 0.01, Z = –3.52, р < 0.001) и более низким значением Vad  (0.1 ± 0.11 см/с, 
Z = 2.68, р < 0.01).

Таким образом, взаимосвязь гемореологии и микроциркуляции находит свое отра-
жение в исследованиях с использованием ВУЗД.

Получаемые после проведения ВУЗД значения ГРКК по скоростям являются за-
висимыми от значения Vs в каждом измерении. Поэтому потребовалось приведение 
всех относительных значений ГРКК к единой абсолютной шкале для всех измерений, 
выполненных на животных всех модельных групп. За основу были приняты данные 
группы 2 («Норма»). В качестве верхней фиксированной границы принималось макси-
мальное значение показателя Vs в данной выборке, которое соответствовало 1.6 см/с. 
Пересчет значений был проведен в разработанном на основе MS excel шаблоне, и далее 
значения ГРКК обозначены как: L', ML', MH', H'.

Несмотря на отсутствие статистической значимости по показателям ГРКК в груп-
пах 1 и 3 относительно группы 2 «Норма», представляет интерес вид гистограмм рас-
пределения клеток крови по скоростям, так как присутствовали различия между груп-
пами 1 и 3.

По данным ВУЗД, животные группы 1 модель «Гемодилюция» характеризовались 
преобладанием кровотока в диапазоне низких скоростей (рис. 1).
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Рис. 1. Распределение клеток крови по скоростям в модельных группах. L' – диапазон низких скоростей, 
ML' – диапазон средненизких скоростей, MH' – диапазон средневысоких скоростей, H' – диапазон высоких 
скоростей.
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С целью определения зависимостей между вязкостью крови и характеристиками 
кровотока был применен дискриминантный анализ [8]. Это математических метод, ко-
торый используется для анализа и классификации данных. Он позволяет определить, 
какие переменные или признаки наиболее сильно влияют на разделение объектов на 
различные группы или классы. Цель дискриминантного анализа заключается в  по-
строении дискриминантной функции, которая может разделить объекты на различные 
классы на основе их характеристик или признаков. В нашем случае в дискриминант-
ный анализ были заложены данные по 3 группам «Гемодилюция», «Норма», «Эритро-
цитоз».

Задачами анализа явились:
•	 статистическое выявление наиболее значимых показателей кровотока в МЦР по 

данным ВУЗД в зависимости от измененных реологических свойств крови, пу-
тем анализа совокупности данных по трем модельным группам;

•	 выявление уровня их влияния.
Составлены таблицы данных, структура которых аналогична изложенной в работе 

[9]. В первом столбце отражена информация о группе (1, 2 или 3), затем представлены 
15 характеристик кровотока в порядке, соответствующим их представлению в табл. 3, 
и  данные о  динамической вязкости крови и  уровне гематокрита, представленных 
в табл. 2.

Автоматический пошаговый расчет дискриминантной функции в  виде линейной 
комбинации всех характеристик кровотока в каждой группе позволил выявить наибо-
лее значимые характеристики кровотока в МЦР, которые изменяются в зависимости 
от измененного состава крови. К ним относятся: средняя систолическая скорость Vas 
(F=6.72, р < 0.01), средняя скорость Vam (F=16, р < 0.001), средняя объемная скорость 
Qam (F=7.39, р < 0.001), индекс сопротивления сосудов RI (F=7.07, р < 0.01) и про-
центное содержание клеток крови, движущихся в диапазоне низкой скорости L' (F=3.7, 
р = 0.03).

Проверка достоверности выбранных характеристик с использованием однофактор-
ного дисперсионного анализа подтвердила их значимость в определении принадлеж-
ности к группе «Гемодилюция», «Норма» или «Эритроцитоз» по данным ВУЗД.

На рис. 2 представлены графики распознавания образов 3 групп, которые склады-
ваются из 5 наиболее значимых характеристик кровотока в МЦР, полученных методом 
ВУЗД. На графиках представлены границы доверительного интервала с достоверно-
стью 95% и средние показатели значений по всем 3 группам.

На основе однофакторного дисперсионного анализа сформированы классифика-
ционные функции для неинвазивного определения динамической вязкости крови (η, 
мПа*с) по данным ВУЗД, которые представляют собой 3 выражения:

η1= –56.0584+0,1634*L'+4.8991*Vas+22.5064*Vam+68.9376*Qam+100.2742*RI,� (5)

η2= –53.1244+0.1468*L'-1.1019*Vas+11.6543*Vam+81.2057*Qam+100.2501*RI,� (6)

η3= –61.8928+0.1418*L'+3.1034*Vas+34.8149*Vam+70.5314*Qam+106.668*RI� (7).

При подстановке значений величин L', Vas, Vam, Qam и RI, полученных методом 
ВУЗД, во все три выражения (5) – (7) следует выбрать максимальное значение из трех. 
Именно оно будет близко либо соответствовать истинному значению вязкости крови 
и определять принадлежность к группе 1, 2 или 3.

Классификационные функции являются современной технологией анализа данных, 
что, по сути, представляет элемент искусственного интеллекта, внедрение которого 
проводится на современном этапе во всех сферах деятельности.

Из графиков видно, что если показатели ВУЗД: Vas, Vam и RI выше верхней грани-
цы доверительного интервала, то с достоверностью 95% объект принадлежит к груп-
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пе «Эритроцитоз». Если эти показатели ниже доверительной границы, следовательно, 
объект принадлежит к группе «Норма» (с достоверностью 95%). Для группы «Гемо-
делюция» характерным является показатель L' у верхней границы доверительного ин-
тервала и Qam у нижней границы доверительного интервала. Следует отметить, что 
направление данных показателей является противоположным для групп 2 и 3.

Следовательно, чем меньше вязкость, тем медленнее будут двигаться форменные 
элементы крови по сосудам МЦР. При этом объемный поток крови через МЦР также 
будет снижен. Такое состояние будет неблагоприятно сказываться на сердечно-сосу-
дистой системе в целом, так как при снижении количества эритроцитов, составляющих 
большую часть клеток крови, снабжение органов и  тканей кислородом также будет 
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Рис. 2. Графики распознавания групп «Гемодилюция», «Норма» и «Эритроцитоз» по данным высокочастот-
ной ультразвуковой допплерографии.
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снижено. Реакцией организма на гипоксию может стать усиление работы сердца, что, 
как следствие, приведет к ряду компенсаторных реакций в МЦР [10, 11].

При повышенной вязкости крови группы 3 «Эритроцитоз» характерным являет-
ся снижение значения показателя L' и более высокие показатели кровотока в артерио-
лярном и капиллярном звеньях МЦР, однако не отмечается высоких показателей объ-
емного кровенаполнения капиллярного звена, достоверно увеличивается показатель 
периферического сопротивления сосудов. Вследствие этого, можно предполагать, за-
стойные явления в венулярном отделе МЦР.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Система микроциркуляции является сложной, очень мобильной, многофакторной 
системой [12]. Скорость движения потоков крови находится в прямой зависимости от 
реологических свойств крови и  плазмы [13, 14], количества, состава ее форменных 
элементов [1, 15].

Нами проведено исследование взаимосвязи реологических свойств крови с харак-
теристиками скорости кровотока в  различных звеньях МЦР методом ВУЗД на трех 
моделях «Гемодилюция», «Норма», «Эритроцитоз» с использованием животных. Так-
же проводилось статистическое выявление наиболее значимых показателей кровотока 
в МЦР по данным ВУЗД в зависимости от измененных реологических свойств крови 
с помощью современной технологии анализа многокомпонентных данных.

Проведенный анализ продемонстрировал возможность применения статистичес
ких методов анализа для неинвазивного определения реологических свойств крови 
с помощью ВУЗД. Эффективность примененного метода дискриминантного анализа 
в  задачах классификации, используемых в  медицинских и  диагностических целях, 
была подтверждена неоднократно [16, 17], включая исследования с ВУЗД [18].

С помощью однофакторного дисперсионного анализа была построена экспертная 
система оценки реологических свойств крови по характеристикам кровотока в разных 
звеньях МЦР, полученных методом ВУЗД для групп животных: «Гемодилюция», «Нор-
ма», «Эритроцитоз». Особенно ценно, что достоверные различия определены в базо-
вых значениях системы МЦР: артериолярном, капиллярном звеньях и системе перифе-
рического сопротивления сосудов.

Возможность построения данной экспертной системы реализуется и для других па-
тологий. Внедрение экспертной оценки реологических показателей крови в програм-
мном обеспечении ультразвукового допплерографа даст возможность исследования 
макрореологических свойств крови методом ВУЗД.
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The Relationship of Hemorheological Blood Values and Blood  
Velocity of Microcirculatory Bloodstream in Rats` Skin Vessels

N. N. Petrishcheva, M. A. Skedinab, T. G. Grishachevaa, #, S. G. Chefua, A. A. Kovalevab, 
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Non-invasive study of blood rheology is relevant, but quite complex issue. When systemic 
blood viscosity and hematocrit levels deviate, blood flow indicators in different parts of 
microvasculature change. Purpose of the study – research of blood flow characteristics 
in skin microcirculatory bloodstream of rats obtained by high-frequency ultrasound 
Dopplerography (HFUD) with given changes in rheological blood indicators. The studies 
were carried out on pubescent male Wistar rats. 3 experimental groups were formed. Group 
1 (n  = 21) “Hemodilution” – viscosity 1.99 ± 0.02 mPa*s, hematocrit 31.48  ±  0.31%. 
Group 2 (n = 32) “Reference values” – animals with unchanged blood levels – viscosity 
2.84 ± 0.03 mPa*s, hematocrit 41.60 ± 0.3%. Group 3 (n  = 32) “Erythrocytosis” – 
viscosity 3.95 ± 0.04 mPa*s, hematocrit 54.56 ± 0.23%. Dynamic blood viscosity in vitro 
studies were carried out on oscillatory viscometer. In order to evaluate hematocrit level 
heparinized whole blood was centrifuged in glass capillaries using; hematocrit values were 
assessed taking into account sedimentation of formed elements column using a hematocrit 
reader card. Blood flow in skin microcirculatory bloodstream of rats` left thigh area was 
estimated by HFUD method using Minimax-Doppler-K hardware and software system, 
with ultrasound transducer (frequency 20 MHz). Statistical analysis showed the models are 
correct. Blood indicators of the animals in three experimental groups differed statistically 
and significantly in terms of blood viscosity and hematocrit. Discriminant analysis was 
used to determine the relations between rheological blood parameters and characteristics 
of blood velocity in microcirculatory bloodstream which made it possible to identify the 
most significant characteristics of blood flow that tend to change depending on altered 
blood composition. These include: mean systolic velocity Vas (p < 0.01), mean velocity 
Vam (p < 0.001), mean volume velocity Qam (p < 0.001), vascular resistance index RI 
(p  < 0.01) and the percentage of blood cells moving in low-speed H' (p  = 0.03). The 
reliability of selected characteristics was checked with one-way analysis of variance; and 
their significance in determining membership in “Hemodilution”, “Reference values” 
or “Erythrocytosis” groups according to HFUD data was confirmed. Based on this 
analysis classification functions were generated for non-invasive dynamic blood viscosity 
determination according to ultrasound Dopplerography data.

Keywords: blood, hemorheology, blood viscosity, hematocrit, microcirculation, ultrasound 
examination
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Однофотонный миниатюрный флуоресцентный микроскоп (минископ) позволяет 
визуализировать кальциевую активность in vivo у свободно передвигающихся лабо-
раторных животных, обеспечивая возможность отслеживания клеточной активнос
ти в ходе изучения процессов формирования памяти, обучения, сна и социального 
взаимодействия. Однако использование кальциевых сенсоров для прижизненной 
визуализации имеет ограничения, связанные с  их относительно медленной (мил-
лисекундной) кинетикой, что осложняет регистрацию высокочастотной спайковой 
активности. Интеграция методов однофотонной миниатюрной флуоресцентной ми-
кроскопии с электрофизиологической регистрацией, обладающей микросекундным 
разрешением, представляет собой потенциальное решение этой проблемы. Такое со-
четание методов дает возможность одновременной регистрации оптической и элек-
трофизиологической активности на одном животном in vivo. В данном исследовании 
разработан гибкий полиимидный микроэлектрод, который был совмещен с гради-
ентной линзой минископа. Проведенные в исследовании тесты in vivo подтвердили, 
что совмещенный с градиентной линзой микроэлектрод реализует одновременную 
однофотонную кальциевую визуализацию и  регистрацию локальных полевых по-
тенциалов в гиппокампе взрослой мыши.

Ключевые слова: гиппокамп, визуализация кальция, минископ, электрофизиология, 
микроэлектроды, in vivo
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СОКРАЩЕНИЯ И ТЕРМИНЫ

Измерители RLC – это приборы, используемые для измерения электрических па-
раметров компонентов и цепей, таких как сопротивление (R), индуктивность (L) и ем-
кость (C).

Локальные полевые потенциалы (ЛПП) – электрические сигналы, которые отража-
ют суммарную активность популяций нейронов в определённой области мозга.

