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Известно, что мелатонин модулирует суточные и сезонные ритмы метаболизма.
Однако до сих пор неясен эффект продолжительного приема экзогенного мелато-
нина на параметры липидного и углеводного обмена при различных диетах.
В данной работе мы провели метаанализ 53 публикаций, исследующих влияние
монотерапии мелатонином на показатели липидного и углеводного обмена у крыс,
содержащихся на стандартной диете (44 публикации), а также на диетах с повы-
шенным содержанием фруктозы (7 публикаций), жиров (11 публикаций) и холе-
стерина (5 публикаций). По литературным данным диета, обогащенная фруктозой,
вызывала у крыс существенное повышение уровня триглицеридов, глюкозы и ин-
сулина. У крыс, находящихся на диете, обогащенной жирами, наблюдалось увели-
чение уровня триглицеридов, общего холестерина (ОХ), инсулина и снижение
концентрации липопротеинов высокой плотности (ЛВП). У крыс, содержащихся
на диете, обогащенной холестерином, наблюдалось увеличение уровня ОХ и сни-
жение концентрации ЛВП. Терапия мелатонином снижала уровень триглицери-
дов, ОХ и инсулина, но не изменяла уровень глюкозы у крыс, содержащихся на ди-
етах, обогащенных фруктозой и жирами. При диете, обогащенной холестерином,
мелатонин (без учета дозы) снижал уровень ОХ и увеличивал уровень ЛВП и глю-
козы, но не изменял концентрацию триглицеридов. Наш метаанализ не выявил
положительного эффекта увеличения дозы мелатонина при обогащенных диетах.
При стандартной диете длительная терапия мелатонином также снижала уровень
инсулина, но не оказывала влияния на ОХ и увеличивала уровень глюкозы. Ухуд-
шение показателей углеводного обмена было ассоциировано с более высокими до-
зами мелатонина в начале терапии, с внутрибрюшинным введением или с введени-
ем через желудочный зонд, с введением в светлую фазу. Кроме того, высокие дозы
мелатонина были ассоциированы с ухудшением показателей липидного обмена
при стандартной диете. Эффект мелатонина был направлен в сторону минимиза-
ции изменений в липидном профиле, вызванных диетой, что подтверждает гомео-
статическую роль мелатонина в метаболизме липидов.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что гормон эпифиза мелатонин регулирует суточные и сезонные из-
менения в общем метаболизме позвоночных. К настоящему времени появилось
много сообщений об эффективности мелатонина в нормализации показателей ли-
пидного профиля и резистентности к инсулину у людей с метаболическими нару-
шениями [1–4]. Это позволяет рассматривать мелатонин в качестве альтернатив-
ного метода профилактики и терапии метаболических нарушений, тем более что
он имеет минимальные побочные эффекты.

Установлено, что помимо пинеальной железы мелатонин синтезируется практи-
чески во всех органах и тканях, включая различные отделы головного мозга, щито-
видную железу, желудочно-кишечный тракт, печень, поджелудочную железу [5].
Кроме того, практически все ткани и органы имеют мелатонинергические рецеп-
торы (МТ). Эффекты мелатонина на общий метаболизм могут реализовываться че-
рез МТ-рецепторы и посредством антиоксидантного действия мелатонина [2, 6–9].
Показано, что мелатонин ингибирует биосинтез и всасывание холестерина, а так-
же увеличивает его распад и защищает клетки от токсического действия окислен-
ных липопротеинов [2, 6]. Было подтверждено, что мелатонин улучшает чувстви-
тельность к инсулину, индуцирует регенерацию β-клеток в поджелудочной железе,
способствует синтезу гликогена в печени [7]. Дефицит мелатонина в результате пи-
неалэктомии вызывал увеличение уровня триглицеридов, холестерина, глюкозы и
инсулина у крыс [10, 11]. Также сниженный синтез мелатонина был ассоциирован
с риском развития инсулинорезистентности и диабета 2-го типа у людей [12, 13].

Несмотря на то, что метаанализы клинических исследований [1–4] показали по-
ложительный эффект мелатонина на параметры липидного и углеводного обмена,
до сих пор остается неясным зависимость этого эффекта от дозы и продолжитель-
ности терапии, а также от диеты. Кроме того, в клинических исследованиях часто
мелатонин комбинируют с другими препаратами. К настоящему времени проведе-
но много экспериментальных работ на крысах, исследующих влияние монотера-
пии мелатонином на уровень триглицеридов, холестерина, инсулина и глюкозы в
условиях стандартной диеты, а также при диетах с повышенным содержанием уг-
леводов (фруктозы), жиров и холестерина. Наша статья посвящена метаанализу
результатов этих исследований.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Метаанализ был выполнен в соответствии с рекомендациями PRISMA
(http://www.prisma-statement.org). Поиск исследований осуществлялся летом–осе-
нью 2022 г. на английском и русском языках независимо двумя людьми в базах
PubMed, Scopus, Google Scholar, elibrary без ограничения периода публикации.
При поиске были использованы ключевые слова, характеризующие параметры ли-
пидного и углеводного обмена (липиды, углеводы, триглицериды, холестерин, ли-
попротеины, глюкоза, инсулин), которые сочетались с воздействием (мелатонин,
терапия мелатонином, инфузия мелатонина), объектом исследования (крысы, ди-
ета, корм, фруктоза, жиры, холестерин). Кроме того, дополнительно были про-
смотрены списки литературы публикаций, отобранных для метаанализа.

В метаанализ были включены исследования только монотерапии мелатонином.
Отбирались только те работы, в которых животные содержались в стандартных ла-
бораторных условиях при освещении 12:12 или 14:10 день/ночь. Были исключены
исследования, в которых крысы находились при постоянных или непропорцио-
нально длительной темноте или освещении. Если в публикации не были уточнены
условия содержания, то мы считали, что животные содержались в стандартных ла-
бораторных условиях. Также мы исключили экспериментальные работы, постав-



141МЕТААНАЛИЗ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

ленные на линиях крыс, чувствительных к изменению фотопериода (например
Fisher) и с генетическими нарушениями метаболизма (например Zucker). Были ис-
ключены работы, исследующие влияние мелатонина на модели диабета/метаболи-
ческого синдрома, вызванного введением токсичных веществ. В метаанализ вклю-
чались исследования, проведенные только на интактных или ложнооперирован-
ных животных. Исключались работы с использованием новорожденных или
слишком старых крыс, а также беременных самок. Кроме того, были исключены
публикации, в которых результаты были отображены в непонятной форме, не поз-
воляющей оценить среднее значение и SD/SEM.

Из отобранных работ извлекались данные по уровню в крови триглицеридов,
общего холестерина (ОХ), липопротеинов высокой плотности (ЛВП), глюкозы и
инсулина в контрольной группе и в группе животных, которые находились на тера-
пии мелатонином. После извлечения из публикаций значения исследуемых биохи-
мических показателей были переведены в одинаковые единицы измерения с помо-
щью online калькулятора http://unitslab.com/ru (мг/дл – для концентрации тригли-
церидов, ОХ, ЛВП и глюкозы, мМЕ/л – для концентрации инсулина). Если в
публикации концентрация инсулина была представлена в весовой форме, то она
сначала переводилась в молярную, а затем с помощью http://unitslab.com/ru в
мМЕ/л. Если данные были представлены отдельно для самцов и самок, то рассчи-
тывалось среднее арифметическое.

При проведении метаанализа отдельно исследовались крысы на стандартной
диете, на диете с повышенным содержанием фруктозы, на диете с повышенным
содержанием жиров и на диете, обогащенной холестерином. Далее данные объеди-
нялись в субгруппы по времени терапии мелатонином (без учета дозы). Кроме то-
го, там, где позволяло количество исследований, был проведен анализ зависимо-
сти эффекта от дозы, способа и времени введения мелатонина.

Метаанализ результатов исследований проводился с помощью статистической
программы Review Manager 5.3 (Cochrane Library). Для анализа был использован in-
verse variance тест (Mean Difference). Гетерогенность включенных в метаанализ ис-
следований устанавливали по критерию I2. Выбор модели фиксированных или
рандомизированных эффектов осуществлялся в соответствии с рекомендациями
[14]. Для оценки статистической значимости суммарных результатов применялся
Z-тест. Предвзятость при отборе публикаций проверялась с помощью графика –
воронки. Доверительный интервал – 95%. Различия считались статистически зна-
чимыми при p < 0.05. В тексте данные приведены в виде медианы и интерквартиль-
ного размаха или в виде среднего значения ± стандартное отклоненияе.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

По теме метаанализа в базах было найдено 1672 публикации, из них 74 обзора
литературы. Было отобрано 53 работы [15–67], исследующих влияние монотера-
пии мелатонином на показатели липидного и углеводного обмена у крыс при раз-
личных диетах. Основные характеристики исследований представлены в таблице S
(Приложение), о рандомизации при выделении контрольной и опытной группы
сообщалось в 23 публикациях. Терапия мелатонином продолжалась от 1 до 16 нед.
Мелатонин вводился животным орально (через зонд или с питьевой водой), внут-
рибрюшинно и подкожно в дозах 0.15–50 мг/кг/день. В 13 работах мелатонин вводи-
ли перед или в темную фазу, в 12 – до полудня, в остальных работах – время введе-
ния не указано. В 31 работе сообщается о сборе крови натощак, в 2 работах [32, 55]
авторы пишут, что крысы не голодали перед сбором крови, в остальных работах ав-
торы не уточняют этот момент.
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Стандартная диета
Всего было найдено 44 публикации, изучающие влияние терапии мелатонином

на показатели липидного и углеводного обмена у крыс, содержащихся на стандарт-
ной диете. В 27 работах исследовалось влияние введения мелатонина на уровень
циркулирующих триглицеридов и ОХ, в 16 работах – на уровень ЛВП, в 37 работах –
на уровень глюкозы, в 18 – на уровень инсулина (табл. S). У крыс, содержащихся
на стандартной диете, средний уровень триглицеридов был 88 ± 47 мг/дл (M ± SD),
ОХ – 79 ± 38 мг/дл, ЛВП – 38 ± 18 мг/дл, глюкозы – 118 ± 35 мг/дл, инсулина –
21 ± 15 мМЕ/л. Терапия мелатонином в дозе 0.1–40 мг/кг/день продолжалась в те-
чение 1–16 нед. и не оказывала (без учета дозы) существенного влияния на уровень
циркулирующих триглицеридов, ОХ и ЛВП у крыс, содержащихся на стандартной
диете (рис. 1). Однако при этом на 2–6-й нед. терапии у крыс наблюдалось увели-
чение уровня глюкозы на 5.51 [1.98, 9.05] мг/дл, I2 = 28%, Z = 3.06, p = 0.002, а на 9–
11-й неделе – снижение уровня инсулина на –2.66 [–5.11, –0.22] мМЕ/л, I2 = 0%, Z = 2.13,
p = 0.03 (рис. 2).

Рис. 1. Влияние терапии мелатонином на уровень триглицеридов, общего холестерина и липопротеи-
нов высокой плотности у крыс, содержащихся на стандартной диете.

I2 – гетерогенность, Z – суммарный эффект, p – значимость различий. Метаанализ проведен без стан-
дартизации по дозе, способу и времени введения.

Mean Difference 
IV, Random, 95% Cl

Mean Difference 
IV, Random, 95% Cl

Mean Difference 
IV, Random, 95% Cl

Triglycerides (mg/dL) Total cholesterol (mg/dL) High density lipoprotein (mg/dL)

Study or Subgroup
1 week
Kim C. 2005 
Subtotal (95% Cl)

2 week
Abdulwahab D.A. 2021 
Ahmed H.H. 2005 
Aydin M. 2011 
Chan T.Y. 1995 
Djordjevic B. 2018 
Kitagawa A. 2012(1) 
Kitagawa A. 2012 (2) 
Mori N. 1989 
Ovali M.A. 2021 
Yildirim A. 2019 
Subtotal (95% Cl)

3–5 weeks
Adeyemi W.J. 2020 
Benova T. 2013 
Ebaid H. 2013 
Hajam Y.A. 2019 
Leibowitz A. 2008 
Mori N. 1989 
Subtotal (95% Cl)

8–9 weeks
Cardinali D.P. 2013 
Kantar S. 2015 
Montilla P.L. 1998 (1) 
Montilla P.L. 1998 (2) 
Rios-Lugo M.J. 2010 
Wang L. 2021 
Zaitone S. 2011 
Subtotal (95% Cl)

10–16 weeks
Aoyama H. 1987 
Bernasconi P.A. 2013 (1) 
Bernasconi P.A. 2013 (2) 
Bojkova B. 2008 
Hoyos M. 2000 
Mendes C. 2013 
Nduhirabandi F. 2011 
Obayemi M.J. 2021 
Oladele C.A. 2022 
Subtotal (95% Cl)

Total (95% Cl)

–0.65 [–8.74, 7.44] 
I 2 = 76%, Z = 0.16, p = 0.87

0.07 [–3.31, 3.45] 
I 2 = 44%, Z = 0.04, p = 0.97

0.10 [–2.47, 2.68] 
I 2 = 0%, Z = 0.08, p = 0.94

1.96 [–0.62, 4.55] 
I 2 = 76%, Z = 1.49, p = 0.14

0.66 [–4.76, 6.09] 
I 2 = 19%, Z = 0.24, p = 0.81

0.66 [–5.41, 6.72] 
I 2 = 91%, Z = 0.21, p = 0.83

–4.54 [–12.55, 3.46] 
I 2 = 65%, Z = 1.11,  p = 0.27

–9.93 [–26.74, 6.88] 
I 2 = 84%, Z = 1.16,  p = 0.25

–2.60 [–11.60, 6.41] 
I 2 = 78%, Z = 0.56,  p = 0.57

2.54 [–0.78, 5.87] 
I 2 = 0%, Z = 1.5,  p = 0.13

1.36 [–3.19, 5.92] 
I 2 = 48%, Z = 0.59,  p = 0.56

–2.59 [–12.20, 7.02] 
I 2 = 74%, Z = 0.53,  p = 0.60

–3.47 [–8.27, 1.32] 
I 2 = 78%, Z = 1.42,  p = 0.16

–0.05 [–2.98, 2.87] 
I 2 = 70%, Z = 0.04,  p = 0.97

1.16 [–1.22, 3.54] 
I 2 = 84%, Z = 0.95,  p = 0.34

100500–100 –50

[More in therapy][More in сontrol

100500–50 50250–50 –25
[More in therapy][More in сontrol [More in therapy][More in сontrol
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Анализ зависимости эффекта от дозы без учета продолжительности терапии по-
казал увеличение ЛВП и уменьшение инсулина при низких, но не при высоких до-
зах мелатонина. Изменение других показателей не зависело от дозы (рис. 3). Одна-
ко анализ зависимости эффекта мелатонина от дозы с учетом продолжительности
терапии показал, что через 2 нед. терапии мелатонин в дозе ≥10 мг/кг/день вызы-

Рис. 2. Влияние терапии мелатонином на уровень глюкозы и инсулина у крыс, содержащихся на стан-
дартной диете.

I2 – гетерогенность, Z – суммарный эффект, p – значимость эффекта. Метаанализ проведен без стан-
дартизации по дозе, способу и времени введения.

Mean Difference 
IV, Random, 95% Cl

Mean Difference 
IV, Random, 95% ClStudy or Subgroup

Glucose (mg/dL) Insulin (mlU/L)

1 week 
Hajam Y.A. 2019
Kim C. 2005
Sener G. 2004
Subtotal (95% Cl)

2 week
Abdulwahab D.A. 2021 
Chan T.Y. 1995 
Djordjevic B. 2018 
Hajam Y.A. 2019 
Kitagawa A. 2012(1) 
Kitagawa A. 2012 (2) 
Mori N. 1989 
Ovali M. A. 2021 
Yildirim A. 2019 
Subtotal (95% Cl)

4–6 weeks
Benova T. 2013 
Cam M. 2003 
Hajam Y.A. 2019 
Kamsrĳai U. 2020 
Montano M.E. 2010 
Mustonen A.M. 2002 
Sankaran M. 2006(1) 
Sankaran M. 2006 (2) 
Subtotal (95% Cl)

8 week
Alqasim A.A. 2020 
Chuffa L.G. 2011 
Gorgun F.M. 2002 
KadryS.M. 2018 
Kantar S. 2015 
Korkmaz G.G. 2012 
Montilla P.L. 1998 (1) 
Montilla P.L. 1998 (2) 
Paskaloglu K. 2004 
Rao M.V. 2010 
Wang L. 2021 
Zaitone S. 2011 
Subtotal (95% Cl)

9–11 weeks
Aoyama H. 1987 
Peschke E. 2010 
Rios-Lugo M.J. 2010 
Subtotal (95% Cl)

12–16 weeks
Bojkova B. 2008 
Hoyos M. 2000 
Li T. 2018 
Mendes C. 2013 
Nduhirabandi F. 2011 
Obayemi M.J. 2021 
Oladele CA 2022 
Terron M.P. 2013 
Subtotal (95% Cl)

Total (95% Cl)

–0.07 [–8.53, 8.40] 
I 2 = 0%, Z = 0.02, p = 0.99

5.43 [–0.17, 11.04] 
I 2 = 49%, Z = 1.90, p = 0.06

6.77 [1.69, 11.86] 
I 2 = 5%, Z = 2.61, p = 0.009

0.34 [–5.28, 5.96] 
I 2 = 76%, Z = 0.12, p = 0.90

0.55 [–0.81, 1.92] 
I 2 = 3%, Z = 0.80, p = 0.42

–0.75 [–9.94, 8.43] 
I 2 = 24%, Z = 0.16, p = 0.87

–0.84 [–5.41, 3.73] 
I 2 = 88%, Z = 0.36, p = 0.72

–2.66 [–5.11, –0.21] 
I 2 = 0%, Z = 2.13, p = 0.03

0.10 [–0.01, 0.21] 
I 2 = 0%, Z = 1.73, p = 0.08

–1.81 [–7.40, 3.77] 
I 2 = 0%, Z = 0.64, p = 0.52

4.15 [–1.72, 10.01] 
I 2 = 72%, Z = 1.39, p = 0.17

2.83 [0.20, 5.46] 
I 2 = 60%, Z = 2.11,  p = 0.03

–0.41 [–1.14, 0.31] 
I 2 = 64%, Z = 1.11,  p = 0.27

100500–100 –50
[More in therapy][More in сontrol]

20100–20 –10
[More in therapy][More in сontrol]
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вал значимое повышение уровня триглицеридов, глюкозы и инсулина, однако че-
рез 8 нед. этот эффект терапии не был выражен при любой дозе (табл. 1). Эффект
мелатонина на концентрацию ОХ не зависел от дозы, однако через 8 нед. терапии
мелатонин в дозе ≤1 мг/кг/день вызывал увеличение ЛВП, а в дозе ≥10 мг/кг/день, на-
оборот, незначительное уменьшение ЛВП (табл. 1).

Мы оценили влияние способа введения мелатонина на его эффекты при стан-
дартной диете без учета дозы и продолжительности терапии. Терапия мелатонином
вызывала значимое повышение уровня триглицеридов и ЛВП при внутрибрюшин-
ном введении; значимое снижение уровня триглицеридов и увеличение ЛВП – при
подкожном введении; значимое снижение уровня инсулина – при введении с пи-
тьевой водой (рис. 3). Наиболее сильно уровень глюкозы повышался при внутри-
брюшинном введении и при введении через желудочный зонд (рис. 3). Не было су-
щественного влияния способа введения мелатонина на его эффект на уровень ОХ
(рис. 2). Однако большой разброс по дозам и продолжительности терапии не поз-
воляет нам сделать окончательный вывод. Если сравнивать отдельные работы, в
которых использовались одинаковые дозы мелатонина, то после 2 нед. терапии
введение мелатонина в дозе 10 мг/кг/день через зонд [15] и внутрибрюшинно [40]
не оказывало эффекта на уровень триглицеридов, ОХ, глюкозы и инсулина, но
внутрибрюшинное введение повышало концентрацию ЛВП. После 3 нед. терапии

Таблица1. Зависимость от дозы эффекта мелатонина на показатели липидного и углеводного
обмена у крыс, содержащихся на стандартной диете

I2–гетерогенность, Z – суммарный эффект, p – значимость различий.

Неделя 
терапии Доза мелатонина N

работ
Объем выборки

мелатонин/контроль Средняя разность I2, % Z p

Тест на
различия

между
субгруппами, p

Триглицериды (мг/дл)

2-я ≤ 1 мг/кг/день 3 21/21 –8.86 [–20.66, 2.93] 79 1.47 0.14 0.03

2-я ≥ 10 мг/кг/день 5 31/31 5.77 [0.33, 11.21] 10 2.08 0.04

8-я ≤ 1 мг/кг/день 2 14/14 2.80 [–6.82, 12.42] 0 0.57 0.57 0.32

8-я ≥ 10 мг/кг/день 3 28/28 –18.91 [–60.19, 22.38] 94 0.90 0.37

Общий холестерин (мг/дл)

2-я ≤ 1 мг/кг/день 3 21/21 –0.18 [–4.35, 4.00] 66 0.08 0.93 0.83

2-я ≥ 10 мг/кг/день 5 31/31 0.75 [–6.88, 8.39] 51 0.19 0.85

8-я ≤ 1 мг/кг/день 2 14/14 1.81 [–22.24, 25.86] 0 0.15 0.88 0.75

8-я ≥ 10 мг/кг/день 3 28/28 –2.49 [–14.49, 9.52] 90 0.41 0.68

Липопротеины высокой плотности (мг/дл)

2-я ≤ 1 мг/кг/день 3 21 / 21 1.61 [–1.11, 4.34] 71 1.16 0.25 0.90

2-я ≥ 10 мг/кг/день 3 17 / 17 2.00 [–3.80, 7.80] 80 0.68 0.50

8-я ≤ 1 мг/кг/день 2 14 / 14 8.43 [2.83, 14.02] 0 2.95 0.003 0.003

8-я ≥ 10 мг/кг/день 2 18 / 18 –5.29 [–12.30, 1.72] 96 1.48 0.14

Глюкоза (мг/дл)

2-я ≤ 1 мг/кг/день 3 19 / 19 2.12 [–8.35, 12.60] 54 0.40 0.69 0.31

2-я ≥ 10 мг/кг/день 5 31 / 31 8.48 [2.26, 14.69] 6 2.67 0.008

8-я ≤ 1 мг/кг/день 5 46 / 43 –0.32 [–12.58, 11.94] 80 0.05 0.96 0.96

8-я ≥ 10 мг/кг/день 6 52 / 50 0.03 [–6.94, 7.00] 65 0.01 0.99

Инсулин (мМЕ/л)

2-я ≤ 1 мг/кг/день 2 13 / 13 –3.69 [–11.53, 4.14] 62 0.92 0.36 0.29

2-я ≥ 10 мг/кг/день 3 18 / 18 0.50 [0.15, 0.86] 0 2.80 0.005
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мелатонин, введенный орально [16] или подкожно [30] в дозе 10 мг/кг/день, не из-
менял уровень ОХ и ЛВП, но при подкожном введении снижал уровень триглице-
ридов. 8-недельный оральный прием мелатонина в дозе 10 мг/кг/день не изменял
или слегка повышал уровень глюкозы [35, 64, 67], а внутрибрюшинное 8-недель-
ное введение мелатонина слегка снижало уровень глюкозы [53].

Прием мелатонина в светлую фазу способствовал увеличению уровня глюкозы и
ЛВП, перед темной фазой или в темную фазу – снижал уровень триглицеридов
(рис. 3). Однако при проведении этого метаанализа мы не учитывали продолжи-
тельность терапии, дозу и способ введения. При сравнении отдельных исследова-
ний, в которых использовались одинаковая доза (около 1 мг/кг/день), способ (вну-
трибрюшинное) и продолжительность (8 нед.) введения, при утреннем введении
мелатонин незначительно повышал уровень глюкозы, а при вечернем – наблюда-
лось существенное снижение [28, 46].

В нашей работе мы не исследовали влияния возраста животных на эффект мела-
тонина ввиду того, что было мало работ с использованием возрастных крыс, боль-
шинство исследователей проводили эксперименты на 1.5–3-месячных крысах. Од-
нако установлено, что старение ассоциировано с ухудшением показателей липид-
ного профиля и толерантности к глюкозе [68, 69]. Интересно отметить, что прием
мелатонина в течение 5–16 нед. снижал уровень триглицеридов, но не ОХ у крыс
5–12-месячного возраста, содержащихся на стандартной диете [21, 23, 44]. Причем
мелатонин (в дозе 0.5 мг/кг/день, 12 нед.) лучше снижал триглицериды и глюкозу у
самок, а инсулин – у самцов [23]. Снижение уровня глюкозы у 3-месячных самок
наблюдал и Chuffa с соавт. [28] после 8-недельной терапии мелатонином в дозе
1 мг/кг/день. Однако по сообщениям Mustonen с соавт. [48] при стандартном осве-
щении и диете 4 недельная терапия мелатонином в дозе 2 мг/кг/день незначитель-
но увеличивала уровень глюкозы у 2-месячных самцов и самок, а уровень инсули-
на – только у самцов.

Диета, обогащенная фруктозой

Всего было отобрано 7 публикаций, изучающих влияние терапии мелатонином
на показатели липидного и углеводного обмена у крыс, содержащихся на диете,
обогащенной фруктозой. Фруктоза в разных концентрациях добавлялась либо в
питьевую воду, либо в корм. Во всех работах, кроме двух, введение фруктозы и ме-
латонина начиналось одновременно. В 2 исследованиях [40, 52] добавление фрук-
тозы в диету начиналось за 4 и 8 нед. до начала терапии и продолжалась во время
терапии. В 7 работах исследовалось влияние введения мелатонина на уровень цир-
кулирующих триглицеридов, в 6 работах – на уровень ОХ, в 5 работах – на уровень
ЛВП, в 4 работах – на уровень глюкозы и инсулина (табл. S). У крыс, содержащихся на
диете, обогащенной фруктозой, средний уровень триглицеридов был 164 ± 115 мг/дл,
ОХ – 89 ± 31 мг/дл, ЛВП – 34 ± 26 мг/дл, глюкозы – 190 ± 58 мг/дл, инсулина –
34 ± 19 мМЕ/л. Терапия мелатонином в дозе 1–30 мг/кг/день продолжалась в те-
чение 2–10 нед. и снижала уровень циркулирующих триглицеридов, ОХ и инсули-
на. Наблюдалась тенденция увеличения ЛВП при приеме мелатонина (рис. 4). Эф-
фект терапии был заметен уже через 2 нед. после начала. Концентрация глюкозы
существенно не изменялась при приеме мелатонина на данной диете (рис. 4). Эф-
фект терапии был незначительно лучше при более низких дозах мелатонина (рис. 3).
Внутрибрюшинное введение увеличивало уровень ЛВП, для других параметров не
удалось установить зависимость от способа введения (рис. 3). Мы не смогли оце-
нить зависимость эффекта терапии от времени введения мелатонина, поскольку во
многих работах время введения не было указано.
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Диета, обогащенная жирами

Всего было отобрано 11 публикаций, изучающих влияние терапии мелатонином
на показатели липидного и углеводного обмена у крыс, содержащихся на диете,
обогащенной различными пищевыми жирами. В 9 исследованиях [22, 38, 49–51,
55, 57, 62, 66] высокожировая диета и терапия мелатонином начинались одновре-
менно, в 2 исследованиях [63, 65] высокожировая диета начиналась за 4 и 8 недель
до начала терапии и продолжалась во время терапии. В 9 работах исследовалось
влияние введения мелатонина на уровень циркулирующих триглицеридов, в 8 ра-
ботах – на уровень ОХ, в 6 работах – на уровень ЛВП, в 7 работах – на уровень глю-
козы, в 6 работах – на уровень инсулина (табл. S). У крыс, содержащихся на диете,
обогащенной жирами, средний уровень триглицеридов был 135 ± 101 мг/дл, ОХ –
129 ± 45 мг/дл, ЛВП – 24 ± 16 мг/дл, глюкозы – 109 ± 31 мг/дл, инсулина – 63 ± 74 мМЕ/л.
Терапия мелатонином в дозе 1–50 мг/кг/день продолжалась в течение 2–16 нед.
Мелатонин существенно снижал уровень триглицеридов и ОХ у крыс, содержа-
щихся на жирной диете (рис. 5). Также наблюдалась тенденция снижения уровня
глюкозы и инсулина (рис. 5). Данные по влиянию терапии на уровень ЛВП очень
противоречивы (рис. 5). Результаты включенных в метаанализ работ показали, что
при более низких дозах мелатонин увеличивал уровень ЛВП, при высоких дозах –
незначительно уменьшал (рис. 3). На другие параметры доза не оказывала суще-
ственного влияния (рис. 3). Зависимость эффекта терапии от способа и времени
введения мы не смогли оценить из-за недостаточного количества публикаций.

Диета, обогащенная холестерином

Всего было отобрано 5 публикаций, изучающих влияние терапии мелатонином
на показатели липидного и углеводного обмена у крыс, содержащихся на диете,
обогащенной холестерином. Холестерин (1–2%) вместе с холевой кислотой (0.2–
0.5%) добавлялся в стандартный корм. В 5 работах высокохолестериновая диета и
терапия мелатонином начинались одновременно, в 1 работе наряду с одновремен-
ным введением было исследовано введение мелатонина через 2 нед. высокохоле-
стериновой диеты [60]. В 4 работах исследовалось влияние введения мелатонина на
уровень циркулирующих триглицеридов, в 5 работах – на уровень ОХ, в 3 работах – на
уровень ЛВП, в 3 работах – на уровень глюкозы (табл. S). У крыс, содержащихся на
диете, обогащенной холестерином, средний уровень триглицеридов был 65 ± 21 мг/дл,
ОХ – 165 ± 43 мг/дл, ЛВП – 17 ± 11 мг/дл, глюкозы – 108 ± 11 мг/дл. Терапия мела-
тонином в дозе 0.3–17 мг/кг/день продолжалась в течение 2–12 нед. Мелатонин
значимо снижал уровень ОХ и увеличивал уровень ЛВП, но не оказывал влияния
на концентрацию триглицеридов (рис. 6). Также наблюдалась тенденция увеличе-
ния уровня глюкозы на фоне терапии (рис. 6). Не было установлено зависимости
эффекта от дозы (рис. 3). Работ, исследующих влияния введения мелатонина на
уровень инсулина при данной диете, не было найдено. Во всех работах, кроме од-
ной [34], мелатонин вводился внутрибрюшинно. Зависимость эффекта терапии от
времени введения мы также не смогли оценить из-за недостаточного количества
публикаций.

По результатам нашего метаанализа, терапия мелатонином максимально сни-
жала уровень триглицеридов и инсулина у крыс, находящихся на диете с добавле-
нием фруктозы, а уровень ОХ – у крыс, содержащихся на диете, обогащенной жи-
рами и холестерином. Эффект терапии на уровень ЛВП был максимально выражен
на диете, обогащенной холестерином. В табл. 2 отображены суммарные эффекты
монотерапии мелатонином на показатели липидного и углеводного обмена при
различных диетах.
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Следует отметить, что мы не исследовали в нашем метаанализе влияние терапии
мелатонином на липопротеины низкой плотности (ЛНП) из-за разной методики
оценки в разных публикациях (показатели ЛНП могли включать, а могли и не
включать липопротеины очень низкой плотности), что привело к очень большому
разбросу значений ЛНП даже у крыс, находящихся на стандартной диете (от 7 до
126 мг/дл). Однако то, что у крыс, находящихся на диете с добавлением фруктозы,
жиров и холестерина, терапия мелатонином вызывала снижение ОХ без изменения
или с увеличением ЛВП, свидетельствует о том, что снижение ОХ происходило,
главным образом, за счет уменьшения концентрации ЛНП. Об этом также свиде-
тельствуют и опубликованные результаты исследований [22, 24, 26, 31, 34, 37, 38,
51, 60, 63].

При анализе диет мы не учитывали точный состав диет и время начала диеты (до
или одновременно с терапией мелатонином), поскольку было мало работ, в кото-
рых диета предшествовала терапии и продолжалась далее вместе с терапией. Но ис-
следование высокохолестериновой диеты показало, что мелатонин был эффекти-
вен в любом случае [60].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенный нами метаанализ показал, что у крыс, содержащихся на стандарт-
ной диете, мелатонин значимо снижал уровень инсулина (9–11 нед.) и увеличивал
концентрацию глюкозы в крови (2–6 нед.), а при дозе ≥10 мг/кг/день также вызы-
вал повышение уровня циркулирующих триглицеридов и инсулина в начале тера-
пии (2 нед.). Эффект мелатонина на концентрацию ОХ не зависел от дозы у крыс,
содержащихся на стандартной диете, однако через 8 нед. терапии мелатонин в дозе
≤1 мг/кг/день вызывал увеличение ЛВП, а в дозе ≥10 мг/кг/день, наоборот, незна-
чительное уменьшение ЛВП. Интересно отметить, что в работах, где одновремен-
но исследовались разные дозы мелатонина при стандартной диете, не был зафик-
сирован существенный эффект дозы на параметры липидного профиля, но наблю-
далось незначительное увеличение уровня глюкозы при более высоких дозах при
терапии 2 и 6, но не 8 нед. [40, 46, 58].

Диета, обогащенная фруктозой, вызывала у крыс существенное повышение
уровня триглицеридов, глюкозы и инсулина. Известно, что при метаболизме фрук-
тозы наряду с глюкозой образуется глицерол, из которого и синтезируются тригли-
цериды [70]. У крыс, находящихся на диете, обогащенной жирами, наблюдалось

Таблица 2. Зависимость от диеты эффекта мелатонина на показатели липидного и углевод-
ного обмена

б/и – без изменений, ↑ – увеличение, ↓ – уменьшение, * – зависимость эффекта от дозы, # – зависи-
мость эффекта от продолжительности терапии, ^ – зависимость эффекта от способа введения, $ – зави-
симость эффекта от времени введения, (–) – нет информации.

Параметры Стандартная
диета

Диета,
обогащенная

фруктозой

Диета, 
обогащенная

жирами

Диета, 
обогащенная
холестерином

Триглицериды б/и или ↑
* # ^ $

↓ ↓ б/и

Общий холестерин б/ и ↓ ↓ ↓
Липопротеины высокой плотности б/и или ↑

* ^ $
б/и или ↑

^
↓ или ↑

*
↑

Глюкоза б/и или ↑
* # $

б/и б/и ↑ или б/и

Инсулин б/и или ↑ или ↓
* # ^

↓ ↓ или б/и –
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увеличение уровня триглицеридов, ОХ, инсулина и снижение концентрации ЛВП.
Жирная диета, по сравнению с диетой с добавлением фруктозы, вызывала измене-
ние триглицеридов в меньшей степени, а инсулина и ОХ – в большей. У крыс, со-
держащихся на диете, обогащенной холестерином, наблюдалось увеличение уров-
ня ОХ и снижение концентрации ЛВП без увеличения уровня триглицеридов. По
результатам метаанализа при диетах с повышенным содержанием фруктозы и жира
терапия мелатонином снижала концентрацию триглицеридов, ОХ и инсулина; а
при диете, обогащенной холестерином, мелатонин снижал уровень ОХ и повышал
уровень ЛВП, но не изменял концентрацию триглицеридов. При этом уровень
триглицеридов и инсулина максимально снижался мелатонином у крыс, находя-
щихся на диете с добавлением фруктозы, а уровень ОХ – у крыс, содержащихся на
диете, обогащенной жирами и холестерином. В работe [63] после 8-недельного вве-
дения мелатонина крысам, содержащимся на жирной диете, наблюдали увеличе-
ние фекального холестерина, как предполагают, за счет стимуляции секреции хо-
лестерина желчи и снижения поглощения холестерина в кишечнике. После тера-
пии мелатонином уровень глюкозы оставался без существенных изменений при
диетах с добавлением фруктозы и жиров, но увеличивался при диете, обогащенной
холестерином. Мы не выявили положительного эффекта увеличения дозы мелато-
нина на показатели липидного и углеводного обмена ни при одной из исследован-
ных диет. Однако отдельные работы показали незначительное усиление положи-
тельного эффекта терапии на уровень ОХ с увеличением дозы мелатонина у крыс, со-
держащихся на диетах, обогащенных фруктозой, жирами и холестерином [24, 40, 63].
Поскольку эффект терапии зависел от диеты, это подтверждает гомеостатическую
роль мелатонина в метаболизме липидов.

Вероятно, способ введения мелатонина также мог оказать влияние на эффект
мелатонина по причине различий в биодоступности, периоде до достижения мак-
симальной концентрации и выведения. Так, при стандартной диете уровень триг-
лицеридов максимально повышался при внутрибрюшинном введении, глюкозы –
при введениях внутрибрюшинном или через желудочный зонд. Инсулин макси-
мально снижался при введении с питьевой водой, когда поступление мелатонина в
организм растянуто во времени. У крыс, содержащихся на стандартной диете и ди-
ете, обогащенной фруктозой, внутрибрюшинное и подкожное введение мелатони-
на повышало уровень ЛВП. Показано, что внутрибрюшинное и подкожное введе-
ние препаратов по сравнению с оральным введением ассоциировано с большей
биодоступностью и с более коротким временем достижения максимальных плаз-
менных концентраций [71, 72]. В то же время, по результатам нашего метаанализа,
при всех диетах снижение ЛВП было ассоциировано с низкими дозами мелатони-
на. Кроме того (без учета дозы и продолжительности терапии), при стандартной
диете введение мелатонина в светлую фазу способствовало повышению уровня
глюкозы и ЛВП, а в темную фазу – способствовало снижению уровня триглицери-
дов. По результатам работы [55] у крыс, содержащихся на жирной диете, амплиту-
да снижения уровня триглицеридов и инсулина была незначительно больше при
вечернем приеме мелатонина, чем при утреннем, но эффект на уровень глюкозы не
зависел от времени приема. Здесь, вероятно, играет роль усиление или ослабление
экзогенным мелатонином циркадных изменений метаболизма. Интересно отметить,
что введение мелатонина перед темной фазой сильнее смещало циркадный профиль
глюкозы, чем введение мелатонина непосредственно в темную фазу [57, 58].

В основе влияния мелатонина на метаболизм большую роль, вероятно, играет
то, что он модулирует уровень инсулина и чувствительность к нему. Известно, что
инсулин является одним из главных гормонов обмена веществ. Основные эффекты
инсулина на углеводно-липидный обмен состоят в: утилизации глюкозы тканями,
накоплении гликогена, в синтезе жирных кислот и подавлении липолиза [73, 74].
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Инсулинорезистентность сопровождается снижением чувствительности клеток к
инсулину, что приводит к увеличению уровня циркулирующих липидов, глюкозы
и инсулина, а также к ухудшению липидного профиля за счет увеличения ЛНП и
уменьшения ЛВП [74]. Повышенное употребление фруктозы и жиров ассоцииро-
вано с развитием инсулинорезистентности [70, 74]. В экспериментах мелатонин не
изменял толерантность к глюкозе и чувствительность к инсулину при стандартной
диете, но уменьшал инсулинорезистентность при диете, обогащенной жирами или
фруктозой [40, 51]. У крыс, содержащихся на стандартной диете, мелатонин не из-
менял экспрессии инсулиновых рецепторов в гепатоцитах и поджелудочной желе-
зе [33, 54], но увеличивал их экспрессию в шишковидной железе [54]. Кроме того,
после 10-недельной терапии мелатонином снижение экспрессии инсулиновых ре-
цепторов в гипоталамусе наблюдалось и при стандартной, и при жирной диете, но
эффект при жирной диете был выражен сильнее [75]. Поскольку, по результатам
нашего метаанализа, длительная терапия мелатонином вызывала снижения уровня
инсулина, триглицеридов и ОХ, но при этом увеличивала или не изменяла концен-
трацию глюкозы в крови, можно предположить, что продолжительный прием ме-
латонина уменьшает синтез инсулина.

Результаты экспериментов, исследующих влияние мелатонина на обмен глюко-
зы, очень противоречивы. Так, в экспериментах in vitro наблюдали увеличение сек-
реции соматостатина (гормона, ингибирующего инсулин) в культуре клеток ост-
ровков поджелудочной железы человека после обработки мелатонином [76]. Одна-
ко прием мелатонина вызывал снижение уровня соматостатина в крови у людей и
грызунов [77, 78]. В экспериментах наблюдали повышение уровня глюкозы, инсу-
лина, ОХ и ЛВП через 30–60 мин после однократного периферического введения
мелатонина [79, 80]. При этом интрацеребровентрикулярная инъекция мелатони-
на подавляла глюконеогенез в печени крыс [81]. Ряд исследований показал увели-
чение уровня глюкозы при дефиците мелатонина, вызванном пинеалэктомией или
постоянным освещением [10, 82, 83].

Эффекты мелатонина на уровень инсулина реализуются через мембранные МТ-
(МТ1 и МТ2) рецепторы, сопряженные с G-белками. Рецепторы МТ1 и МТ2 про-
являют разную чувствительность к физиологическим (30–400 пМ) и супрафизио-
логическим (1–1000 нМ) концентрациями мелатонина [84]. К числу эффекторных
систем, которые активируются мелатонином, относятся аденилатциклаза, фосфо-
липаза С, фосфолипаза А2, калиевые каналы, гуанилатциклаза, кальциевые кана-
лы. В желудочно-кишечном тракте, в том числе в поджелудочной железе и в пече-
ни, экспрессируют как МТ1-, так и МТ2-рецепторы [84, 85]. Причем плотность
МТ1- и МТ2-рецепторов в поджелудочной железе самая высокая в бета-клетках у
недиабетических пациентов и в дельта-клетках у пациентов с диабетом [84]. С одной
стороны, мелатонин ингибирует секрецию инсулина бета-клетками, подавляя че-
рез МТ1- и МТ2-рецепторы путь аденилатциклазы, а также через МТ2-рецепторы
путь гуанилатциклазы. С другой стороны, мелатонин может также стимулировать
секрецию инсулина через МТ2-рецепторы за счет высвобождения инозитолтрифос-
фата. Кроме того, мелатонин может модулировать реакцию инсулина на глюкаго-
ноподобный пептид 1, глюконеогенез, секрецию глюкагона и соматостатина, чув-
ствительность печени к инсулину, активность липопротеиновой липазы, механиз-
мы регуляции гипоталамус–печень [6, 84]. Установлено, что линии мышей с
генетической делецией МТ1- и МТ1/МТ2-рецепторов демонстрируют повышен-
ный уровень инсулина в старом возрасте [86]; а риск диабета у людей был ассоции-
рован с повышенной экспрессией МТ-рецепторов в островках поджелудочной же-
лезы [87] и с определенными вариантами MTNR1B гена [84]. Мутация в гене GPR50
(сиротский рецептор, который структурно схож с рецепторами мелатонина без
способности связывать мелатонин) ассоциирована с повышенным уровнем триг-



154 КУЗЬМЕНКО и др.

лицеридов и снижением ЛВП [88]. У мышей с нокаутом GPR50 наблюдались
уменьшение прироста массы тела и жира при высококалорийной диете, но мень-
шие потери массы при голодании [89]. Экспрессия МТ-рецепторов связана с цир-
кадным циклом, а экспрессия GPR50 чувствительна не только к изменениям фото-
периода, но и к энергетическому статусу, уровню лептина и диете [88–90]. В экспе-
риментах у мышей экспрессия GPR50 в головном мозге (в эпендиме третьего
желудочка и в дорсомедиальных ядрах гипоталамуса) снижалась как при голода-
нии, так и при высококалорийной диете [89]. Известно, что МТ1-, МТ2- и GPСR-
рецепторы могут образовывать гетеродимеры, причем GPR50 угнетает аффинность
МТ1-рецепторов, но не МТ2 [88]. Можно предположить, что зависимость физио-
логических эффектов мелатонина от дозы и диеты объясняется разной чувстви-
тельностью типов МТ-рецепторов к мелатонину и изменением их экспрессии при
различных диетах.

Было установлено, что мелатонин влияет на экспрессию многих генов, участву-
ющих в гомеостазе холестерина, глюконеогенезе, липидном обмене, чувствитель-
ности к инсулину, антиоксидантных эффектах (Abc, Acsl3, Aldh3a2, Dhodh, Gpi,
Gpt2, PGC1α, PPARα, PPARγ, NRF, SIRT1, C/EBP и др.) [6, 64, 91]. В экспериментах
при повышенном потреблении фруктозы и жира наблюдали изменения экспрес-
сии этих генов, а также циркадных генов, которые могли быть нивелированы вве-
дением мелатонина [57, 64, 91, 92]. Есть гипотеза, что мелатонин может реализовы-
вать свои эффекты не только через мембранные МТ-рецепторы, но также через
связанные с ретиноевой кислотой ядерные ROR-рецепторы. Предполагают, что
мелатонин является лигандом средней аффинности для ROR, при этом лигандами
высокой аффинности для ROR является холестерин и стероиды [93]. Кроме того,
некоторые авторы допускают модуляцию мелатонином экспрессии генов посред-
ством метилирования ДНК [6].

Мелатонин может оказывать влияние на показатели липидного и углеводного
обмена через модуляцию аппетита и пищевого поведения. Есть наблюдения изме-
нения под действием мелатонина экспрессии генов POMC, NPY, leptin-R (участву-
ют в регуляции аппетита) в гипоталамусе [75], а также уменьшения концентрации
лептина у крыс, содержащихся на жирной диете [49, 55, 57]. Однако длительный
прием мелатонина по результатам одних работ не вызывал у крыс независимо от
диеты существенного изменения количества потребляемой пищи [23, 29, 37, 48, 61,
63], по результатам других – увеличивал [50] или уменьшал [28, 45].

Известно, что в природе снижение метаболизма зимой у позвоночных животных
связано с угнетением под действием мелатонина секреции тиреотропного гормона
гипофиза (ТТГ), что в итоге приводит к уменьшению экспрессии гена DIO2 (с ак-
тивацией DIO3) и секреции активного трийодтиронина (Т3) [8]. Содержание крыс
в условиях короткого дня сопровождалось увеличением уровня мелатонина и
уменьшением концентрации циркулирующих тироксина и Т3 [94]. Гормоны щи-
товидной железы участвуют как в глюконеогенезе, так и в гликогенолизе, как в ли-
погенезе, так и в липолизе. Кроме того, установлено, что Т3 необходим для перехо-
да клеток островков поджелудочной железы в чувствительные к глюкозе клетки,
секретирующие инсулин [95]. В экспериментах наблюдали у крыс после внутри-
венного введения мелатонина дозозависимое снижение уровня ТТГ в плазме [96],
а прием мелатонина (в дозе 3–10 мг/кг/день) в течение 1–5 нед. существенно сни-
жал уровень тиреоидных гормонов [17, 21, 97, 98]. Однако к 8 нед. терапии (мелато-
нин в дозе 1–10 мг/кг/день) активность гормонов щитовидной железы, по-види-
мому, нормализовывалась или даже увеличивалась [64, 99, 100]. С другой стороны,
терапия в дозе 10 мг/л (1.5 мг/кг/день) продолжительностью 32 нед. и более также
была ассоциирована с уменьшением ТТГ и свободного Т3 [100]. В ряде работ были
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обнаружены изменения уровней ТТГ и тиреоидных гормонов у крыс, содержащих-
ся на диетах с повышенным содержанием фруктозы и жира [101–104].

Мелатонин также оказывает влияние на метаболизм через свои антиоксидант-
ные свойства. Есть сообщения, что секреция инсулина может ингибироваться ме-
латонином посредством снижения уровня активных форм кислорода в островках
поджелудочной железы [105]. Диеты с повышенным содержанием фруктозы, жи-
ров и холестерина ассоциированы с угнетением антиоксидантных ферментатив-
ных систем и с увеличением окислительного стресса [31, 40, 50, 51, 60, 70, 91, 106].
Известно, что при фруктолизе и липолизе вырабатываются первичные метаболиты
(свободные жирные кислоты, желчные кислоты, мочевая кислота, лактат), повы-
шение концентраций которых вызывает увеличение активных форм кислорода [70,
106]. Прием мелатонина может ослабить окислительный стресс благодаря своим
антиоксидантным свойствам и способности снижать уровень вредных метаболитов
[9, 26, 34]. В экспериментах терапия мелатонином снижала концентрацию мочевой
кислоты и малонового диальдегида (индикатора окислительного стресса) в крови,
при этом повышая концентрацию ферментов, защищающих от окислительного
повреждения. Кроме того, мелатонин улучшал функционирование митохондрий,
которое было существенно нарушено при метаболическом синдроме [9]. Антиок-
сидантный эффект мелатонина был сильнее выражен у крыс, содержащихся на ди-
етах с повышенным содержанием фруктозы, жиров и холестерина по сравнению с
животными, потребляющими стандартную диету [31, 34, 40, 50, 51, 60].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В итоге, наш метаанализ показал, что длительная монотерапия мелатонином
улучшает показатели липидного профиля (снижает уровень триглицеридов и ОХ в
основном за счет снижения уровня ЛНП) у крыс, содержащихся на диетах, обога-
щенных фруктозой, жирами и холестерином. Это делает возможным использова-
ние мелатонина для профилактики и лечения метаболических нарушений, сопро-
вождающихся гиперлипидемией. Следует учесть, что мелатонин может несколько
повышать уровень глюкозы в крови. Однако этот эффект был выражен на стан-
дартной диете и на диете, обогащенной холестерином, но не на диетах с повышен-
ным содержанием фруктозы и жира. Некоторые исследователи установили, что это
побочное действие мелатонина существенно уменьшается, если прием пищи и
прием мелатонина разделены во времени [87]. Как показал наш метаанализ, у
крыс, содержащихся на стандартной диете, ухудшение показателей углеводного
обмена при терапии было ассоциировано с более высокими дозами мелатонина в
начале терапии, с внутрибрюшинным введением или с введением через желудоч-
ный зонд, с введением в светлую фазу. Однако следует учесть, что крысы, являясь
ночными животными, основную часть корма и воды потребляют именно ночью.
Кроме того, высокие дозы мелатонина были ассоциированы с ухудшением показа-
телей липидного обмена при стандартной диете. Наш метаанализ не выявил поло-
жительного эффекта увеличения дозы мелатонина при диетах, обогащенных фрук-
тозой, жирами и холестерином. Зависимость эффекта мелатонина от диеты под-
тверждает важную роль мелатонина в поддержании гомеостаза.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит каких-либо исследований с использованием животных в
качестве объектов.
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Meta-Analysis of Experimental Studies of the Effect of Melatonin Monotherapy
on the Level of Circulation Triglycerides, Cholesterol,

Glucose and Insulin Depending on the Diet of Rats
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It is known that melatonin modulates the daily and seasonal rhythms of metabolism.
However, the effect of long-term intake of exogenous melatonin on the parameters of
lipid and carbohydrate metabolism in various diets is still unclear. In our work, we con-
ducted the meta-analysis of 53 publications investigating the effect of melatonin mono-
therapy on lipid and carbohydrate metabolism in rats kept on a standard diet (44 publi-
cations), as well as diets with a high content of fructose (7 publications), fats (11 publica-
tions) and cholesterol (5 publications). According to the literature, high fructose diet
caused a significant increase in the levels of triglycerides, glucose and insulin in rats. In
rats fed high fat diet, an increase in triglycerides, total cholesterol (TC), insulin, and a
decrease in high-density lipoprotein (HDL) was observed. In rats kept on high choles-
terol diet an increase in the level of TC and a decrease in the concentration of HDL was
observed. Melatonin therapy reduced triglyceride, TC, and insulin levels but did not al-
ter glucose levels in rats fed diets rich in fructose and fats. On a cholesterol-rich diet,
melatonin decreased TC levels and increased HDL and glucose levels, but did not
change triglyceride concentrations. Our meta-analysis found no beneficial effect of in-
creasing the dose of melatonin with fortified diets. With a standard diet, long-term mela-
tonin therapy also reduced insulin levels, but had no effect on TC and increased glucose
levels. The deterioration in carbohydrate metabolism was associated with higher doses of
melatonin at the beginning of therapy, with intraperitoneal administration or with admin-
istration through a gastric tube, with administration in the light phase. In addition, high
doses of melatonin have been associated with poor lipid metabolism in the standard diet.
The effect of melatonin was directed towards minimizing changes in the lipid profile
caused by diet, which confirms the homeostatic role of melatonin in lipid metabolism.

Keywords: melatonin, fructose, fats, insulin, triglycerides, cholesterol, glucose
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Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой неизлечимое нейродегенератив-
ное заболевание, которое является основной причиной деменции в пожилом
возрасте. При поиске новых методов лечения БА было обращено внимание на
мультифункциональный Υ-бокс-связывающий белок 1 (YB-1). Ранее нами было
выявлено положительное влияние интраназального введения YB-1 на обучение
и пространственную память наряду со снижением содержания церебрального
β-амилоида и интенсивности бляшкообразования, с улучшением выживаемо-
сти нейронов в коре и гиппокампе самцов мышей, моделирующих БА. Однако
БА в 2 раза чаще развивается у женщин по сравнению с мужчинами, поэтому
большой интерес представляет изучение эффектов YB-1 на стареющих самках.
Эстрогены и андрогены необходимы для сохранения когнитивной функции в
процессе старения и, по-видимому, могут препятствовать развитию БА. В дан-
ной работе изучали периферические уровни эстрадиола и цитокинов после ин-
траназального введения YB-1 стареющим самкам трансгенных мышей 5xFAD и
контрольным нетрансгенным животным. У интактных стареющих животных
обеих групп выявлено нарушение эстрального цикла и снижение уровня эстра-
диола в плазме крови. У мышей, которым вводили YB-1, не наблюдалось харак-
терного возрастного снижения уровня эстрадиола в плазме. Введение YB-1 не
влияло на периферический уровень цитокинов. Таким образом, показан новый,
ранее не описанный эффект YB-1 на уровень эстрадиола в плазме у стареющих
самок мышей. Эти данные указывают на то, что YB-1 может быть перспектив-
ным соединением в профилактике и лечении нейродегенеративных заболева-
ний. Тем не менее, необходимы дальнейшие эксперименты, чтобы получить
представление о подробных механизмах действия YB-1.
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ВВЕДЕНИЕ

Как известно, болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой неизлечимое ней-
родегенеративное заболевание, которое является основной причиной деменции в
пожилом возрасте [1]. Специфический нейродегенеративный процесс, затрагива-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ющий структуры мозга, ответственные за память, приводит к развитию этого заболе-
вания. При поиске новых методов лечения БА было обращено внимание на мульти-
функциональный Υ-бокс-связывающий белок 1 (YB-1 или YBX1). Белок YB-1 отно-
сится к семейству высококонсервативных белков с доменом холодового шока. Так,
например, аминокислотная последовательность YB-1 человека и кролика отличается
всего двумя синонимичными аминокислотными заменами (E24D, D293E). Этот
ДНК- и РНК-связывающий белок участвует в целом ряде клеточных процессов,
включая пролиферацию, дифференцировку и ответ на стрессовые воздействия.

Связываясь с определенными нуклеотидными последовательностями в промо-
торах ряда важнейших генов, YB-1 позитивно или негативно влияет на их тран-
скрипцию [2]. Кроме того, YB-1 обладает повышенным сродством к участкам ДНК
с нарушенной вторичной структурой и способствует процессу репарации ДНК, а
ускоряя обмен комплементарных нуклеотидных последовательностей в двойных
спиралях ДНК, он, как предполагается, может участвовать в рекомбинации ДНК [3].
YB-1 участвует в альтернативном сплайсинге предшественников мРНК в ядре,
упаковывает молекулы мРНК в цитоплазме, определяет их функциональную ак-
тивность, стабильность, а также локализацию транслирующихся мРНК на актино-
вом скелете [4]. YB-1 может секретироваться из клеток по неклассическому меха-
низму [5], что предполагает возможность его внеклеточной активности, в частно-
сти в качестве лиганда рецептора Notch3 [6], чей сигнальный путь часто
нарушается при нейродегенеративных патологиях. YB-1 участвует в регуляции
клеточной пролиферации, поддержании статуса стволовых клеток и дифференци-
ровке нейрональных предшественников [7]. YB-1 повышает стрессоустойчивость
клеток и препятствует их преждевременному старению. YB-1 локализуется в клет-
ках многих органов и тканей, а в головном мозге этот белок обнаружен в нейронах
коры мозга и гиппокампа [8, 9], однако его количество резко уменьшается с воз-
растом. На двух экспериментальных моделях БА in vivo ранее нами было выявлено
положительное влияние интраназального введения YB-1 на обучение и простран-
ственную память наряду со снижением содержания церебрального β-амилоида и
интенсивности амилоидогенеза, а также с улучшением выживаемости нейронов в
коре и гиппокампе [10]. Все описанные свойства белка YB-1 демонстрируют его
как перспективный объект при поиске средств лечения нейродегенеративных за-
болеваний, в том числе и БА.

Стоит отметить, что все ранее опубликованные нами данные о нейропротектор-
ных свойствах белка YB-1 были получены при работе с самцами животных, хотя, как
известно, БА в 2 раза чаще развивается у женщин по сравнению с мужчинами [11].
Поэтому исследование эффектов YB-1 на стареющих самках представляет большой
интерес. В качестве одного из факторов риска БА, которое увеличивает возможность
развития патологических нейродегенеративных процессов, деменции и БА у мужчин
и женщин [11–16], мы рассматриваем возрастное снижение уровня половых стероид-
ных гормонов, таких как тестостерона и эстрадиола (Е2). После менопаузы у женщин
относительно быстро падает уровень половых гормонов яичников, 17-бета-эстрадио-
ла и прогестерона, что наблюдается как в крови, так и в головном мозге, при этом по-
вышается подверженность нейронов нейродегенеративным изменениям [14, 15, 17].
У стареющих мужчин также происходит значительное снижение уровня циркулиру-
ющего тестостерона (явление, известное как дефицит андрогенов у стареющих муж-
чин), однако это не обязательно связано с потерей репродуктивной функции. Такие
гормональные изменения происходят постепенно и, начиная с 30-летнего возраста,
биодоступные уровни тестостерона снижаются на 2–3% ежегодно [17]. Истощение
половых стероидных гормонов происходит вследствие нормального старения орга-
низма, при котором возрастает вероятность развития патологии в чувствительных к
гормонам тканях, включая и мозг [15–19].
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Е2, основной женский половой стероидный гормон, синтезируется из холесте-
рина в несколько стадий как в периферических тканях и в органах, в том числе в
яичниках, семенниках, надпочечниках, печени, молочной железе, так и во многих
областях мозга. Он взаимодействует с эстрогеновыми рецепторами (ER) ERα, ERβ
и GPER1 [20–22]. Хорошо изучен прямой, так называемый классический, меха-
низм передачи сигналов эстрогенов. В этом процессе эстрогеновые рецепторы
ERα и ERβ выступают в качестве факторов транскрипции, активируемых лиган-
дом. Эстроген, проникая через клеточную мембрану, образует комплекс с ядерными
ERα и ERβ и перемещается к ядру, где взаимодействует с определенными участка-
ми ДНК и регулирует активность многих генов и, в итоге, синтез ряда белков. Не-
геномная активность эстрогенов опосредуется подмножеством классических мем-
бранных ER, ERα и ERβ, связанных с двумя сигнальными путями. Эстрогеновый
рецептор α (ERα) передает сигнал через метаботропный глутаматный рецептор 1a
(mGluR1a), который вызывает активацию Gq, PLC, IP3 и MAPK и, наконец, фос-
форилирование фактора транскрипции CREB. Это позволяет предположить, что
взаимодействие между ER и mGluR1a может иметь важное значение для улучше-
ния памяти. Второй путь – активация, опосредованная кавеолином. Кавеолы
представляют собой специализированные мембранные инвагинации, обогащен-
ные каркасным белком кавеолином-1. Кавеолы облегчают передачу сигнала,
предоставляя место для взаимодействия различных сигнальных молекул с их ли-
гандами. Опосредованная кавеолином активация mGluR2/3 с помощью ER приво-
дит к ингибированию Са2+-каналов L-типа и блокаде протеинкиназы-A [23]. Мем-
бранные ER также активируют мембранные тирозинкиназные рецепторы. ERα,
активированный эстрадиолом, взаимодействует непосредственно с рецептором
IGF-I, что приводит к активации сигнального пути, запускаемого через MAPK.
Также есть данные о негеномных действиях 17β-эстрадиола, включая мобилиза-
цию ионов внутриклеточного кальция, а также стимуляцию активности аденилат-
циклазы и продукцию цАМФ. Член семейства рецепторов, связанных с G-белком
(GPCR), GPR30 также с высокой аффинностью взаимодействует с эстрадиолом и
частично отвечает за его быстрое негеномное действие [22, 24].

Системный уровень эстрадиола (Е2) имеет значительные индивидуальные коле-
бания, но всегда повышается в преовуляторную фазу менструального цикла или в
фазу течки. Менопауза характеризуется исчезновением менструального цикла и
снижением уровня циркулирующего эстрадиола [25–27].

В гиппокампе взрослых грызунов Е2, взаимодействуя с ядерными ER, стимули-
рует нейрогенез, усиливает пролиферацию, ускоряет дифференцировку нейронов
и увеличивает выживаемость клеток в зубчатой извилине [28]. Е2 участвует в экс-
прессии генов, связанных с регуляцией транскрипции [29] и в усилении передачи
сигналов ERK/MAPK [30]. Кроме того, эстрогены модулируют активность дофа-
миновых, серотониновых и холинергических ионотропных рецепторов. Введение
Е2 улучшает когнитивные функции у экспериментальных животных [25, 26], что
связано с активацией эндогенного нейрогенеза [31–33]. Систематический обзор
взаимосвязи между использованием гормональной терапии у женщин в постмено-
паузе с риском развития БА или ее применения для лечения симптоматики БА по-
казывает, что из 11 контролируемых клинических испытаний, проведенных с янва-
ря 1994 г. по декабрь 2020 г., в семи было показано улучшение когнитивных функ-
ций после гормональной терапии. В оставшихся четырех испытаниях не было
обнаружено различий между пациентами с гормонотерапией и контрольной груп-
пой женщин [34].

В настоящее время становится ясно, что нейровоспаление играет значительную
роль в инициации и прогрессировании БА, для которого характерны аномальная
активация микроглии, приводящая к гиперпродукции белков острой фазы и вы-
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свобождению провоспалительных цитокинов, интерлейкинов и хемокинов [35–
39]. Однако ввиду противоречивости данных, полученных в разных исследованиях,
нет определенной ясности в вопросе о том, как патологические изменения в голов-
ном мозге влияют на периферические показатели. Поиск маркеров, отражающих
начавшийся нейродегенеративный процесс в мозге, важен как для ранней диагно-
стики, так и для контроля эффективности проводимой терапии. Также известно,
что Е2 участвует в ингибировании нейровоспалительных сигнальных путей, свя-
занных с IL-1β, IL-6 и TNF, и снижает уровень оксида азота и активных форм кис-
лорода [40–44].