Минископ – однофотонный миниатюрный флуоресцентный микроскоп.
Парилен C (Поли-пара-ксилилен) – полимер, который широко используется как би-

осовместимое, устойчивое к коррозии покрытие в медицинских устройствах, электро-
нике и др. Данный полимер оптически прозрачен, используется в виде пленок или по-
крытий благодаря своим хорошим диэлектрическим и теплоизоляционным свойствам, 
а также химической инертности.

Тетрод – это миниатюрный электрод, состоящий из нескольких проводников, обыч-
но четырех, уложенных параллельно друг другу. Он используется в нейрофизиологи-
ческих исследованиях для записи электрической активности нейронов в живых орга-
низмах.

Фотоэлектрический артефакт – это нежелательное искажение или помеха в измере-
ниях или данных, вызванная воздействием света на оборудование или сенсоры.

Ca2+ – кальций.
GCaMP – генетически-кодируемые кальциевые индикаторы, тип интенсиометриче-

ских биосенсоров, используемых для обнаружения и измерения концентрации ионов 
кальция в  живых клетках. Представляют собой слияние зеленого флуоресцентного 
белка (GFP), кальмодулина (CaM) и M13, пептидной последовательности из киназы 
легкой цепи миозина.

GRIN-линза (градиентно-индексная линза) – оптическая линза с изменяющимся по-
степенно коэффициентом преломления вдоль своей оси. Этот тип линзы имеет специ-
альную структуру, которая обеспечивает изменение показателя преломления от центра 
к краям линзы, что позволяет фокусировать свет на протяжении всей длины линзы.

PEDOT: PSS (поли(3,4-этилендиокситиофен): полистиролсульфонат) – это смесь 
полимеров, широко используемая в электронике и оптике благодаря своим уникальным 
электропроводным и оптическим свойствам. Этот материал обладает высокой прово-
димостью при комнатной температуре и хорошей прозрачностью в видимом спектре.

ВВЕДЕНИЕ

Визуализация кальция (Са2+) in vivo и  электрофизиологическая регистрация ней-
ронной активности с  помощью микроэлектродов в  живых организмах являются 
перспективными методами современной нейробиологии. Основной причиной объе-
динения электрофизиологических методов с визуализацией кальция являются ограни-
чения, связанные с использованием кальциевых индикаторов [1, 2], т. к. визуализация 
Са2+ имеет низкое временное разрешение по сравнению с электрофизиологическими 
методами [3–5]. Кроме того, такое сочетание методов дает возможность регистрации 
разных типов активности (оптической и электрофизиологической) на одном животном 
in vivo.

Двухфотонная и  однофотонная микроскопия – методы визуализации, широко ис-
пользуемые в биологических исследованиях для визуализации клеток и тканей с вы-
соким разрешением. Каждый метод имеет свои уникальные особенности и  области 
применения, обусловленные принципами поглощения фотонов и  взаимодействия 
с  биологическими образцами. Однофотонная микроскопия основывается на прин-
ципе поглощения одного фотона, необходимого для перевода молекулы из основно-
го в возбужденное состояние. Для данного процесса необходимы фотоны с высокой 
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энергией (малой длиной волны), соответствующей разнице энергий между основным 
и возбужденным состояниями флуорофора. Возбужденные молекулы, в свою очередь, 
испускают фотоны меньшей энергии (большей длины волны), что сопровождается 
их возвращением в  основное состояние, которое регистрируется для формирования 
изображения. Данный метод позволяет получать изображения образцов с  высоким 
разрешением, но имеет ограничение по глубине проникновения (до  200 мкм) из-за 
рассеяния и поглощения более коротких длин волн в биологических тканях [6]. Двух-
фотонная микроскопия основана на принципе одновременного поглощения двух фото-
нов меньшей энергии (большей длины волны) для возбуждения молекулы из основно-
го состояния в возбужденное, этот процесс известен как «двухфотонный эффект» [7]. 
Ключевые преимущества двухфотонной микроскопии по сравнению с однофотонной 
включают высокую проникающую способность (до 1 мм), обусловленную меньшим 
рассеянием и поглощением более длинных волн, а также более высокое разрешение 
и скорость сканирования. Благодаря нелинейному характеру двухфотонного поглоще-
ния возбуждение флуорофоров ограничено областью фокальной точки, что снижает 
фотообесцвечивание и фотоповреждение образца за пределами фокальной области [8]. 
Вследствие этих характеристик двухфотонная микроскопия наиболее широко приме-
няется для прижизненной кальциевой визуализации [7, 9, 10].

Для электрофизиологической регистрации применяются микроэлектроды из раз-
личных токопроводящих материалов, например, меди, золота, алюминия и  титана 
[11], а также матрицы на основе углеродных нанотрубок и графена [12, 13]. В качестве 
подложек могут использоваться гибкие полимеры [11], которые выполняют защитную 
и диэлектрическую функцию, а в качестве жесткой подложки – кремний. При этом ми-
кроэлектроды возможно комбинировать в  микроэлектродные массивы, включающие 
до тысяч контактов [14]. При использовании микроэлектродов в нейробиологических 
исследованиях для токопроводящих материалов и для полимерных подложек важны 
такие свойства, как биосовместимость и  устойчивость к  коррозии. В  свою очередь, 
проводимость материала, а также конструкция и геометрия микроэлектродов опреде-
ляют импеданс и пространственную разрешающую способность.

Импеданс – это мера сопротивления микроэлектрода переменному току. В нейро-
биологических исследованиях in vivo на нейронных популяциях импеданс измеряется 
в диапазонах частот от 0.1 до 1000 Гц. Низкие значения импеданса являются важной 
характеристикой для записи нейронной активности, так как значения выше 5 MΩ мо-
гут вызывать шумы и затухание сигнала [15]. Важно учитывать, что значение импе-
данса можно снизить за счет увеличения эффективной площади и шероховатости по-
верхности микроэлектрода при гальваническом покрытии и осаждении проводящими 
полимерами PEDOT и  PEDOT/PSS [16], платиновой чернью [17] и  оксидом иридия 
[18]. Измерение импеданса микроэлектрода происходит с помощью RLC-метра по ме-
тоду автоматической балансировки электрического моста [19].

Также важной характеристикой микроэлектродов, определяющей точность локали-
зации нейронной активности, является пространственная разрешающая способность, 
которая зависит от плотности размещения контактов электродов, их конструкции 
и диаметра токопроводящих дорожек [20]. Металлические контакты микроэлектродов 
для электрофизиологических записей имеют диаметр от 10 до 200 мкм и межэлектрод-
ное расстояние от 10 до 500 мкм в зависимости от типа микроэлектродов, исследуемой 
области и типа сигнала [21].

В  качестве жесткой подложки при изготовлении микроэлектродов часто исполь-
зуют кремний. Однако такие микроэлектроды обладают недостаточной прочностью 
и могут вызывать воспалительные реакции [22]. По этой причине появились микроэ-
лектроды на гибкой полимерной подложке, которые более биосовместимы и подходят 
для хронической имплантации в мозг, кроме того, они лучше адаптируются под дви-
жение ткани, что помогает избежать повреждения [23]. Для гибких микроэлектродов 
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используют такие материалы, как SU‑8 (покрытие на основе эпоксидной смолы) [24], 
парилен-С (органический гидрофобный полимер с высокой биосовместимостью) [25], 
PDMS (силикон) [26] и полиимид (химически и термически стабильный биосовмести-
мый полимер) [27].

Полиимидные микроэлектроды активно используются в нейробиологических ис-
следованиях благодаря своей биосовместимости, диэлектрической прочности и  гиб-
кости, превосходящей хрупкие микроэлектроды на основе кремния [11]. В частности, 
микроэлектроды на основе полиимида стали применять для регистрации локальных 
полевых потенциалов. ЛПП, получаемые путем низкочастотной фильтрации исходно-
го сигнала, регистрируемого микроэлектродами, в основном отражают синаптическую 
активность популяции нейронов вокруг микроэлектрода [28].

В ходе экспериментов полиимидные микроэлектроды обеспечили надежную хро-
ническую нейронную запись у лабораторных грызунов, продемонстрировав практиче-
ское применение и долговечность в течение нескольких недель после операции [23, 29]. 
Их механическая и электрическая стабильность была подтверждена после длительно-
го воздействия фосфатно-солевого буфера и испытаниями in vivo, что свидетельствует 
об их долговечности [30]. Кроме того, у микроэлектродов на основе полиимида от-
сутствует фотоэлектрический эффект в отличие от кремниевых микроэлектродов [31].

В  качестве токопроводящего материала для микроэлектродов часто используют 
медь из-за ее доступности и высокой электрической проводимости (5.96 × 107 См/м), 
однако данный материал обладает плохой биосовместимостью и склонен к окислению 
[32], поэтому дополнительно токопроводящие дорожки могут гальванировать золотом, 
которое нетоксично, широко используется в медицине и устойчиво к коррозии [33].

На данный момент разработано несколько видов микроэлектродов для совмещения 
двухфотонной визуализации и электрофизиологической регистрации [34–40], например, 
для электрокортикографии (ЭКоГ) [41]. В одной из работ [36] использовались прозрач-
ные графеновые микроэлектроды и конфокальная двухфотонная микроскопия для однов-
ременной визуализации кальция и регистрации нейронной активности в переживающих 
срезах гиппокампа. В другом исследовании [37] была проведена одновременная двухфо-
тонная визуализация и регистрация кортикальной активности in vivo с использованием 
прозрачных графеновых микроэлектродов, нанесенных на оптически прозрачную под-
ложку из парилена-C [42, 43]. Также в одной из статей [38] был описан прозрачный мас-
сив микроэлектродов, выполненных из тонких пленок в форме сети углеродных нано-
трубок, для сочетания с двухфотонной микроскопией, что позволило успешно выявить 
корреляцию между сигналом ЭКоГ и двухфотонной кальциевой визуализацией в икталь-
ном состоянии. В других исследованиях [39, 40] сообщалось о применении прозрачного 
кортикального массива микроэлектродов из полимера PEDOT: PSS для одновременной 
электрофизиологической регистрации и кальциевой визуализации с помощью двухфо-
тонной микроскопии. Дополнительные сведения о прозрачных микроэлектродах можно 
найти в обзорах Kuzum с соавт. [36] и Cho с соавт. [44].

Однако у in vivo двухфотонной микроскопии имеются значительные ограничения, та-
кие как необходимость фиксации экспериментального животного и ограничения в визу-
ализации глубоких структур мозга. Проблема фиксации была преодолена после создания 
двухфотонных миниатюрных микроскопов [45–48]. Несмотря на преимущества таких 
микроскопов, их широкое использование в  современных исследованиях в  настоящее 
время ограничено из-за сложностей, связанных с их внедрением и стоимостью [49]. Тем 
не менее развитие генетически-кодируемых кальциевых индикаторов [50] и КМОП-сен-
соров в портативных устройствах привело к развитию миниатюрной однофотонной ми-
кроскопии, которая позволила проводить исследования на свободно перемещающихся 
лабораторных животных [51]. В результате появились однофотонные миниатюрные флу-
оресцентные микроскопы (минископы), которые стали перспективным инструментом 
для визуализации нейронной активности in vivo благодаря своим компактным размерам, 
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хорошему разрешению, возможности визуализации глубоких структур головного мозга, 
например, гиппокампа за счёт имплантации GRIN-линз [52–57].

Следует отметить, что в  настоящее время объединение электрофизиологической 
регистрации и однофотонной миниатюрной микроскопии остается нерешенной про-
блемой, однако было предпринято несколько попыток для ее преодоления. На текущий 
момент представлен проект (Ephys miniscope, E-Scope) и  научное исследование [1], 
в которых были предложены возможные варианты объединения однофотонной визуа-
лизации кальция in vivo и электрофизиологической регистрации.

Проект E-Scope (http://miniscope.org/neuronex/ephys-miniscope/) основан на модифи-
кации однофотонного миниатюрного микроскопа, которая заключается в формировании 
направляющих на корпусе минископа для размещения в них тетродов. Такой подход по-
зволяет регистрировать нейронную активность с помощью тетродов путем их размеще-
ния под или около градиентной линзы и осуществлять одновременную визуализацию 
кальция [56]. Несомненным преимуществом данного подхода является возможность 
регистрации большого количества каналов (16, 32, 64 и 128 каналов), однако сущест-
венным недостатком является необходимость хронической фиксации минископа вместе 
с массивом тетродов. Кроме того, недостатками также являются дополнительное повре-
ждение тканей мозга при имплантации тетродов и увеличение габаритов и массы ми-
нископа, что может негативно сказаться на поведении экспериментального животного.