Возрастное снижение периферического E2, по-видимому, отражает аналогич-
ный процесс в головном мозге и является одним из факторов риска БА. Корреля-
ция между уровнями воспалительных факторов при БА в головном мозге и пери-
ферической системе весьма неоднозначна. В то же время белок YB-1 предотвращает
развитие нейродегенерации в головном мозге. Это позволяет предположить, что
введение YB-1 может оказывать влияние и на системный уровень эстрадиола у ста-
реющих животных.

Целью работы было изучение эффектов длительного интраназального введения
YB-1 на уровень Е2 в плазме крови стареющих трансгенных самок 5xFAD – клас-
сической модели фамильной формы БА [45] в сопоставлении с этим показателем у
нетрансгенных мышей возрастного контроля. Также проведен анализ влияния ин-
траназального введения YB-1 на маркеры периферического воспаления, связанно-
го с нейровоспалением в мозге, для чего определены уровни провоспалительных
интерлейкинов IL-1β, IL-6 в плазме у стареющих трансгенных самок 5xFAD до и
после введения YB-1.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Мыши линии 5xFAD – широко используемая модель фамильной формы БА, по-

лучены на смешанном фоне SJL/C57B16 путем коэкспрессии гена АРР человека
(APP695) со шведской (K670N/M671L), флоридской (I716V) и лондонской (V717I)
мутациями, а также гена пресенилина человека с мутациями M146L и L286V под
Thy1 промотором. Мыши 5xFAD были ранее приобретены у JAX и содержались на
смешанном фоне SJL/C57Bl6. Животные содержались в специализированном ви-
варии со свободным доступом к воде и стандартизированному корму при темпера-
туре 22–24°C и естественной освещенности.

Трансгенных мышей генотипировали с помощью классической ПЦР с исполь-
зованием ДНК, выделенной из биоптатов уха. Наличие трансгенной кассеты выяв-
ляется с помощью праймеров 5'-AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG-3' и 5'-CGGG-
GG TCT AGT TCT GCA T-3', с последующим электрофоретическим визуализиро-
ванием для выявления носителей ТГ кассеты длиной 377 пар нуклеотидов.
Трансгены вставлены в один локус Chr3:6297836, где они не влияют ни на какие
известные гены.

Уровень Е2 анализировали у 11–12-месячных трансгенных самок гетерозигот-
ных мышей 5xFAD и однопометных 11–12-месячных нетрансгенных самок воз-
растного контроля.

Интраназальное введение YB-1
Белок YB-1 был любезно предоставлен нам академиком Л.П. Овчинниковым, ру-

ководившим совместными исследованиями свойств этого белка [3, 4, 10]. Мыши бы-
ли разделены на четыре группы (по 6–9 животных в каждой) трансгенных (тг) и не-
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трансгенных (нтг) мышей, получавших интраназально YB-1 – “тг + YB-1” и “нтг +
+ YB-1”, а также группы животных, получавших физиологический раствор – “тг +
+ ФР” и “нтг + ФР”. Раствор YB-1 (4 мкл, 0.5 мкг/мкл) или стерильный физиоло-
гический раствор вводили интраназально ежедневно в соответствии с обозначен-
ной группой мышей в течение 40 дней. Для этого микропипетку располагали в не-
посредственной близости от ноздри животного так, чтобы раствор мог естествен-
ным путем попасть в носовую полость при нормальном дыхании.

Определение стадий эстрального цикла
У каждой самки брали вагинальные мазки (смывы) за 7 дней до начала экспери-

мента и 7 дней после окончания, включая дни забора плазмы. Забор мазков, а так-
же визуальную оценку цитологической картины мазка проводили по общеприня-
той методике [46], что позволило выделить стадии эстрального цикла: проэструс,
эструс, метэструс и диэструс. Нормальный цикл включает последовательную сме-
ну четырех стадий: проэструс, эструс, метэструс, диэструс, каждая из которых ха-
рактеризуется специфической цитологической картиной. При проэструсе мазок
состоит из отдельных округлых эпителиальных клеток с довольно крупным ядром;
в стадии эструса присутствуют только крупные безъядерные ороговевшие клетки
неправильной формы, при этом отсутствуют эпителиоциты и лейкоциты; стадия
метэструса характеризуется наличием всех трех типов клеток. В мазке могут появ-
ляться лейкоциты, единичные эпителиоциты, слизь. В стадии диэструса в мазке
присутствует большое количество лейкоцитов и слизи, а также единичные эпите-
лиоциты.

Забор крови
Уровень Е2 определяли в образцах крови из глазной вены за сутки до интрана-

зального введения YB-1 и через 40 дней после применения препарата. Полученные
образцы центрифугировали при 1000 g и 4–8°С в течение 15 мин (Eppendorf, Герма-
ния), после чего микропипеткой отбирали плазму крови. В качестве антикоагулян-
та использовали гепарин. Образцы плазмы хранили при температуре –80°C в соот-
ветствии с рекомендациями, изложенными в наборе для иммуноферментного ана-
лиза E2.

Анализ уровня эстрадиола в плазме крови
Уровень E2 в образцах периферической крови самок мышей определяли мето-

дом иммуноферментного анализа с использованием набора для иммунофермент-
ного анализа на E2 (Cloud-Clone Corp., США). Следует отметить, что точность
определения Е2 методом иммуноферментного анализа используется наряду с дру-
гими, более точными методами, такими как высокоэффективная жидкостная хро-
матография в тандеме с масс-спектрометрией [47, 48]. Все процедуры проводились
в соответствии с инструкциями производителя. Согласно методике, в лунки план-
шета наносятся моноклональные антитела, специфичные к E2. Конкурентная ин-
гибиторная реакция протекает между E2, меченным биотином, и немеченым E2
(стандарты или образцы) с нанесенными антителами специфичными к E2. После
инкубации не связавшийся конъюгат смывают. Затем в каждую лунку планшета
добавляют авидин, конъюгированный с пероксидазой хрена, и образцы инкубиру-
ют в течение обозначенного производителем времени. Количество связанного
конъюгата пероксидазы хрена обратно пропорционально концентрации Е2 в об-
разце. После добавления раствора субстрата интенсивность окраски также обратно
пропорциональна концентрации Е2 в образце. Минимальное количество Е2, кото-
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рое можно определить с помощью этого набора, составляет менее 4.45 пг/мл. Оп-
тическую плотность раствора в лунках определяли с помощью ридера Multiskan FC
(Thermo Scientific, США) при длине волны 450 нм.

Определение провоспалительных цитокинов IL-1β и IL-6 в плазме крови
Для оценки уровня провоспалительных цитокинов IL-1β использовали наборы

IL-6 ELISA и IL-1β ELISA (Abcam, США) с чувствительностью детекции цитоки-
нов <0.8 и <6.5 пг/мл соответственно. На первом этапе одновременно инкубирова-
ли образцы и биотинилированные моноклональные антитела, специфичные к со-
ответствующему интерлейкину. После промывки добавляли ферментный конъ-
югат стрептавидин-пероксидазы хрена, который связывает биотинилированные
антитела при второй инкубации. После промывки добавляли субстратный раствор
гидрохлорида тетраметилбензидина, который действует на связанный фермент,
вызывая окрашивание продукта реакции. Интенсивность окрашивания прямо
пропорциональна концентрации цитокина, присутствующего в образцах. С помо-
щью Multiskan FC (Thermo Scientific, США) определяли оптическую плотность об-
разцов при 450 нм.

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов проводили с помощью программы

STATISTICA 12. Данные представлены в виде среднего значения и стандартной
ошибки среднего. Для сравнения различий между группами и определения стати-
стической значимости использовались: t-критерий Стьюдента, однофакторный
дисперсионный анализ ANOVA с апостериорным сравнением групп по методу
Тьюки, а также непараметрического критерия Манна–Уитни. Во всех случаях раз-
личия считались достоверными при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полученные нами данные свидетельствуют, что у всех стареющих самок мышей,
независимо от трансгенности, наблюдался измененный эстральный цикл. Некото-
рые стадии цикла отсутствовали или их последовательность была нарушена у боль-
шинства животных, что подтверждает наличие серьезных нарушений эстрального
цикла у стареющих самок.

В табл. 1 представлены абсолютные индивидуальные значения уровня эстрадио-
ла в плазме крови самок мышей на разных стадиях эстрального цикла до начала
эксперимента. Стадии цикла определяли по вагинальным мазкам.

У каждой самки сначала определяли стадию эстрального цикла по вагинальным
лаважам, а затем уровень эстрадиола, после чего рассчитывали средний уровень
эстрадиола на каждом этапе как отношение суммы уровней эстрадиола к количе-
ству животных на данном этапе и представляли как среднее ± стандартная ошибка
среднего.

Показаны значительные индивидуальные колебания уровня эстрадиола, не кор-
релирующие со стадиями эстрального цикла как у стареющих трансгенных, так и у
нетрансгенных самок мышей. В начале экспериментов тг-животные характеризо-
вались более низким средним уровнем Е2 (25.27 ± 1.74 пг/мл) по сравнению с кон-
трольными (нтг) стареющими мышами (34.95 ± 5.45 пг/мл) (рис. 1).

Уровни Е2 были достоверно (p < 0.05) снижены в контрольных группах “тг + ФР”
(в среднем на 38%) и “нтг + ФР” (в среднем на 57%) через 40 дней после начала
эксперимента.
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Таблица 1. Содержание эстрадиола у мышей в начале эксперимента

Группа
животных

Стадия эстрального 
цикла

Уровень эстрадиола, 
пг/мл

Средний уровень эстрадиола 
на каждой стадии ± ст. ошибка 

среднего, пг/мл

нтг

Проэструс 42.34 42.34

Эструс 33.68 46.57 ± 12.89

59.45

Метаэструс 8.45 29.96 ± 12.26

16.48

30.94

63.99

Диэструс 12.21 33.18 ± 8.28

17.36

24.04

28.79

57.6

59.05

тг

Проэструс 28.42 33.25 ± 2.42

35.32

36.01

Эструс 13.41 23.52 ± 2.65

23.89

24.85

26.97

28.48

Метаэструс 13.92 23.59 ± 5.01

26.15

30.71

Диэструс 13.77 23.58 ± 2.95

19.02

21.7

23.38

30.12

33.47
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Согласно полученным данным, влияние возраста на уровень Е2 более выражено
у нтг-животных (на ~20%), по сравнению с тг. Важно отметить, что введение YB-1
замедляло возрастные изменения уровня E2 в плазме и предотвращало снижение
содержания E2 как в группах “тг + YB-1”, так и в группах “нтг + YB-1”.

В наших экспериментах также было показано, что трансгенность самок мышей
не влияет на уровень периферических провоспалительных цитокинов (IL-1β и IL-6)
(табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Серьезные нарушения характеристик эстрального цикла, наблюдаемые нами у
стареющих самок, позволяют предположить, что состояние подопытных мышей
было близко к пременопаузальному периоду у женщин, когда происходит наруше-
ние менструального цикла. Это позволяет нам экстраполировать полученные дан-
ные на человека, хотя, безусловно, в ограниченной степени.

Далее мы сравнили средние уровни гормонов в опытных группах до и через
40 дней после введения YB-1 без учета колебаний уровня Е2 без разделения живот-
ных на группы, связанные со стадиями эстрального цикла.

Мы предполагаем, что снижение уровня Е2 в обеих контрольных группах тг + ФР и
нтг + ФР напрямую связано со старением. Следует отметить, что 40 дней жизни
мыши примерно можно приравнять к 2.5 годам жизни человека. Известно, что
предклимактерический период у женщин также длится от двух до четырех лет. Мы
обнаружили, что влияние возраста на уровень Е2 более выражено у нтг-животных

Рис. 1. Концентрация эстрадиола (E2) в плазме до эксперимента и через 40 дней после введения YB-1 у
нетрансгенных (a) и трансгенных (b) стареющих мышей, пг/мл; статистическая обработка с использо-
ванием дисперсионного анализа с апостериорным сравнением по критерию Тьюки. *р < 0.05.
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Таблица 2. Концентрация интерлейкинов плазмы до эксперимента и через 40 дней после
введения YB-1 у трансгенных и нетрансгенных стареющих самок мышей

нтг (0д) нтг + ФР (40 д) нтг + YB-1 (40 д) тг (0 д) тг + ФР (40 д) тг + YB-1 (40 д)

IL-6 (пг/мл) 0.88 ± 0.22 0.86 ± 0.29 1.05 ± 0.25 0.89 ± 0.19 0.86 ± 0.16 0.74 ± 0.17
IL-1β (пг/мл) 6.22 ± 0.4 5.86 ± 0.21 5.67 ± 0.15 6.25 ± 0.22 6.1 ± 0.3 5.97 ± 0.19
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(на ~20%) по сравнению с тг. Мы полагаем, что тг-мыши на момент начала экспе-
римента уже прошли фазу интенсивного возрастного снижения Е2, так как самки
тг-мышей характеризовались более низким уровнем Е2 еще до начала эксперимен-
тов. Ранее, при анализе морфологического состояния нейронов гиппокампа мы
выявили, что у животных 5xFAD, классической модели фамильной формы БА,
признаки старения и дегенерации появляются значительно раньше, чем у нтг-мы-
шей того же возраста [49]. В связи с этим мы полагаем, что самки тг-мышей факти-
чески имеют более преклонный биологический возраст, чем самки нтг, хотя кален-
дарный возраст у них одинаков. Важно отметить, что лечение YB-1 препятствовало
развитию возрастных изменений в уровне E2 в плазме, а следовательно, замедляло
старение как в группах “тг + YB-1”, так и в группах “нтг + YB-1”.

Как было показано ранее другими авторами, снижение уровня эстрадиола усу-
губляет патологию у животных, моделирующих БА. Так, овариэктомия индуциро-
вала активацию микроглии, увеличение продукции β-амилоида и ухудшение памя-
ти у мышей линии 3xТg [50]. Также овариэктомия усугубляла патологию головного
мозга, вызванную внутрижелудочковым введением Аβ1-42 [51]. Терапия с помо-
щью Е2 значительно снижала или даже устраняла эффект хирургического вмеша-
тельства в этих опытах, что доказывает защитную роль половых гормонов, препят-
ствующих развитию нейродегенерации.

Изменение уровня эстрадиола тесно связано с нейродегенерацией альцгейме-
ровского типа у тг-животных. Ранее мы показали, что интраназальное введение
YB-1 оказывает положительный эффект на двух животных моделях БА [10]. В дан-
ном исследовании мы обнаружили, что YB-1 предотвращает возрастное снижение
уровня Е2 в плазме крови как у стареющих самок мышей линии 5xFAD, так и у не-
трансгенных животных. Необходимо иметь в виду, что Е2 отвечает за многие функ-
ции головного мозга, в частности стимулирует образование дендритных шипиков
на нейронах гиппокампа [52, 53], предотвращает агрегацию β-амилоида, снижает
его нейротоксичность, а также оказывает защитное действие на митохондрии [54,
55]. Подробные механизмы этого эффекта YB-1 требуют дальнейшего тщательного
изучения. Мы предполагаем существование перекрестных факторов, регулирую-
щих периферический и центральный уровни Е2, поскольку одной из мишеней YB-1
является синтез половых гормонов, регулируемый в головном мозге. Имеются дан-
ные, что YB-1 необходим для фолликулостимулирующей гормон-опосредованной
активации генов Cyp19a1, Hsd17b1 и Pappa, которые участвуют в биосинтезе эстро-
генов [56] и показывают ранее не идентифицированную роль YB-1. В недавнем ис-
следовании было показано, что Е2 у самок мышей линии 5xFAD выполняет нейро-
протекторные функции, снижая интенсивность β-амилоидного каскада, а также
подавляя такой патологический белок, связанный с БА, как pTau [57].

В наших экспериментах было показано, что трансгенность мышей не влияет на
уровень периферических провоспалительных цитокинов (IL-1β и IL-6) (табл. 2),
хотя некоторые авторы сообщают о повышенном уровне этих цитокинов в мозге
трансгенных мышей и крыс [58–60]. Здесь следует отметить, что в настоящее вре-
мя нет четкого понимания того, как соотносятся мозговой и периферический
уровни провоспалительных факторов, в частности цитокинов IL-1β и IL-6, хотя
уровень этих интерлейкинов заметно повышен в мозге больных БА. У человека
соотношение уровней церебрального и периферического IL-1β может составлять
1 : 15–1 : 30. Для животных моделей сообщалось, что экспрессия IL-1β и IL-6 была
значительно увеличена в гиппокампе мышей 5xFAD по сравнению с мышами ди-
кого типа. Во время начальной воспалительной реакции микроглия активируется
Aβ для высвобождения цитокинов. Провоспалительные медиаторы, такие как IL-6,
IL-1β, связываются с рецепторами на мембране микроглии и активируют сигналь-
ный путь NF-κB. Фосфорилированный NF-κB проникает в ядро и активирует си-
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стему транскрипции для выработки большего количества провоспалительных фак-
торов. При этом цитокины, продуцируемые активированной микроглией, уско-
ряют выработку Aβ путем процессинга и модификации APP, тем самым
усугубляя нейровоспаление [61]. В настоящее время нет единого мнения о том,
как изменяется уровень интерлейкинов в плазме крови у пациентов с БА по срав-
нению со здоровым контролем [62]. Сообщается как об увеличении, так и о сни-
жении уровня интерлейкинов [63–66]. Используя наши (табл. 2, тг (0 д)) и лите-
ратурные данные, можно рассчитать, что примерное соотношение церебрального
и периферического уровней IL-1β у мышей 5xFAD находится в диапазоне 1 : 12–1 : 22.
(0.5 пг/мл : 6.03 пг/мл–0.3 пг/мл : 6.47 пг/мл, в абсолютных значениях) соответ-
ственно. По-видимому, повышение содержания цитокинов в ткани мозга в опре-
деленных пределах может не влиять на их системный уровень и остается незаме-
ченным. По-видимому, это одна из причин, по которой нам не удалось выявить
влияние введения YB-1 на уровень периферических интерлейкинов или выявить
различия в уровне провоспалительных цитокинов в плазме крови самок трансген-
ных мышей и мышей дикого типа. Системное воспаление, наоборот, может инду-
цировать нейровоспаление, которому также способствует разрушение гематоэнце-
фалического барьера, характерное для многих заболеваний.

Таким образом, наши результаты показывают, что интраназальное введение
белка YB-1 оказывает положительный эффект, замедляя возрастное падение уров-
ня эстрадиола в плазме крови как у трансгенных, так и у нетрансгенных стареющих
самок мышей. Трансгенность мышей не влияет на уровень периферических про-
воспалительных цитокинов (IL-1β и IL-6). Также интраназальное введение YB-1
не влияет на уровень IL-1β и IL-6 в плазме крови трансгенных и нетрансгенных
животных.

Воздействуя на регуляторные механизмы в головном мозге, белок YB-1 эффек-
тивно задерживает возрастное падение уровня Е2 и может рассматриваться как
перспективное соединение для разработки профилактического и терапевтического
средства против нейродегенеративных заболеваний, а также старения у женщин.
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YB-1 Protein Prevents Age Decline in Plasma Estradiol
in 5xFAD Transgenic Aging Female Mice

D. Yu. Zhdanovaa, V. I. Kovaleva, A. V. Chaplyginaa, N. V. Bobkovaa,
R. A. Poltavtsevab, *, and G. T. Sukhikhb

a Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow region, Russia
b Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology, and Perinatology

Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Russia
*e-mail: rimpol@mail.ru

Alzheimer’s disease (AD) is an incurable neurodegenerative disease that is the main
cause of dementia in the elderly. When looking for new treatments for AD, attention was
drawn to the multifunctional Y-box-binding protein 1 (YB-1). Previously, we revealed a
positive effect of intranasal administration of YB-1 on learning and spatial memory,
along with a decrease in the content of cerebral β-amyloid and the intensity of plaque
initiation, with an improvement in the survival of neurons in the cortex and hippocam-
pus of male AD mice. However, AD affects women twice as often as men, so it is of great
interest to study the effects of YB-1 on aging females. Estrogens and androgens are nec-
essary for the maintenance of cognitive function during aging and, apparently, may pre-
vent the development of AD. In this work, peripheral levels of estradiol (E2) and cyto-
kines were studied after intranasal administration of YB-1 to aging female 5xFAD trans-
genic mice and control non-transgenic animals. In intact aging animals of both groups, a
violation of the estrous cycle and a decrease in the level of E2 in blood plasma were re-
vealed. Mice treated with YB-1 did not show a characteristic age-related decrease in
plasma E2 levels. The introduction of YB-1 did not affect the peripheral level of cyto-
kines. Thus, a novel, previously undescribed effect of YB-1 on plasma E2 levels in aging
female mice is shown. These data indicate that YB-1 may be a promising compound in
the prevention and treatment of neurodegenerative diseases. However, further experi-
ments are needed to gain insight into the detailed mechanisms of YB-1 action.

Keywords: estradiol, aging, YB-1, 5xFAD, interleukins
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Установление особенностей летальной агрессии обезьян, оценка половозраст-
ной принадлежности агрессоров и жертв, характера действий агрессоров пред-
ставляется необходимым для выявления эволюционных корней случаев леталь-
ной агрессии человека. Кроме того, исследование особенностей летальной
агрессии может рассматриваться в качестве условия для разработки мер, направ-
ленных на предупреждение ее проявлений у содержащихся в неволе обезьян. Це-
лью исследования явилось изучение видоспецифических особенностей леталь-
ной агрессии у содержащихся в неволе макаков, павианов и мартышек. Был про-
веден анализ случаев внутригрупповой летальной агрессии, имевших место в
течение 10-летнего периода у содержащихся социальными группами макаков ре-
зусов (Macaca mulatta), макаков яванских (Macaca fascicularis), макаков лапунде-
ров (Macaca nemestrina), павианов гамадрилов (Papio hamadryas), павианов ануби-
сов (Papio anubis) и зеленых мартышек (Chlorocebus aethiops). Установлено, что
случаи летальной агрессии отмечаются у всех 6 исследованных видов обезьян.
Показано, что в группах, состоящих из взрослых самцов, наибольшая частота
случаев летальной агрессии отмечена у макаков резусов, наименьшая – у павиа-
нов гамадрилов. Обнаружены видоспецифические различия в характере леталь-
ной агрессии в семейных группах обезьян, состоящих из самцов, самок, детены-
шей и подростков. Установлено, что у павианов гамадрилов, павианов анубисов
и макаков лапундеров, то есть у видов с выраженным половым диморфизмом в
размерах тела и в социальном статусе, основной формой летальной агрессии в
семейных группах является инфантицид, совершаемый одиночным половозре-
лым самцом. У макаков резусов, макаков яванских и зеленых мартышек, то есть
тех видов, для которых характерны относительно слабо выраженный половой
диморфизм в размерах тела и в социальном статусе, преобладающей формой ле-
тальной агрессии в семейных группах являются коллективные действия самок,
направленные на молодых и взрослых членов группы.

Ключевые слова: павианы, макаки, мартышки, летальная агрессия, инфантицид,
агрессоры, жертвы
DOI: 10.31857/S0869813923020036, EDN: NDLFHG

ВВЕДЕНИЕ

Внутривидовая летальная агрессия, то есть, агрессивные действия, приводящие
к смерти жертвы своего вида, описаны у 40% видов млекопитающих [1], включая
человека [2]. Случаи убийства особей своего вида описаны у 132 видов приматов [3]
как в естественных условиях [4–6], так и в условиях зоопарков и питомников [7, 8].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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К числу видов приматов, наиболее склонных к летальной внутривидовой агрессии,
относятся, прежде всего, шимпанзе (Pan troglodytes), у которых подобные случаи с
разной частотой отмечаются в большинстве изученных популяций [9–12]. Случаи
смерти особей от травм, нанесенных другими особями своего вида, отмечаются
также у кошачьих лемуров (Lemur catta) [13], ревунов (Ateles geoffroyi yucatensis) [6],
макаков резусов (Macaca mulatta) [14], капуцинов (Cebus capucinus) [4], паукообраз-
ных обезьян (Brachyteles arachnoides) [5], горилл (Gorilla beringei) [15] и многих дру-
гих видов.

Список приматов, способных нанести смертельную травму особям своего вида,
включает в себя даже те виды, которые принято рассматривать как наименее
склонных к жесткой агрессии. Так, крайне редко, но отмечаются случаи летальной
агрессии у гиббонов (Hylobates lar) [16], орангутанов (Pongo pygmaeus) [17] и бонобо
(Pan paniscus) [12]. У человека уровень летальной агрессии рассматривается как сопо-
ставимый с уровнем шимпанзе [18] и может достигать 2% от общей смертности [1].

Среди агрессоров первое место принадлежит самцам [5, 8, 12, 19], активные дей-
ствия которых, по разным данным, обеспечивают основную часть отмечаемой в
группах летальной агрессии. Тем не менее, случаи нанесения смертельных травм
самками также достаточно многочисленны [7, 13, 17, 20, 21].

Представляется, что исследование проявлений летальной агрессии у приматов
имеет большое научное значение. Прежде всего, очевидно, что установление осо-
бенностей летальной агрессии, оценка половозрастной принадлежности агрессо-
ров и жертв, характера действий агрессоров является необходимым для выявления
эволюционных корней происходящего. Кроме того, несомненно, важным являет-
ся проведение подобных исследований для предупреждения этого негативного фе-
номена у содержащихся в неволе социальными группами лабораторных приматов.
При этом исследование особенностей летальной агрессии может рассматриваться
в качестве условия для разработки мер, направленных на предупреждение прояв-
лений летальной агрессии в группах обезьян. Исходя из вышесказанного, нами бы-
ла сделана попытка проанализировать видовую специфику случаев летальной
агрессии у содержащихся социальными группами низших узконосых обезьян.

Следует отметить, что содержание обезьян в неволе и связанные с этим некото-
рые воздействия и ограничения оказывают определенное влияние на их биологию
и поведение. В частности, содержащиеся в неволе обезьяны, неизбежно, испыты-
вают скученность, а также ограничения, связанные с отсутствием условий для сво-
бодного обмена особями между группами. Тем не менее, представляется, что со-
держание обезьян группами в просторных вольерах в значительной степени устра-
няет последствия негативного влияния неволи и создает возможности для
изучения механизмов, лежащих в основе таких сложных и опасных поведенческих
проявлений как летальная агрессия.

Целью исследования явилось изучение видоспецифических особенностей ле-
тальной агрессии у содержащихся в неволе макаков, павианов и мартышек.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Представлены результаты анализа случаев летальной агрессии, имевших место у
6 видов обезьян питомника Института медицинской приматологии на протяжении
периода времени с 2001 по 2010 гг.: макаков резусов (Macaca mulatta), макаков
яванских (Macaca fascicularis), макаков лапундеров (Macaca nemestrina), мартышек
зеленых (Chlorocebus aethiops), павианов гамадрилов (Papio hamadryas) и павианов
анубисов (Papio anubis). Животные содержались социальными группами в 112 во-
льерах и 158 групповых клетках питомника. Каждая вольера представляла собой
конструкцию, состоящую из наружной части, площадью 200–600 кв м и примыка-
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ющего отапливаемого помещения. В каждой вольере, в зависимости от площади,
содержалось 30–70 животных. В групповых клетках, площадью 9 кв. м каждая, со-
держалось по 3–5 животных. Все животные были точно идентифицированы, име-
ли индивидуальный номер, родственные отношения были известны. Использовал-
ся метод содержания обезьян, предполагающий ограничение вмешательства пер-
сонала в жизнь обезьян только необходимыми процедурами: ежедневной уборкой
и кормлением, отловом животных, по крайней мере, один раз в год для профилак-
тического осмотра, отловом детенышей для нанесения татуировкой индивидуаль-
ных номеров и отловом больных животных, по мере необходимости. Ежедневно
персоналом осуществлялись визуальные наблюдения всех животных для оценки их
состояния, выявления больных, слабых, погибших, оценки социального климата и
происходящих изменений в поведении членов каждой группы.

Численность обезьян, содержавшихся социальными группами в вольерах и
групповых клетках питомника, варьировала в разные годы изучаемого периода
следующим образом: макаки резусы – от 978 до 1846 особей, макаки яванские – от
578 до 992 особей, макаки лапундеры – от 57 до 99 особей, мартышки зеленые – от
118 до 167 особей, павианы гамадрилы – от 465 до 1135 особей, павианы анубисы –
от 94 до 279 особей. При этом основная часть животных содержалась в так называ-
емых “семейных” группах, включающих самцов, самок, подростков и детенышей.
Численность особей в семейных группах в разные годы изучаемого периода соста-
вила: макаки резусы – 1012–1520 особей; макаки яванские – 553–852 особей, мака-
ки лапундеры – 73–88 особей, зеленые мартышки – 100–144 особи, павианы га-
мадрилы – 442–1093 особи, павианы анубисы – 94–279 особей. Кроме семейных
групп, некоторая – сравнительно небольшая часть животных содержалась в этот
период в так называемых “самцовых” группах, состоящих исключительно из
взрослых самцов. Количество самцов, содержащихся в таких группах, варьировало
в разные годы: от 73 до 287 макаков резусов, от 25 до 176 макаков яванских, от 15 до
17 зеленых мартышек, от 23 до 86 павианов гамадрилов. Самцовых групп павианов
анубисов и макаков лапундеров в этот период времени в питомнике не было.

В анализ включены 302 случая летальной внутригрупповой агрессии, то есть тех
случаев, когда особям – членам социальной группы другими членами группы были
нанесены травмы, завершившиеся смертью животного, независимо от того, полу-
чали ли животные лечение после обнаружения персоналом травмы или нет. При
этом в анализ включены только те случаи, когда смерть животного являлась непо-
средственным следствием травмы, а не была вызвана имеющимися заболевания-
ми. В анализ не были включены случаи, когда получившее травму животное было
пролечено и выздоровело. Для установления уровня летальной агрессии у обезьян
разных видов и разных половозрастных категорий использовались следующие по-
казатели: 1) общее число жертв летальной агрессии, зафиксированных к концу
каждого года в группах с соответствующей структурой – семейных или самцовых;
2) средний процент жертв летальной агрессии, вычислявшийся по формуле – ко-
личество жертв в течение каждого года/среднее количество особей во всех соответ-
ствующих группах по данным на начало и конец каждого года; 3) число и половоз-
растная принадлежность агрессоров, принимавших участие в актах летальной
агрессии в течение каждого года. Статистическая обработка полученных данных
проводилась с использованием непараметрического U-критерия Манн–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В течение 10 лет исследованного периода случаи летальной агрессии были отме-
чены у всех шести изучавшихся видов обезьян питомника. В общей сложности за
это время были зафиксированы 302 случая гибели животных от травм, нанесенных
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членами группы. В среднем, среди обезьян питомника, содержащихся социальны-
ми группами, от последствий летальной агрессии ежегодно погибало 0.87 ± 0.14%
общего числа животных. На рис. 1 показана средняя доля обезьян, становившихся
ежегодно жертвами летальной агрессии, подсчитанная исходя из количества жертв
и количества обезьян данного вида, содержащихся социальными группами.

У макаков резусов, макаков яванских, макаков лапундеров и павианов гамадри-
лов, средний уровень особей, ежегодно становящихся жертвами внутригрупповой
летальной агрессии, приближался к 1% общей численности содержащихся группа-
ми животных. У павианов анубисов и мартышек зеленых показатели ежегодной
смертности вследствие летальной агрессии были несколько ниже – они находи-
лись на уровне 0.6% общей численности животных в социальных группах. Тем не
менее, отсутствовали достоверные межвидовые различия в доле ежегодно погиба-
ющих в социальных группах от последствий летальной агрессии обезьян разных
видов (макаки резусы–макаки яванские, p = 0.85; макаки резусы–макаки лапунде-
ры, p = 0.06; макаки резусы–мартышки зеленые, p = 0.15; макаки резусы–павианы
гамадрилы, p = 0.71; макаки резусы–павианы анубисы, p = 0.16; макаки яванские–
макаки лапундеры, p = 0.06; макаки яванские–мартышки зеленые, p = 0.20; макаки
яванские–павианы гамадрилы, p = 0.68; макаки яванские–павианы анубисы, p =
= 0.14; макаки лапундеры–зеленые мартышки, p = 0.37; макаки лапундеры–пави-
аны гамадрилы, p = 0.09; макаки лапундеры–павианы анубисы, p = 0.82; зеленые мар-
тышки–павианы гамадрилы, p = 0.12; зеленые мартышки–павианы анубисы, p =
= 0.72; павианы гамадрилы–павианы анубисы, p = 0.18.

Вероятность проявления летальной агрессии, в определенной степени, была
связана с составом социальных групп. В общей сложности за 10 лет наблюдений
жертвами агрессии других самцов в самцовых группах стали 39 животных, включая
23 макака резуса, 12 макаков яванских, 2 зеленые мартышки и 2 павиана гамадри-
ла. На рис. 2 показаны средние ежегодные значения доли жертв летальной агрес-
сии в самцовых группах, подсчитанные, исходя из ежегодного количества жертв и
среднего ежегодного количества особей в таких группах.

Как видно из рис. 2, имеются достигающие достоверного уровня различия в по-
казателях смертности от летальной агрессии в самцовых группах 4 видов обезьян.
Самые низкие показатели смертности от травм, полученных вследствие проявле-
ний агрессии другими членами группы, отмечены в самцовых группах павианов га-
мадрилов (павианы гамадрилы–макаки резусы, p < 0.05; павианы гамадрилы–ма-
каки яванские, p = 0.09; павианы гамадрилы–зеленые мартышки, p = 0.84), самые

Рис. 1. Средний ежегодный процент содержащихся в социальных группах обезьян, ставших жертвами
летальной агрессии.
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высокие – в самцовых группах макаков резусов. Сопоставимо с макаками резусами
высокие показатели смертности самцов от летальной агрессии в самцовых группах
обнаруживают мартышки зеленые (p = 0.18) и макаки яванские (p = 0.19).

В семейных группах обезьян питомника за 10-летний период времени было за-
фиксировано в общей сложности 263 случая нанесения смертельной травмы осо-
бям, включая 91 случай у макаков резусов, 89 случаев у павианов гамадрилов,
59 случаев в группах макаков яванских, 13 случаев в группах павианов анубисов,
соответственно 6 и 5 случаев в группах макаков лапундеров и зеленых мартышек.
Анализ средней ежегодной доли жертв летальной агрессии в семейных группах,
подсчитанной, исходя из общего количества особей в таких группах, показал сле-
дующее (рис. 3).

Самый высокий и сопоставимый (р = 0.09) процент жертв летальной агрессии в
семейных группах был отмечен в этот период времени у павианов гамадрилов и ма-
каков лапундеров. Умеренно высокий и сопоставимый процент особей, погибаю-
щих ежегодно от летальной агрессии в семейных группах, демонстрировали мака-
ки резусы и макаки яванские (p = 0.79). Самые низкие показатели смертности
вследствие травм, нанесенных жертвам в семейных группах, отмечены у мартышек
зеленых (мартышки зеленые–макаки резусы, p = 0.26; мартышки зеленые–макаки
яванские, p = 0.06; мартышки зеленые–макаки лапундеры, p = 0.39; мартышки зе-
леные–павианы гамадрилы, p = 0.13) и у павианов анубисов (павианы анубисы–мака-

Рис. 2. Средний ежегодный процент жертв летальной агрессии в самцовых группах.
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Рис. 3. Средний ежегодный процент жертв летальной агрессии в семейных группах.
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ки резусы, p = 0.30; павианы анубисы–макаки яванские, p = 0.18; павианы ануби-
сы–павианы гамадрилы, p = 0.15). Тем не менее, достоверного уровня межвидовые
различия достигают только в показателях павианов анубисов и макаков лапунде-
ров (p < 0.05). При этом ежегодные значения доли жертв летальной агрессии в се-
мейных группах мартышек зеленых и павианов анубисов существенно не отлича-
ются (p = 0.71).

Сравнение процента особей, погибающих ежегодно вследствие летальной агрес-
сии в самцовых и в семейных группах, показывает, что у макаков резусов, макаков
яванских и мартышек зеленых в самцовых группах он выше, чем в семейных груп-
пах, хотя различия недостоверны (макаки резусы, p = 0.97; макаки яванские, p = 0.56;
мартышки зеленые, p = 0.39). Напротив, у павианов гамадрилов процент особей,
погибающих ежегодно в результате внутригрупповой летальной агрессии, в семей-
ных группах достоверно выше, чем в самцовых группах (p < 0.01).

В табл. 1 показана доля жертв различного возраста, показанная в процентах к
общему числу жертв данного вида в семейных группах, а также отношение числа
самок, приходящихся на одного самца среди жертв разных возрастных категорий.

Как видно из табл. 1, чаще всего жертвами летальной агрессии в семейных груп-
пах макаков резусов и макаков яванских становились взрослые животные старше
7 лет. Число жертв старше 7-летнего возраста в семейных группах макаков резусов
было достоверно больше, чем число погибших от летальной агрессии детенышей
(p < 0.01) и число подростков 1–3-летнего возраста (p < 0.001). У макаков яванских
животные старше 7 лет также чаще погибали по сравнению с детенышами (p = 0.31) и
достоверно чаще погибали в результате летальной агрессии по сравнению с под-
ростками 1–3-летнего возраста (p < 0.05). У мартышек зеленых наибольшее коли-
чество жертв летальной агрессии было отмечено среди животных возрастной кате-
гории 3–7 лет. У павианов гамадрилов, павианов анубисов и макаков лапундеров,
чаще всего по сравнению с другими возрастными категориями, жертвами леталь-
ной агрессии в группах становились детеныши первого года жизни (павианы га-
мадрилы: детеныши до 1 года–подростки 1–3 лет, p < 0.001; детеныши до 1 года–
животные 3–7 лет, р < 0.001; детеныши 1-го года–животные старше 7 лет, p < 0.01;
павианы анубисы: детеныши до 1 года–подростки 1–3 лет, p < 0.05; детеныши до
1 года–животные 3–7 лет, p = 0.11; детеныши 1-го года–животные старше 7 лет, p =
= 0.24; макаки лапундеры: детеныши до 1 года–подростки 1–3 лет, p = 0.36; дете-
ныши до 1 года–животные 3–7 лет, p = 0.36; детеныши 1-го года–животные стар-
ше 7 лет, p = 0.67).

Таблица 1. Половозрастная структура жертв летальной агрессии в семейных группах обезьян (%)

Возраст % в общем числе жертв и 
соотношение полов

Вид

макаки
резусы

макаки 
яванские

макаки
лапундеры

мартышки 
зеленые

павианы
гамадрилы

павианы 
анубисы

До 1 года % в общем числе жертв 15.9 26.6 71.4 28.6 78/6 78.6

Самцы/самки 1/0.64 1/1.12 1/0.67 1/1 1/0.55 1/1.20

1–3 года % в общем числе жертв 9.7 14.1 14.3 28.6 2.2 Нет данных

Самцы/самки 1/0.57 1/1.25 0/1.00 0/2.00 1/1.00 Нет данных

3–7 лет % в общем числе жертв 30.1 20.3 Нет данных 42.9 10.1 7.1

Самцы/самки 1/1.27 1/12.00 Нет данных 1/2.00 1/3.50 0/1.00

7 лет и 
старше

% в общем числе жертв 44.2 39.1 14.3 Нет данных 9.0 14.3

Самцы/самки 1/2.85 1/11.5 0/1.0 Нет данных 1/7.0 0/1.0

Всего Самцы/самки 1/1.26 1/3.27 1/1.33 1/2.50 1/0.81 1/2.50
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Установлено, что детеныши первого года жизни составили достоверно меньшую
часть жертв летальной агрессии у макаков резусов (p < 0.01) и макаков яванских
(p < 0.05) и меньшую часть жертв летальной агрессии у мартышек зеленых (p = 0.18). При
этом у павианов гамадрилов, павианов анубисов и макаков лапундеров детеныши
первого года жизни составили большую часть жертв летальной агрессии (павианы
гамадрилы, p < 0.01; павианы анубисы, p = 0.42; макаки лапундеры, p = 0.07). Сле-
довательно, преимущественным типом летальной агрессии у этих трех видов обе-
зьян является инфантицид.

Высокая частота инфантицида в группах павианов гамадрилов обеспечивает бо-
лее высокие показатели летальной агрессии в семейных группах этих обезьян по
сравнению с самцовыми группами. Так, из 89 случаев летальной агрессии, отме-
ченных в семейных группах павианов гамадрилов, в 70 случаях жертвами были де-
теныши, не достигшие годовалого возраста.

Следует отметить, что в семейных группах макаков резусов и макаков яванских
реже всего жертвами летальной агрессии становились ювенильные животные 1–3-
летнего возраста. Число таких жертв у макаков резусов было достоверно меньше,
чем число жертв 3–7-летнего возраста (p < 0.05). У макаков яванских подростки 1–
3-летнего возраста достоверно реже становились жертвами летальной агрессии,
чем взрослые животные возрастной категории 7 лет и старше (p < 0.05).

Анализ половозрастной структуры жертв летальной агрессии (табл. 1) обнару-
живает также определенные различия в гендерной принадлежности жертв у разных
видов обезьян. За исключением павианов гамадрилов, у пяти остальных видов обе-
зьян среди жертв летальной агрессии в целом преобладают самки (макаки резусы,
p = 0.22; макаки яванские, p < 0.05; макаки лапундеры, p = 0.38; мартышки зеле-
ные, p = 0.32; павианы анубисы, p = 0.58). У павианов гамадрилов среди жертв ле-
тальной агрессии преобладают самцы (p = 0.32). Из 70 детенышей, умерщвленных
гамадрилами в своих группах за 10-летний период, было только 25 самок. При этом
у всех 6 видов имеются определенные различия среди разных возрастных катего-
рий. Так, среди жертв – детенышей макаков резусов, макаков лапундеров и павиа-
нов гамадрилов преобладают самцы (макаки резусы, p = 0.29; макаки лапундеры,
p = 0.10; павианы гамадрилы, р = 0.06), тогда как у макаков яванских, зеленых мар-
тышек и павианов анубисов число самцов и самок среди детенышей – жертв ле-
тальной агрессии сопоставимо (макаки яванские, р = 0.58: зеленые мартышки, p = 1.00;
павианы анубисы, р = 0.76). Среди подростков 1–3 лет самцы составляют большую
часть жертв только у макаков резусов (p = 0.46). Практически у всех видов обезьян
более старших возрастных категорий среди жертв летальной агрессии отмечается
преобладание самок (жертвы 3–7 лет: макаки резусы, р = 0.90; макаки яванские,
р < 0.05; мартышки зеленые, р = 0.58; павианы гамадрилы, р = 0.25; павианы ануби-
сы, р = 0.36; жертвы старше 7 лет: макаки резусы, р < 0.01; макаки яванские, р < 0.01; ма-
каки лапундеры, р = 0.16; павианы гамадрилы, р = 0.06; павианы анубисы, р = 0.56).

В табл. 2–5 показано в процентах число случаев летальной агрессии, направлен-
ных на жертв разного возраста и рассмотренных в зависимости от того, являлись
ли данные случаи результатом коллективных действий нескольких самцов, не-
скольких самок или же совершались единичными особями.

В целом, у всех видов обезьян, рассмотренных в совокупности, агрессивные
действия, приводящие к смерти детенышей, в 91% случаев совершали одиночные
самцы. Самцовый инфантицид, то есть, агрессивные действия одного самца, яв-
лялся ведущей причиной гибели от летальной агрессии детенышей, не достигших
годовалого возраста, у всех 6 видов исследованных обезьян. У павианов гамадрилов
и павианов анубисов одиночные самцы являлись агрессорами в достоверно боль-
шем числе случаев летальной агрессии, демонстрируемой в семейных группах по от-
ношению к детенышам (павианы гамадрилы, р < 0.001; павианы анубисы, р < 0.05).
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У макаков лапундеров, макаков резусов, макаков яванских и зеленых мартышек
одиночные самцы также являлись агрессорами, демонстрировавшими летальную
агрессию по отношению к детенышам, в большем числе таких случаев (макаки ла-
пундеры, р = 0.37; макаки резусы, р = 0.58; макаки яванские, р = 0.06; зеленые мар-
тышки, р = 0.16). Кроме самцов, поведение, которое необходимо оценивать как
инфантицид, в единичных случаях демонстрировали самки. За 10 лет исследования
в семейных группах макаков резусов, макаков яванских и павианов гамадрилов
было отмечено по одному случаю демонстрируемой отдельной самкой летальной
агрессии, направленной на детеныша другой самки.

Коллективная агрессия, приводившая к гибели детенышей, также отмечалась у
макаков резусов, макаков яванских и павианов гамадрилов. У макаков резусов и
макаков яванских из числа случаев, когда жертвами летальной агрессии были дете-
ныши, соответственно в 2 и в 1 случаях, агрессорами являлись одновременно не-
сколько самок. У павианов гамадрилов в двух случаях детеныши погибали от по-
следовательных действий 2 самцов.

В табл. 3 в процентах показано количество случаев, рассмотренных в зависимо-
сти от того, кто являлся агрессором при проявлении летальной агрессии, направ-
ленной на ювенильных особей.

Несмотря на общую относительную немногочисленность случаев летальной
агрессии, направленной на подростков в группах, сравнение действий агрессоров
обнаруживает определенные межвидовые различия. У макаков резусов и особенно
у макаков яванских летальная агрессия, приводящая к смерти особей ювенильного

Таблица 2. Агрессоры, осуществлявшие летальную агрессию по отношению к детенышам, не
достигшим годовалого возраста

В таблице приведено число случаев летальной агрессии, выраженное в процентах.

Агрессоры
Виды

Одна особь Несколько особей

самец самка самцы самки

Макаки резусы 63.6 9.1 0 27.3
Макаки яванские 85.7 7.1 0 7.1
Макаки лапундеры 100.0 0 0 0
Мартышки зеленые 100.0 0 0 0
Павианы гамадрилы 95.4 1.5 3.0 0
Павианы анубисы 100.0 0 0 0

Таблица 3. Агрессоры, осуществлявшие летальную агрессию по отношению к подросткам
1–3 лет

В таблице приведено число случаев летальной агрессии, выраженное в процентах.

Агрессоры
Виды

Одна особь Несколько особей

самец самка самцы самки

Макаки резусы 27.3 18.2 18.2 36.4
Макаки яванские 12.5 0 50.0 37.5
Макаки лапундеры 0 0 0 100.0
Мартышки зеленые 100.0 0 0 0
Павианы гамадрилы 100.0 0 0 0
Павианы анубисы 0 0 0 0
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возраста, в большем числе случаев выступает в форме коллективных действий
агрессоров – самцов или самок (макаки резусы, р = 0.14; макаки яванские, р = 0.06).

Действия агрессоров по отношению к молодым особям 3–7-летнего возраста
(табл. 4) также обнаруживают выраженную видовую специфику. У макаков яван-
ских к смерти жертв такого возраста в большинстве случаев приводят коллектив-
ные действия других членов группы (р = 0.12), чаще самок (р = 0.12). У макаков ре-
зусов жертвы 3–7-летнего возраста достоверно чаще погибали также в результате
коллективных действий других особей группы (р < 0.05). У павианов гамадрилов и
павианов анубисов коллективная агрессия по отношению к особям 3–7-летнего
возраста является редкостью, а агрессором, совершающим действия, приводя-
щие к гибели жертвы, обычно является один взрослый самец (павианы гамадри-
лы, р = 0.12). Практически такая же видовая специфика характерна для случаев ле-
тальной агрессии, отмеченной в семейных группах обезьян по отношению к взрос-
лым жертвам старше 7-летнего возраста (табл. 5).

У макаков резусов и макаков яванских в достоверном большинстве случаев
агрессорами, осуществляющими завершающиеся гибелью жертвы нападения на
взрослых членов своей группы, являлось несколько взрослых самок (макаки ре-
зусы, р < 0.05; макаки яванские, р < 0.05). В семейных группах мартышек зеленых
случаев летальной агрессии по отношению к взрослым жертвам в изучавшийся пе-
риод времени не отмечалось. У павианов гамадрилов в большинстве случаев про-
явлений летальной агрессии по отношению к взрослым животным, агрессивные
действия совершал один взрослый самец (р = 0.13), и только в одном случае агрес-

Таблица 5. Агрессоры, осуществлявшие летальную агрессию по отношению к взрослым
жертвам 7 лет и старше

В таблице приведено число случаев летальной агрессии, выраженное в процентах.

Агрессоры
Виды

Одна особь Несколько особей

самец самка самцы самки

Макаки резусы 13.6 2.3 15.9 68.2
Макаки яванские 3.8 0 19.2 76.9
Макаки лапундеры 100.0 0 0 0
Мартышки зеленые 0 0 0 0
Павианы гамадрилы 87.5 0 0 12.5
Павианы анубисы 100.0 0 0 0

Таблица 4. Агрессоры, осуществлявшие летальную агрессию по отношению к жертвам 3–
7-летнего возраста

В таблице приведено число случаев летальной агрессии, выраженное в процентах.

Агрессоры
Виды

Одна особь Несколько особей

самец самка самцы самки

Макаки резусы 14.3 0 39.3 46.4
Макаки яванские 11.8 0 23.5 64.7
Макаки лапундеры 0 0 0 0
Мартышки зеленые 50.0 0 0 50.0
Павианы гамадрилы 88.9 0 11.1 0
Павианы анубисы 100.0 0 0 0
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сорами по отношению к самке своей группы оказались другие самки этой группы.
У павианов анубисов в обоих отмеченных случаях летальной агрессии, направлен-
ной на взрослых животных, агрессором был одиночный самец, а жертвой – самка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, проведенный анализ случаев летальной агрессии у содержащих-
ся социальными группами обезьян показал, что подобные проявления в условиях
неволи отмечаются, причем с довольно высокой частотой, у всех шести изучав-
шихся видов – макаков резусов, макаков яванских, макаков лапундеров, зеленых
мартышек, павианов гамадрилов и павианов анубисов. Факт обнаружения этого
явления у различных представителей семейства мартышковых обезьян (Cercopithe-
cidae) позволяет рассматривать внутривидовую и внутригрупповую летальную
агрессию как общее свойство обезьян этого семейства. Этот вывод хорошо согласу-
ется с многочисленными наблюдениями случаев летальной агрессии в группах
мартышковых обезьян, выполненных исследователями как в условиях естествен-
ного обитания, так и в неволе [7, 20, 22, 27, 28, 31].

К числу наиболее важных заключений, которые можно сделать на основании
полученных в исследовании результатов, следует отнести наличие выраженной ви-
довой специфики в проявлениях летальной агрессии. Анализ возраста и пола
жертв, пола агрессоров и отсутствие либо наличие коллективности в их действиях
позволяет достаточно уверенно разделить изученные виды обезьян на две катего-
рии. К первой из них следует отнести павианов гамадрилов, павианов анубисов и
макаков лапундеров, у которых преобладающей формой летальной агрессии явля-
ется самцовый инфантицид, то есть убийство детенышей, совершающееся преиму-
щественно одиночными самцами. Случаи убийства взрослых обезьян для живот-
ных этих видов нехарактерны и отмечаются редко, так же как и коллективная
агрессия. Также редко отмечаются проявления летальной агрессии самок. Оцени-
вая эту категорию обезьян, следует отметить такие общие для этих трех видов осо-
бенности как сильно выраженный половой диморфизм в размерах тела и в соци-
альном статусе. Самцы павианов гамадрилов, павианов анубисов и макаков лапун-
деров значительно превосходят самок в размерах тела и положению в иерархии.
При этом для павианов гамадрилов характерны 4 уровневость, патрилинейность и
гаремное устройство социальной структуры. У павианов анубисов, так же, как и у
макаков лапундеров, мультисамцовая социальная структура, нет выраженного де-
ления на гаремы.

Самцовый инфантицид, то есть нанесение смертельных травм детенышам, яв-
ляется формой летальной агрессии, описанной у многих видов приматов [22–24].
В наших условиях самцовый инфантицид с наибольшей, по сравнению с другими
видами обезьян частотой, отмечался в группах павианов гамадрилов. Учитывая су-
ществование многочисленных описаний случаев инфантицида у павианов гамад-
рилов [25–27], можно рассматривать его проявления как характерную особенность
поведения взрослых самцов у этого вида обезьян, проявляющуюся в определенных
условиях, прежде всего при смене лидера группы. Обращает на себя внимание
впервые обнаруженный нами факт преимущественного убийства детенышей сам-
цов. Случаи самцового инфантицида в наших условиях были характерны также для
павианов анубисов и макаков лапундеров, но отмечались с меньшей частотой, чем
у павианов гамадрилов. Кроме того, отмечены были случаи убийства взрослым
самцом детенышей в группах макаков яванских. Случаи самцового инфантицида у
макаков резусов и зеленых мартышек отмечались редко, но, тем не менее, имели
место и являлись основной причиной гибели от полученных травм для детенышей
этих обезьян.
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Существуют несколько гипотез, объясняющих механизм самцового инфантици-
да у обезьян. Согласно гипотезе полового отбора [28], самец-киллер уничтожает
потомство других самцов, повышая, тем самым, шансы на выживание своего
потомства. Согласно другим точкам зрения, убийство детенышей либо является
следствием патологического поведения самцов, проявляющегося, преимуществен-
но, в условиях неволи [29, 30], либо рассматривается как результат переадресации
агрессии с взрослых членов группы на детенышей в условиях нестабильности в
группе [31].

В сообществах павианов гамадрилов, павианов анубисов и макаков лапундеров
взрослые самцы занимают лидирующую позицию в группах, доминируя над самка-
ми и молодыми животными. Этому способствует выраженный половой димор-
физм в размерах тела этих обезьян, в соответствии с которым взрослые самцы зна-
чительно крупнее самок. Учитывая то, что самцы этих видов демонстрируют ле-
тальную агрессию практически только по отношению к детенышам, крайне редко
делая это по отношению к подросткам, молодым и взрослым самцам и самкам, не
следует, по-видимому, оценивать самцовый инфантицид как проявления патоло-
гии поведения. Целенаправленные действия самцов в отношении детенышей мо-
гут рассматриваться, прежде всего, как форма демонстрации высокого статуса сам-
ца, способствующая утверждению его лидерства. Захватывая детенышей, то есть
тех членов группы, которые в сообществе павианов наиболее привлекательны как
объект внимания для взрослых особей, и, осуществляя перенос агрессии с взрос-
лых животных на детенышей, самец обеспечивает себя необходимыми в его соци-
альной жизни возможностями управлять поведением самок. При этом преимуще-
ственный захват детенышей самцов может быть вызван тем, что по нашим много-
летним наблюдениям за свободноживущими обезьянами [32], у павианов
гамадрилов детеныши-самцы более привлекательны, чем детеныши-самки, как
для самок матерей, так и для других членов группы. Положительным аспектом
контролирующей функции поведения самцов по отношению к самкам можно счи-
тать то, что именно самцы своим контролирующим поведением обеспечивают
свойственный этим видам низкий уровень летальной агрессии самок.

В отличие от павианов гамадрилов, павианов анубисов и макаков лапундеров
жертвами летальной агрессии у макаков резусов, макаков яванских и зеленых мар-
тышек в основном являются почти взрослые и взрослые особи группы. Случаи
самцового инфантицида у этих обезьян имеют место быть, но отмечаются со срав-
нительно небольшой частотой. Этот факт позволяет выделить макаков резусов, ма-
каков яванских и зеленых мартышек в категорию, для которой преимущественно
характерна летальная агрессия, не являющаяся, как у павианов, формой демон-
страции на детенышах своих агрессивных возможностей, а представляющая собой
непосредственное и жесткое проявление отношений взрослых особей. Об этом
свидетельствует, в частности, очень высокий уровень летальной агрессии в самцо-
вых группах обезьян этой категории, несопоставимо более высокий, чем в самцо-
вых группах павианов гамадрилов. При этом в семейных группах макаков резусов,
макаков яванских и зеленых мартышек летальная агрессия характеризуется высо-
ким процентом самок как среди жертв, так и среди агрессоров, так же, как и высо-
ким уровнем коллективной агрессии. Следует отметить, что у макаков яванских, и
особенно у макаков резусов и зеленых мартышек половой диморфизм в размерах
тела самцов и самок выражен значительно слабее, а положение самцов в иерархии
группы сопоставимо с положением самок. Социальная структура макаков резусов,
макаков яванских и мартышек зеленых характеризуется выраженной матрилиней-
ностью. Положение каждой особи в иерархии особей группы у этих видов сравни-
тельно слабо связано с полом и определяется, прежде всего, принадлежностью к
определенной матрилинии. Чаще всего летальная агрессия у этих обезьян пред-
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ставляет собой внешнее проявление борьбы матрилиний за лидерство, которое
осуществляется совместными агрессивными действиями особей [33]. При этом
также может происходить перенос агрессии на детеныша самки, являющейся объ-
ектом агрессии в этих отношениях, хотя основной целью обычно является соб-
ственно мать детеныша. В некоторых случаях отмечаются совместные действия
членов группы по отношению к новым членам группы, претендующим на высокое
место в иерархии, например, при интродукции новых самцов в группу самок со
сложившимися устойчивыми отношениями.
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Lethal Aggression in Captive Monkeys

V. G. Chalyana, N. V. Meishvilia, *, I. G. Pachuliaa, E. N. Anikaevaa, and D. V. Zadorojniia
a Scientific Research Institute of Medical Primatology, Sochi, Russia

*e-mail: natela_prim@list.ru

Establishing the characteristics of monkey lethal aggression, assessing the age and sex of
aggressors and victims, and the nature of the aggressors' actions seems necessary to iden-
tify the evolutionary roots of cases of human lethal aggression. In addition, the study of
the features of lethal aggression can be considered as a condition for the development of
measures aimed at preventing its manifestations in captive monkeys. The aim of the
study is to study the species-specific features of lethal aggression in captive macaques,
baboons and guenons. An analysis was made of cases of intra-group lethal aggression
that occurred over a 10-year period in Rhesus macaques (Macaca mulatta), Crab-eath-
ing macaques (Macaca fascicularis), Pig-tail macaques (Macaca nemestrina), Green
monkeys (Chlorocebus aethiops), Hamadryas baboons (Papio hamadryas), Anubis ba-
boons (Papio anubis) kept by social groups. It has been established that cases of lethal ag-
gression are observed in all 6 studied species of monkeys. It was shown that in groups
consisting of adult males, the highest frequency of cases of lethal aggression was noted in
Rhesus macaques, and the lowest in Hamadryas baboons. Species-specific differences
were found in the nature of lethal aggression in monkey family groups consisting of
males, females, infants, and adolescents. It has been established that in Hamadryas ba-
boons, Anubis baboons and Pig-tail macaques, that is, in species with pronounced sexu-
al dimorphism in body size and social status, the main form of lethal aggression in family
groups is infanticide committed by a single sexually mature male. In Rhesus monkeys,
Crab-eathing macaques and Green monkeys, that is, those species that are characterized
by relatively mild sexual dimorphism in body size and social status, the predominant
form of lethal aggression in family groups is the collective actions of females aimed at
young and adult members of the group.

Keywords: baboons, macaques, monkeys, lethal aggression, infanticide, aggressors, victims
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В экспериментах на сагиттальных срезах гипоталамуса крыс-самцов Вистар изу-
чали влияние 15 нМ инсулина на уровень спайковой активности, параметры
спайкового кодирования информации нейронами супрахиазматического ядра и
функциональное состояние афферентных входов к этим нейронам из аркуатного
ядра. Аппликации инсулина приводили к снижению частоты генерации потен-
циалов действия и росту энтропии распределения межспайковых интервалов у
33.3% зарегистрированных нейронов, у 12% клеток наблюдались реакции проти-
воположной направленности, показатели спайковой активности остальных
54.7% нейронов не изменялись. Наблюдавшиеся реакции энтропии распределе-
ния межспайковых интервалов свидетельствуют о соответствующих изменениях
степени нерегулярности межспайковых интервалов под влиянием инсулина. Ха-
рактеристику афферентных входов к нейронам супрахиазматического ядра из
аркуатного ядра производили с помощью электрофизиологической техники по-
строения и анализа перистимульной временной гистограммы. Статистически
значимые реакции на стимуляцию аркуатного ядра зарегистрированы у 24 из
38 протестированных нейронов супрахиазматического ядра. Из них у 6 нейронов
реакция протекала в виде коротколатентного (<20 мс) возбуждения, у 1 нейрона –
в виде длиннолатентного возбуждения, у 6 нейронов – в виде коротколатентного
торможения, у 11 нейронов наблюдались комплексные двух- и трехфазные реак-
ции в виде различных сочетаний возбуждения и торможения. Аппликации 15 нМ
инсулина вызвали качественное изменение реакций (в виде исчезновения исход-
ных или появления новых реакций) у 5 нейронов, первоначально отвечавших на
стимуляцию, и у 1 нейрона, первоначально не отвечавшего на стимуляцию арку-
атного ядра. Статистически значимых количественных изменений латентного
периода и продолжительности реакций под влиянием инсулина не обнаружено.
Полученные результаты указывают на способность инсулина оказывать влияние
на уровень активности и спайковый код относительно многочисленной популя-
ции нейронов циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра, а также
модулировать функциональное состояние афферентных входов к циркадианно-
му осциллятору из гипоталамического аркуатного ядра, играющего важную роль
в регуляции аппетита и метаболизма.

Ключевые слова: гипоталамус, циркадианный осциллятор, супрахиазматическое
ядро, аркуатное ядро, инсулин, спайковая активность, перистимульная времен-
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время хорошо известно, что все разнообразие околосуточных рит-
мов регулируются биологическими часами гипоталамического супрахиазматиче-
ского ядра, генерирующими собственный эндогенный циркадианный ритм [1, 2].
Однако период ритма супрахиазматического циркадианного осциллятора редко
соответствует 24 ч, а потому нуждается в синхронизации с суточным ритмом окру-
жающего мира. Кроме основного, фотического механизма синхронизации [3], в
циркадианной системе млекопитающих используются и другие механизмы на-
стройки биологических часов. В частности, роль времязадателя выполняет инфор-
мация о режиме питания, составе и калорийности пищи. В рамках данного меха-
низма синхронизации в качестве носителей сигнала используются метаболические
и гормональные регуляторы, а биологические часы супрахиазматического ядра ре-
гулируют суточный паттерн обмена питательных веществ и энергии [4–6].