В исследовании Wu с соавт. [1] использовался другой подход, который заключал-
ся в размещении прозрачного микроэлектрода на нижнем торце градиентной (GRIN) 
линзы. При таком подходе не требуется хронически фиксировать минископ вместе 
с микроэлектродом. Также не происходит значительного увеличения габаритов, массы 
миниатюрного микроскопа и  дополнительного повреждения тканей мозга. Разрабо-
танный 4-канальный прозрачный микроэлектрод позволил одновременно записывать 
электрофизиологические данные и визуализировать кальциевую активность у свобод-
но перемещающейся мыши. Тем не менее существенным недостатком рассмотренного 
подхода является ограничение в количестве регистрируемых каналов, так как контакты 
микроэлектрода, расположенные на нижней поверхности GRIN-линзы, частично за-
крывают область визуализации.

В  данном исследовании предлагается альтернативный метод, заключающийся 
в  объединении гибкого микроэлектрода с  медными токопроводящими дорожками 
и позолоченными регистрирующими контактами на полиимидной подложке с боковой 
стороной градиентной линзы для одновременной однофотонной кальциевой визуали-
зации и электрофизиологической регистрации in vivo.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лабораторные мыши
Для проведения данного исследования была создана колония мышей дикого типа 

из линии B6SJL (номер стока #100012), поставляемых Лабораторией Джексона (Бар 
Харбор, Мэн, США). Животные размещались в условиях вивария, в клетках по четы-
ре – пять особей, с обеспечением регулируемого светового цикла день/ночь продолжи-
тельностью 12/12 ч и постоянным доступом к корму и воде.

Микроэлектрод
Для проведения исследования в  программе Altium Designer (Altium, Сан-Диего, 

Калифорния, США) был разработан 12-канальный (6 регистрирующих контактов на 
каждой стороне) полиимидный микроэлектрод (рис. 1), а также переходной шлейф для 
подключения микроэлектрода к  беспроводному электрофизиологическому модулю 
[58] (рис. 2).
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Рис. 1. 12-контактный полиимидный микроэлектрод, разработанный для объединения с градиентной линзой 
минископа: (a) – Схема; (b) – Фотография микроэлектрода.
Производство микроэлектрода и переходного шлейфа осуществлялось в компании ООО «Резонит» (Москва, 
Россия), специализирующейся на производстве и сборке печатных плат.
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Рис. 2. Переходной шлейф для подключения микроэлектрода к беспроводному электрофизиологическому 
комплексу: (a) – Схема; (b) – Фотография переходного шлейфа.
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Микроэлектрод и  переходной шлейф изготавливались из полиимидной основы, 
ламинированной медной фольгой с обеих сторон (рис. 3а). На первом этапе на заго-
товку наносился фоточувствительный материал (фоторезист) в условиях чистой ком-
наты с желтым освещением, чтобы исключить воздействие ультрафиолетового света 
(рис. 3b). Далее проводилось экспонирование фоторезиста (рис. 3c) с использованием 
позитивного фотошаблона, соответствующего схеме микроэлектрода или переходно-
го шлейфа. После удаления фотошаблона изображение проявлялось на фоторезисте, 
где незасвеченные участки растворялись, а засвеченные участки оставались на плате, 
так как полимеризовались и теряли способность к растворению (рис. 3d). Эти участ-
ки были необходимы для избирательного гальванического осаждения меди (рис. 3e). 
Затем для защиты осажденных участков наносился металлорезист, имеющий более 
низкую скорость травления по сравнению с медью (рис. 3f). После удаления фоторези-
ста проводилось травление меди, во время которого незащищенная медь растворялась, 
оставляя рисунок токопроводящих дорожек (рис. 3g). После травления удалялся ме-
таллорезист (рис. 3h) и наносился покровный слой полиимида с предварительно сфор-
мированными отверстиями, соответствующими местоположению контактов (рис. 3i). 
На заключительной стадии открытые участки меди покрывались золотом для заверше-
ния процесса изготовления микроэлектрода (рис. 3j).
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Рис. 3. Процесс производства микроэлектрода и переходного шлейфа в поперечном сечении: (a) – Исходный 
материал; (b) – нанесение фоторезиста; (c) – экспонирование фоторезиста; (d) – проявление фоторезиста; (e) – 
гальваническое осаждение меди; (f) – нанесение металлорезиста; (g) – удаление фоторезиста; (h) – травление 
меди; (i) – удаление металлорезиста; (j) – нанесение покровного слоя полиимида; (k) – нанесение слоя золота.
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На каждой стороне микроэлектрода было сформировано по 6 токопроводящих ка-
налов, образующих в сумме 12 регистрирующих контактов. Эти контакты располага-
лись в шахматном порядке на торце нижней части микроэлектрода, размеры которой 
составляли 5 × 1 мм (рис. 1а). Толщина микроэлектрода составляла 0.2 мм. Размеры 
регистрирующих контактов составляли 0.1 × 0.02 мм, а межэлектродное расстояние – 
0.3 мм. Общая длина микроэлектрода равнялась 20 мм, длина полиимидного шлейфа – 
15 мм, а его ширина – 2 мм.

Для подключения к беспроводному электрофизиологическому модулю на микро-
электроде использовался разъем Hirose BM10B(0.8)-20DP‑0.4V (Hirose Electric, Ка-
нагава, Япония). После изготовления микроэлектрода регистрирующие контакты 
покрывались слоем золота толщиной 5 мкм. Данный слой формировался методом элек-
троосаждения из раствора золота с концентрацией 0.8 г/л при плотности тока 15 мА/
мм² и температуре 25 °C, используя лабораторный источник питания (АКИП, Ижевск, 
Россия). Оценка импеданса микроэлектрода осуществлялась в 0.1 М фосфатно-соле-
вом буфере. Измерение импеданса проводилось с помощью RLC метра (AMM‑3035, 
АКТАКОМ, Москва, Россия). В процессе измерений использовались переменные си-
нусоидальные сигналы с амплитудой напряжения 5 мВ и частотами от 0.1 до 1000 Гц. 
В указанном диапазоне частот значения импеданса колебались от 6.28 до 0.14 MΩ.

Финальная форма микроэлектрода формировалась путем его расположения вокруг 
градиентной линзы диаметром 1.8 мм так, чтобы торцы линзы и микроэлектрода были 
выровнены. Для фиксации этой конструкции использовалось металлическое кольцо, из-
готовленное из стальной трубки диаметром 2 мм, разрезанной продольно с одной сторо-
ны (рис. 4a). Конструкция формовалась в течение 2 мин при температуре 300 °C. Затем 
микроэлектрод крепился к градиентной линзе с использованием гелеобразного цианоак-
рилатного клея общего назначения Loctite 454 (Henkel, Дюссельдорф, Германия). Шлейф 
микроэлектрода отгибался на 90 градусов относительно GRIN-линзы (рис. 4b), при этом 
расстояние от верхнего торца линзы до места изгиба составляло 1.5 мм. Эта операция 
обеспечивала надежную фиксацию линзы при имплантации в головной мозг лаборатор-
ного животного и последующей установке опорной площадки минископа.

(a) (b)Front view GRIN lens combined with microelectrode

Microelectrode
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The metal ring for molding
a microelectrode

12-channel polyimide
microelectrode

Back view

GRIN lens 

GRIN lens 

Рис.  4. 12-канальный микроэлектрод. (a) – Формовка 12-канального микроэлектрода вокруг GRIN-линзы 
диаметром 1.8 мм с использованием металлического кольца для последующей термической обработки; (b) – 
Комплекс GRIN-линза-микроэлектрод.
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Стереотаксические хирургические операции
Все хирургические вмешательства выполнялись под общей анестезией с исполь-

зованием изофлурана в концентрации 1.5–2%. Начало хирургической процедуры осу-
ществлялось после подтверждения отсутствия болевых рефлексов у животного.

Для прижизненной кальциевой визуализации и  одновременной электрофизи-
ологической регистрации в  гиппокамп правого полушария 3-месячной мыши ди-
кого типа линии B6SJL вводили 1 мкл аденоассоциированного вируса AAV5.Syn.
GCaMP6f.WPRE.SV40 с  титром 1 × 1013 вирусных частиц на мл. Доставка вируса 
в гиппокамп осуществлялась со скоростью 100 нл в мин c помощью шприца 75 RN 
на 5 мкл (#65460–03, Hamilton, Рино, Невада, США) в  соответствии со стандарт-
ным протоколом [59]. Процедура проводилась с использованием следующих коор-
динат стереотаксической установки (68001, RWD Life Science, Шэньчжэнь, Китай): 
AP –2.1; DV –1.8; ML –2.1.

Через 4 недели после введения вируса производилась имплантация GRIN-линзы 
диаметром 1.8 мм (#64–519, Edmund Optics, Флорида, США), объединенной с микроэ-
лектродом. Относительно координат имплантации вируса формировались направляю-
щие отверстия и проводилась круговая краниотомия размером 2.1 мм с использованием 
стоматологического бора. После этого костный фрагмент и твердая мозговая оболочка 
были аккуратно удалены. В  случае кровотечения зона имплантации дополнительно 
промывалась фосфатно-солевым буферным раствором и заполнялась гемостатической 
губкой (ФНПЦ Белкозин, Россия). На противоположной от места имплантации сторо-
не черепа с помощью стоматологического бора создавалось небольшое отверстие для 
установки микровинта M1 x 3, который соединялся с серебряной проволокой (#783500, 
AM-systems, Вашингтон, США). Эта проволока затем подключалась к  контакту за-
земления микроэлектрода. Для удаления слоев коры над гиппокампом использовался 
стоматологический аспиратор ОМ‑1 (Утес, Россия) и шприц с тупым концом [56]. Во 
время этой процедуры область отбора периодически заполнялась фосфатно-солевым 
буфером, процесс продолжался до появления серебристых волокон. Затем комплекс 
GRIN-линза-микроэлектрод с помощью специального крепления фиксировался в сте-
реотаксической установке и опускался на глубину 1.4 мм ниже верхней части черепа 
в заранее подготовленную область имплантации. Наружная поверхность GRIN-линзы 
и микроэлектрода закреплялась на черепе с помощью цианокрилатного клея Cosmofen 
CA‑500.200 (Weiss Chemie, Хайгер, Германия). После высыхания клея держатель 
GRIN-линзы удалялся, а  костная ткань покрывалась светоотверждаемым стоматоло-
гическим цементом ДентЛайт флоу (ВладМиВа, Россия). По завершении операции 
уровень анестезии изофлураном снижался до 0%, животному подкожно вводилось 0.1 
мл дексаметазона «Кортексон Ретард» (SYVA Laboratorios S.A, Леон, Испания) и его 
переносили в клетку с терморегулирующим электрическим подогревательным коври-
ком для восстановления.

В начальный послеоперационный период животное получало мягкую пищу, та-
кую как мелкоизмельченная каша. Через три недели после имплантации произво-
дилась фиксация опорной площадки (base plate) минископа на черепе животного 
с использованием светоотверждаемого стоматологического цемента (ДентЛайт флоу, 
ВладМиВа, Россия). Минископ подключался к  цифро-аналоговому преобразовате-
лю (Labmaker, Берлин, Германия) и осуществлялась визуализация с использовани-
ем свободно распространяемого программного обеспечения Portable Miniscope Data 
Acquisition (Pomidaq, 0.5.1, https://github.com/bothlab/pomidaq) на персональном ком-
пьютере. Опорная площадка крепилась к нижней части минископа UCLA Miniscope 
v3 (Labmaker, Берлин, Германия) с помощью магнитов и фиксирующего винта. После 
совмещения минископа с имплантированной GRIN-линзой и получения четкого изо-
бражения флуоресцирующих нейронов опорная площадка фиксировалась на черепе 
с помощью цемента.
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Визуализация кальция и электрофизиология in vivo
Визуализация кальциевой активности нейронов гиппокампа, экспрессирующих 

GCaMP6f в  области CA1, проводилась через семь недель после стереотаксического 
введения вирусной конструкции AAV5.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40. Для этого исполь-
зовался миниатюрный флуоресцентный микроскоп UCLA Miniscope v3 (Labmaker, 
Берлин, Германия) массой 2.8 г. Флуоресценция нейронов гиппокампа регистриро-
валась при возбуждении синим светом через имплантированную градиентную линзу. 
В качестве источника света использовался синий светодиод с длиной волны 470 нм 
LXML-PB01–0030 (Lumileds, Хаарлеммермер, Нидерланды), установленный в UCLA 
Miniscope v3. Настройка фокуса изображения флуоресцирующих нейронов осуществ-
лялась с помощью фокусирующего слайдера минископа (рис. 5a). Процесс регистра-
ции флуоресценции нейронов гиппокампа области CA1 с помощью минископа можно 
описать следующим образом (рис. 5а):

•	 Стадия возбуждения: излучение от синего светодиода проходит через полусфе-
рическую линзу N-BK7 (Edmund Optics, Баррингтон, Нью-Джерси, США) для 
коллимации и фокусировки светового пучка. Этот пучок затем проходит через 
фильтр возбуждения ET470/40x (Chroma Technology Corp, Беллоуз-Фоллс, Вер-
монт, США), который пропускает свет с длиной волны 470 ± 20 нм и отражается 
от дихроического зеркала T495lpxr (Chroma Technology Corp, Беллоуз-Фоллс, 
Вермонт, США), направляясь в  градиентную линзу (#64–519, Edmund Optics, 
Флорида, США) для фокусировки на нейронах гиппокампа.