Потенциальным регулятором, принимающим участие в синхронизации циркади-
анного осциллятора супрахиазматического ядра в соответствии с пищевой мотиваци-
ей, является гормон инсулин. Ранее в электрофизиологическом исследовании in vitro
было показано, что инсулин оказывает преимущественно угнетающее влияние на ак-
тивность клеток супрахиазматического ядра у крыс [7]. Существенный недостаток
этой работы заключался в том, что ее авторы выполнили количественную оценку из-
менений единственного “традиционного” показателя активности нейронов – сред-
ней частоты генерации спайков. Такой подход к характеристике биоэлектрической
активности нейронов нельзя считать полным, поскольку многие важные аспекты ко-
дирования информации остаются вне поля зрения. Между тем в нашем исследова-
нии на крысах in vivo [8] было продемонстрировано существование в нейронах цир-
кадианного осциллятора суточного ритма показателей спайкового кода. До сих пор
возможное влияние инсулина на спайковое кодирование информации нейронами
циркадианного осциллятора оставалось неизученным. Вместе с тем известно о спо-
собности некоторых гормонов и нейропептидов, участвующих в формировании пи-
щевой мотивации (лептина и нейропептида Y), модулировать параметры спайковой
активности клеток супрахиазматического ядра [9, 10].

Поскольку блокада синаптической передачи не препятствовала проявлению
влияния инсулина на активность нейронов супрахиазматического ядра [7], есть ос-
нования предполагать, что эффекты этого гормона обусловлены в первую очередь
его непосредственным воздействием на эти нейроны. Такая возможность хорошо
согласуется с данными об экспрессии рецепторов инсулина и инсулиноподобного
фактора роста (IGF-1) в этом ядре [11, 12]. В то же время нельзя исключить суще-
ствования опосредованного действия этого гормона, определяющегося его воз-
можной модуляцией афферентных входов в супрахиазматическое ядро из других
структур. Прежде всего такой структурой может служить расположенное непосред-
ственно каудальнее супрахиазматического ядра аркуатное ядро. Данное ядро, игра-
ющее важнейшую роль в регуляции аппетита и метаболизма [13], отвечает за реа-
лизацию значительной части центральных эффектов инсулина через инсулиновые
и IGF-1 рецепторы [14, 15]. Морфологической основой взаимодействия между
клетками аркуатного и супрахиазматического ядер являются реципрокные связи
между ними, обнаруженные с использованием электрофизиологических и нейро-
химических методов [16–19].

В настоящей работе, выполненной на срезах гипоталамуса крыс, изучены осо-
бенности влияния инсулина на спайковую активность нейронов супрахиазматиче-
ского ядра и осуществлена экспериментальная проверка способности инсулина
модулировать функциональное состояние афферентных входов из аркуатного ядра
к клеткам супрахиазматического ядра.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на 28 крысах-самцах Вистар массой тела 80–140 г.
Животных содержали в условиях вивария при режиме освещения в виде регуляр-
ной смены 12-часовых светлых и темных периодов и свободном доступе к пище и
воде.

В начале эксперимента крыс наркотизировали уретаном (Sigma-Aldrich, США,
1.2 г/кг массы тела внутрибрюшинно) и декапитировали. Из полости черепа извле-
кали головной мозг, быстро охлаждали в искусственной цереброспинальной жид-
кости при температуре 1–3°С, после чего с помощью вибратома (NVSL, World Precision
Instruments, США) готовили сагиттальные срезы гипоталамуса толщиной 300 мкм,
включающие супрахиазматическое и аркуатное ядро. Искусственная цереброспи-
нальная жидкость содержала (мМ) 124 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgSO4,
0.5 NaH2PO4, 10 глюкозы. После изготовления срезы по меньшей мере в течение
часа инкубировали в насыщенной карбогеном (95% О2 и 5% СО2) искусственной
цереброспинальной жидкости при температуре 37°С до начала регистрации. Для
регистрации спайковой активности нейронов срезы переносили в камеру из орга-
нического стекла, смонтированную на антивибрационном столике (Vibraplane,
США). Камеру перфузировали искусственной цереброспинальной жидкостью, на-
сыщенной карбогеном, с постоянной скоростью 1.5 мл/мин с помощью перисталь-
тической помпы (Minipuls 3, Gilson, Франция). Регистрацию производили при
температуре 27–30°С.

Спайковую активность нейронов супрахиазматического ядра регистрировали
внеклеточно с помощью стеклянных микроэлектродов с диаметром кончика около
1 мкм, заполненных искусственной цереброспинальной жидкостью того же соста-
ва. Сигнал от микроэлектрода усиливали (Dagan 2400A, США), устраняли шум ча-
стотой 50 Гц (Hum Bug; Quest Scientific, Канада), отцифровывали (Micro 1401,
CED, Великобритания) и подавали на персональный компьютер. Для визуализа-
ции сигнала, хранения и первичной обработки данных использовали программ-
ный пакет Spike 2 (CED, Великобритания).

В первой серии экспериментов регистрировали реакции параметров спайковой
активности нейронов супрахиазматичского ядра (n = 75) на аппликации 15 нМ ин-
сулина (Актрапид НМ, NOVO NORDISK, Дания) в перфузионный раствор. При
выборе используемой концентрации инсулина мы ориентировались на данные о
содержании этого вещества в цереброспинальной жидкости крысы [20], а также на
сведения об эффективных концентрациях инсулина, ранее использованных при
изучении его центральной активности другими исследователями [7, 14, 21–25]. Ре-
гистрацию активности нейронов производили в светлое время суток (в период с 10
до 20 ч). После появления спайковой активности в исходном состоянии наблюдали
за стабильностью частоты потенциалов действия в течение 10 мин. При отсутствии
видимой тенденции к нарушению постоянства этого показателя перфузию меняли
на раствор того же состава с добавлением инсулина на 10 мин, а затем возвраща-
лись к исходному раствору на 15 мин для отмывания среза от исследуемого веще-
ства. С целью исключения возможной десенситизации, на каждый срез произво-
дили однократную аппликацию инсулина.

Процесс обработки данных о спайковой активности был детально описан ра-
нее [10]. Первым этапом обработки было тщательное выделение всех зарегистри-
рованных спайков из шума и артефактов, которое выполнялось с помощью ком-
пьютерной программы LabSpike [26]. Использование данной программы, в частно-
сти, позволяло удостовериться, что источником всех зарегистрированных спайков
является один и тот же нейрон. Наряду с расчетом основного “традиционного” па-
раметра электрической активности нейронов – средней частоты генерации спай-
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ков, вычисляли два параметра, характеризующих спайковое кодирование инфор-
мации: энтропию распределения межспайковых интервалов, характеризующую
степень нерегулярности генерации потенциалов действия, и обоюдную информа-
цию между сопряженными межспайковыми интервалами, отражающую паттерни-
рование спайковой информации [8, 26].

Для оценки эффектов инсулина сравнивали значение параметров спайковой ак-
тивности в течение двух пятиминутных интервалов времени: в исходном состоя-
нии (непосредственно перед аппликацией) и в конце периода аппликации. Нейро-
нами, реагирующими на воздействие инсулина, считались лишь те, у которых ча-
стота генерации спайков изменялась под влиянием этого гормона не менее чем на
20% от исходной [27]. Для определения степени восстановления активности ней-
рона анализировали параметры спайковой активности в течение заключительного
пятиминутного периода отмывания среза и сравнивали с исходной активностью
(перед аппликацией).

Во второй серии экспериментов изучали способность инсулина модулировать
функциональное состояние афферентных входов к нейронам супрахиазматическо-
го ядра из гипоталамического аркуатного ядра. Для этого регистрировали реакции
спайковой активности нейронов супрахиазматического ядра (n = 38) на электро-
стимуляцию вентромедиальной области аркуатного ядра, нейроны которой явля-
ются источником проекций в супрахиазматическое ядро [17]. Для стимуляции ис-
пользовали биполярный электрод из нержавеющей стали (диаметр 100 мкм, меж-
электродное расстояние 200 мкм). Стимуляцию осуществляли единичными
двуфазными прямоугольными импульсами с частотой 1 Гц, амплитудой 200 мкА и
продолжительностью 1 мс (продолжительность положительной и следующей не-
посредственно за ней отрицательной фазы была одинакова и составляла 0.5 мс).
Генерацию стимулирующих импульсов производили с помощью электростимуля-
тора Model 2100 (A-M Systems, США). Расстояние между стимулирующим электро-
дом и районом регистрации спайковой активности составляло 2.5–3 мм.

Протокол регистрации активности нейронов супрахиазматического ядра во
второй серии экспериментов был аналогичным первой серии, однако апплика-
ция каждого раствора заканчивалась периодом электростимуляции аркуатного
ядра. Вначале регистрировали реакцию нейрона на электростимуляцию аркуат-
ного ядра в исходном состоянии (в условиях перфузии среза искусственной це-
реброспинальной жидкостью). Затем апплицировали в перфузионный раствор
инсулин в концентрации 15 нМ на 10 мин, после чего вновь производили элек-
тростимуляцию аркуатного ядра на фоне действия инсулина. Наконец снова пе-
реключали перфузию на искусственную цереброспинальную жидкость для от-
мывания среза от инсулина в течение 15 мин и проводили заключительный тест
со стимуляцией аркуатного ядра.

На основании полученных данных строили и анализировали перистимульные
временные гистограммы (PSTH), по которым определяли характер и выражен-
ность реакций нейронов на стимуляцию. Данная электрофизиологическая техника
основана на представлении о том, что сверхпороговый стимул закономерно вызы-
вает генерацию спайка в аксонах, афферентных по отношению к регистрируемой
клетке, и что стимуляции подвергается локальная область, прилегающая к кончику
стимулирующего электрода (менее 140 мкм от места стимуляции [28]). Гистограм-
ма строилась путем суммации данных об индивидуальных моментах генерации
спайков в пределах каждого 1-секундного интервала от предыдущего до последую-
щего стимула за весь период стимуляции [29], составлявший, в зависимости от
уровня спайковой активности клетки, от 100 до 400 с. Для определения моментов
начала 1-секундных циклов при построении гистограмм в качестве триггера ис-
пользовали информацию, содержащуюся в канале артефактов стимуляции.
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Полученные экспериментальные данные подвергали статистической обработке.
Для сравнения значений исследуемых показателей в ходе экспериментальных воз-
действий с исходным состоянием использовали парный t-тест или ранговый тест
Уилкоксона (в случае несоответствия распределения данных в выборках нормаль-
ному). Нормальность распределения данных в выборках проверяли с помощью те-
ста Шапиро–Уилка, однородность дисперсий – с помощью теста Левена. Стати-
стические данные о параметрах спайковой активности нейронов в исходном состо-
янии представлены как средние арифметические ± стандартные ошибки среднего.
Изменения исследуемых параметров считались статистически значимыми при р < 0.05.
При обработке перистимульных временных гистограмм применялась процедура
кумулятивного суммирования [30], дающая возможность идентифицировать ма-
лые различия в вероятности генерации спайков в постстимульный период относи-
тельно контрольного периода, в качестве которого использовали 200 мс, непосред-
ственно предшествующих стимулу. Реакции возбуждения или торможения иден-
тифицировали по статистически значимому росту или снижению суммарного
количества спайков в каждом из интервалов продолжительностью 2 мс, располо-
женных вслед за моментом стимула, по сравнению с контролем. Статистически
значимыми при анализе перистимульных временных гистограмм считали лишь те
реакции, где уровень р в непарном t-тесте или ранговом тесте Манна–Уитни со-
ставлял p < 0.02 [28].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние 15 нМ инсулина на параметры спайковой активности нейронов 
супрахиазматического ядра

Реакции параметров спайковой активности на воздействие инсулина изучены
на 75 нейронах супрахиазматического ядра. Для всей этой группы нейронов часто-
та генерации потенциалов действия составила 2.55 ± 0.26 с–1, энтропия распреде-
ления межспайковых интервалов равнялась 6.59 ± 0.10 бит, а обоюдная информа-
ция между сопряженными межспайковыми интервалами составила 0.060 ± 0.013 бит.

Аппликации 15 нМ инсулина в перфузионный раствор вызвали изменение ча-
стоты генерации потенциалов действия у 34 из 75 (45.3%) протестированных ней-
ронов супрахиазматического ядра. Остальные нейроны (41 из 75; 54.7%) не изме-
няли уровень спайковой активности под влиянием инсулина.

У 25 из 75 нейронов (33.3%) реакции на воздействие инсулина характеризова-
лись снижением частоты генерации спайков. Примеры реакций на аппликацию
инсулина в виде снижения уровня спайковой активности у нейронов супрахиазма-
тического ядра показаны на рис. 1. Медиана частоты спайков у нейронов данной
группы снизилась с 1.34 с–1 в исходном состоянии до 0.43 с–1 в присутствии инсу-
лина (р < 0.001). Характерной особенностью реакций этих клеток на аппликацию
инсулина был рост энтропии распределения межспайковых интервалов с 6.73 ± 0.19 до
7.26 ± 0.21 бит (р < 0.01), что свидетельствует о повышении степени нерегулярно-
сти генерации спайков. Статистически значимых изменений обоюдной информа-
ции между сопряженными межспайковыми интервалами обнаружено не было, не-
смотря на умеренную тенденцию к увеличению данного показателя, значение ко-
торого составило 0.086 ± 0.031 бит в исходном состоянии и 0.111 ± 0.045 бит при
воздействии инсулина (р = 0.41). Реакции нейронов супрахиазматического ядра
противоположной направленности, в виде повышения уровня биоэлектрической
активности, на воздействие 15 нМ инсулина зарегистрированы в 9 случаях из
75 (12.0%). Статистический анализ с использованием z-теста показал, что такие ре-
акции на аппликации инсулина встречались реже, чем реакции в виде снижения
активности (р < 0.01). Рост уровня активности клеток проявлялся в повышении ме-
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дианы частоты генерации потенциалов действия с 0.47 до 0.89 с–1 (р < 0.01). Одно-
временно с повышением уровня спайковой активности у данной группы нейронов
при воздействии инсулина наблюдалось небольшое, но статистически значимое
снижение медианы энтропии распределения межспайковых интервалов с 6.85 до
6.65 бит (р < 0.05). Изменений обоюдной информации между сопряженными меж-
спайковыми интервалами обнаружено не было (р = 1.00), а значение медианы дан-
ного показателя и в исходном состоянии, и в период действия инсулина оказалось
равным нулю.

Анализ реакций на воздействие инсулина всех 75 протестированных нейронов
как единой группы также выявил статистически значимые изменения показателей

Рис. 1. Примеры реакций двух нейронов (Cell 1, Cell 2) супрахиазматического ядра на аппликацию 15 нМ
инсулина. Для обоих нейронов в верхней части рисунка представлены гистограммы с данными об изме-
нениях уровня спайковой активности клеток по ходу эксперимента. Период аппликации инсулина по-
казан горизонтальным отрезком над гистограммой. По оси абсцисс – время в секундах (момент начала

аппликации соответствует 0), по оси ординат – частота генерации спайков (с-1). Горизонтальным от-
резкам под гистограммой (a и b) соответствуют 50-секундные интервалы записи спайковой активности
для первого нейрона, и 100-секундные интервалы записи для второго нейрона, представленные под ги-
стограммой: (a) – непосредственно перед воздействием, (b) – в конце аппликации инсулина.
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спайковой активности клеток супрахиазматического ядра. Медиана частоты гене-
рации спайков снижалась под влиянием инсулина с 1.56 до 1.37 с–1 (р < 0.001). Од-
новременно с этим наблюдалось увеличение степени нерегулярности спайков, что
отражалось в небольшом, но статистически значимом росте медианы энтропии
распределения межспайковых интервалов с 6.67 до 6.79 бит (р < 0.05). В то же время
обоюдная информация между сопряженными межспайковыми интервалами не из-
менялась (р = 0.44). Медиана этого показателя равнялась нулю и в исходном состо-
янии и после аппликации инсулина, что отражает отсутствие паттернирования ин-
формации в спайковом коде в данных экспериментальных условиях.

Статистические данные об изменениях показателей спайковой активности под
влиянием инсулина у вышеописанных групп клеток представлены на рис. 2.

Реакции нейронов супрахиазматического ядра на воздействие инсулина харак-
теризовались полной или частичной обратимостью. На рис. 2 отчетливо прослежи-
вается тенденция к восстановлению исходной величины всех исследуемых пара-
метров после отмывания среза.

Рис. 2. Влияние 15 нМ инсулина на частоту генерации потенциалов действия, с–1 (левые диаграммы),
энтропию распределения межспайковых интервалов, бит (средние диаграммы) и обоюдную информа-
цию между сопряженными межспайковыми интервалами, бит (правые диаграммы) нейронов супрахи-
азматического ядра. (a) – нейроны, активность которых снижалась под влиянием инсулина (n = 25).
(b) – нейроны, активность которых повышалась под влиянием инсулина (n = 9). (c) – вся совокупность
зарегистрированных нейронов (n = 75). Обозначения под диаграммами: Before – исходное состояние;
Insulin – на фоне действия инсулина; Washout – после отмывания среза искусственной цереброспи-
нальной жидкостью. Звездочками отмечены статистически значимые различия с исходным состоянием:
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Влияние 15 нМ инсулина на функциональное состояние синаптических входов 
к нейронам супрахиазматического ядра из аркуатного ядра

В настоящей работе охарактеризованы реакции на стимуляцию вентромедиаль-
ной области аркуатного ядра 38 нейронов супрахиазматического ядра. Статистиче-
ски значимые реакции на стимуляцию (р < 0.02) в исходном состоянии (до аппли-
кации инсулина) зарегистрированы у 24 протестированных клеток из (63.2%), у
остальных 13 нейронов (34.2%) ответных реакций на стимуляцию не обнаружено.
В числе реакций на стимуляцию наблюдались простые монофазные ответы (воз-
буждение или торможение) и комплексные реакции в форме разнообразных соче-
таний возбуждения и торможения.

6 из 38 (15.8%) нейронов супрахиазматического ядра демонстрировали ответные
реакции на стимуляцию в форме коротколатентного (<20 мс) ортодромного воз-
буждения. Реакции данного типа характеризовались пиком на перистимульных
временных гистограммах (рис. 3a, левая и центральная гистограммы). Пик распо-
лагался на коротком расстоянии от момента стимула, после чего наблюдался по-
степенно снижающийся до контрольного уровня “хвост”. Местоположение пика
на гистограмме соответствует моменту наибольшей вероятности генерации спай-
ков постсинаптической клеткой супрахиазматического ядра, а продолжительность
“хвоста” соответствует периоду, в течение которого сохраняется повышенная ве-
роятность генерации спайков. В одном случае реакция на стимуляцию протекала в
форме длиннолатентного возбуждения (рис. 3a, правая гистограмма). В данном
случае на перистимульной временной гистограмме вместо единственного пика на-
блюдалась относительно продолжительная область роста активности, которая на-
чиналась спустя значительный латентный период после стимула. Эта область соот-
ветствует по продолжительности интервалу времени, характеризующемуся повы-
шенной вероятностью генерации потенциалов действия постсинаптической клеткой
супрахиазматического ядра. В 6 случаях (15.8%) реакция супрахиазматических ней-
ронов на стимуляцию аркуатного ядра протекала в форме коротколатентного (<20 мс)
ортодромного торможения (рис. 3b). Этот тип реакции находил отражение в харак-
терной форме перистимульной временной гистограммы с “провалом”, располагав-
шемся на коротком расстоянии от момента стимула, после чего происходило по-
степенное восстановление активности до контрольного уровня. Область “провала”
соответствует периоду сниженной вероятности генерации спайков исследуемым
нейроном супрахиазматического ядра.

В 11 случаях (28.9%) зарегистрированы комплексные реакции на стимуляцию
аркуатного ядра. Такие реакции состояли из различных сочетаний возбуждения и
торможения. Наиболее часто (у 6 нейронов; 15.8%) комплекс включал короткола-
тентное ортодромное возбуждение и последующее ортодромное торможение. Ха-
рактерный пример реакции данного типа представлен на рис. 3c (левая гистограмма).
В одном случае нейрон супрахиазматического ядра ответил на стимуляцию аркуат-
ного ядра ортодромным коротколатентным торможением с последующим ортодром-
ным возбуждением (рис. 3c, центральная гистограмма). Один нейрон супрахиазмати-
ческого ядра ответил на стимуляцию комплексной реакцией, которая состояла из двух
ортодромных возбуждений – коротколатентного и длиннолатентного (рис. 3b), при
этом уровень активности в интервале между двумя фазами возбуждения (28 мс) не
отличался от контроля (р = 0.21). В одном случае ответная реакция на стимуляцию
аркуатного ядра протекала в три фазы: ортодромного коротколатентного и длин-
нолатентного возбуждения, между которыми имело место ортодромное торможе-
ние (рис. 3c).

У 2 из 38 (5.3%) исследованных нейронов супрахиазматического ядра наблюда-
лась комплексная реакция на стимуляцию аркуатного ядра в форме антидромного
возбуждения с последующим ортодромным торможением (рис. 4). В условиях ис-
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пользования стабильных параметров сверхпороговых стимулов наиболее важным
признаком антидромного возбуждения является устойчивая генерация спайков с
постоянным коротким латентным периодом (рис. 4a). Это находит свое отражение
в характерной форме перистимульной временной гистограммы в форме узкого вы-
сокого пика, который располагается на коротком расстоянии от момента стимула
(рис. 4c). Такая форма гистограммы свидетельствует о постоянстве латентного пе-
риода генерации спайков при антидромной стимуляции. Дополнительным при-
знаком антидромного возбуждения служит явление коллизии – увеличенная про-
должительность латентного периода или отсутствие антидромного спайка в тех
случаях, когда момент появления спонтанного спайка приходится на период, не-
посредственно предшествующий стимулу (рис. 4b). При этом генерация антидром-
ного спайка не происходит по причине того, что момент его потенциальной гене-
рации совпадает с рефрактерной фазой, следующей за спонтанным спайком.
У двух нейронов, демонстрировавших реакцию данного типа, латентный период генера-

Рис. 3. Примеры перистимульных временных гистограмм нейронов супрахиазматического ядра при
стимуляции аркуатного ядра. (a) – ортодромное возбуждение: слева и в центре – коротколатентное,
справа – длиннолатентное. (b) - ортодромное коротколатентное торможение. (c) – комплексные реак-
ции: слева – коротколатентное ортодромное возбуждение и ортодромное торможение; в центре – ко-
ротколатентное ортодромное торможение и ортодромное возбуждение; справа – коротколатентное ор-
тодромное возбуждение, ортодромное торможение и длиннолатентное ортодромное возбуждение. По
оси абсцисс – время, мс (отметка “0” соответствует моменту стимула); по оси ординат – суммарное ко-
личество спайков за каждый 2-миллисекундный интервал времени.
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ции антидромных спайков при стимуляции аркуатного ядра составил 10.70 ± 0.11 мс
(n = 126 спайков) и 10.20 ± 0.02 мс (n = 257 спайков).

Аппликации 15 нМ инсулина в ряде случаев приводили к качественным измене-
ниям ответных реакций клеток супрахиазматического ядра на стимуляцию аркуат-
ного ядра. Качественные изменения проявлялись в виде исчезновения исходной
реакции (или ее фазы), либо в появлении новой. В отдельных наблюдениях после
аппликации инсулина возникали количественные изменения, которые выража-
лись в изменении латентного периода или продолжительности реакции, однако
групповой анализ таких изменений показал, что они не достигали уровня стати-
стической значимости.

В группе нейронов, отреагировавших коротколатентным ортодромным возбуж-
дением на стимуляцию аркуатного ядра (n = 6), количественных изменений реак-
ции на стимуляцию под влиянием инсулина выявлено не было. В исходном состо-
янии латентный период реакции составлял 11.7 ± 1.4 мс, а на фоне действия инсу-
лина он равнялся 13.2 ± 2.3 мс (р = 0.46). Продолжительность ортодромного
возбуждения, составившая в исходном состоянии 30.0 ± 11.1 мс, демонстрировала

Рис. 4. Влияние 15 нМ инсулина на перистимульную временную гистограмму нейрона супрахиазмати-
ческого ядра в виде реакции антидромного возбуждения с последующим ортодромным торможением на
стимуляцию аркуатного ядра. (a) – фрагменты нейронограмм в области артефактов стимуляции (отме-
чены стрелкой) в исходном состоянии. Суперпозиция нейронограмм с 8 последовательными стимула-
ми показывает постоянство латентного периода вызванного спайка. (b) – появление спонтанного спай-
ка непосредственно перед моментом стимула приводит к удлинению латентного периода вызванного
спайка или к полному исчезновению последнего (2 нижние нейронограммы) в соответствии с явлением
коллизии. (c) – перистимульные временные гистограммы, суммирующие данные о реакциях на воздей-
ствие 270 последовательных стимулов в исходном состоянии (Before), на фоне действия инсулина (Insulin) и
после 15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной жидкостью (Washout). По оси
абсцисс – время, мс (отметка “0” соответствует моменту стимула); по оси ординат – суммарное количе-
ство спайков за каждый 2-миллисекундный интервал времени.
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тенденцию к увеличению до 36.8 ± 21.0 мс, однако это изменение не достигло уров-
ня статистической значимости (р = 0.33). Вместе с тем инсулин вызвал качествен-
ные изменения реакций на стимуляцию аркуатного ядра у двух нейронов этой
группы. Так, нейрон, перистимульные временные гистораммы которого показаны
на рис. 5a, в исходном состоянии отвечал на стимуляцию коротколатентным орто-
дромным возбуждением (p < 0.01). Однако в присутствии инсулина статистически
значимого возбуждения у данного нейрона уже не наблюдалось (р = 0.07). После
15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной жидкостью
произошло восстановление реакции (p < 0.05). На гистограмме другого нейрона,
отвечавшего в исходном состоянии на стимуляцию аркуатного ядра короткола-
тентным ортодромным возбуждением (р < 0.01), под действием инсулина появи-
лась вторая, тормозная фаза реакции (р < 0.001); это привело к трансформации
простой реакции в комплексную. Отмывание данного нейрона искусственной це-
реброспинальной жидкостью не вызвало полного восстановления исходного ха-
рактера реакции на стимуляцию. Реакция по-прежнему сохранила черты ком-
плексного ответа в виде коротколатентного ортодромного возбуждения (р < 0.001)
с последующим торможением (р < 0.001).

Рис. 5. Влияние 15 нМ инсулина на перистимульную временную гистограмму нейронов супрахиазмати-
ческого ядра в виде реакций коротколатентного ортодромного возбуждения (a), отсутствия исходной
реакции (b) и реакции коротколатентного ортодромного торможения (c) на стимуляцию аркуатного яд-
ра. Представлены перистимульные временные гистограммы в исходном состоянии (Before), на фоне
действия инсулина (Insulin) и после 15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной
жидкостью (Washout). По оси абсцисс – время, мс (отметка “0” соответствует моменту стимула); по оси
ординат – суммарное количество спайков за каждый 2-миллисекундный интервал времени.
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В группе из 6 нейронов, отвечавших на стимуляцию аркуатного ядра простой ре-
акцией коротколатентного ортодромного торможения, воздействие инсулина не
вызвало статистически значимых изменений параметров ортодромного торможе-
ния относительно их исходных значений. В присутствии инсулина наблюдалась
лишь тенденция к увеличению латентного периода реакции, который составил
13.7 ± 1.0 мс в исходном состоянии и 17.3 ± 0.8 мс на фоне действия инсулина (р = 0.06).
В исходном состоянии продолжительность торможения составляла 180.0 ± 56.4 мс,
а при воздействии инсулина – 189.0 ± 55.4 мс (р = 0.41). Существенных качествен-
ных изменений ответной реакции клеток данной группы на стимуляцию под влия-
нием инсулина также не наблюдалось. Пример реакции нейрона, отвечавшего на
стимуляцию аркуатного ядра коротколатентным ортодромным торможением,
представлен на рис. 5c.

Наиболее часто (в 6 случаях) среди комплексных реакций нейронов супрахиаз-
матического ядра на стимуляцию аркуатного ядра встречалось последовательное
сочетание коротколатентного ортодромного возбуждения и ортодромного тормо-
жения. У двух клеток с таким типом реакции на стимуляцию воздействие инсулина
привело к качественной трансформации ответа. У нейрона, перистимульные вре-
менные гистограммы которого представлены на рис. 6a, аппликация инсулина вы-
звала исчезновение первой фазы реакции – ортодромного возбуждения, при со-
хранении второй, тормозной фазы (р < 0.01). Отмывание среза в течение 15 мин ис-
кусственной цереброспинальной жидкостью привело к полному восстановлению
фазы возбуждения (р < 0.01) и ее исходных параметров. В конце отмывания также
сохранилась и последующая фаза торможения (р < 0.001). У другого нейрона, отве-
чавшего на стимуляцию аркуатного ядра аналогичной комплексной реакцией, воз-
действие инсулина привело к исчезновению обоих ее компонентов, причем в дан-
ном случае признаков восстановления исходной реакции не наблюдалось и после
15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной жидкостью.
У остальных 4 нейронов с данной формой комплексной реакции на стимуляцию
инсулин не вызвал статистически значимых количественных и качественных изме-
нений параметров (латентного периода и продолжительности) каждой из двух фаз
реакции (р > 0.05).

У двух нейронов супрахиазматического ядра комплексная реакция на стимуля-
цию аркуатного ядра состояла из начальной фазы антидромного возбуждения (р = 0.01)
и последующей фазы (р < 0.001) ортодромного торможения (рис. 4c). В исходном
состоянии латентный период генерации антидромных спайков этими нейронами
при стимуляции аркуатного ядра составлял 10.7 ± 0.1 и 10.2 ± 0.02 мс. В период
действия инсулина латентный период генерации антидромных спайков изменился
незначительно (р > 0.05), составив соответственно 10.5 ± 0.1 и 10.1 ± 0.06 мс. Под
действием инсулина параметры последующей фазы ортодромного торможения у
данных нейронов также не претерпевали существенных изменений (рис. 4c).

У одного нейрона супрахиазматического ядра (рис. 3c, в центре) комплексная
реакция на стимуляцию аркуатного ядра проявлялась в форме ортодромного ко-
ротколатентного торможения (р = 0.01) и последующего ортодромного возбужде-
ния (р < 0.001). В присутствии инсулина наблюдались небольшие количественные
изменения параметров реакции. Произошло укорочение на 2 мс латентного перио-
да начальной тормозной фазы реакции и увеличение продолжительности этой фа-
зы на 4 мс; латентный период последующей фазы комплексной реакции (орто-
дромного возбуждения) увеличился на 2 мс, тогда как ее продолжительность
уменьшилась на 18 мс.

Один нейрон супрахиазматического ядра (рис. 6b) ответил на стимуляцию ком-
плексной реакцией в виде сочетания двух ортодромных возбуждений – короткола-
тентного (р < 0.001) и длиннолатентного (р < 0.001). Под действием инсулина про-
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изошла качественная трансформация исходно двухфазной реакции в трехфазную
за счет появления дополнительной фазы торможения (р < 0.001) в интервале между
коротколатентным и длиннолатентным возбуждением. После 15-минутного отмы-
вания среза искусственной цереброспинальной жидкостью качественного восста-
новления исходного характера комплексной реакции у данного нейрона не про-
изошло, поэтому реакция по-прежнему осталась трехфазной.

Наконец, в исходном состоянии один нейрон супрахиазматического ядра (рис. 6c)
ответил на стимуляцию аркуатного ядра трехфазной реакцией, включавшей корот-
колатентное ортодромное возбуждение (р < 0.001), ортодромное торможение (р < 0.001)
и длиннолатентное ортодромное возбуждение (р < 0.001). На фоне действия инсу-
лина наблюдались небольшие количественные изменения параметров второй и
третьей фаз комплексной реакции, наиболее выраженным среди которых оказа-
лось удлинение фазы ортодромного торможения на 14 мс.