•	 Регистрация флуоресценции: флуоресцентное излучение от нейронов проходит 
обратно через градиентную линзу, отражается от дихроического зеркала и про-
ходит через фильтр эмиссии ET525/50m (Chroma Technology Corp, Беллоуз-
Фоллс, Вермонт, США), который пропускает свет с длиной волны 525 ± 25 нм. 
Свет далее корректируется ахроматической сдвоенной линзой (увеличение от 
6x до 7x) N-BAF10/N-SF10 (Edmund Optics, Баррингтон, Нью-Джерси, США) 
для уменьшения хроматических аберраций и фокусируется на КМОП-сенсоре.

•	 Преобразование и  передача данных: световой сигнал на КМОП-сенсоре пре-
образуется в электрические сигналы, которые передаются по гибкому коакси-
альному кабелю CW2040–3650 SR (Cooner Wire, Чатсворт, Калифорния, США) 
в контроллер системы сбора данных DAQ (Labmaker, Берлин, Германия). Ин-
формация из системы сбора данных передаются на персональный компьютер 
через USB3.0-кабель по протоколу USB Video Class (UVC).

Регистрация нейронной активности осуществлялась с использованием беспровод-
ной электрофизиологической системы (рис. 5b) массой 0.95 г [58]. Система состояла 
из носимого беспроводного модуля и программного обеспечения с открытым исход-
ным кодом для управления и  регистрации данных. Носимый модуль был постро-
ен на базе микропроцессора-приемника-передатчика NRF52805-CAAA-R7 (Nordic 
Semiconductor, Тронхейм, Норвегия) и 32-канальной микросхемы униполярного вход-
ного усилителя RHD2132 (Intan Technologies, Лос-Анджелес, Калифорния, США). 
Дифференциальный коэффициент усиления, обеспечиваемый микросхемой RHD2132, 
составлял 192 В/В.

Основные компоненты носимого модуля включали два 20-позиционных розеточных 
разъема BM10NB(0.8)-20DS‑0.4V(51) (Hirose Electric, Канагава, Япония); керамиче-
скую антенну 2450AT18A100E (Johanson Technology, Камарилло, Калифорния, США); 
контроллер заряда литий-ионных и литий-полимерных батарей MCP73812T‑420I/OT 
(Microchip Technology Inc, Чандлер, Аризона, США); стационарный стабилизатор 
с низким падением напряжения MCP1700–3002E/TO (Microchip Technology Inc, Чанд-
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лер, Аризона, США); стабилизатор напряжения TLV70033_SOT23–5 (Texas Instruments, 
Даллас, Техас, США); датчик Холла KTH1601SL-ST3 (CONNTEK Microelectronics 
Technology, Цюаньчжоу, Китай); светодиод KPHHS‑1005SECK (Kingbright, Шанхай, 
Китай) и кварцевый резонатор на 32 МГц NX2520SA (NDK, Токио, Япония).

Передача данных проводилась по протоколу Bluetooth Low Energy, что обеспе-
чивало высокую энергоэффективность и  достаточную пропускную способность для 
передачи электрофизиологических данных. Частота дискретизации, поддерживаемая 
беспроводным модулем, равнялась: 1000 Гц для двух каналов, 500 Гц для четырех ка-
налов, 250 Гц для восьми каналов, 125 Гц для шестнадцати каналов, до 62 Гц для 
тридцати двух каналов.

Подключение всей системы осуществлялось в  соответствии со схемой на рис.  6 
и изображением на рис. 7a.

Крепление беспроводного модуля к минископу осуществлялось с помощью электрои-
золяционной двусторонней клейкой ленты. Для обеспечения электропитания беспровод-
ного модуля электрофизиологической системы использовалось напряжение 5V от конден-
сатора на плате минископа вместо подключения внешнего аккумулятора (рис. 7b). Такое 
решение было принято с целью уменьшения общей массы и габаритов конструкции.

Оптическая (визуализация Ca2+) и электрофизиологическая регистрация нейронной 
активности проводилась в камере Фарадея для экранирования внутреннего простран-
ства от внешних электростатических и электромагнитных полей.

Запись данных прижизненной кальциевой визуализации проводилась с  исполь-
зованием программного обеспечения с  открытым исходным кодом Pomidaq v0.5.1 
(https://github.com/bothlab/pomidaq). Видеоданные регистрировались со скоростью 20 
кадров в секунду. Уровень усиления флуоресцентного сигнала (Gain) на КМОП-сен-
соре минископа был установлен на среднее значение (Medium). Интенсивность све-
тодиода LXML-PB01–0030 (Lumileds, Хаарлеммермер, Нидерланды) регулировалась 
в диапазоне от 8 до 16% максимальной мощности (35 люмен). Все полученные данные 
сохранялись в формате AVI с разрешением 752 на 480 пикселей.
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Рис.  5. Схематическое изображение: (a) – Миниатюрного флуоресцентного микроскопа (минископ); (b) – 
Беспроводного электрофизиологического модуля.



1191ОБЪЕДИНЕНИЕ МЕТОДОВ ОДНОФОТОННОЙ

Запись электрофизиологических данных осуществлялась с  использованием про-
граммного обеспечения с открытым исходным кодом ble_mouse.py (https://github.com/
lmn-projects/WES‑2.0/tree/main/software), разработанного для беспроводной электро-
физиологической системы. Нейронная активность регистрировалась в двухканальном 
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Рис. 6. Принципиальная схема подключения системы одновременной прижизненной визуализации кальция 
и электрофизиологической регистрации. Миниатюрный флуоресцентный микроскоп (минископ) соединён 
с системой сбора данных (DAQ) при помощи коаксиального кабеля. В свою очередь DAQ подключен к пер-
сональному компьютеру через кабель USB3.0, который обеспечивает передачу данных, питание и управле-
ние минископом. Питание от USB-порта персонального компьютера передаётся на DAQ, а затем по коак-
сиальному кабелю поступает на минископ. Таким образом, напряжение 5 В формируется на конденсаторе 
печатной платы (PCB) минископа и далее подаётся на беспроводной электрофизиологический модуль. Пе-
редача данных с модуля на персональный компьютер осуществляется по протоколу Bluetooth Low Energy.

(a) (b)
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Power ''+''

Power ''+''
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Рис. 7. Компоненты системы для одновременной прижизненной кальциевой визуализации и электрофизио-
логической регистрации: (а) – Внешний вид всей системы; (b) – Подключение беспроводного электрофизио-
логического модуля к минископу. В рамке, выделенной пунктирной линией, показано подключение питания 
беспроводного электрофизиологического модуля к конденсатору на плате минископа.
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режиме без фильтрации помех с частотой дискретизации 1000 Гц. Данные сохранялись 
в  формате csv – текстовом формате данных, используемом для хранения табличной 
информации.

Синхронизация кальциевой и  электрофизиологической регистрации достигалась 
путем одновременного запуска программ Pomidaq v0.5.1 и ble_mouse.py с помощью 
свободно распространяемого программного обеспечения AutoHotkey v2.0.

Обработка данных
Обработка и визуализация данных осуществлялась с использованием дистрибути-

ва языков программирования Python и R для научных вычислений – Anaconda версии 
2024.02–1 (https://www.anaconda.com/download).

Обработка данных минископа производилась в  среде Jupyter Notebook с  приме-
нением пакета c открытым исходным кодом Minian (https://github.com/denisecailab/
minian) для анализа и визуализации данных однофотонной миниатюрной флуоресцент-
ной микроскопии [60]. Используемые параметры были установлены по умолчанию. 
Установка пакета Minian проводилась с использованием пакетного менеджера Mamba 
(https://mamba.readthedocs.io/en/latest/installation/mamba-installation.html).  Результа-
том обработки исходных данных с использованием пакета Minian стало определение 
спонтанной Ca2+-активности нейронов, которая выражалась в виде относительного из-
менения интенсивности свечения (∆F/F). Количественный анализ данных осуществ-
лялся с  использованием пакета c открытым исходным кодом NeuroActivityToolkit 
(https://github.com/spbstu-applied-math/NeuroActivityToolkit) [61].

Электрофизиологические данные анализировались также в  Jupyter Notebook. 
Загрузка данных из CSV-файлов производилась функцией.genfromtxt библиотеки 
NumPy. Выравнивание базовой линии записей нейронной активности осуществлялось 
с помощью медианного фильтра.medfilt из той же библиотеки. Для устранения элек-
трического шума на частоте 50 Гц использовался фильтр Баттерворта 8-го порядка, 
реализованный через функции signal.butter и signal.filtfilt библиотеки SciPy. Амплитуда 
локальных полевых потенциалов определялась с помощью функции signal.find_peaks, 
при этом пороговое значение для поиска пиков составляло 0.1 мВ. Визуализация дан-
ных, включая диаграммы распределения электрического импеданса и активности Ca2+, 
проводилась с использованием библиотеки Matplotlib.

Электрический импеданс Z определялся как сумма активного сопротивления R и ре-
активного сопротивления X. В контексте регистрации биопотенциалов, таких как ней-
ронная активность, реактивное сопротивление считалось емкостным и обозначалось 
как XС. Реактивное емкостное сопротивление XС вычислялось по следующей формуле:

,

где f – частота, С – емкость.

Значение импеданса определялось по следующей формуле:

,

где R – активное сопротивление, XC – емкостное реактивное сопротивление.

Соотношение сигнал-шум (SNR) рассчитывалось по формуле:

,

где Asignal​ – амплитуда ЛПП, а Anoise​ – амплитуда шума.
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Среднее количество «активаций нейронов» за единицу времени (Burst rate) рассчи-
тывалось следующим образом:

,

где A – множество нейронов, active(x) равно 1, если нейрон активен, и 0 в против-
ном случае, t – временной интервал.

Частота сетевых спайков (Network spike rate) определялась как процент активных 
нейронов за заданный временной интервал и рассчитывалась по формуле:

,

где A – множество нейронов, active(x) равно 1, если нейрон активен, и 0 в против-
ном случае, size(A) – количество нейронов в множестве.

Пиковое значение сетевых спайков (Network spike peak), которое представляет со-
бой максимальное количество одновременно активных клеток в заданный временной 
промежуток, рассчитывалось по формуле:

,

где size(A) – количество нейронов в множестве, active(xi) равно 1, если нейрон акти-
вен в момент i, и 0 в противном случае, t – временной интервал.

Коэффициент корреляции Пирсона r между двумя переменными X и Y вычислялся 
по формуле:

,

где: Xi​ и Yi – значения переменных X и Y в i-том наблюдении, и – средние значения 
переменных X и Y. Эта формула выражает стандартизированное ковариационное отно-
шение между двумя переменными и показывает, насколько одна переменная изменяет-
ся в зависимости от другой. Значение коэффициента r изменяется в диапазоне от –1 до 
1, где 1 указывает на полную положительную корреляцию, –1 – на полную отрицатель-
ную корреляцию, а 0 означает отсутствие линейной взаимосвязи.

Статистический анализ
Результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего. 

Измерения проводились на одной лабораторной мыши дикого типа (B6SJL). При изме-
рении импеданса было использовано 6 микроэлектродов, измерения проводились для 
всех регистрирующих контактов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Импеданс микроэлектрода
Для данного исследования разработан 12-канальный гибкий полиимидный микроэ-

лектрод проникающего типа, который имплантируется непосредственно в ткань мозга 
и требует хирургического вмешательства [11]. Данный тип микроэлектродов предназ-
начен для регистрации ПД и ЛПП [62]. Конструкция разработанного микроэлектрода 
ориентирована на регистрацию ЛПП.
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Диапазон частот локальных полевых потенциалов популяций нейронов составляет 
от 1 Гц до 300 Гц, в то время как для отдельных нейронов диапазон увеличивается 
от 300 до 5 кГц [63]. Частоты локальных полевых потенциалов нейронов гиппокам-
па чаще всего характеризуются тета-ритмом (7–9 Гц) [64], острыми волнообразными 
колебаниями (150–250 Гц) [65] и гамма-ритмом (60–120 Гц) [66, 67]. Таким образом, 
регистрируемые в гиппокампе ЛПП находятся в диапазоне от 7 до 250 Гц.

Рекомендуется, чтобы значение импеданса не превышало 2–5 MΩ, поскольку вы-
сокие значения импеданса могут привести к  ослаблению сигнала в  зависимости от 
конструкции микроэлектрода и системы усиления регистрируемого сигнала [15].

Анализ импеданса разработанного микроэлектрода показал следующие значения: 
при частоте 7 Гц среднее значение импеданса составило 1.95 ± 0.12 MΩ, при частоте 50 
Гц 0.42 ± 0.01 MΩ, при частоте 100 Гц 0.28 ± 0.03 MΩ, при частоте 200 Гц 0.27 ± 0.05 
MΩ, при частоте 300 Гц 0.2 ± 0.01 MΩ (рис. 8).

6

4

2

0
0 200

Im
pe

da
nc

e,
 m
Ω

400 600
Frequency, Hz

800 1000

Рис. 8. Распределение импеданса регистрирующих контактов разработанного 12-канального микроэлектро-
да. При измерении импеданса применялись переменные синусоидальные сигналы с амплитудой напряжения 
5 мВ и частотами от 0.1 до 1000 Гц. Пунктирными темно-серыми линиями отмечен диапазон частот от 7 до 
250 Гц. Сплошной линией красного цвета отмечен уровень импеданса равный 2 MΩ. 

С уменьшением частоты f происходит увеличение емкостного сопротивления XC, 
поскольку XC обратно пропорционально f. В  результате это приводит к  увеличению 
общего импеданса Z, что подтверждается экспериментальными данными. Такая зави-
симость имеет важное значение при выборе параметров для анализа нейронной актив-
ности. В диапазоне частот сигнала от 7 до 250 Гц значение импеданса разработанного 
микроэлектрода составило менее 2 MΩ.

Кальциевая визуализация и электрофизиологическая регистрация in vivo
Через несколько дней после фиксации опорной площадки на черепе лабораторной 

мыши в камере Фарадея проводилась визуализация Ca2+ и электрофизиологическая ре-
гистрация активности нейронов гиппокампа. Минископ с подключенным беспровод-
ным электрофизиологическим модулем крепился к опорной площадке с помощью маг-
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Рис. 9. Одновременная визуализация Ca2+ и регистрация локальных полевых потенциалов in vivo: (a) – Фо-
тография системы для одновременной прижизненной кальциевой визуализации и электрофизиологической 
регистрации у лабораторной мыши во время проведения эксперимента; (b) – Изображение флуоресцирую-
щих нейронов (отмечены белыми треугольниками), полученное с помощью однофотонного миниатюрного 
флуоресцентного микроскопа; (c) – Пример нормированной спонтанной Са2+-активности для 40 нейронов 
области СА1 гиппокампа, идентифицированных программой MiniAn; (d) – Пример электрофизиологической 
записи, полученной с помощью беспроводного электрофизиологического комплекса во время кальциевой 
визуализации.
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нитов и фиксирующего винта (рис. 9a). Микроэлектрод подключался к беспроводному 
модулю через переходной шлейф. Результаты одновременной прижизненной визуали-
зации Ca2+ и электрофизиологической регистрации во время свободного перемещения 
лабораторной мыши представлены на рис. 9. Пример исходных данных, полученных 
с помощью минископа, представлен на рис. 9b.

На рис. 9c представлена спонтанная Ca2+-активность нейронов гиппокампа области 
СА1 в виде относительного изменения интенсивности свечения (∆F/F). Данные были 
получены после обработки исходных данных (рис. 9b) с использованием программно-
го обеспечения Minian. Зарегистрированные ЛПП показаны на рис. 9d. Полученные 
результаты подтверждают, что разработанный микроэлектрод в  сочетании с  GRIN-
линзой позволяет проводить одновременную визуализацию Ca2+ и электрофизиологи-
ческую регистрацию.

Анализ электрофизиологических данных показал, что среднее значение амплитуды 
ЛПП составило 0.18 ± 0.01 мВ для первого канала и 0.15 ± 0.01 мВ для второго. Для 
сравнения: средняя амплитуда шума составила 0.025 ± 0.001 мВ для обоих каналов. 
Максимальные значения амплитуды ЛПП достигли 0.24 мВ и 0.30 мВ соответственно.

Полученные значения SNR составили 16.94 dB и 15.22 dB для первого и второго ка-
налов соответственно. Мощность сигнала составила 0.034 ± 0.005 Вт для первого кана-
ла и 0.025 ± 0.005 Вт для второго. Среднеквадратичное значение для первого и второго 
каналов составило 0.18 мВ и 0.16 мВ соответственно.

Как было отмечено ранее, первичная обработка данных кальциевой визуализации 
проводилась с использованием программного обеспечения Minian. Получение средних 
значений параметров, таких как частота всплесков активности (Burst rate), частота се-
тевых спайков (Network spike rate) и пиковое значение сетевых спайков (Network spike 
peak) осуществлялось посредством программного обеспечения NeuroActivityToolkit.

Анализ данных кальциевой визуализации показал, что средняя частота всплесков 
активности (Burst rate) составляет 0.96 ± 0.15 активных клеток в секунду. Средняя ча-
стота сетевых спайков (Network spike rate) достигла значения 3.91 ± 0.21%. Среднее 
пиковое значение сетевых спайков (Network spike peak) составило 3.63 ± 0.18%.

Далее мы рассчитали коэффициент корреляции Пирсона для оценки степени ли-
нейной зависимости между кальциевыми сигналами и регистрируемыми ЛПП. Расчет 
коэффициента корреляции Пирсона является широко используемым методом стати-
стического анализа [68, 69]. Коэффициенты корреляции вычислялись для каждой пары 
данных, что позволило оценить, насколько тесно изменения одного сигнала связаны 
с  изменениями в  другом. Коэффициенты корреляции Пирсона варьировались от не-
значительных до умеренных, что указывает на слабую и умеренную линейную зави-
симость между кальциевыми сигналами и ЛПП. Например, для кальциевого сигнала 
под номером 1 корреляция с ЛПП первого и второго каналов составила –0.060 и –0.082 
соответственно, что указывает на слабую линейную связь. Для кальциевого сигнала 
под номером 13 корреляция с ЛПП первого и второго каналов составила 0.288 и 0.323 
соответственно, что указывает на умеренную положительную корреляцию.

Результаты исследования иллюстрируют эффективность использования GRIN-лин-
зы в  сочетании с  микроэлектродами для одновременной in vivo визуализации каль-
циевой активности и  электрофизиологической регистрации. Полученные данные 
подтверждают, что разработанный метод обеспечивает расширенную информацию 
о нейронной активности во время свободного перемещения лабораторной мыши.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе представлен подход, который позволяет одновременно осуществ-
лять наблюдение за кальциевой активностью и регистрацию ЛПП в гиппокампе сво-
бодно передвигающихся мышей. Разработанная система включает микроэлектрод, ко-
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торый размещён вокруг градиентной линзы таким образом, что не оказывает влияния 
на её оптические характеристики. Это обеспечивает отсутствие фотоэлектрических 
артефактов и искажений при визуализации Ca2+.

Размеры регистрирующих контактов разработанного микроэлектрода составили 
100 на 20 мкм с межэлектродным расстоянием 300 мкм. Данная конфигурация при-
годна для регистрации ЛПП. Микроэлектроды с большими по площади регистриру-
ющими контактами могут одновременно регистрировать активность большего ко-
личества нейронов [70, 71], однако они дают эффект усреднения, который снижает 
пиковую амплитуду сигнала [63, 72]. Также стоит отметить, что большей площади 
регистрации можно добиться за счет использования более высокой плотности ре-
гистрирующих контактов. Если учитывать, что средний размер сомы нейрона гип-
покампа области CA1 составляет 15–20 мкм [73], текущая конфигурация микроэ-
лектрода не подходит для регистрации спайковой активности отдельных нейронов. 
Следовательно, в дальнейшем представляется необходимым увеличение количества 
регистрирующих контактов, а  также уменьшение их размеров и  межэлектродного 
расстояния для улучшения точности и разрешающей способности микроэлектрода. 
Еще одним улучшением разработанного микроэлектрода может стать замена матери-
ала подложки с полиимида на парилен С [74]. Переход на использование парилена 
С обусловлен его меньшей гигроскопичностью и повышенной устойчивостью к воз-
действию физиологических сред. Благодаря возможности напыления этого матери-
ала создание покрытий из тонких пленок позволит существенно снизить толщину 
микроэлектрода, что улучшит его функциональные характеристики и уменьшит ин-
вазивность при использовании.

Как было отмечено ранее, импеданс микроэлектрода определяется рядом факто-
ров, включая материал токопроводящих дорожек, покрытие электрода, его геометрию, 
частоту измерений, среду использования, а также возраст и состояние электрода [11]. 
Высокий импеданс может негативно влиять на качество записываемых сигналов, уве-
личивая уровень теплового шума и ухудшая соотношение сигнал-шум [75]. Это осо-
бенно важно при регистрации слабых биопотенциалов, таких как нейронная актив-
ность [76]. Высокий импеданс также может снижать амплитуду полезного сигнала 
и повышать чувствительность к электрическим помехам, вызывая фазовые искажения 
на высоких частотах, что усложняет интерпретацию данных [71, 77]. Разработанный 
полиимидный микроэлектрод характеризуется низким импедансом, обеспечивающим 
регистрацию ЛПП без значительного затухания в диапазоне от 7 до 250 Гц [11, 78]. 
При увеличении частоты сигнала наблюдалось снижение импеданса, которое состави-
ло 1.95 ± 0.12 MΩ при 7 Гц, 0.42 ± 0.01 MΩ при 50 Гц, 0.28 ± 0.03 MΩ при 100 Гц, 0.27 ± 
0.05 MΩ при 200 Гц и 0.2 ± 0.01 MΩ при 300 Гц. Полученная зависимость объясняется 
тем, что емкостное реактивное сопротивление XС обратно пропорционально частоте 
сигнала, что приводит к уменьшению общего импеданса Z. Снижение импеданса раз-
работанного микроэлектрода было достигнуто благодаря геометрии его регистрирую-
щих контактов (100 × 20 мкм), что увеличило площадь соединения с тканью, а также 
с помощью покрытия золотом, которое обладает высокой электропроводностью (4.11 × 
107 См/м) и химической стабильностью [11].

При дальнейшем усовершенствовании конструкции микроэлектрода, а  именно 
увеличении количества регистрирующих контактов за счет уменьшения их размеров 
и межэлектродного расстояния импеданс будет возрастать. Для решения этой пробле-
мы необходимым будет применение дополнительных покрытий, таких как PEDOT или 
чернение платиной (Pt  black), которые увеличивают шероховатость и  эффективную 
площадь регистрирующих контактов [79]. Кроме того, дальнейшее снижение импе-
данса позволит проводить более длительные хронические эксперименты, поскольку 
с течением времени импеданс микроэлектрода увеличивается вследствие электрохи-
мического износа и инкапсуляции биологическими тканями [80, 81].
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Основная цель данной работы заключалась в демонстрации возможностей реали-
зации прижизненной визуализации Ca2+ и электрофизиологической регистрации у сво-
бодно передвигающихся животных с использованием решений с открытым исходным 
кодом. Мы продемонстрировали, что предложенная система позволяет одновременно 
визуализировать Ca2+-активность и  регистрировать локальные полевые потенциалы. 
Хотя в  настоящей версии статьи основной акцент сделан на описании конструкции 
микроэлектрода и его технических аспектах, представлен также краткий анализ корре-
ляции кальциевых и полевых сигналов. Однако для проведения полноценного анализа 
необходимо преодолеть ряд ограничений, в  частности, увеличить количество реги-
стрируемых каналов и частоту дискретизации до 1000 Гц. В будущем мы планируем 
улучшить прошивку беспроводного электрофизиологического модуля для повышения 
его производительности.

Рассматривая сравнение визуализации Ca2+ и электрофизиологической регистра-
ции, следует отметить, что визуализация Ca2+ позволяет изучать нейронную динами-
ку сотен клеток и целенаправленно анализировать активность специфических типов 
нейронов [82, 83]. Также с использованием Ca2+-визуализации можно выявить про-
странственные зависимости между нейронами со схожими паттернами активности 
[84]. С помощью визуализации Ca2+ можно отслеживать активность отдельных ней-
ронов в течение длительного времени для исследования процессов обучения и фор-
мирования памяти [85, 86]. Однако этот метод не регистрирует активность напря-
мую, а фиксирует изменения концентрации внутриклеточного кальция, что косвенно 
отражает нейронную активность [2, 87]. При этом Ca2+-визуализация характеризует-
ся сравнительно низким соотношением сигнал/шум и ограниченным динамическим 
диапазоном [88]. В дополнение, в процессе анализа поведения животных наблюда-
ются значительные колебания частоты спайков, которые могут различаться на поряд-
ки как в разные поведенческие периоды, так и среди нейронов одного типа [89–91]. 
Кроме того, корреляция между спайками и кальций-зависимой флуоресценцией мо-
жет различаться в зависимости от типа нейронов и даже среди отдельных нейронов 
одного типа [92, 93].