У 14 (34.2%) протестированных нейронов супрахиазматического ядра статисти-
чески значимых ответных реакций на стимуляцию аркуатного ядра в исходном со-
стоянии обнаружено не было (р > 0.05). У 13 из 14 нейронов этой группы признаков

Рис. 6. Влияние 15 нМ инсулина на перистимульную временную гистограмму нейронов супрахиазмати-
ческого ядра в виде комплексных реакций на стимуляцию аркуатного ядра: коротколатентного орто-
дромного возбуждения с последующим торможением (a), коротколатентного и длиннолатентного орто-
дромного возбуждения (b) и коротколатентного ортодромного возбуждения, торможения и длиннола-
тентного возбуждения (c). Представлены перистимульные временные гистограммы в исходном
состоянии (Before), на фоне действия инсулина (Insulin) и после 15-минутного отмывания среза искус-
ственной цереброспинальной жидкостью (Washout). По оси абсцисс – время, мс (отметка “0” соответ-
ствует моменту стимула); по оси ординат – суммарное количество спайков за каждый 2-миллисекунд-
ный интервал времени.
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ответной реакции не обнаружено и в присутствии инсулина. Лишь у одного нейро-
на (рис. 5b), не демонстрировавшего реакции в исходном состоянии (р = 0.10), под
влиянием инсулина отчетливо проявилось ортодромное торможение (р < 0.001),
признаки которого сохранились и после 15-минутного отмывания среза искус-
ственной цереброспинальной жидкостью (р < 0.001) несмотря на значительное
уменьшение продолжительности реакции (на 74 мс).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В циркадианной системе млекопитающих для точной синхронизации ритма
циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра с 24-часовым ритмом
окружающего мира используется целый ряд времязадателей. Наряду с основным,
фотическим механизмом настройки [3], существуют и другие, нефотические меха-
низмы синхронизации биологических часов. В рамках этих механизмов важную
роль играют времязадатели, связанные с пищей: суточный режим приема пищи, ее
состав и калорийность, метаболические сигналы и гормональные регуляторы, яв-
ляющиеся носителями информации об уровне питательных веществ и метаболиче-
ском статусе [4–6], хотя физиологический механизм пищевой синхронизации
циркадианной системы изучен недостаточно [31]. Гипотеза о независимом от су-
прахиазматического ядра осцилляторе, настраиваемом пищей (“food entrainable os-
cillator”, FEO, [5]), не нашла достаточных экспериментальных подтверждений, по-
скольку локализация такого осциллятора не установлена, и само существование
его остается недоказанным.

В качестве одного из потенциальных времязадателей, связанных с пищей, рас-
сматривается гормон инсулин. Ранее в нашем исследовании на крысах [32] было
продемонстрировано, что интраназальное введение инсулина в специфическое
время суток вызывает фазовое опережение циркадианного ритма произвольной
локомоторной активности (бег в колесе). Недавно было установлено [33], что вли-
яние инсулина и инсулиноподобного фактора роста (IGF-1) на фазу циркадиан-
ных часов проявляется как in vivo, так и in vitro, и может быт связано со стимуляци-
ей синтеза протеина PER, вызванной активацией PIP3 и mTORC1 каскадов и по-
давлением микроРНК.

В настоящем электрофизиологическом исследовании изучались прямые и опо-
средованные механизмы влияния инсулина на спайковую активность нейронов су-
прахиазматического ядра крыс in vitro. В первой части настоящей работы изучено
влияние инсулина на уровень спайковой активности и параметры спайкового коди-
рования информации нейронами супрахиазматического ядра in vitro. Использован-
ный в настоящей работе подход к анализу спайковой активности, в соответствии с
которым кроме частоты генерации потенциалов действия учитывались показатели
спайкового кодирования информации (энтропия распределения межспайковых ин-
тервалов и обоюдная информация между сопряженными межспайковыми интер-
валами), позволил выполнить количественную оценку реакций нейронного кода
на воздействие инсулина. Аппликация инсулина оказывала влияние на частоту ге-
нерации спайков у 45.3% нейронов супрахиазматического ядра, в остальных случа-
ях существенных изменений активности клеток выявлено не было. Эти данные, по
всей видимости, отражают значительную в количественном отношении долю ней-
ронов супрахиазматического ядра, осуществляющих экспрессию рецепторов, спо-
собных взаимодействовать с инсулином. Такими рецепторами в этом ядре являют-
ся специфические рецепторы инсулина и инсулиноподобного фактора роста (IGF-1)
[11, 12]. Преобладающим характером реакций, зарегистрированных в 33.3% случа-
ев, оказалось снижение частоты генерации потенциалов действия. Лишь в 12.0% на-
блюдений происходил рост исходной частоты генерации потенциалов действия под
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влиянием инсулина. Этот результат согласуется с данными других авторов [7] о пре-
имущественно угнетающем влиянии инсулина на спайковую активность нейронов
супрахиазматического ядра, а также с данными об ингибирующем влиянии инсули-
на на активность нейронов других структур ЦНС, в частности, нейронов аркуатного
ядра, продуцирующих агути-связанный пептид и нейропептид Y (AgRP/NPY) [21], и
большинства нейронов этого ядра, продуцирующих проопиомеланокортин (POMK)
[14], нейронов префронтальной коры [22] и гиппокампа [23]. Реже встречаются
свидетельства противоположного, возбуждающего влияния инсулина, возникше-
го, в частности, при его воздействии на 11% проопиомеланокортиновых нейронов
аркуатного ядра [14], нейроны инсулярной коры [24], дофаминергические нейро-
ны вентральной области покрышки и черной субстанции [25]. В целом обнаружен-
ные в настоящей работе различия в реакциях спайковой активности отдельных
клеток могут, в частности, объясняться активацией различных типов мембранных
рецепторов нейронов супрахиазматического ядра, включением в реакцию различ-
ных каскадов внутриклеточных посредников и нейрохимическим разнообразием
клеток супрахиазматического ядра. Данное ядро отличается широким набором фе-
нотипов нейронов, продуцирующих нейропептиды (вазопрессин, вазоактивный ин-
тестинальный пептид, калретинин, гастрин-рилизинг пептид и др.) и ГАМК [34].

Поскольку основой информации, передаваемой между нейронами ЦНС, явля-
ется спайковый код [35], в рамках настоящей работы для оценки эффектов инсули-
на на уровне супрахиазматического ядра впервые использованы параметры коди-
рования информации, позволяющие более полно охарактеризовать реакции спай-
ковой активности клеток. При этом одновременно со снижением уровня
активности нейронов супрахиазматического ядра под влиянием инсулина проис-
ходил рост энтропии распределения межспайковых интервалов, тогда как измене-
ний обоюдной информации между сопряженными межспайковыми интервалами
обнаружено не было. Такой характер реакции свидетельствует о том, что под дей-
ствием инсулина у данной популяции клеток возникал рост нерегулярности гене-
рации потенциалов действия без существенного изменения степени паттернирова-
ния спайковой информации в нейронном коде. В то же время у меньшей по чис-
ленности группы нейронов, уровень активности которых повышался под
влиянием инсулина, наблюдалось снижение энтропии распределения межспайко-
вых интервалов, указывающее на уменьшение степени нерегулярности генерации
спайков. Таким образом, воздействие инсулина на уровень активности нейронов
супрахиазматического ядра, независимо от направленности реакции, сопровожда-
лось изменениями параметра спайкового кода, отражающего нерегулярность гене-
рации потенциалов действия. Эти результаты могут указывать на фундаменталь-
ные различия между характеристиками популяций нейронов, демонстрировавших
в условиях воздействия инсулина изменения спайковой активности противопо-
ложной направленности. В целом полученные данные свидетельствуют о том, что
инсулин при непосредственном воздействии способен модулировать уровень ак-
тивности и оказывать влияние на спайковый код относительно многочисленной
популяции нейронов циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра.

Во второй части настоящей работы in vitro с помощью электрофизиологической
техники анализа перистимульной временной гистограммы изучено влияние инсули-
на на функциональное состояние афферентных входов к нейронам супрахиазмати-
ческого ядра из аркуатного ядра. Известно, что аркуатное ядро, играющее важную
роль в регуляции аппетита и метаболизма [13], опосредует значительную часть цен-
тральных эффектов инсулина через инсулиновые и IGF-1 рецепторы [14, 15]. Ранее в
электрофизиологических и нейрохимических исследованиях, а также в работах, вы-
полненных с использованием ретроградных трейсеров, было продемонстрировано
существование реципрокных связей между нейронами аркуатного и супрахиазмати-
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ческого ядер [16–19, 36]. Имеются свидетельства того, что реципрокное взаимодей-
ствие между этими ядрами является необходимым условием экспрессии циркадиан-
ных ритмов [37, 38].

В настоящем исследовании более половины протестированных нейронов супра-
хиазматического ядра (63.2%) отвечали на стимуляцию аркуатного ядра простыми
однофазными или комплексными реакциями. При этом в большинстве случаев ре-
акции оказались коротколатентными (<20 мс). Эти результаты свидетельствуют о
том, что большинство нейронов супрахиазматического ядра получают моно- и
олигосинаптические проекции из подвергшегося стимуляции вентромедиального
отдела аркуатного ядра. Следует заметить, что в интактном мозге количество таких
проекций может быть даже более значительным, поскольку в электрофизиологи-
ческом исследовании in vivo [16] простые или комплексные реакции на стимуля-
цию аркуатного ядра были обнаружены у 48 из 56 нейронов супрахиазматического
ядра (85.7%). В настоящей работе (так же, как и в исследовании in vivo [16]) корот-
колатентные реакции встречались гораздо чаще длиннолатентных, при этом коли-
чество коротколатентных реакций ортодромного возбуждения и торможения ока-
залось одинаковым. Это указывает на баланс между стимулирующим и ингибиру-
ющим влиянием на активность клеток супрахиазматического ядра со стороны
аркуатного ядра. Данный каудальный вход может принимать участие в механизмах
нефотической настройки циркадианного осциллятора в соответствии с уровнем
энергообмена, режимом питания, выраженностью пищевой мотивации. Ранее бы-
ла неоднократно продемонстрирована настройка циркадианного ритма экспрес-
сии генов в супрахиазматическом ядре, поведенческих и физиологических цирка-
дианных ритмов в соответствии с режимом питания, особенно в условиях снижен-
ной калорийности пищи [39–41].

В 28.9% случаев стимуляция аркуатного ядра вызвала комплексные реакции
нейронов супрахиазматического ядра, состоящие из нескольких фаз. Эти данные
показывают, что значительная доля клеток супрахиазматического ядра получает
два или более афферентных входа из области аркуатного ядра. Поскольку подавля-
ющее большинство ответов характеризовалось коротким латентным периодом,
данные афферентные проекции скорее всего являлись моно- или олигосинаптиче-
скими. Лишь в отдельных случаях в состав комплексных реакций входила фаза
длиннолатентного возбуждения, свидетельствующая о том, что небольшая часть
нейронов супрахиазматического ядра может дополнительно получать возбуждаю-
щую афферентацию из области аркуатного ядра через окольные полисинаптиче-
ские проекции.

Ранее было показано, что нейронные связи между аркуатным и супрахиазмати-
ческим ядрами являются реципрокными [16–19, 36]. Существование эфферентных
проекций нейронов супрахиазматического ядра в аркуатное ядро нашло подтвер-
ждение в двух экспериментах, в которых были зарегистрированы реакции анти-
дромного возбуждения при стимуляции аркуатного ядра (рис. 4). Параметры этих
реакций дают возможность ориентировочно судить о скорости аксонного проведе-
ния возбуждения между супрахиазматическим и аркуатным ядрами. Учитывая, что
кратчайшее расстояние (по прямой) между стимулирующим и регистрирующим
электродами составляло 2.5–3 мм, а латентный период антидромного возбуждения
приблизительно равнялся 10.5 мс, расчетная скорость проведения возбуждения по
аксонам в данных условиях должна была составить не менее 25–30 см/c. Принимая
во внимание тот факт, что регистрация производилась при температуре на 7–10°С
ниже физиологической, и учитывая данные об уменьшении скорости проведения
приблизительно на 5% при снижении температуры на каждый градус в диапазоне
температур 29–38°С [42], реальная скорость проведения нервных импульсов в дан-
ной области гипоталамуса in vivo может быть примерно на 35–50% выше. Такая
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скорость проведения характерна для немиелинизированных или тонких миелини-
зированных аксонов ЦНС млекопитающих [43].

В основе разнообразия ответных реакций нейронов супрахиазматического ядра
на стимуляцию может лежать широкий набор нейрохимических фенотипов нейро-
нов аркуатного ядра, служивших источником афферентных входов к исследован-
ным нейронам. В частности, в составе проекций из вентромедиального отдела ар-
куатного ядра в супрахиазматическое ядро следуют аксоны нейронов, продуциру-
ющих нейропептид Y, агути-связанный пептид (AgRP), проопиомеланокортин,
ГАМК, кисспептин, соматолиберин (GHRH) и соматостатин [17, 19, 44].

Одной из задач настоящего исследования было изучение модулирующего влия-
ния инсулина на функциональное состояние афферентных входов к нейронам су-
прахиазматического ядра из аркуатного ядра. Статистически значимых количе-
ственных изменений латентного периода и продолжительности возбуждающих
или тормозных реакций нейронов супрахиазматического ядра на электростимуля-
цию аркуатного ядра в присутствии инсулина зарегистрировано не было. Вместе с
тем в 6 случаях (16% протестированных нейронов супрахиазматического ядра) под
влиянием инсулина произошла качественная трансформация реакции, заключав-
шаяся в исчезновении предсуществующей реакции или фазы комплексной реак-
ции (3 нейрона) или в появлении дополнительной реакции или ее фазы (3 нейрона).
Таким образом, полученные результаты являются экспериментальным подтвер-
ждением модулирующего влияния инсулина на функциональное состояние части
афферентных входов, поступающих к нейронам супрахиазматического ядра из
вентромедиальной области аркуатного ядра. В связи с этим особый интерес приоб-
ретают вопросы о месте приложения и механизмах модулирующего влияния инсу-
лина. В данных экспериментальных условиях потенциально возможными пред-
ставляются модуляция активности нейронов аркуатного ядра в области стимуля-
ции, модуляция проведения потенциалов действия по аксонам, следующим из
области стимуляции в супрахиазматическое ядро, либо модулирующее влияние на
функциональное состояние синапсов, через которые к клеткам супрахиазматиче-
ского ядра передается информация с окончаний афферентных волокон нейронов
аркуатного ядра. Среди трех перечисленных возможностей наименее вероятным
представляется влияние инсулина на механизмы проведения потенциалов дей-
ствия по аксонам нейронов аркуатного ядра, во всяком случае в литературе отсут-
ствуют данные о непосредственном влиянии инсулина на механизмы проведения
спайков по аксонам в гипоталамусе. На отсутствие такого влияния инсулина кос-
венно указывают и данные двух экспериментов, выполненных в рамках настоящей
работы, в которых было зарегистрировано антидромное возбуждение нейронов су-
прахиазматического ядра. В этих экспериментах инсулин не оказал существенного
влияния на латентный период антидромного возбуждения, что свидетельствует об
отсутствии изменений параметров аксонного проведения потенциалов действия в
присутствии инсулина. Более вероятной выглядит возможность модулирующего
влияния инсулина на уровне инсулиновых и IGF-1 рецепторов нейронов аркуат-
ного ядра или постсинаптических структур супрахиазматического ядра. Ранее была
продемонстрирована экспрессия инсулиновых и IGF-1 рецепторов в нейронах ар-
куатного ядра [14, 15]; через посредство этих рецепторов инсулин передает инфор-
мацию о текущей потребности в пище и метаболическом статусе организма. Свя-
зывание инсулина с инсулиновыми и IGF-1 рецепторами, обладающими тирозин-
киназной активностью, вызывает активацию двух основных сигнальных путей:
PI3K/AKT и MAPK/ERK [45]. Нейроны супрахиазматического ядра также отлича-
ются высоким уровнем экспрессии рецепторов инсулина и IGF-1, через посред-
ство которых активируются PI3K/AKT и MAPK/ERK сигнальные пути [11, 12]. Ти-
розинкиназа β-субъединицы инсулиновых рецепторов нейронов супрахиазматиче-
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ского ядра может одновременно активироваться мелатонином (через МТ1/МТ2
рецепторы); это указывает на возможность взаимодействия мелатонина и инсули-
на на уровне данного ядра [11]. Результаты активации PI3K/AKT и MAPK/ERK
сигнальных путей более подробно изучены на примере нейронов аркуатного ядра,
где инсулин модулирует активность анорексигенных проопиомеланокортиновых
(POMK) нейронов и орексигенных нейронов аркуатного ядра, продуцирующих
агути-связанный пептид и нейропептид Y (AgRP/NPY) [21, 46–48]. На уровне
POMK нейронов аркуатного ядра инсулин может оказывать как ингибирующее ги-
перполяризующее влияние за счет активации АТФ-зависимых K+ каналов [49, 50],
так и возбуждающее деполяризующее влияние, опосредуемое активацией TRPC5
каналов [51]. Известно также, что инсулин способен активировать PIP3-киназу (но
не МАР-киназу) AgRP/NPY нейронов аркуатного ядра, что приводит к росту ам-
плитуды Са2+-активируемого калиевого тока высокой проводимости (ВК-ток), и, в
свою очередь, вызывает рост биоэлектрической активности данных клеток [52].
Транскриптомные исследования аркуатного ядра выявили гетерогенность распо-
ложенных здесь нейронов и позволили идентифицировать субпопуляции POMK и
AgRP клеток, демонстрирующие существенные различия в транскрипции при
изменениях энергетического статуса организма [53–55]. Такая неоднородность,
наряду с нейрохимическими и функциональными различиями между POMK и
AgRP клетками, могла вносить свой вклад в обнаруженное в настоящей работе
разнообразие реакций нейронов супрахиазматического ядра на стимуляцию ар-
куатного ядра.

Таким образом, результаты настоящей работы показывают, что эффекты инсу-
лина не сводятся к непосредственному влиянию на уровень активности и парамет-
ры спайкового кодирования информации нейронами супрахиазматического ядра.
Дополнительным механизмом влияния этого гормона на функциональное состоя-
ние циркадианного осциллятора является модуляция параметров афферентных
входов из области аркуатного ядра, благодаря чему инсулин может вовлекаться в
синхронизацию циркадианных биологических часов в соответствии с выраженно-
стью пищевой мотивации и уровнем метаболизма.
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The Effects of Insulin on Spike Activity of the Suprachiasmatic Nucleus Neurones 
and Functional State of Afferent Inputs from the Arcuate Nucleus in Rats

A. N. Inyushkina, *, K. A. Mistryugovb, O. V. Ledyaevaa, I. D. Romanovaa,
T. S. Isakovaa, and A. A. Inyushkina

a Samara National Research University, Samara, Russia
b Samara State Medical University, Samara, Russia

*e-mail: ainyushkin@mail.ru

In experiments on the sagittal hypothalamic slices of male Wistar rats, the effects of 15 nM
insulin on the level of spike activity, parameters of spike information coding by the su-
prachiasmatic nucleus neurones, and functional state of afferent inputs to the neurones
from the arcuate nucleus were studied. Application of insulin induced a decrease in the
frequency of action potential generation and an increase in the entropy of interspike in-
terval distribution in 33.3% of neurones recorded; in 12% of cells, the responses of oppo-
site direction were found; in the remaining 54.7% neurones, spike activity did not
change. The responses of the entropy of interspike interval distribution suggest the relat-
ed changes in a degree of interspike interval irregularity induced by insulin. To charac-
terise afferent inputs to the suprachiasmatic nucleus neurones from the arcuate nucleus,
electrophysiological technique of the construction and analysis of the peristimulus time
histogram (PSTH) was used. Statistically significant responses to the stimulation of the
arcuate nucleus were recorded in 24 of 38 neurones of the suprachiasmatic nucleus. In
6 of the neurones, the responses were in the form of a short-latency (<20 ms) excitation,
in 1 neurone in the form of a long-latency excitation, in 6 neurones in the form of a
short-latency inhibition; in 11 neurones complex two- or three-phase responses in the
form of different compositions of excitation and inhibition were observed. Application of
15 nM insulin induced a qualitative transformation of the responses (disappearing of the
initial responses or emergence of new responses) in 5 neurones initially responded to
stimulation, and in 1 neurone initially not responded to stimulation of the arcuate nucle-
us. Statistically significant changes in the latency or duration of the responses in the
presence of insulin were not found. The results of the study suggest the ability of insulin
to influence the activity level and the spike code of a respectively numerous population
of neurones in the suprachiasmatic nucleus circadian oscillator as well as modulate the
functional state of afferent inputs to the circadian oscillator from hypothalamic arcuate
nucleus playing an important role in the control of appetite and metabolism.

Keywords: hypothalamus, circadian oscillator, suprachiasmatic nucleus, arcuate nucleus,
insulin, spike activity, peristimulus time histogram
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Разработка новых подходов к анализу данных поведенческих тестов имеет важ-
ное значение как для фундаментальных исследований, так и для оценки эф-
фектов фармакологических агентов в экспериментальной нейрофармакологии.
Одной из фармакологических групп, представляющей большой интерес для
изучения, являются антипсихотические средства, применяемые для лечения
различных психических заболеваний (например, расстройств шизофрениче-
ского спектра). Несмотря на то, что данные препараты оказывают выраженное
влияние на поведение животных в простых поведенческих тестах, их эффект
часто трудно отличить от действия других препаратов, угнетающих центральную
нервную систему, например, седативных средств. В настоящей работе предло-
жен метод анализа структуры поведенческих паттернов у крыс с использованием
приема цветового кодирования видеоряда на примере эффектов типичного ней-
ролептика галоперидола в тесте “Открытое поле”. Эксперименты были выпол-
нены на белых беспородных крысах-самцах массой 250–300 г. С помощью языка
программирования Python в среде Google Colab 3-минутные видеозаписи пове-
дения крыс в тесте “Открытое поле” обрабатывали с применением библиотеки
OpenCV. Цветовое кодирование позволило маркировать разными цветами и сов-
мещать в одном кадре настоящее (t = 0), ближайшее будущее (t = 0.33 с) и не-
сколько более отдаленное будущее положение животного в пространстве (t = 1.66 с).
При использовании предлагаемого метода было обнаружено специфическое
влияние галоперидола на паттерн поведения крыс, не выявляемое с использова-
нием традиционных подходов к анализу поведения животных в данном тесте.
Примененный метод цветового кодирования с использованием трех временных
точек показал эффективность для анализа и обработки данных, оказавшись со-
поставимым с ранее описанными в литературе подходами с применением как
традиционных, так и компьютеризированных методов визуализации.

Ключевые слова: цветовое кодирование, поведенческие тесты, открытое поле, га-
лоперидол, антипсихотики
DOI: 10.31857/S0869813923020085, EDN: NDUCZC

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



215ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА ЦВЕТОВОГО КОДИРОВАНИЯ

ВВЕДЕНИЕ

Одним из распространенных и не до конца изученных психических рас-
стройств, которым страдает около 1% населения, является шизофрения [1]. Не-
смотря на то, что механизмы ее развития не вполне понятны, предложен ряд
фармакологических мишеней, действуя на которые, антипсихотические сред-
ства могут купировать симптомы этого заболевания [2]. Тем не менее, использу-
емые в настоящее время препараты не оправдывают в полной мере ожидания
врачей и пациентов, поскольку недостаточно действуют на так называемые “ми-
нус”-симптомы и когнитивные нарушения. Более того, при приеме типичных анти-
психотических средств у больных неизбежно развиваются такие нежелательные ле-
карственные реакции, как паркинсонизм и дистония [3]. Все это определяет важ-
ность поиска новых препаратов, направленных на лечение шизофрении.

Для выполнения данной задачи необходимы эффективные методы скрининга но-
вых потенциально активных соединений. Большое значение имеют поведенческие
тесты с использованием мелких лабораторных животных, поскольку такие экспери-
менты моделируют отдельные аспекты реальной клинической ситуации. Кроме того,
поведенческие тесты не требуют больших материальных затрат, позволяя при этом
ответить на вопрос, является ли изучаемое соединение психоактивным [4].

Выявление именно антипсихотической активности у потенциальной молеку-
лы не является рутинной задачей. Так, если действие анксиолитических или, на-
пример, седативных препаратов можно выявить в тестах “Открытое поле” (ОП)
или “Приподнятый крестообразный лабиринт” без какой-либо подготовки ис-
пытуемых животных, то в случае потенциального нейролептика необходимо
предварительное моделирование шизофрении. На сегодняшний день предложе-
но множество моделей этого заболевания, которые можно разделить на фарма-
кологические, хирургические и генетические [5]. Каждая из моделей достаточно
неплохо отражает те или иные симптомы шизофрении у людей, однако все они
требуют затрат времени экспериментатора и, самое главное, расхода лаборатор-
ных животных.

Возникает справедливый вопрос: возможно ли выявление специфического ан-
типсихотического действия у препарата с использованием простых поведенческих
установок без предварительного моделирования заболевания? Для этого необхо-
дим поиск новых подходов к анализу данных, получаемых в ходе видеорегистрации
поведения животных. Важно, что одной из основных трудностей в интерпретации
результатов поведенческих тестов остается субъективность оценки тех или иных
критериев разными исследователями, а также излишнее упрощение и однонаправ-
ленность выбранных методов анализа [6].

В настоящем исследовании использован метод выявления динамических пат-
тернов поведения с помощью цветового кодирования видеоряда для анализа влия-
ния галоперидола на поведение у лабораторных крыс в тесте ОП. Галоперидол был
выбран в качестве эталонного типичного антипсихотика, обладающего сильным
антипсихотическим действием без выраженного седативного эффекта [7, 8]. В ка-
честве установки для оценки поведения испытуемых животных был выбран тест
ОП как наиболее простой и часто используемый при изучении поведения мелких
лабораторных животных [9].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на 20 белых беспородных крысах-самцах массой 250–
300 г. Крыс содержали в стандартных условиях при 12-часовом цикле свет/темнота
и со свободным доступом к воде и корму.
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Животные были разделены на 2 группы (опытная и контрольная) по 10 особей.
Опытным животным вводили раствор галоперидола (ООО “Велфарм”, Россия)
внутрибрюшинно в дозе 0.3 мг/кг в объеме 0.5 мл. В качестве контроля вводили
физиологический раствор в том же объеме. Время экспозиции препарата составля-
ло 20 мин [10], после чего крысу помещали в установку ОП (ООО “НПК Открытая
наука”, Россия), представлявшую собой круглую арену черного цвета диаметром
97 см, расчерченную на 19 одинаковых по площади сегментов и оборудованную от-
верстиями в полу. Видеорегистрацию проводили в течение 3 мин с помощью камеры
Canon 5D (Canon Inc., Япония) при частоте 30 кадров в секунду и уровне освещенно-
сти 250 люкс (с равномерным освещением всей площади арены без градиента осве-
щенности). Участок помещения с тестовой установкой ограничивали от остального
рабочего пространства при помощи однотонных медицинских ширм. Управление
работой камеры происходило удаленно при помощи программного обеспечения
EOS Utillity (Canon Inc., Япония); изображение выводилось на монитор экспери-
ментатора.

При анализе видеоматериалов фиксировали следующие поведенческие паттер-
ны: повороты головы/туловища вправо, влево, движение вперед, разворот назад,
стойка на задних лапах с опорой на стенку и без опоры, обследование отверстий,
обнюхивание пространства, груминг и замирание. Валидация общей активности
на основе подсчета паттернов производилась стандартным методом ручного под-
счета пересечений секторов. Часть видеозаписей просматривали в исходном виде,
при этом выделяли и фиксировали основные паттерны. Далее с помощью языка
программирования Python в среде Google Colab записи обрабатывали с примене-
нием библиотеки OpenCV. При помощи цветового кодирования отображали раз-
личными цветами и совмещали в одном кадре настоящее (t = 0), ближайшее буду-
щее (t = 0.33 с) и несколько более отдаленное будущее (t = 1.66 с) положения жи-
вотного.

Статистическую обработку данных проводили с использованием t-критерия Стью-
дента или U-критерия Манна–Уитни при помощи программ PAST 4.03 и Excel 2016
(Microsoft, США). Нормальность распределения данных в выборках определяли с
помощью критерия Шапиро–Уилка. При изучении зависимости двигательной ак-
тивности от фактора времени использовали двухфакторный дисперсионный анализ
ANOVA для повторных изменений с последующим попарным сравнением post hoс на
основе критерия Тьюки. Различия между группами признавались статистически
значимыми при р < 0.05. Данные на столбчатых диаграммах приведены как среднее
арифметическое ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Тест ОП позволяет оценить двигательную активность, ориентировочно-иссле-
довательское поведение и уровень тревожности у крыс и мышей [11]. Анализ дви-
гательных поведенческих паттернов является основой для теста ОП, поэтому в
первую очередь из всего комплекса выявленных паттернов исследовали именно
двигательные.

Среди локомоторных паттернов для оценки общей двигательной активности в
центре и на периферии арены были учтены: повороты на 180°, вправо, влево, дви-
жение вперед, а также переориентация головы вправо, влево и вперед. Статистиче-
ски значимые отличия в двигательной активности контрольных и получавших га-
лоперидол животных были получены только на периферии арены. В группе гало-
перидола двигательная активность оказалась достоверно ниже: суммарное число
паттернов за все время записи составило 19.3 ± 1.2 по сравнению с 42.2 ± 4.2 в кон-
трольной группе (р < 0.001) (рис. 1a).
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Стандартный метод определения двигательной активности с помощью подсчета
пересечений секторов выявил ту же закономерность: 92.3 ± 10.5 и 32.9 ± 4.9 пересе-
чений секторов в группе контроля и галоперидола соответственно (p < 0.001). Раз-
ница в количестве пересечений секторов для одной и той же группы объясняется
на уровне подходов: при подсчете выбранных нами паттернов события фиксиру-
ются только при инициализации действий, после которых животное может про-
должать движение, пересекая несколько секторов. В перспективе можно использо-
вать оба метода для выявления нарушений в структурах, ответственных за инициа-
лизацию и планирование движений. В центральных сегментах в это же время четко
прослеживалась гораздо более низкая локомоторная активность; статистически
значимых отличий в центре поля между группами обнаружено не было (рис. 1a).

Беспокойное поведение (тревожность) во многих исследованиях определяется
по относительной длительности нахождения животных на открытом пространстве
или в центре арены по сравнению с локализацией у стенок или в укрытии [12], хотя
в целом факт предпочтения периферии объясняется стремлением грызунов избе-
гать освещенных и открытых пространств [9].

На рис. 1b представлены средние суммы паттернов за каждые последующие 30 с
эксперимента. Таким образом, общее время записи было сведено к 7 временным
зонам. Прослеживалась динамика подъемов и спадов двигательной активности,
однако в течение первой минуты эксперимента активность у животных обеих
групп была статистически неотличима. Начиная со второй минуты, у животных,
получивших галоперидол, наблюдалось заметное снижение активности. В кон-
трольной группе аналогичное снижение также имело место, однако наблюдалось
оно лишь на последней минуте записи, где средние числа паттернов у крыс обеих
групп вновь сближались.