С  другой стороны, электрофизиологические записи обеспечивают прямую реги-
страцию нейронной активности с  высоким соотношением сигнал/шум, временной 
точностью и динамическим диапазоном [20]. Однако этот метод обладает ограничени-
ями, такими как менее точное выявление нейронов с низкой активностью [94] и реги-
страция небольшого подмножества относительно активных нейронов [20]. Кроме того, 
возможность отслеживания одной и той же популяции нейронов во времени остаётся 
сложной задачей из-за зарастания и подвижности микроэлектрода [95, 96]. В отличие 
от визуализации Ca2+ процесс разделения спайков, связанных с отдельными нейрона-
ми, может приводить к появлению артефактов, таких как слияние спайков от разных 
нейронов [94]. Эти особенности делают электрофизиологические и оптические мето-
ды взаимодополняющими в комплексных нейробиологических исследованиях. В ряде 
исследований предпринимались попытки сопоставить визуализацию кальция с элек-
трофизиологической регистрацией, и в целом было выявлено качественное согласие 
между данными методами, хотя оценки основывались на статических и относительно 
грубых измерениях [82, 92]. Однако в другом исследовании, в котором сравнивалась 
активность, зарегистрированная с  помощью электрофизиологических и  оптических 
методов от сопоставимых популяций нейронов во время выполнения одной и той же 
поведенческой задачи, было обнаружено, что различные методы регистрации могут 
привести к расхождению в результатах [94]. В результате наших исследований была 
выявлена слабая или умеренная корреляция между Ca2+-сигналами и ЛПП. Различия 
в уровнях корреляции между Ca2+-сигналами могут отражать разнообразие функцио-
нальной динамики нейронных ансамблей, участвующих в  генерации этих сигналов. 
В нашем случае наиболее вероятно, что такие расхождения связаны с особенностями 
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расположения и удалённостью регистрирующих контактов микроэлектрода, интегри-
рованного с  градиентной линзой. Это предположение подчёркивает важность учета 
геометрических и  пространственных аспектов при интерпретации полученных дан-
ных. Сопоставление и поиск корреляции между кальциевыми и полевыми сигналами 
представляет собой сложную и неоднозначную задачу, требующую проведения отдель-
ных масштабных исследований.

В данной работе применялась беспроводная электрофизиологическая система для 
снижения ограничений передвижения животных, вызванных скручиванием кабелей. 
Этот проект является переходным этапом к полностью беспроводной системе. В даль-
нейшем планируется интеграция с  беспроводными минископами [97], что позволит 
исключить проводные соединения и минимизировать риски, связанные с ограничени-
ем движений животных во время экспериментов. Кроме того, возможно использова-
ние двухфотонных миниатюрных микроскопов, которые позволяют визуализировать 
активность не только в соме, но и в дендритах и шипиках нейронов у свободно пере-
двигающихся животных [98].

Несмотря на работоспособность предложенного подхода, его использование ог-
раничено проблемами синхронизации между минископом и  электрофизиологиче-
ской системой в процессе регистрации. Данное ограничение связано с  аппаратны-
ми особенностями беспроводного модуля [58], что предполагает необходимость их 
преодоления в  будущих версиях беспроводной электрофизиологической системы. 
К тому же, одним из недостатков методики является ручная формовка микроэлектро-
да вокруг GRIN-линзы, что может влиять на точность позиционирования. Решение 
этой проблемы предполагается с использованием металлической пресс-формы, где 
градиентная линза и  микроэлектрод будут фиксироваться в  зажиме с  продольным 
разрезом цилиндра и упором для выравнивания. Процесс нагрева пресс-формы по-
зволит достичь необходимой формы микроэлектрода для его дальнейшего объедине-
ния с GRIN-линзой.

Совместная прижизненная визуализация Ca2+ и электрофизиологическая регистра-
ция являются перспективными методами в нейробиологических исследованиях, осо-
бенно для изучения воздействия различных фармакологических средств на активность 
нейронных ансамблей. Сочетание этих методов может применяться при разработке но-
вых терапевтических агентов для лечения или уменьшения клинических проявлений 
различных нейродегенеративных заболеваний. Данный подход позволяет проводить 
анализ Ca2+- и электрофизиологической активности нейронов у свободно передвигаю-
щихся лабораторных животных, что значительно расширяет возможности исследова-
ний в области нейробиологии. Важно отметить, что эта методика может способство-
вать пониманию механизмов функционирования и нарушений в нейронных ансамблях, 
связанных с  поведением, восприятием и  когнитивными процессами. В  дальнейшем 
планируется провести анализ активности нейронов гиппокампа лабораторных мышей 
как дикого типа, так и с моделью болезни Альцгеймера во время оценки условно-реф-
лекторного замирания, используя разработанный метод одновременной визуализации 
Ca2+ и регистрации ЛПП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании предложено решение по объединению гибкого полиимид-
ного микроэлектрода с градиентной линзой минископа для одновременной визуали-
зации Ca2+-активности и  электрофизиологической регистрации in vivo в  гиппокампе 
взрослой мыши. Результаты, полученные в ходе данного исследования, подтверждают 
эффективность предложенного подхода и его применимость для изучения нейронной 
активности во время проводимых исследований.
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Integration of Single-Photon Miniature Fluorescence Microscopy  
and Electrophysiological Recording Methods for in Vivo Studying Hippocampal 

Neuronal Activity
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The miniature single-photon fluorescent microscope (miniscope) enables the visualization 
of calcium activity in vivo in freely moving laboratory animals, providing the capability 
to track cellular activity during the investigation of memory formation, learning, sleep, 
and social interactions. However, the use of calcium sensors for in vivo imaging is limited 
by their relatively slow (millisecond-scale) kinetics, which complicates the recording of 
high-frequency spike activity. The integration of methods from single-photon miniature 
fluorescent microscopy with electrophysiological recording, which possesses microsecond 
resolution, represents a potential solution to this issue. Such a combination of techniques 
allows for the simultaneous recording of optical and electrophysiological activity in a sin-
gle animal in vivo. In this study, a flexible polyimide microelectrode was developed and 
integrated with the gradient lens of the miniscope. The in vivo tests conducted in this 
research confirmed that the microelectrode combined with the gradient lens facilitates si-
multaneous single-photon calcium imaging and local field potential recording in the hip-
pocampus of an adult mouse.

Keywords: hippocampus, calcium imaging, miniscope, electrophysiology, microelec-
trodes, in vivo
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В работе исследовалась реакция корковых структур на слуховые стимулы разной эмо-
циональной значимости (связанные с бредом и галлюцинациями и нейтральные) в нор-
ме (n = 15; 7 мужчин, 8 женщин) и у больных параноидной шизофренией (n = 24; 11 
мужчин, 13 женщин), с высшим или средним специальным образованием и прибли-
зительно равным уровнем социального благополучия, в компоненте N170 слухового 
вызванного потенциала (ВП). У здоровых испытуемых обнаружено достоверное уве-
личение амплитуды и укорочение латентности волны N170 в правой центрально-па-
риетальной области на эмоционально-значимые стимулы, что подчеркивает большую 
выраженность активации коры на данный тип стимулов. Наряду с общим снижением 
активации коры головного мозга, характерным для больных параноидной шизофрени-
ей, по данным большинства научных источников в этом компоненте ВП, наше исследо-
вание выявило одновременное увеличение обоих параметров ВП–амплитуды и латент-
ности в лобных областях и их снижение в центральных и височных–явление, которое 
названо нами парадоксальным эффектом (ПЭ). ПЭ у больных развивается в ответ на 
эмоционально-значимые стимулы–слова, ассоциированные с бредом и псевдогаллю-
цинациями, в норме вызывающие повышение активации. Таким образом, исследова-
ние подтверждает нашу гипотезу, что на слуховых ВП обнаруживаются ПЭ, как и на 
зрительных, что было обнаружено нами ранее в предыдущих исследованиях. Тот факт, 
что ПЭ наблюдается на волне N170 слухового вызванного потенциала (СВП), то есть 
на том же втором этапе восприятия, что и в  зрительном (ЗВП), может указывать на 
общий для этих модальностей характер данной реакции. Однако поскольку слуховой 
стимул более короткий и компактный, чем изображение, реакция на него более ранняя. 
В связи с этим ПЭ на слуховой стимул развивается на волне N170, тогда как на зри-
тельный–в более позднем компоненте Р200. Таким образом, при шизофрении уже че-
рез 170 мс после предъявления стимула в ответ на значимые стимулы обнаруживается 
«конфликт» между возбуждением и торможением, в результате которого развиваются 
ПЭ. О «родстве» ПЭ, обнаруженных при шизофрении на ЗВП и СВП, свидетельствуют 
и данные о сходном характере распространения в коре головного мозга возбуждения 
с одновременным увеличением или уменьшением обоих параметров компонента ВП 
N170. Предполагается, что выявленные нарушения связаны с характерным для шизоф-
рении патологическим протеканием процесса элиминации синапсов–так называемого 
прунинга, результатом которого является избыток синапсов в лобных областях в соче-
тании с их дефицитом в центральных областях коры.

Ключевые слова: шизофрения, слуховой вызванный потенциал, синаптический пру-
нинг

DOI: 10.31857/S0869813924070105, EDN: BDKDBH
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из гипотез этиологии шизофрении является гипотеза о патологическом раз-
витии нейронных связей в  онтогенезе [1]. Были выдвинуты предположения о  двух 
противоположных патогенетических механизмах, приводящих к аномальной нейрон-
ной связности. Оба они связаны с нарушением при шизофрении элиминации синапсов 
в процессе синаптического прунинга: результатом прунинга становится или избыток 
синапсов или их недостаток.

Первая гипотеза основывается на том, что если синапсов остается слишком много 
и между ними обнаруживается слишком тесная связь (гиперконнективность), это пре-
пятствует проведению и обработке информации. Гиперконнективность была выявлена 
Feinberg на основе данных о повышении уровня синхронизации между фронтальны-
ми и передне-височными областями коры мозга на ЭЭГ у больных шизофренией [2]. 
Эти физиологические данные, по предположению Feinberg, связаны с возникновением 
первого психотического приступа и продуктивных симптомов при шизофрении (бред 
и псевдогаллюцинации).

Вторая идея, напротив, основана на предположении о  том, что после слишком 
активного прунинга образуется дефицит синапсов, сопровождающийся нарушением 
синаптической связности (гипотеза гипоконнективности) [3]. В поддержку этой ги-
потезы свидетельствуют данные об уменьшении плотности серого вещества при ши-
зофрении, особенно в дорсолатеральной префронтальной и в центральных областях 
коры, где наблюдается уменьшение числа или размера аксонов, а также дендритных 
ветвей, шипиков и синапсов. Указанные особенности служат причиной ослабления 
связи между нейронами и  могут, по мнению авторов, лежать в  основе патогенеза 
шизофрении.

Таким образом, патологическое протекание синаптической элиминации (пру-
нинга) может привести к аномальной связности между кортикальными нейронами, 
то есть к гипер-, гипо- или «неправильной» связности, создавая физиологическую 
предпосылку развития шизофрении. Относительно позднее начало психотической 
фазы на втором десятилетии жизни предполагает что регрессивные события, в част-
ности, синаптический прунинг в пубертатном возрасте могут способствовать воз-
никновению продуктивной симптоматики, что не исключает неправильного прорас
тания и/или миелинизации корковых аксонов и дендритов и после возникновения 
симптомов [4].

В поддержку нарушения при шизофрении связности между различными составля-
ющими нейросети (между корковыми областями, между новой и старой корой, меж-
ду корой и  подкоркой (гиппокамп) и  между корковыми нейронами) писали Uhlhaas 
и Singer [5], Tononi и Edelman [6]. Последние авторы указывали, что синхронизация 
нейронной активности обеспечивает взаимодействие в группах нейронов и сигналах 
между связанными нейронами, которое в норме даёт начало формированию упорядо-
ченного поведения системы на базе хаотической динамики отдельных элементов этой 
системы, ключевым понятием здесь является синхронизация [7].

Наиболее адекватным физиологическим показателем, отражающим выраженность 
или синхронизацию нейронного ответа на раздражитель, являются вызванные потен-
циалы (ВП) мозга, ранние компоненты которых представляют информацию о физиче-
ских характеристиках стимулов, а поздние–об их значимости.

Отражение физических характеристик стимула–интенсивности, длительности на-
блюдается прежде всего в проекционных зонах каждого анализатора и прилежащих 
к ним областях, где и происходит наиболее подробный анализ параметров раздражите-
ля. В ВП мозга это наиболее ранние части ответа на раздражитель каждой конкретной 
модальности, в частности, это Р100 зрительного вызванного потенциала (ЗВП) и N100 
слухового вызванного потенциала (СВП) [8]. По мере удаления от проекционной зоны 
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анализатора специфические для этого анализатора участки коры, отражающие сенсор-
ную информацию о раздражителе, постепенно сменяются участками, отражающими 
информацию о его значимости для данного субъекта, что проявляется в более поздних 
компонентах ВП (N170, Р200, Р300), которые уже более широко распределены по коре 
головного мозга [9].

Наши предыдущие исследования, проведенные с  помощью анализа ВП коры, 
показали, что при шизофрении нарушается адекватная реакция на поступающие 
в мозг сигналы. В одних мозговых областях реакция оказывается чрезмерной, в дру-
гих – ослабленной, т. е. нарушения «поведения» мозговой системы могут быть свя-
заны с тем, что мозг как бы приуменьшает или преувеличивает поступающие в него 
сигналы [10]. Если у  здоровых людей в  ВП на более значимые стимулы амплиту-
да компонентов больше, а латентность меньше, чем на стандартные (активация), то 
у больных параноидной шизофренией в ответ на зрительные стимулы нами выявлен 
парадоксальный эффект (ПЭ). ПЭ заключается в том, что в ответ на значимые сти-
мулы и амплитуда и латентность компонентов ВП одновременно увеличиваются или 
одновременно уменьшаются.

В норме такое явление никогда не наблюдается. Понимание физиологической осно-
вы ВП позволяет определить характер синаптических нарушений, обусловливающих 
такие проявления как ПЭ.

В  случае парадоксального эффекта с  одновременным увеличением параметров 
ВП (первый тип ПЭ) мы можем судить об увеличении числа нейронов, вовлеченных 
в обработку сигнала, и, следовательно, об увеличении числа синаптических контактов, 
срабатывающих в рамках данной реакции, однако рост числа нервных клеток не объяс-
няется возбуждением, так как не сокращается латентность, что говорило бы о значимо-
сти стимула. Таким образом, увеличение латентности характеризует физиологические 
особенности синапсов, которые мы, в силу низкой возбудимости и медленного сраба-
тывания, называем аберрантными.

В  случае ПЭ с  одновременным сокращением амплитуды и  латентного периода 
(второй тип ПЭ) мы можем судить о низком суммарном потенциале, то есть неболь-
шом количестве синапсов, участвующих в  ответе на стимул, и  небольшом време-
ни, которое требуется для включения максимально доступного количества нейронов 
в реакцию.

Таким образом, исследование биоэлектирической активности мозга методом ВП 
позволяет сделать вывод о количестве и качественном состоянии синапсов по резуль-
татам прунинга.

Распределение в коре зон, обнаруживающее первый или второй тип парадоксаль-
ного эффекта, поможет описать характер протекания синаптической элиминации как 
процесса, определяющего число синапсов в тех или иных участках мозга.

На материале зрительных стимулов парадоксальный эффект был выявлен, в част-
ности, в  компоненте N170, который отражает этап сличения сенсорных параметров 
стимула с информацией об их значимости в прошлом опыте, то есть с памятью [11]. 
В результате этого «информационного синтеза» формируется субъективное восприя-
тие данного стимула. Нарушение восприятия значимости стимулов определяет некото-
рые когнитивные проявления при шизофрении.

Таким образом, вместо усиления возбуждения на значимый стимул при шизофре-
нии возникает процесс, при котором невозможно определить преобладание ни возбу-
ждения, ни торможения, что, как уже упоминалось, связано с последствиями патологи-
ческого синаптического прунинга.

Процесс прунинга филогенетически начинается в раннем детском возрасте в заты-
лочных областях и постепенно продвигается кпереди через центральные и височные 
области, достигая лобных и префронтальных областей коры. В норме синаптическая 
элиминация, по данным исследований с помощью световой микроскопии, в корково-
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корковых аксональных системах составляет около 60%, что показано в  зрительной 
и префронтальной коре [12].

Подлежащие элиминации синапсы являются исключительно возбуждающими кон-
тактами и поэтому считается, что синаптический прунинг имеет решающее значение 
для баланса процессов возбуждения и  торможения в  коре головного мозга взросло-
го человека [13]. Известным фактом нарушения при шизофрении является дисбаланс 
процессов возбуждения и торможения в коре мозга, основную роль в котором играют 
количество и качество синаптических контактов [14].

Проведение исследования на слуховом анализаторе позволит судить, является ли 
ПЭ феноменом, характерным только для зрительной модальности, или является выра-
жением фундаментального патологического механизма, который будет не только про-
являться в разных модальностях восприятия, но и в целом характеризовать нарушение 
проведения импульсов в нервной системе при шизофрении.

Цель нашей работы – исследование нарушения активации коры головного мозга при 
шизофрении по характеристикам параметров ВП– латентности и амплитуды; а также

проверка гипотезы, что на СВП будут наблюдаться ПЭ, как на ЗВП, которая позво-
лит судить о генерализованном характере данной реакции при заболевании параноид-
ной шизофренией.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Данное исследование проводилось с  использованием метода анализа ВП мозга 
в ответ на вербальные слуховые стимулы в двух выборках: 1) группа пациентов (n =24; 
13 мужчин, 11 женщин) с параноидной шизофренией в состоянии психоза, не получав-
ших медикаментозной терапии, общая сумма баллов выраженности психопатологиче-
ских симптомов по шкале PANSS в группе больных составляла 97.1 ± 3.1; 2) группа 
здоровых испытуемых (n = 15; 8 мужчин, 7 женщин), аналогичная по возрасту (от 18 
до 35 лет), уровню образования (среднее специальное, неоконченное высшее, высшее) 
и с приблизительно равным уровнем социального благополучия.

Критерием исключения для участия в эксперименте были органические расстрой-
ства ЦНС и употребление психоактивных веществ в анамнезе. При отборе в группу 
контроля исключались кандидаты с психотическими эпизодами в  анамнезе, а  также 
имеющие родственников с психотическими расстройствами. Участники обеих групп – 
правши со здоровым слухом.

Для предъявления стимулов использовалась программа Presentation (США). Сти-
мулы предъявлялись бинаурально, через наушники, громкость предъявления варьи-
ровала около 60 дб (громкость разговорной речи). Эксперимент проводился в тихой, 
затемненной комнате, участники сидели с закрытыми глазами. Предъявлялось 2 типа 
стимулов: нейтральные слова и  слова эмоционально-значимые, связанные с  бредом 
и  галлюцинациями, полученные путем контент-анализа из речи пациентов с  галлю-
цинаторно-параноидным синдромом. Все стимулы были одно- двусложными словами, 
время подачи стимула не превышало 0.5 с. Примеры нейтральных стимулов: «река», 
«небо», «земля». Примеры эмоционально-значимых стимулов: «нож», «враг», «страх». 
Предъявлялось 40 стимулов каждого типа, порядок предъявления – случайный. Стиму-
лы каждого типа были озвучены мужским и женским голосами, таким образом, всего 
было 80 стимулов каждого типа, в  силу этого на протяжении предъявления каждое 
слово-стимул повторялось 2 раза. Межстимульный интервал варьировал от 1.5 до 3 с. 
Испытуемым группы исследования и контрольной выборки предъявлялись одни и те 
же стимулы. Испытуемые были проинструктированы, что эксперимент проводится 
в имплицитных условиях, то есть не предполагает ни мысленной, ни поведенческой 
активности в ответ на стимул.
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Регистрация ЭЭГ проводилась на 32-канальном усилителе фирмы Neuroscan (США) 
от 30 отведений (отведения для регистрации глазодвигательной активности не учиты-
вались). Использовались отведения: Fp1, Fp2, Fz, F3, F4, F7, F8, Fcz, Fc3, Fc4, Ft7, Ft8, 
Cz, C3, C4, T3, T4, Cpz, Cp3, Cp4, Tp7, Tp8, Pz, P3, P4, T5, T6, Oz, O1, O2. Электрод 
заземления располагался на отведении Fpz. Референты располагались на мочках ушей. 
Электроды располагались по модифицированной международной схеме 10/20, частота 
дискретизации 200 Гц. Фильтрация осуществлялась на уровне от 0.5 до 70 Гц. Импе-
данс соблюдался в границах не выше 10 кОм. Для вычисления базовой линии исполь-
зовались средние значения записи.

Для обработки ЭЭГ и выделения ВП использовался программный пакет EEG Lab 
(BSD, США), артефакты удалялись вручную. В записях нормативной выборки коли-
чество удаленных эпох достигало не более 5%, тогда как в группе пациентов процент 
удаленных эпох колебался от 5% до 15%. Были исключены записи, в которых после 
удаления артефактов осталось менее 80% стимулов. Активность в  ответ на стимул 
определялась по пиковой латентности во временных окнах: от 150 до 210 мс для ком-
понента N170. Определение пика амплитуды проводилось по максимальным число-
вым значениям в интересующем временном окне.

Статистическая обработка показателей латентности и амплитуды в ответ на стиму-
лы производилась с использованием программы Statistica‑11. Для проверки гипотезы 
о  различии в  восприятии стимулов при внутригрупповом сравнении использовался 
непараметрический критерий Вилкоксона. Для межгруппового сравнения применялся 
непараметрический критерий Манна – Уитни. Для коррекции множественных сравне-
ний применялся метод Бенджамини – Хохберга (FDR) [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Межгрупповое сравнение
При сопоставлении реакции коры мозга на нейтральные стимулы у двух групп ис-

пытуемых обнаружено, что в норме в лобно-центральной области по средней линии 
(FCZ) амплитуда компонента N170 достоверно больше, чем у больных, а латентность 
меньше (табл. 1, рис. 1). Процесс активации у здоровых испытуемых выражен больше, 
чем у больных шизофренией.

При сопоставлении реакции в ответ на эмоционально-значимые стимулы обнару-
жено, что у здоровых испытуемых амплитуда компонента N170 достоверно выше, чем 
у больных, а латентность меньше в правой центральной (С4), правой задне-височной 
(Т6), левой центрально-париетальной (СР3), правой лобно-центральной (FC4) и левой 
нижне-височной (ТР7) областях (табл. 2.) Таким образом, процесс активации у здоро-
вых людей выражен больше, чем у больных.

Таблица 1. Латентность и амплитуда здоровых испытуемых (N) и пациентов с параноидной 
шизофренией (Sz) в ответ на нейтральные стимулы

Амплитуда 
N на 
нейтральный 
стимул

Амплитуда 
Sz на 
нейтральный 
стимул

p-значение Латентность 
N на 
нейтральный 
стимул

Латентность 
Sz на 
нейтральный 
стимул

p-значение

Fсz -4.13
(1.11)

-2.29
(0.93)

0.003 176.00
(11.84)

199.00
(15.97)

0.005

Цифры в скобках – величина стандартного отклонения SD.
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Рис. 1. Активация коры на эмоционально-значимый раздражитель у здоровых испытуемых по сравнению 
с  больными шизофренией во фронто-центральной области по средней линии. ВП здоровых испытуемых 
обозначен серой линией, ВП пациентов с параноидной шизофренией отмечен черным цветом.

Таблица 2. Латентность и амплитуда здоровых испытуемых (N) и пациентов с параноидной 
шизофренией (Sz) в ответ на эмоционально- значимые стимулы

Амплитуда 
N на 
значимый 
стимул

Амплитуда 
Sz на 
значимый 
стимул

p-значение Латентность 
N на 
значимый 
стимул

Латентность 
Sz на 
значимый 
стимул

p-значение

C4 -3.85
(0.92)

-1.88
(1.65)

0.004 190.00
(9.81)

206.00
(11.96)

0.004

T6 -3.05
(0.69)

-1.89
(0.92)

0.004 171.00
(10.34)

207.00
(12.39)

0.003

Cp3 -3.74
(0.62)

-2.10
(1.03)

0.005 174.00
(12.26)

206.00
(12.63)

0.004

Fc4 -4.03
(1.10)

-2.27
(1.52)

0.001 181.00
(11.15)

203.00
(14.60)

0.003

Tp7 -3.07
(0.94)

-1.90
(1.86)

0.002 182.00
(10.69)

201.00
(13.21)

0.004

Цифры в скобках – величина стандартного отклонения SD.



1213НАРУШЕНИЯ ВОЛНЫ N170 СЛУХОВЫХ

Внутригрупповое сравнение
При внутригрупповом сравнении у здоровых испытуемых обнаружено достоверное 

увеличение амплитуды (нейтральный – 3.03, значимый – 3.51) и укорочение латентности 
(нейтральный 179.5, значимый 176.5) волны N170 в правой центрально-париетальной 
области (CP4) p = 0.004 на эмоционально-значимые стимулы, что подчеркивает бóльшую 
выраженность активации коры на эмоционально-значимый раздражитель (рис. 2).
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Рис. 2. Активация коры на эмоционально-значимый раздражитель по сравнению с нейтральным у здоровых 
испытуемых в правой центрально-теменной области. ВП на нейтральный стимул обозначен серой линией, 
ВП на эмоционально-значимый стимул – черной линией.
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Рис. 3. ПЭ с одновременным увеличением латентности и амплитуды волны N170 в центральной лобной об-
ласти по средней линии у больных шизофренией. ВП на нейтральный стимул обозначен серой линией, ВП 
на эмоционально-значимый стимул – черной линией.



1214 АРХИПОВ и др. 

Внутригрупповое исследование показало, что у больных шизофренией в лобных 
(Fp1), (Fp2) и лобно-височных (F7), (F8) областях обоих полушарий, а также в лоб-
ной области по средней линии (FZ) наблюдается одновременное увеличение обоих 
параметров – и амплитуды (p = 0.001) и латентности (p = 0.001) компонента N170 на 
более значимые стимулы по сравнению с нейтральными (рис. 3). Таким образом, нами 
выявлен ПЭ с увеличением обоих параметров – латентности и амплитуды волны N170 
слуховых ВП в передних областях коры (табл. 3).