Данная тенденция к снижению активности могла быть следствием того, что на
фоне галоперидола развивался дофаминергический дефицит, косвенно влияющий

Рис. 1. Общая двигательная активность в группах контроля и галоперидола. (a) – Среднее суммарное
число двигательных паттернов в периферийных и центральных сегментах “Открытого поля” в кон-
трольной группе и группе галоперидола за все время записи (3 мин). (b) – Изменение двигательной ак-
тивности животных в контрольной группе и группе галоперидола в тесте “Открытое поле” в течение по-
следовательных 30-секундных отрезков времени. *** – p < 0.001.
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на локомоцию и вызвавший гипокинезию. Нейротрансмиттер дофамин играет
важную роль в модуляции моторных функций [13], и дефицит дофамина или бло-
када дофаминовых рецепторов приводят к развитию ряда патологических форм
поведения, в том числе и касающихся локомоторной активности [14].

Путем дисперсионного анализа для повторных измерений обнаружена досто-
верная разница между группами, усиленная фактором времени (p < 0.001), а с по-
мощью попарного post hoc анализа на основе критерия Тьюки было установлено,
что динамика активности исследованных групп статистически значимо отличается
в периоды: 90–120, 120–150 и 150–180 с (p < 0.001). Иными словами, животные, по-
лучавшие галоперидол, гораздо раньше переставали передвигаться по ОП, чем
контрольные особи.

Ранее было выявлено, что галоперидол, как и многие другие типичные антипси-
хотики, обладает значительным побочным влиянием на двигательную активность
и вызывает выраженные экстрапирамидные расстройства, что клинически прояв-
ляется тремором, брадикинезией, ригидностью мышц и др. [15]. Данное обстоя-
тельство не могло не сказаться на характере активности крыс. Частота и длитель-
ность случаев замирания в группах контроля и галоперидола статистически значимо
различались (рис. 2a и 2b). В целом, движения на фоне действия галоперидола были
несколько замедлены и сопровождались, как было сказано выше, поворотами го-
ловы (рис. 2c). Эпизоды периодического ускорения и замедления нередко наблю-
дались также и в группе контроля, поскольку являются элементом нормальной ло-
комоции у крыс [16–18]. Однако важно отметить, что чередования ускорения и за-
медления отмечалось в группе, получавшей галоперидол, значительно реже, чем в
контроле, что указывает на появление выраженной стереотипности и монотонно-
сти локомоции под влиянием препарата (рис. 2d). Однообразие поведения, и, ве-
роятно, связанное с ним снижение поисковой деятельности, проявлялись более
редким совершением стоек на задних лапах с опорой (рис. 2e) (4.5 ± 1.0 и 1.3 ± 0.4 для
групп контроля и галоперидола соответственно, p < 0.01), а также снижением числа
обнюхиваний отверстий (лунок) в арене (6.9 ± 1.9 в группе контроля и 2.0 ± 0.8 в
группе галоперидола, p < 0.05). 

В то же время для остальных общепринятых поведенческих паттернов, таких как
стойка на задних лапах без опоры, принюхивание к воздуху как одном из проявле-
ний ориентировочного рефлекса, а также груминг, различия не были выявлены.

Применение метода временного кодирования, позволяющего совместить в од-
ном кадре три последовательных состояния: в настоящем, близком (через 0.33 с) и
более отдаленном (через 1.66 с) будущем, позволило наиболее объективно (на-
сколько это возможно в принципе) зафиксировать то или иное поведенческое со-
бытие. Примеры поведенческих паттернов, выявленных с помощью цвето-времен-
ного кодирования, показаны на рис. 3.

Так, на рис. 3a показан типичный пример кратковременного принюхивания к
воздуху (желтым, стрелка), которое быстро сменяется иным поведением (крас-
ным). Аналогичным образом выглядит обнюхивание стенок арены (3b, желтым,
стрелка) с той разницей, что оно продолжает происходить и в отдаленном буду-
щем, со смещением (красным). Типичный пример груминга отражен на панели (c), а
исследование отверстия — на панели (d). Панели (e) и (f) демонстрируют кратко-
временные (только серым, стрелки) стойки без опоры и с опорой на стенку, в обо-
их случаях сменившиеся в будущем иными типами поведение (красным).

Вышеперечисленные показатели поведенческой активности, как правило, говорят
о степени ориентировочно-исследовательской активности, тревожности живот-
ных и об эмоциональной составляющей как таковой. Так, исследование, прове-
денное Звездочкиной с соавт. [14], выявило выраженное снижение ориентировоч-
но-исследовательского поведения у крыс в тесте ОП после введения галоперидола,



219ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА ЦВЕТОВОГО КОДИРОВАНИЯ

Рис. 2. Частота некоторых поведенческих паттернов, наблюдаемых у крыс в тесте “Открытое поле” в
группах контроля и галоперидола. (a) – Среднее число эпизодов замирания на месте. (b) – Суммар-
ная длительность эпизодов замирания. (c) – Число эпизодов замедления в движении с одновремен-
ными поворотами головы или “кивками” ею. (d) – Число случаев чередования ускорения и замедле-
ния. (e) – Среднее число стоек на задних лапах, совершенных без опоры на стенку арены. (f) – Слу-
чаи шаткой, неуверенной или “хромающей” походки. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.
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а также снижение частоты паттерна груминга, что свидетельствовало о повышении
тревожности животных и развитии тормозных процессов в ЦНС.

Однако такой показатель, как груминг, нельзя определить в качестве однознач-
ного маркера тревоги, поскольку он также может означать комфортное и спокой-
ное состояние, в котором пребывает животное. Исходя из этого, изменчивость та-
кого параметра не стоит рассматривать в качестве маркерного показателя эффекта
галоперидола или какого-либо другого психоактивного соединения. Нельзя также
отрицать, насколько большую роль играет эмоциональная составляющая в двига-
тельных функциях, поскольку было выяснено, что именно мезокортиколимбиче-
ский путь модулирует реакции, которые связаны со страхом и тревожностью [19].

К сожалению, учет таких параметров поведения затруднен и сопряжен с риском
чрезмерной субъективности оценок. Гораздо более эффективным и обоснованным
представляется анализ простых двигательных паттернов, интерпретация которых
однозначна. К ним относятся: движение вперед, разворот на 180°, повороты влево
и вправо, а также повороты головы. На рис. 4a–f отражено попарное сравнение
этих двигательных паттернов у двух групп крыс. Статистический анализ показал,
что различия значимы для всех паттернов, кроме поворотов головы.

Среднее количество движений вперед в контрольной группе составило 12.2 ± 2.4
против 3.6 ± 1.0 в группе галоперидола (p < 0.01) (рис. 3a), разворотов на 180° – 3.3 ± 0.4
против 1.8 ± 0.5 в группе галоперидола (p < 0.05) (рис. 3b), поворотов вправо или
влево – 11.8 ± 1.9 и 11.6 ± 2.2 против 3.2 ± 0.6 и 3.6 ± 0.6 соответственно в группе га-
лоперидола (p < 0.001 и р < 0.01 соответственно) (рис. 3c, d). В совокупности эти
данные явно указывают на сниженную базовую локомоторную активность, вклю-
чающую в себя движение вперед и повороты, в то время как другие моторные акты
(повороты головы), ориентировочные рефлексы и общий уровень тревожности
остаются примерно одинаковыми.

Однако остается открытым вопрос о том, в какой мере текущее положение жи-
вотного или его легкое смещение в течение 0.3 с, может служить предиктором
дальнейшего движения. Иными словами, есть ли связь между вектором кратковре-

Рис. 3. Типичные примеры некоторых поведенческих паттернов, отображенных при помощи цвето-
временного кодирования в настоящем, близком (через 0.33 с) (серым и желтым) и более отдаленном
(через 1.66 с) (красным) будущем. (a) – Принюхивание к воздуху над ареной. (b) – Обнюхивание стенок
арены. (с) – Груминг. (d) – Исследование отверстия в поверхности арены. (е) – Стойка без опоры на
стенку арены. (f) – Стойка с опорой на стенку арены. Стрелками отмечены области, принципиальные
для идентификации того или иного паттерна.
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менного смещения и вектором более отдаленного движения? И в том случае, если
такая зависимость существует среди интактных животных, то в какой мере она со-
храняется или нарушается под влиянием галоперидола? 

Так, благодаря цветовому кодированию, соответствующему трем вышеуказан-
ным временным точкам, нами была сделана попытка предсказать будущее положе-
ние животных по определенным закономерностям. Для этого нами были выбраны

Рис. 4. Среднее число простых локомоторных событий, зарегистрированных в группах контроля и гало-
перидола. (a) – Движение вперед. (b) – Разворот на 180°. (с) – Поворот корпуса влево. (d) – Поворот
корпуса вправо. (e) – Поворот головы влево. (f) – Поворот головы вправо. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.
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4 паттерна в отсроченном будущем: движение вперед, разворот на 180°; повороты
вправо или влево. Согласно этому набору, собранные данные были разделены на
четыре соответствующие группы.

Далее нами было выдвинуто предположение, что поворот головы, хвоста или
корпуса животного в ту или иную сторону служит признаком, по которому можно
определять вероятность возникновения тех или иных паттернов в будущем, отсто-
ящем на 1.66 с. Также обратило на себя внимание то, что животные зачастую пово-
рачивают хвост и/или голову в направлении будущего движения. Поэтому для ана-
лиза было выбрано 3 этих фактора в настоящем и ближайшем будущем. Каждый из
факторов соотносился с будущим поведением следующим образом: обращены ли
голова, хвост или корпус животного в ту же сторону, куда оно направится через
1.66 с, а именно: вперед, назад, вправо или влево.

На рис. 5 показаны примеры того, каким образом производилась сортировка в
соответствии с указанными факторами. Панель (a) рисунка демонстрирует сдвиг
(желтым) головы, хвоста и всего корпуса, примерно сонаправленный будущему
положению (красным). На панели (b) показано очень небольшое противонаправ-
ленное смещение головы и хвоста (желтым) относительно будущего (красным).
Панель (c) демонстрирует выраженную сонаправленность, тогда как панель (d) –
слабую противонаправленность.

Голова, хвост и корпус животных чаще всего принимали независимое положе-
ние, поэтому для дальнейшего анализа рассматривались отдельно. При анализе
полученных данных относительно положения головы, хвоста и туловища в каче-
стве предсказательных критериев будущего движения были выявлены разнообразные
тенденции, которые существенно варьировали от одного животного к другому, а так-
же между основными видами локомоции: движения вперед, назад, поворотов вле-
во и вправо. Однако зависели ли эти тенденции от действия галоперидола? Для от-
вета на этот вопрос было необходимо вычислить соотношение сонаправленности и
противонаправленности у каждого животного в каждом из двигательных паттер-
нов. Так как отсутствовали какие-либо убедительные основания для рассмотрения
левых и правых поворотов по отдельности, они были объединены в общий паттерн.
При анализе прямолинейного движения примерно в равном числе случаев голова,
хвост и корпус занимали сонаправленное и противонаправленное положения. Од-
нако в иных случаях эти части тела чаще занимали положение, противонаправлен-
ное движению, чем сонаправленное ему. В связи с этим была применена пропор-
ция противонаправленности к сонаправленности, а не наоборот, хотя принципи-
ального значения это не имело. Таким образом, вычислялся своеобразный “индекс
направленности”, который представлял собой пропорцию суммарного числа про-
тивонаправленных положений головы, хвоста и корпуса к сонаправленным для
каждого из трех двигательных паттернов: движение вперед, назад, поворот. Все
пропорции вычислялись индивидуально для каждого животного, после чего были
сведены в таблицу.

Алгоритм расчета “индекса направленности”:
1. Отбирались паттерны движения вперед, разворота, поворотов вправо или влево.
2. Для каждого животного в каждом паттерне учитывались положение головы,

туловища и хвоста как в настоящем и ближайшем будущем (0.33 с) времени, так и в
дальнем будущем (т.е. через 1.66 с). Если положение какой-то из частей тела в на-
стоящем и ближайшем будущем времени совпадало с положением той же части те-
ла в дальнем будущем, то это движение называлось сонаправленным, в противном
случае – противонаправленным. Например, на рис. 5b видно, как голова, тулови-
ще и хвост развернуты вправо, значит, в паттерн поворота для данного животного
мы добавляем по одному сонаправленному движению для каждой части тела.
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3. Далее для каждого животного в каждом из паттернов для каждой части тела сум-
мировалось количество сонаправленных и противонаправленных движений, затем
рассчитывалось отношение противонаправленных движений к сонаправленным.

В таком виде данные приняли удобный вид для проведения двухфакторного
сравнения. Первый фактор отражал индексы направленности для головы, хвоста и
туловища, распределенные между строками с 1-й по 10-ю (для головы), с 11-й по
20-ю (для хвоста) и с 21-й по 30-ю (для корпуса). Второй фактор соответствовал
группам (контроль или галоперидол), расположенным в двух колонках. Результаты
двухфакторного дисперсионного анализа, проведенного в среде MATLAB R2020a,
представлены в табл. 1–3.

Из табл. 1 следует, что при движении вперед индекс направленности достоверно
зависел от частей тела животных, которые вели себя по-разному. В то же время
введение галоперидола никак не влияло на пропорцию противонаправленности к
сонаправленности (рис. 6) – соответственно, не было и взаимодействия между
факторами.

Из табл. 2 следует, что фактор группы животных (контроль или галоперидол)
статистически значимо (p < 0.01) влияет на индекс направленности. В то же время
фактора влияния положения головы, хвоста или корпуса, а также их взаимодей-
ствия с группой животных не отмечалось. Следовательно, гипотеза о влиянии га-
лоперидола на планирование паттерна будущей локомоции подтверждается – по-
сле введения галоперидола противонаправленность относительно будущего дви-
жения перестает доминировать над сонаправленностью, как это наблюдается в
контроле (рис. 6).

Наконец, табл. 3, в которой объединены сведения о поворотах влево и вправо,
демонстрирует очень высокий уровень статистической значимости того, что ин-
декс направленности зависит от принадлежности животных к одной из групп. Тем
не менее, эффект связан и с положением конкретной части тела животного: головы,

Рис. 5. Примеры сонаправленного и противонаправленного смещения головы, хвоста и корпуса крыс в
настоящем и через 0.33 с (серым и желтым) относительно положения через 1.66 с (красным). (a) – При-
мер разворота на 180°. (b) – Пример движения вперед. (с, d) – Примеры поворотов вправо и влево.
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хвоста или корпуса. Более того, между указанными факторами наблюдается стати-
стически значимое взаимодействие и, таким образом, эффект галоперидола в наи-
большей степени отражается на положении головы и корпуса и в меньшей степени –
на положении хвоста. Но в любом случае, как и при движении назад, введение га-
лоперидола резко снижает частоту противонаправленного положения частей тела
перед поворотами (рис. 6, справа).

Таким образом, можно утверждать, что галоперидол в гораздо большей степени,
по сравнению с контролем, ассоциируется с сонаправленной ориентацией тела
при поворотах в стороны и разворотах назад, тогда как при движении прямо он не
оказывает никакого воздействия (рис. 6). Иными словами, в определенных случаях
животное становится более предсказуемым, что может быть связано с брадикине-
зией, вызванной галоперидолом.

Установлено, что антагонист дофаминовых D2-рецепторов галоперидол при внут-
рибрюшинном введении крысам-самцам вызывает двигательный дефицит в тесте

Таблица 1. Двухфакторный дисперсионный анализ движения вперед (контроль/галоперидол)

Движение
вперед

Сумма
квадратов (SS)

Степени
свободы (df)

Дисперсия 
(MS) F-критерий Вероятность

Prob > F

Столбцы
(группа животных)

0.0001 1 0.00009 0 0.99

Строки (часть тела) 27.85 9 3.1 2.97 0.01

Взаимодействие 7.8 9 0.9 0.8 0.6

Ошибка 41.7 40 1.04

Итого 77.4 59

Таблица 2. Двухфакторный дисперсионный анализ движения назад (контроль/галоперидол)

Движение назад Сумма
квадратов (SS)

Степени
свободы (df)

Дисперсия 
(MS) F-критерий Вероятность

Prob > F

Столбцы
(группа животных)

10.5 1 10.5 10.7 0.002

Строки (часть тела) 16.1 9 1.8 1.9 0.1

Взаимодействие 15.4 9 1.7 1.7 0.1

Ошибка 39.5 40 0.99

Итого 81.6 59

Таблица 3. Двухфакторный дисперсионный анализ поворотов влево или вправо (кон-
троль/галоперидол)

Повороты Сумма
квадратов (SS)

Степени
свободы (df)

Дисперсия 
(MS) F-критерий Вероятность

Prob > F

Столбцы
(группа животных)

47.85 1 47.85 30.05 0.0000005

Строки (часть тела) 126.7 19 6.7 4.19 0.000003

Взаимодействие 100.3 19 5.3 3.32 0.0001

Ошибка 127.4 80 1.6

Итого 402.2 119
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“Открытое поле”, особенно во второй половине периода тестирования (90–180 с).
Обнаружено снижение двигательной активности вплоть до ее полного отсутствия
как в центре, так и на периферии арены. Выявлены случаи неустойчивости позы и
замедленности движений под воздействием галоперидола, а также периодические
эпизоды довольно длительного замирания. Все вышеперечисленные наблюдения
предварительно указывают на вероятность проявления двигательных нарушений,
сходных с таковыми при болезни Паркинсона, что косвенно указывает на блокаду
дофаминовых рецепторов в нигростриарном пути под влиянием галоперидола [20].

Примененный нами метод цветового кодирования с использованием трех вре-
менных точек показал эффективность в анализе и обработке данных. Полученные
результаты соответствуют литературным данным, в которых применяли как тради-
ционные, так и компьютеризированные методы визуализации. Неоспоримым пре-
имуществом метода является то, что метод открывает новые возможности в работе
с биологическими изображениями при использовании относительно несложной
методики, расширяя аналитический арсенал исследователя и снижая степень чело-
веческого фактора за счет объективизации процесса. Он позволяет регистрировать
достаточно мелкие движения и визуализировать динамику объектов, совмещенных
в одном кадре. Мы считаем, что данный метод в комплексе с другими поможет точ-
нее и быстрее производить оценку эффектов психоактивных соединений при про-
ведении их фармакологического скрининга.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Исследование выполнено в соответствии с принципами Базельской декларации, Прика-
за Минздрава РФ от 01.04.16 г. № 199н “Об утверждении правил надлежащей лабораторной
практики” и рекомендациями биоэтической комиссии Санкт-Петербургского государствен-
ного химико-фармацевтического университета Минздрава России.

Рис. 6. Индекс направленности головы, хвоста и корпуса крыс в тесте “Открытое поле” перед одним из
простых локомоторных паттернов: движения вперед, назад (с разворотом на 180°) и поворотами влево
или вправо. Индекс направленности рассчитывался индивидуально для каждого животного и для каж-
дого из локомоторных паттернов путем деления числа противонаправленных локаций головы, хвоста
или корпуса на число сонаправленных положений. Различия между группами контроля и галоперидола
статистически достоверны для разворотов назад и поворотов влево или вправо, но не для движения
вперед (см. табл. 1– 3), **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Development of novel approaches to behavioural test data analysis is of considerable im-
portance to fundamental research as well as experimental neuropharmacology. Antipsy-
chotic agents used to treat positive and negative symptoms in schizophrenia are of par-
ticular interest to current research. Despite that antipsychotics exert potent effects on
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animal behaviour in simple behavioural tests, they can be difficult to distinguish from
other central nervous system-depressing agents, such as sedatives. In this paper, we pro-
pose colour coding of video sequence as a method for the analysis of behavioural pattern
structure in rats, using the effects of haloperidol, a typical antipsychotic, in the Open
field test, as an example. The study was carried out in outbred albino male rats weighing
250–300 g. 3 min long video sequences of rat behaviour in the Open field were processed
using Python and the OpenCV library in the Google Colab 3 environment. Colour cod-
ing allowed for the marking up and overlaying in a single frame the present (t = 0), near-
est-future (t = 0.33 s), and the less-near-future (t = 1.66 s) location of an animal in the
arena. Using the proposed method, we were able to detect specific effects of haloperidol
on animal behavioural patterns which are undetectable using conventional behavioural
data analysis techniques for this test. The three-timepoint colour coding method we pro-
pose proved effective for data analysis and processing, and the results were in accordance
with other author’s data, obtained using computerized as well as conventional visualiza-
tion techniques.

Keywords: colour coding, behavioural testing, Open field, haloperidol, antipsychotics
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В последнее время все большее внимание уделяется обсуждению трофической
функции нервной системы и ее участию в запуске сигнальных каскадов, регули-
рующих клеточный метаболизм. В работе оценивали роль ацетилхолина и
Na+,K+-АТФазы в регуляции роста скелетных мышц 10–12-дневных куриных
эмбрионов в условиях органотипической культуры ткани. Максимальный тро-
фотропный эффект ацетилхолин проявлял в концентрации 10–8 М. Ингибитор-
ный анализ доказал участие никотиновых холинорецепторов в этом эффекте.
Оуабаин дозозависимо регулировал рост эксплантатов ткани скелетной мышцы
куриных эмбрионов. В концентрациях, сопоставимых с эндогенными, гликозид
стимулировал рост экспериментальных эксплантатов на 33% по сравнению с
контрольным значением. Обнаружены миотоксические свойства оуабаина в диа-
пазоне концентраций 10–6–10–4 М. Ацетилхолин устранял миотоксический эф-
фект оуабаина (10–6 М) как прямо, действуя на Na+,K+-АТФазу, так и рецептор-
опосредовано через никотиновый холинорецептор.

Ключевые слова: органотипическая культура ткани, скелетная мышца, ацетилхо-
лин, никотиновый холинорецептор, Na+,K+-АТФаза, оуабаин
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ВВЕДЕНИЕ

Классическими методами исследования процессов, происходящих на уровне
концевой пластинки, являются электрофизиологические и биохимические мето-
ды, позволяющие изучить роль мембранных структур в регуляции функциониро-
вания синапса. В последнее время все большее внимание уделяется обсуждению
трофической функции нервной системы и запуску сигнальных каскадов, регулиру-
ющих клеточный метаболизм. Известно, что ацетилхолин выделяется в синаптиче-
скую щель из двигательной нервной терминали в виде порций (квантов) и в “не-
квантовой” форме (активное тоническое выделение молекул) [1]. При квантовом
выделении ацетилхолина его концентрация в синаптической щели достигает сотен
мкмоль/л, в случае неквантового освобождения концентрация медиатора поддер-
живается на наномолярном уровне [2].

Исследования роли ацетилхолина в концентрации, сопоставимой с той, что до-
стигается при его неквантовом выделении, в регуляции нервно-мышечной переда-
чи начались в лаборатории нервно-мышечной физиологии НИИ физиологии

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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им. А.А. Ухтомского в 90-х годах XX века. На френико-диафрагмальном препарате
белой крысы был изучен антиутомляющий эффект низких концентраций ацетил-
холина. Исследования показали, что этот эффект не связан с влиянием медиатора
на никотиновые или мускариновые холинорецепторы. Кратковременная апплика-
ция ацетилхолина вызывала гиперполяризацию внесинаптической мембраны мы-
шечных волокон. Эта гиперполяризация сохранялась на протяжении длительного
времени после удаления ацетилхолина из омывающего мышцу раствора, но отсут-
ствовала на фоне оуабаина. Авторы сделали вывод о том, что в основе такой гипер-
поляризации лежит активация Na+,K+-АТФазы [3–8].

Исследования вопросов, связанных с изучением регуляторной роли ацетилхо-
лина в нервно-мышечном соединении, осуществлялись параллельно в Санкт-Пе-
тербургском Университете, под руководством профессора И.И. Кривого, и в Каза-
ни в лаборатории биофизики клетки, под руководством академика Е.Е. Николь-
ского. В работе Е.Е. Никольского и соавт. также было показано, что наномолярные
концентрации ацетилхолина модулируют насосную функцию Na+,K+-АТФазы,
что проявляется в локальной гиперполяризации мышечной мембраны [9].

Если вклад ацетихолина в наномолярных концентрациях в модуляцию нервно-
мышечной передачи исследован достаточно подробно [1, 10, 11], то о трофотроп-
ных эффектах различных концентраций ацетилхолина сведений крайне мало.
В 2020 г. вышла работа, свидетельствующая о том, что ацетилхолин в миллимоляр-
ной концентрации обеспечивает трофический сигнал, предотвращающий меха-
низмы коннексин-опосредованной мышечной атрофии [12]. Вопрос о трофиче-
ской функции низких концентраций ацетилхолина остается открытым.

Важнейшей группой природных регуляторов Na+,K+-АТФазы являются сердеч-
ные гликозиды. В высоких концентрациях эти стероиды являются ингибиторами
Na+,K+-АТФазы, а в низких – модуляторами ее сигнальной функции. Эндогенные
структурные аналоги этих соединений получили название эндогенные дигиталисо-
подобные факторы [13, 14]. Концентрация эндогенного оуабаина в плазме крови
человека колеблется в наномолярном диапазоне (от 0.6 до 1.2 нМ) [13, 15]. У паци-
ентов с кардиологической и нефрологической патологией зарегистрировано повы-
шение уровня эндогенных дигиталисоподобных факторов в плазме крови [16].

Чувствительность различных изоформ α-субъединицы Na+,K+-АТФазы к кар-
диотоническим стероидам может различаться, но у грызунов это различие выраже-
но в наибольшей степени. У этих животных α1-изоформа малочувствительна к оуа-
баину (константа блокирования составляет десятки и сотни мкМ), напротив, изо-
формы α2- и α3-высокочувствительны к оуабаину (константа блокирования
составляет десятки и сотни нМ). У других млекопитающих, включая человека, чув-
ствительность α1-изоформы к оуабаину лежит в наномолярном диапазоне концен-
траций [17, 18]. Классическим объектом при изучении свойств сердечных гликози-
дов является куриный и утиный эмбрион [19]. Предполагается существование двух
пулов Na+,K+-АТФазы, один из которых функционирует как ионный насос. Дру-
гой пул, преимущественно локализованный в кавеолах, образует молекулярный
комплекс с EGFR (рецептор эпидермального фактора роста) и Src-киназой [20–
22] и участвует в мембранной и внутриклеточной сигнальной трансдукции [23].
Выявлен участок α-субъединицы (так называемая NaKtide последовательность),
отвечающий за реализацию сигнальной функции Na+,K+-АТФазы и предположи-
тельно специфичный для α1-изоформы Na+,K+-АТФазы в скелетной мышце [20].
В области концевой пластинки никотиновый холинорецептор колокализован с
Na+,K+-АТФазой, фосфолемманом и кавеолином-3 [24, 25]. В настоящее время
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интенсивно изучается участие эндогенных оуабаин-подобных соединений в меха-
низмах регуляции, реализуемых через сигнальную функцию Na+,K+-АТФазы [26].

Помимо регуляции ионного транспорта Na+,K+-АТФаза в качестве трансдукто-
ра сигнала участвует в модуляции клеточного метаболизма, стимулирует рост и
пролиферацию клеток разных тканей. Продемонстрирована роль сигнальной
функции Na+,K+-АТФазы в регуляции роста ткани сердца [27, 28], сетчатки [29],
сенсорных нейронов [30]. Вклад сигнальной функции Na+,K+-АТФазы и эндоген-
ных дигиталисоподобных факторов в регуляцию трофических процессов скелет-
ной мышцы не исследован.

Цель работы: оценка участия ацетилхолина и Na+,K+-АТФазы в регуляции ро-
ста скелетных мышц куриного эмбриона в условиях органотипического культиви-
рования ткани.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись эксплантаты ткани скелетной мышцы голе-
ни 10–12-дневных куриных эмбрионов породы белый Леггорн. Каждая серия экс-
перимента включала 120 контрольных и 120 экспериментальных эксплантатов на
каждую исследованную концентрацию действующих веществ. Фрагменты эмбрио-
нальной мышечной ткани размером 0.5–1 мм переносили в чашки Петри на колла-
геновую подложку. Каждая чашка Петри содержала 20 эксплантатов ткани мышцы
голени. Добавляли питательную среду, состоящую из раствора Хенкса (50 об. %)
(Биолот, Россия), среды Игла (40 об. %) (Биолот, Россия), эмбриональной теля-
чьей сыворотки (9.5 об. %) (Thermo Fisher Scientific, Бразилия), глюкозы 40% (0.5 об. %)
(Производственная фармацевтическая компания Обновление, Россия) ципро-
флоксацина (2 мг/мл) (Красфарма, Россия), и культивировали в CO2-инкубаторе
(Binder, Германия) при 37°С и 5% СО2. В питательную среду экспериментальных
эксплантатов добавляли ацетилхолин (Sigma, США), оуабаина октагидрат (Sigma,
США) и d-тубокурарина гидрохлорид (Sigma, США) согласно протоколу экспери-
мента. Через трое суток культивирования чашки Петри извлекали из CO2-инкуба-
тора и исследовали с использованием морфометрии.

Влияние исследуемых веществ на рост эксплантатов мышечной ткани оценива-
ли при помощи морфометрического критерия – индекс площади, который рассчи-
тывали, как отношение площади всего эксплантата к площади центральной зоны.
За условную единицу площади принимали квадрат оккуляр-сетки микроскопа.
Значение индекса площади контрольных эксплантатов принимали за 100%. Кон-
трольными являлись эксплантаты, развивающиеся в условиях питательной среды
стандартного состава.

Статистическую обработку результатов проводили с помощью программы
STATISTICA 10.0. При сравнении контрольной и экспериментальной групп ис-
пользовали t-критерий Стьюдента для двух независимых выборок. Множествен-
ные сравнения проводили с применением дисперсионного анализа ANOVA. Дан-
ные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего, выра-
женные в %. Различия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ацетилхолина на рост эксплантатов ткани скелетной мышцы исследо-
вали в диапазоне концентраций от 10–10 до 10–4 М. Действие ацетилхолина было
дозозависимым. Концентрации ацетилхолина 10–10 и 10–8 М проявили трофотроп-
ный эффект. Добавление в питательную среду ацетилхолина в концентрации 10–10 М



232 ЛОПАТИНА и др.

Рис. 1. Ацетилхолин дозозависимо регулирует рост эксплантатов ткани скелетной мышцы. * – p < 0.05,
** – p < 0.01 по сравнению с контрольным значением.
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стимулировало рост эксплантатов на 56.0 ± 1.8% (n = 120, p < 0.05) по сравнению
с контролем. Максимальный трофотропный эффект ацетилхолин проявил в кон-
центрации 10–8 М: индекс площади экспериментальных эксплантатов был выше
контрольного значения на 70.0 ± 2.4% (n = 120, p < 0.01). В дозе 10–6 М ацетилхо-
лин не оказывал действия на рост исследуемой ткани. Ацетилхолин в концентра-
ции 10–4 М ингибировал рост мышечной ткани на 35.0 ± 1.2% (n = 120, p < 0.01)
(рис. 1).

Для оценки вклада никотиновых холинорецепторов в обнаруженный нами тро-
фотропный эффект ацетилхолина провели серию экспериментов с использовани-
ем d-тубокурарина гидрохлорида (рис. 2). В концентрациях 10–8 и 10–6 М препарат
достоверно ингибировал рост эксплантатов ткани скелетной мышцы на 37.0 ± 3.3%
(n = 120, p < 0.01) и 37.0 ± 4.0% (n = 120, p < 0.01) соответственно. В концентрации
10–10 М d-тубокурарин не влиял на рост экспериментальных эксплантатов. Поэто-
му для культивирования эксплантатов ткани скелетной мышце в питательной сре-
де, содержащей ацетилхолин и d-тубокурарин, была выбрана концентрация блока-
тора 10–10 М. При культивировании экспериментальных эксплантатов в среде, со-
держащей блокатор никотиновых холинорецепторов d-тубокурарин (10–10 М) и
ацетилхолин (10–8 М), трофотропный эффект ацетилхолина отсутствовал.