Таблица 3. Численные значения ПЭ с увеличением обоих параметров – амплитуды (A) 
и латентности (L) волны N170 у пациентов с параноидной шизофренией

Отведение Neutral р-значение Significant р-значение
Fp1 A –2.04 (0.76)

L 172.00 (22.66)
0.001
0.001

A –2.93 (0.75)
L 185.00 (19.55)

0.001
0.003

Fp2 A –1.99 (0.88)
L 176.00 (14.31)

0.001
0.001

A –3.09 (0.66)
L 185.00 (20.27)

0.002
0.004

F7 A –1.84 (0.83)
L 165.00 (20.85)

0.001
0.001

A –2.64 (0.73)
L 178.00 (17.37)

0.001
0.002

F8 A –2.03 (0.70)
L 170.00 (19.38)

0.001
0.001

A –2.86 (0.63)
L 185.00 (14.14)

0.003
0.004

Fz A –2.41 (0.71)
L 172.00 (19.42)

0.001
0.001

A –3.45 (0.88)
L 183.00 (18.88)

0.004
0.003

Обозначения: A – амплитуда (мКв), L – латентность (ms). Столбец Neutral – значения на нейтральные сти-
мулы. Столбец Significant – значения на эмоционально-значимые стимулы. Цифры в  скобках обозначают 
величину стандартного отклонения Sd.

В левых центральных (C3), центральных по средней линии (CZ) и лобно-централь-
ных областях по средней линии (FCZ) у больных, напротив, имеет место уменьшение 
и амплитуды (p = 0.002), и латентности (p = 0.002) компонента N170 ВП на значимые 
стимулы по сравнению с нейтральными. В этих областях коры нами обнаружен ПЭ 
с уменьшением обоих параметров волны N170 – латентности и амплитуды (табл. 4).

Таблица 4. Численные значения ПЭ с уменьшением обоих параметров – амплитуды 
и латентности волны N170 у пациентов с параноидной шизофренией

Отведение Neutral р-значение Significant р-значение
C3 A –2.44 (0.59)

L 180.00 (19.98)
0.002
0.002

A –1.70 (0.86)
L 170. 00 (4.50)

0.002
0.002

Cz A –3.53 (0.80)
L 183.00 (20.67)

0.002
0.002

A –2.43 (0.79)
L 168.00 (12.99)

0.002
0.002

Fcz A –3.57 (0.60)
L 185.00 (11.97)

0.002
0.002

A –2.29 (0.98)
L 172.00 (16.42)

0.002
0.002

Обозначения: A – амплитуда, L – латентность. Столбец Neutral – значения на нейтральные стимулы. Столбец 
Significant – значения на эмоционально-значимые стимулы. Цифры в  скобках обозначают величину стан-
дартного отклонения Sd.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Межгрупповое сравнение показало, что в норме активация на оба типа стимулов 
в префронтальных областях коры мозга больше, чем у больных шизофренией, это под-
тверждает нарушение при шизофрении реакции активации.

Внутригрупповое исследование показало, что у больных шизофренией в лобных 
и лобно-височных областях обоих полушарий, а также в лобных областях по средней 
линии наблюдается увеличение и амплитуды, и латентности волны N170 на значимые 
стимулы. В левых центральных, лобно-центральных областях обоих полушарий и цен-
тральных областях по средней линии у больных, напротив, отмечается уменьшение 
и амплитуды и латентности компонента N170 (рис. 4).
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Рис. 4. ПЭ с одновременным уменьшением латентности и амплитуды волны N170 в левой центральной об-
ласти у больных шизофренией. ВП на нейтральный стимул обозначен серой линией, ВП на эмоционально-
значимый стимул – черной линией.

Если условно разделить восприятие на 3 этапа: первый, сенсорный или этап анали-
за физических параметров стимула, второй, информационный или этап синтеза инфор-
мации о физических свойствах стимулов с информацией об его значимости, и третий – 
этап принятия когнитивного решения, то волна N170 является отражением второго, 
промежуточного этапа [11]. Наличие ПЭ в компоненте N170 указывает на патологию 
при шизофрении второго этапа, информационного синтеза, когда формируется субъек-
тивное восприятие стимула. При этом в ответ на значимые стимулы в норме усилива-
ется корковая активация – уменьшается латентность и увеличивается амплитуда волны 
N170, а  при шизофрении развивается патологическая реакция, которую мы назвали 
парадоксальным эффектом (ПЭ), когда оба параметра компонентов ВП или увеличива-
ются, или уменьшаются.

ПЭ в ВП у больных нельзя связать ни с процессом возбуждения, ни торможения, 
вероятно, это конфликт обоих механизмов. Данное аномальное состояние обусловле-
но нарушением синаптического прунинга, что отражается в  ВП двумя типами про-
явлений. Первый – в  виде одновременного уменьшения латентности и  амплитуды, 
и второй – увеличение обоих этих параметров. ПЭ с уменьшением латентности и ам-



1216 АРХИПОВ и др. 

плитуды, вероятно, обусловлен меньшим количеством нейронов, активирующихся 
на стимул (снижение амплитуды), и  уменьшением времени обработки информации 
за счет меньшего количества синапсов (уменьшение латентности) из-за избыточного 
прунинга в центральных областях коры. ПЭ с увеличением латентности и амплитуды 
объясняется большим количеством синапсов, вовлеченных в реакцию на стимул (уве-
личение амплитуды), что вызвано недостаточностью процесса элиминации во фрон-
тальных отделах коры, однако время реакции (пиковая латентность) также увеличи-
вается за счет количества активирующихся нейронов. Важно отметить, что указанные 
синапсы в силу патологического прунинга остаются функционально неполноценными, 
аберрантными, и, таким образом, речь идет как об изменении количества, так и каче-
ства синапсов [16].

Важно отметить, что процесс синаптического прунинга распространяется с заты-
лочных областей, через центральные в передние, что, возможно, объясняется эволюци-
онной и онтогенетической динамикой развития нервной системы [17].

Вероятно, у больных до возникновения психоза в центральных отделах коры при-
сутствует избыточное количество синапсов, и к моменту, когда процесс прунинга за-
пускается в лобных отделах, в центрально-теменных областях количество и функция 
синапсов уже нарушается. В это же время происходящий в лобных отделах процесс 
элиминации синапсов недостаточен, что в итоге приводит к неоднородности элимина-
ции и синаптической негомогенности – то есть избытке синапсов в передних областях 
коры и недостатке – в центральных. Исходя из этого, мы предполагаем, что при ши-
зофрении для условий возникновения первого психотического эпизода и преобладания 
в клинической картине продуктивных симптомов необходимо не только разное соотно-
шение количества синапсов в передних и центральных отделах коры, но и присутствие 
аберрантных синапсов в передних областях. Эти синапсы в свою очередь в процессе 
течения заболевания также инактивируются при слабой элиминации, что в итоге при-
водит к  уменьшению плотности серого вещества при шизофрении и  преобладанию 
в клинической картине болезни негативных симптомов [18].

Обращает на себя внимание тот факт, что области коры, в которых при шизофрении 
развиваются ПЭ в слуховой и зрительной модальности, совпадают: в лобных областях 
это ПЭ с увеличением обоих параметров компонентов ВП, а в центральных и некото-
рых височных и париетальных областях – с уменьшением обоих этих параметров. Од-
нако на зрительном анализаторе ПЭ выявляется позже, на волне P200 и P300, вероятно, 
из-за разницы физических особенностей раздражителя [19].

Следует отметить, что результаты нашего исследования могут быть связаны с ре-
зультатами, полученными прежде другими авторами в биохимических и морфологи-
ческих исследованиях мозга при шизофрении. Так, доминирующая в науке дофамино-
вая гипотеза предполагает нарушение баланса процессов возбуждения и торможения 
в нервной системе при шизофрении, что также находит отражение в наших результа-
тах, а повышенная выработка дофамина может объясняться повышенным количеством 
синапсов во фронтальных отделах мозга или их аберрантным характером. Морфологи-
ческие исследования мозга больных шизофренией post mortem дают информацию об 
увеличении размера желудочков и о повышенной плотности белого вещества в лобных 
областях, что может находить логичное объяснение через призму наших результатов. 
Такие умозаключения, конечно, носят предположительный характер, но являются це-
лью дальнейших междисциплинарных исследований.

Обнаружение ПЭ у больных параноидной шизофренией дает возможность подойти 
к анализу нарушений синаптической элиминации и описать её негомогенность, а так-
же оценить неравномерность количественного и качественного распределения синап-
сов в  коре головного мозга. Это позволяет наблюдать одновременно подтвержение 
гипотезы гиперконнективности в передних отделах коры по Feinberg [2] и гипотезы 
гипоконнективности в центральных областях по Friston, Frith [20], указывая на избы-
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ток синапсов в передних и их дефицит в центральных областях мозга, и, таким обра-
зом, приводит к  пониманию роли прунинга в  возникновении аномальной связности 
и конфликта процессов возбуждения-торможения при шизофрении.

Отдельное внимание следует обратить на тот факт, что такое сочетание амплитуды 
и латентности не может наблюдаться в норме, в результате чего ПЭ можно рассмат-
ривать как биологический маркер заболевания, имеющий большое значение как для 
диагностики, так и в моделях предсказания риска развития данной патологии [21].

Поскольку больные в  психозе, в  отличие от нормы, продемонстрировали нали-
чие ПЭ, можно утверждать, что гетерогенность процесса элиминации, формирую-
щая синаптическую негомогенность в коре головного мозга, является обязательным 
условием для возникновения психоза. При этом распределение неоднородности эли-
минации таково, что количество синапсов в центральных областях коры мозга сни-
жено, а  в  лобных – увеличено преимущественно за счет избыточных аберрантных 
синапсов.

Подавляющее большинство исследований, основанных на методе ВП, обнару-
живает преобладание торможения в мозге при шизофрении, опираясь отдельно на 
показатели латентности, которые демонстрируют увеличение времени обработки 
информации или отдельно на уменьшение амплитуды, что также указывает на сни-
жение активации [22–25]. В нашем исследовании был использован более строгий 
критерий и учитывались лишь те отведения, в которых отмечались статистически 
значимые отличия сразу на оба параметра – и латентности и амплитуды. Такой под-
ход, ранее не применявшийся другими исследователями, позволил выявить неадек-
ватное сочетание показателей амплитуды и латентности, то есть выявить конфликт-
ную реакцию, которую нельзя отнести ни к процессу возбуждения, ни к процессу 
торможения. Таким образом, нами впервые был описан ПЭ, наблюдающийся в моз-
ге при шизофрении.

На основании полученных данных были сделаны следующие выводы:
1.	 В норме реакция активации как на значимые, так и на нейтральные стимулы 

во всех областях коры, показавших статистически значимые отличия, больше, 
чем у больных шизофренией, что отражает нарушение активации коры при этом 
заболевании.

2.	 Парадоксальные эффекты в ответ на стимулы проявляются на слуховых ВП, так 
же, как и  на зрительных и  могут рассматриваться в  качестве биологического 
маркера заболевания.

3.	 ПЭ с одновременным увеличением обоих параметров компонента ВП N170 (ла-
тентности и амплитуды) развиваются у больных шизофренией на значимые сти-
мулы, по сравнению с нейтральными, в лобных областях.

4.	 ПЭ с уменьшением обоих параметров компонента ВП N170 на значимые стиму-
лы развиваются у больных шизофренией в центральных областях коры.

5.	 Наблюдающаяся негомогенность синапсов в различных областях коры – дефи-
цит в центральных областях коры и избыток синапсов с нарушенной функцией 
в лобных областях формирует конфликт процессов возбуждения и торможения 
и может провоцировать возникновение психоза у больных шизофренией, то есть 
может являться пусковым механизмом психоза.
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Disturbances of the Process of Synaptic Elimination and its Reflection in the Wave N170 
of Auditory Evoked Potential (AEP) in First Psychotic Episode  

of Paranoid Schizophrenia
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The reaction of cortical structures of different significance (associated with delusions and 
hallucination and neutral ones) was studied. The work was conducted in patients with 
paranoid schizophrenia and normal control (24 patients with paranoid schizophrenia, 15 
controls). In patients in frontal areas paradox effect (PE) in AEPs with the increase of 
both parameters of N170 component was revealed. In central and temporal areas PEs 
were found in N170 component with the decrease of both parameters of this component. 
These results point to the “conflict” between the processes of excitation and inhibition 
in schizophrenia. In schizophrenia patients Pes were revealed in auditory and visual 
modalities (EVPs and VEPs) on the N170 wave with the unidirectional shifts (increase and 
decrease) of both parameters in the same cortical areas in AEPs and VEPs. It is supposed 
that ERP disturbances revealed in patients with schizophrenia are due to the pathology 
of the synaptic pruning causing the imbalance of excitation-inhibition and leading to the 
psychosis onset.

Keywords: schizophrenia; auditory evoked potential; pruning