Участие Na+,K+-АТФазы в регуляции роста эксплантатов ткани скелетной
мышцы в аналогичных условиях было исследовано в следующей эксперименталь-
ной серии. Влияние оуабаина на рост экспериментальных эксплантатов оценивали
в диапазоне концентраций от 10–10 до 10–4 М. В концентрации 10–4 и 10–6 М оуаба-
ин проявил миотоксический эффект, индекс площади экспериментальных экс-
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Рис. 2. Влияние тубокурарина на рост эксплантатов ткани скелетной мышцы. ** – p < 0.01 по сравне-
нию с контрольным значением.
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плантатов был на 95.0 ± 2.0% (n = 120, p < 0.001) и 48.0 ± 1.4% (n = 120, p < 0.01) ни-
же контрольного значения. Максимальный трофотропный эффект препарат обна-
ружил в концентрации 10–8 М, индекс площади экспериментальных эксплантатов
был выше контрольного значения на 33.0 ± 1.3% (n = 120, p < 0.05) (рис. 3). В кон-
центрации 10–10 М оуабаин стимулировал рост на 20.0 ± 1.5% (n = 120, p < 0.05).

Для того чтобы оценить возможность регуляции сигнальной функции Na+,K+-
АТФазы ацетилхолином в концентрации, сопоставимой с той, что достигается при
неквантовом выделении, были поставлены отдельные серии экспериментов. Экс-
плантаты ткани скелетной мышцы культивировали в питательной среде, содержа-
щей совместно ацетилхолин 10–8 М и оуабаин 10–6 М. Оказалось, что ацетилхолин
нивелирует миотоксический эффект оуабаина. Индекс площади эксперименталь-
ных эксплантатов не отличался от контрольного значения (рис. 4).

Для того чтобы исключить участие никотиновых холинорецепторов в обнару-
женном нами эффекте, экспериментальные эксплантаты культивировали в пита-
тельной среде, содержащей ацетилхолин (10–8 М), оуабаин (10–6 М) и d-тубокура-
рин (10–10 М). В присутствии d-тубокурарина ацетилхолин устранял миотоксиче-
ский эффект оуабаина (10–6 М) не полностью. Индекс площади эксплантатов был
ниже контрольного значения на 17.0 ± 1.0% (n = 120, p < 0.05) и отличался от индекса
площади эксплантатов, культивируемых в присутствии только оуабаина на 31.0 ± 1.1%
(n = 120, p < 0.001) (рис. 5). Полученные результаты свидетельствуют о том, что аце-
тилхолин устраняет ингибирующее рост эксплантатов скелетной ткани действие
оуабаина как прямо, действуя на Na+,K+-АТФазу, так и рецептор-опосредовано
через никотиновый холинорецептор.
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Рис. 3. Оуабаин дозозависимо регулирует рост эксплантатов ткани скелетной мышцы. * – p < 0.05,
** – p < 0.01, *** –p < 0.001 по сравнению с контрольным значением.
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Рис. 4. Ацетилхолин в концентрации, сопоставимой с неквантовым выходом (10–8 М), нивелирует мио-

токсический эффект оуабаина (10–6 М). ** – p < 0.01 по сравнению с контрольным значением.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Физиологическое значение низких концентраций ацетилхолина связывают с
поддержанием мембранного потенциала покоя, характерного для иннервирован-
ной мышцы [31]. Кроме того, было показано, что неквантовое выделение ацетил-
холина из двигательных нервных окончаний в начале иннервационного процесса
является обязательным условием перехода от полинейронального характера ин-
нервации к мононейрональному [32]. Описана также шунтирующая роль некван-
тового ацетилхолина, при которой его выделение из нервного окончания в состоя-
нии покоя препятствует аллостерическому ингибированию фермента, синтезиру-
ющего медиатор избытком продукта [31]. Нам удалось показать, что ацетилхолин
дозозависимо влияет на рост эксплантатов скелетной мышцы. Максимальный
миостимулирующий эффект ацетилхолин проявил в концентрации 10–8 М. При
культивировании эксплантатов ткани скелетной мышцы в питательной среде, со-
держащей ацетилхолин (10–8 М) и d-тубокурарин в концентрации 10–10 М трофо-
тропный эффект ацетилхолина отсутствовал, что свидетельствует о вовлеченности
никотиновых холинорецепторов в реализацию трофотропного действия препарата.
В условиях органотипического культивирования ткани сердца было обнаружено
аналогичное действие ацетилхолина. Также ацетилхолин в концентрации 10–8 М
устранял кардиотоксическое действие оуабаина 10–8 М [33].

Рис. 5. Вклад никотинового холинорецептора в модуляцию сигнальной функции Na+,K+-АТФазы аце-

тилхолином в концентрации 10–8 М. * – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с контрольным значением.
# – p < 0.001 по сравнению с индексом площади эксплантатов, культивируемых в присутствии ацетил-
холина и оуабаина.
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Na+,К+-АТФаза участвует в регуляции клеточного роста и пролиферации во
многих тканях организма [27–30]. Рядом авторов описана роль Na+,K+-АТФазы в
регуляции метаболизма скелетной мышцы. В опытах на скелетных мышечных
клетках человека показана возможность Src-зависимой регуляции синтеза глико-
гена наномолярными концентрациями оуабаина [34], обсуждается также участие
Src-киназы в реализации сигнальной функции оуабаин-чувствительной α1-изо-
формы Na+,K+-АТФазы в мышцах [35]. Участие α2- и α3-изоформ α-субъединицы
в сигнальной трансдукции в ткани скелетной мышцы подвергается сомнению
[20, 21]. Необходимо отметить, что в скелетной мышце куриного эмбриона зареги-
стрирована экспрессия α1-изоформы Na+,K+-АТФазы [36]. Результаты других ис-
следований демонстрируют, что фукционирование скелетных мышц необходимо
для поддержания насосной функции α2-изоформы Na+,K+-АТФазы, а изменению
ее активности, в свою очередь, предшествует атрофия мышц, индуцированная
краткосрочной функциональной разгрузкой камбаловидной мышцы [37].

В ходе работы обнаружено трофотропное действие оуабаина в концентрациях,
сопоставимых с эндогенными (10–8 и 10–10 М). В высоких дозах (10–6 и 10–4 М) оуа-
баин ингибирует рост эксплантатов скелетных мышц на 48 и 95% соответственно.
Полученные результаты сочетаются с данными, обнаруженными Oliveira с соавт.
при изучении роли Na+,K+-АТФазы в миогенезе куриных эмбрионов [36]. Оказа-
лось, что оуабаин в концентрации 10–5 М ингибирует рост клеток мышечной ткани
на 45%, а также уменьшает образование многоядерных миотрубочек. Ингибитор
MEK–ERK сигнальных путей U0126 не влиял на выживаемость клеток и не устра-
нял миотоксическое действие оуабаина. Ингибирующий эффект оуабаина также
сохранялся на фоне блокатора p38 SB202190. Таким образом, ингибирующий эф-
фект 10–5 М оуабаина не связан с сигнальной функцией фермента, а опосредован
блокированием насосной функции Na+,K+-АТФазы. Авторы не обнаружили изме-
нений в количестве одноядерных клеток, количестве ядер внутри мышечных тру-
бочек и общего количества ядер при действии 10–6 М оуабаина, хотя количество
мышечных трубочек уменьшилось. Интересно отметить, что в отличие от оуабаина
в дозе 10–5 М 24-часовая инкубация клеток в питательной среде, содержащей оуа-
баин 10–6 М и блокатор p38, приводила к увеличению числа миотрубочек и одно-
ядерных клеток, хотя общее количество ядер и количество ядер в миотрубочках не
изменялось. Дозозависимый эффект оуабаина может быть опосредован различием
в механизме действия [36].

Na+,К+-АТФаза может образовывать ансамбли с рецепторами и ионными кана-
лами [38]. Одними из первых были выявлены структурно-функциональные взаи-
модействия между Na+,К+-АТФазой и никотиновым холинорецептором. Исследо-
вания под руководством И.И. Кривого показали, что ацетилхолин в концентрации
100 нМ вызывает гиперполяризацию постсинаптической мембраны на 4 мВ. Этот
эффект наблюдался в присутствии ингибитора ацетилхолинэстеразы – армина и
негидролизуемых агонистов Н-холинорецепторов: карбамилхолина и никотина.
Введение специфических агонистов d-тубокурарина и бунгаротоксина устраняло
ацетилхолин-вызванную гиперполяризацию. Введение проадифена, который не
связывается с сайтом связывания ацетилхолина, а блокирует натриевый ток через
канал, не влияло на ацетилхолин-вызванную гиперполяризацию мышечной мем-
браны. Выявленная зависимость ацетилхолин-вызванной гиперполяризации от
концентрации ацетилхолина позволила предположить, что эффект обусловлен
связыванием ацетилхолина со специфическим сайтом связывания рецептора, а
не с каким-либо другим белком. Оуабаин ингибировал ацетилхолин-вызванную
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гиперполяризацию в наномолярном диапазоне, что указывает на участие именно
α2-изоформы Na+,К+-АТФазы в модуляции электрогенеза постсинаптической
мембраны [22]. Также доказано, что ацетилхолин не влияет на активность
Na+,K+-АТФазы, если она не представлена в едином комплексе с никотиновым
холинорецептором [4]. Предполагают, что физиологическая роль данной гиперпо-
ляризации заключается в тонкой настройке мембранного электрогенеза, а, следо-
вательно, более эффективной нервно-мышечной передаче возбуждения.

Для установления возможности прямой активации Na+,К+-АТФазы ацетилхо-
лином было проведено исследование электрогенной активности Na+,К+-АТФазы
при действии ацетилхолина в ткани почки ягненка и эритроцитах – системах, где
отсутствует никотиновый холинорецептор. Изменение активности фермента не
обнаружено [11]. Однако в этом исследовании оценивали только насосную функ-
цию Na+,К+-АТФазы, запуск сигнальных каскадов, опосредуемый активацией
сигнальной функции Na+,К+-АТФазы, не изучался. Обнаруженное нами нивели-
рование миотоксического эффекта оуабаина ацетилхолином на фоне блокады ни-
котинового холинорецептора d-тубокурарином указывает на возможность прямой
регуляции сигнальной функции Na+,K+-АТФазы ацетилхолином. Что касается
внутриклеточных процессов, запускаемых ацетилхолином, механизмы, лежащие в
основе зарегистрированного нами эффекта, требуют дальнейшего изучения.
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The Involvement of Acetylcholine and Na+,K+-ATPase in the Regulation
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Recently, more and more attention has been paid to the discussion of the trophic func-
tion of the nervous system and its participation in the launch of signaling cascades regu-
lating cellular metabolism. The role of acetylcholine and Na+,K+-ATPase in the regula-
tion of skeletal muscle growth in 10–12-day-old chicken embryos under conditions of
organotypic tissue culture was evaluated. The maximum trophotropic effect of acetyl-
choline was shown in a concentration 10–8 M. Inhibitory analysis proved the participa-
tion of the nicotinic acetylcholine receptor in this effect. Ouabain dose-dependent regu-
lated the growth of skeletal muscle tissue explants. In concentrations comparable to en-
dogenous ones, the glycoside stimulated the growth of experimental explants by 33%
compared to the control value. The myotoxic properties of ouabain were found in the
concentration range 10–6–10–4 M. Acetylcholine eliminated the myotoxic effect of the
ouabain (10–6 M) both directly acting on the Na+,K+-ATPase, and the receptor-medi-
ated through the nicotinic acetylcholine receptor.

Keywords: organotypic tissue culture, skeletal muscle, acetylcholine, nicotinic acetylcho-
line receptor, Na+,K+-ATPase, ouabain
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Абсансная эпилепсия – специфическая генерализованная неконвульсивная
форма эпилепсии, чаще всего встречающаяся у детей и подростков. Традицион-
но считается, что возникающие пик-волновые разряды являются полностью ге-
нерализованными в коре обоих полушарий, что наблюдается у людей на поверх-
ностных электроэнцефалограммах и магнитоэнцефалограммах. Однако основ-
ное изучение механизмов этой формы эпилепсии проводится на животных,
главным образом на крысах, – генетических и фармакологических моделях, по-
скольку необходимо измерение сигналов не только из коры, но и подкорковых
структур мозга (например, таламуса, участвующего в генерации пик-волновых
разрядов), что невозможно сделать на людях, у которых нет медицинских пока-
заний для внутричерепных измерений. У животных с абсансной эпилепсией ло-
кальные потенциалы почти всегда регистрируются из одного полушария, чтобы
охватить максимальное число задействованных структур мозга. При этом сте-
пень одновременности появления и прекращения абсансных пик-волновых раз-
рядов в разных полушариях у животных практически не исследована, а сама раз-
метка в подавляющем большинстве случаев делается на основе одного канала
моторной или соматосенсорной коры. Цель данной работы – выявить различия
и сходство статистических характеристик пик-волновых разрядов в двух полуша-
риях коры на модели фармакологически вызванных судорог абсансного типа.
Пик-волновые разряды являются основным энцефалографическим маркером
абсансов у крыс, подвергнутых воздействию пентилентетразола. Для детектиро-
вания разрядов в работе предложен метод их автоматической разметки, оцене-
ны его чувствительность и специфичность на примере записей девяти живот-
ных. С помощью данного метода произведена разметка приступов в симмет-
ричных отведениях коры из обоих полушарий по отдельности. По результатам
анализа длительности приступов оказалось, что для пяти из девяти животных
распределение разрядов значимо различается между полушариями, а для дру-
гих четырех – нет. Следовательно, у крыс-моделей пик-волновая активность
может быть генерализована как симметрично, так и несимметрично, что может
быть обусловлено индивидуальными особенностями или различными сценария-
ми запуска разрядов.

Ключевые слова: эпилепсия, пентилентетразол, асимметрия, автоматическое об-
наружение приступов, ЭЭГ, животные-модели эпилепсии
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ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия – хроническое заболевание головного мозга, которое часто сопут-
ствует или провоцирует другие расстройства высшей нервной деятельности, в том
числе волну распространяющейся депрессии. Абсансная эпилепсия чаще всего
встречается среди детей и подростков, характеризуется потерей сознания на корот-
кое время, иногда она имеет постепенное начало и окончание. У больных абсанс-
ной эпилепсией нет показаний для инвазивных исследований и хирургического
вмешательства, что затрудняет получение информации о механизмах этого заболе-
вания. Поэтому традиционно экспериментальную работу проводят на животных,
у которых возможно производить хирургические вмешательства и записывать
сигналы глубоких структур мозга. Самыми популярными в настоящее время яв-
ляются крысы с генетической предрасположенностью к заболеванию линий
WAG/Rij [1] и GAERS [2]. Для этих животных, начиная с некоторого возраста, ха-
рактерны спонтанные пик-волновые разряды, средняя частота которых состав-
ляет 8–9 Гц у крыс WAG/Rij и 5–6 Гц у крыс GAERS [3], а медианная длитель-
ность разрядов – около 6 с [4].

Кроме того, исследования проводятся и на фармакологических моделях, кото-
рые хороши тем, что позволяют моделировать вызванные судороги абсансного ти-
па у исходно здоровых животных путем однократной интенсивной стимуляции.
Наиболее популярными моделями этого типа являются животные, пик-волновые
разряды у которых вызваны введением низких доз пентилентетразола (ПТЗ), см.
обзор [5]: крысы [6], мыши [7] и морские свинки [8]. При этом более высокие дозы
того же вещества вызывают тонико-клонические судороги [9, 10]. Для нас эти мо-
дели имеют большое значение в том числе потому, что различные дозы и протоко-
лы введения ПТЗ могут приводить как к эпилептическим приступам, так и к появ-
лению волны распространяющейся депрессии [11–13].

Традиционно принято считать, что у крыс с индуцированными ПТЗ абсанса-
ми [12], как и у животных с генетической абсансной эпилепсией [1], а также и у па-
циентов [14], разряды в коре правого и левого полушарий головного мозга одина-
ковы. Поэтому, чтобы охватить как можно больше структур мозга, в той или иной
степени вовлеченных в пик-волновую активность, все электроды ставят в одно по-
лушарие. Тем не менее, вопрос о том, являются ли такие разряды действительно
всегда первично генерализованными в обоих полушариях, систематически не ис-
следовался. Известно, что при других формах эпилепсии, изначально фокальных,
волна распространяющейся депрессии возникает только в одном полушарии [15],
между тем ПТЗ в больших дозах также вызывает и тонико-клонические приступы,
свойственные лимбической и аудиогенной вторично генерализованной эпилеп-
сии, и волну распространяющейся депрессии. Поэтому потенциально можно ожи-
дать, что асимметрия в распространении абсансов, вызванных системным введе-
нием ПТЗ, возможна.

Цель данной работы – по временным рядам локальных потенциалов коры двух
полушарий проверить симметричность абсансов, вызванных системным введени-
ем ПТЗ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводили на самцах крыс линии Wistar, в возрасте 6–7 мес., по-
лученных из питомника “Столбовая” (Московская область). Электрическая актив-
ность неокортекса регистрировалась с помощью электродов (стальных винтов),
имплантированных в симметричные области фронтальной коры обоих полушарий
по координатам: AP 2; ML ± 2; DV 1 [16]. В качестве индифферентного электрода
использовали стальной винт, расположенный над мозжечком. Электроды вживля-
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лись под наркозом (хлоралгидрат, 380 мг/кг) за две недели до начала эксперимен-
тов. Электрическую активность коры регистрировали с помощью 4-канального
усилителя и АЦП (E14-440, L-Card, Россия) у бодрствующих свободно подвижных
животных. Для индукции пик-волновых разрядов использовалось внутрибрюшин-
ное введение конвульсанта ПТЗ в дозе 40 мг/кг. По окончании эксперимента про-
водили гистологический анализ для определения локализации регистрирующих
электродов. В данной работе рассматривались записи 9 животных, длительность
всех записей составляла не менее 1 ч, в среднем около 90 мин. Типичный разряд
представлен на рис. 1. Из спектрограмм (см. рис. 1b, d) видно, что колебания во
время разряда очень нелинейные: можно надежно различить пять гармоник основ-
ной частоты.

Непосредственно регистрируемые (необработанные) ряды не подходят для ана-
лиза из-за наличия трендов и помех. Поэтому, во-первых, с помощью извлечения
скользящего среднего, рассчитанного на временном интервале 2 с, удалялся мед-
ленный тренд, обусловленный особенностями процедуры измерения. Затем сиг-
нал дополнительно фильтровался: режекторным фильтром в полосе 49–51 Гц уда-
лялась сетевая 50 Гц наводка, фильтром высоких частот – все частотные компо-
ненты на частотах более 99 Гц: эти компоненты не принимают существенного
участия в пик-волновых разрядах. При этом в сигнале сохранялись высокоампли-
тудные артефакты (движения, компенсации и т.д.), поскольку записи были доста-
точно длинными и проводились у свободно подвижных животных.

Чтобы быстро и непредвзято проверить гипотезу о симметричном распростра-
нении патологической активности, необходимо выделить разряды из фоновой ак-
тивности и определить длительность разрядов с помощью автоматического метода.
Мы использовали очень простой подход, частично основанный на ранее предло-
женных подходах [17, 18], но без использования спектральных свойств сигнала, так

Рис. 1. Временные ряды (а, c) и спектрограммы (b, d) пик-волнового разряда, записанного в лобной ко-
ре правого (a, b) и левого (с, d) полушарий крысы № 8. Оси X – время в с (t, s), оси Y – напряжение
(U, mV) на временных рядах или частота в герцах (f, Hz) на спектрограммах. На всех графиках черные
вертикальные линии означают начало и конец разряда.
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как у рассматриваемой фармакологической модели основная частота не так ста-
бильна, как у крыс WAG/Rij, у которых основной временной масштаб сохраняется
не только в течение всего разряда, но и возникает до него [19]. Поскольку мы иска-
ли пик-волновые комплексы, предложенный подход основан на обнаружении пи-
ков и состоит в следующем.

Пусть имеется временной ряд значений {xi} – скалярная запись локальных по-
тенциалов поля, где i – номер момента времени. Среднее mi рассчитывается для
значений в ряде, предшествующих xi + 1 и расположенных после последнего обна-
руженного разряда (либо с начала записи). Затем каждое (xi + 1) сравнивается с
(10|mi|), где константа 10 подобрана эмпирически и является параметром метода.
Если |xi + 1| > 10|mi|, считается, что xi + 1 является началом пик-волнового комплек-
са. Если два пика находятся рядом и их разделяет не более τ значений, где τ опреде-
ляется на основании спектральных свойств сигнала: основной период пик-волно-
вой активности для данной модели абсансов составляет 6 Гц, то все значения меж-
ду ними считаются частью пик-волнового разряда. Блок-схема алгоритма разряда
изображена на рис. 2.

Для проверки точности метода были рассчитаны специфичность и чувствитель-
ность. Чувствительность означает способность метода обнаруживать разряды, ко-
торые действительно присутствовали, и рассчитывается как Ntf/Nreal, где Ntf – ко-
личество реальных пиков-волновых комплексов, найденных алгоритмом, а Nreal –
полное количество истинных пиков-волновых комплексов по разметке энцефало-
графиста. Специфичность – это способность метода избегать ложноположительных
результатов. Хорошая специфичность означает относительно небольшое количество
ложно выявленных разрядов. Специфичность рассчитывается как 1 – Nff/Nreal, где
Nff – число ложноположительных обнаружений. Результаты оценки специфично-
сти приведены в табл. 1 и чувствительности в табл. 2.

Рис. 2. Блок-схема разработанного алгоритма для определения пик-волнового разряда.
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Видно, что результаты отличаются для разных животных. В основном, при луч-
шей чувствительности мы получаем худшую специфичность и наоборот, что очень
естественно и типично [18]. Однако среднего значения чувствительности и специ-
фичности вполне достаточно, чтобы использовать метод для автоматического
определения, если мы хотим получить общее впечатление и сравнить результаты
по левому и правому полушариям.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поскольку метод показал достаточную чувствительность и специфичность, для
анализа использовалась длительность разрядов, полученная с помощью предло-
женного алгоритма автоматического детектирования. По результатам обнаруже-
ния были построены гистограммы длительности разрядов для каждого животного
отдельно. Для примера, гистограммы для животных № 8 и № 9 показаны на рис. 3.

Результаты анализа оказались неоднозначными. Для крыс № 2, 4, 6 и 8 распре-
деления длительности разрядов были очень похожи в обоих полушариях. Для
остальных пяти крыс распределения в разных полушариях заметно отличались.
Чтобы понять детали, дополнительно подробнее были проанализированы по
30 разрядов у крыс № 8 и № 9, то есть у одного животного, у которого заметных от-
личий в длине разрядов нет, и у одного, у которого длины разрядов в разных полу-
шариях существенно различаются. Есть три типичные ситуации. Во-первых, в не-
которых случаях разряды начинаются одновременно и имеют одинаковую дли-
тельность в обоих каналах, как видно из рис. 4. Для крысы № 8 все рассмотренные
разряды относятся к этому типу.

Второй случай, когда в одном отведении разряды существенно менее выражены,
чем в другом (в том числе по амплитуде, а также по форме и по наличию высших
гармоник в спектре), поэтому они либо не обнаруживаются из-за недостаточно
резких пиков, либо обнаруживаются с уменьшенной длиной (см. в качестве типич-
ного примера рис. 5).

В некоторых случаях, как это показано на рис. 6, разряд явно развивается только
в одном полушарии, в то время как в другом нет эпилептиформной активности, от-
личной от фона, поэтому нельзя сказать, что алгоритм обнаружения недостаточно
чувствителен или что разряд асимметричен и лучше выражен в одном полушарии.
Поскольку все три рассмотренных на рис. 4–6 случая были записаны у одного и то-
го же животного в течение одного часа записи в произвольном порядке, гипотезы о
том, что эти различия обусловлены положением электродов или какими-то эффек-
тами во время записи, должны быть отвергнуты.

Таблица 1. Таблица специфичности

Таблица показывает количественные значения специфичности в процентах.

Номер крысы 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Среднее

Левая кора 84.99 95.45 92.31 84.47 84.44 98.28 88.75 71.64 86.57 87.43 ± 7.31
Правая кора 85.06 100 93.33 82.83 74.49 92.31 87.82 71.01 84.50 85.71 ± 8.58

Таблица 2. Таблица чувствительности

Таблица показывает количественные значения чувствительности в процентах.

Номер крысы 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Среднее

Левая кора 91.6 43.1 97.8 98 92 64.4 95 96 99 86.32 ± 18.28
Правая кора 87.8 40 95.8 98 90 9.06 93 98 89 77.85 ± 29.62
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Для количественного описания различий в продолжительности разрядов мы ис-
пользовали два хорошо известных статистических теста: тест Колмогорова–Смир-
нова и тест Манна–Уитни. Программная реализация обоих тестов была взята из
популярного пакета scipy [20]. Оба подхода проверяют гипотезу о том, что две вы-
борки (в нашем случае это выборки длительности приступов в правом и левом по-
лушариях) взяты из одного и того же распределения. Оба метода выдают значение

Рис. 3. Гистограммы распределения длительности разрядов для крыс № 8 и № 9. Желтый цвет – оценка
распределения для разрядов в правом полушарии, серо-голубой – в левом. По оси X отложена длина
разрядов, по оси Y – их количество.
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Рис. 4. Фрагмент записи электрической активности коры правого (a) и левого (b) полушарий крысы
№ 9. По оси X – время в с (t, s), по оси Y – напряжение (U, mV). Черным выделены участки, определен-
ные алгоритмом как разряд.
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p – вероятность ошибиться, опровергая гипотезу о том, что распределения одина-
ковы. Как правило, при малых значениях p делается вывод о значимых различиях,
в то время как при относительно больших p, например, p > 0.05, исходная гипотеза
принимается и выборки считаются принадлежащими одному и тому же распреде-
лению.

Рис. 5. Фрагмент записи электрической активности коры правого (a) и левого (b) полушарий крысы
№ 9. По оси X – время в с (t, s), по оси Y – напряжение (U, mV). Черным выделены участки, выделенные
алгоритмом, серым – основной сигнал для сравнения.
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Рис. 6. Фрагмент записи электрической активности коры правого (a) и левого (b) полушарий крысы
№ 9. По оси X – время в с (t, s), по оси Y – напряжение (U, mV). Черным выделены участки, выделенные
алгоритмом, серым – основной сигнал для сравнения.
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Для более удобного анализа данных значения p двух тестов были сведены в табл. 3.
Для различных очень малых p < 10–5 в таблицу записывалось значение 10–5, по-
скольку различия между меньшими значениями на наших размерах выборки не
имеют статистического смысла. Оба теста показали очень похожие результаты,
четко различая две группы животных. Четыре крысы: № 2, 4, 6 и 8 имели симмет-
ричные разряды, и для них значения p большие – p > 0.2. Для пяти других живот-
ных: № 1, 3, 5, 7, 9 значения p < 10–5 , то есть распределения достоверно различные
(даже если мы допустим поправку на множественное тестирование, сделав оценку
сверху умножением полученных значений на число животных, все равно оба мето-
да дадут p < 10–4). Как видно из рис. 4, это не означает, что все разряды у этих жи-
вотных разные, но некоторые или многие из них либо разной длины (например,
см. рис. 5), либо развиваются только в одном полушарии (например, см. рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе анализировалась длительность пик-волновых разрядов у крыс с
вызванными системным введением ПТЗ абсансами. Анализ производился по от-
дельности для правого и левого полушарий с целью выявить, в какой степени
пик-волновые разряды симметричны. Для непредвзятого определения длины
пик-волновых разрядов был предложен и реализован простой алгоритм обнаруже-
ния пик-волновых комплексов, для которого были определены специфичность и
чувствительность, оказавшиеся достаточно высокими для решения поставленной
задачи.

Было показано, что распределение длительности пик-волновых разрядов в раз-
ных полушариях отличается у пяти из девяти проанализированных животных и
одинаково у остальных четырех. У животных с разным распределением наблюда-
ются как симметричные билатеральные, так и асимметричные (в одном полуша-
рии короче, чем в другом) разряды и разряды, локализованные только в одном по-
лушарии. Поскольку все животные принадлежат к одной и той же линии Wistar,
сходны по массе тела, одного пола и возраста, оперировались одинаково, это озна-
чает, что существует индивидуальная предрасположенность к генерации двусто-
ронних или односторонних разрядов. При этом сосуществование как симметрич-
ных, так и односторонних разрядов у одних и тех же животных может указывать на
наличие как минимум двух различных механизмов запуска эпилептиформной ак-
тивности абсансного типа, в то время как у четырех животных с симметричными
разрядами один из этих механизмов не реализуется.

Выявленные особенности динамики эпилептиформной активности характери-
зуют именно рассмотренную фармакологическую модель абсансных судорог. По
результатам данного исследования нельзя сказать, имеют ли пик-волновые разря-
ды у генетических моделей (крысы WAG/Rij и GAERS) такие же индивидуальные

Таблица 3. Результаты тестирования на сходство распределений длин разрядов в левом и пра-
вом полушариях

Приведены значения p – вероятности ошибки, опровергающие гипотезу о том, что распределения сов-
падают. Первый ряд значений для теста Колмогорова–Смирнова, второй ряд значений для теста Ман-
на–Уитни.

Номер крысы 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Тест Колмогорова–
Смирнова

10–5 0.66 10−5 0.96 10−5 0.21 10−5 0.69 10−5

Тест
Манна–Уитни

10−5 0.48 10−5 0.59 10−5 0.31 10−5 0.29 10−5
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свойства. Но если это так, то это может объяснить, почему эволюция связности во
время абсансных приступов сильно различается в популяции, как это было показа-
но в ранее опубликованных работах [21, 22] с использованием различных мер свя-
занности. Кроме того, при рассмотрении распространяющейся депрессии, иниции-
рованной инъекцией ПТЗ, односторонний или двусторонний тип волны депрессии
может основываться на одном и том же механизме индивидуальной предрасполо-
женности, что и при возникновении симметричных или асимметричных пик-волно-
вых разрядов. Эти вопросы, несомненно, требуют дальнейшего изучения.
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Interhemispheric Symmetry and Asymmetry of Absence Type Spike-Wave Discharges 
Caused by Systemic Administration of Pentylenetetrazole

A. S. Ershovaa, E. M. Suleymanovab, A. A. Grishchenkoa, *,
L. V. Vinogradovab, and I. V. Sysoeva

a Saratov State University, Saratov, Russia
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Absence epilepsy is a specific generalized non-convulsive form occurring almost exclu-
sively in children and adolescents. It is traditionally thought that the resulting seizure is
completely generalized in the cortex of both hemispheres, as seen in humans on surface
electroencephalograms and magnetoencephalograms. However, most studies were per-
formed on animals, mainly rats – genetic (WAG/Rij and GAERS lines) and pharmaco-
logical models, since signals not only from the cortex, but also from subcortical struc-
tures such as the thalamus must be measured, what cannot be done on humans, who
have no medical indications for intracranial surgery. In animals, measurements of local
field potentials were almost always made from one hemisphere in order to cover the
maximum number of brain structures involved. At the same time, the degree of synchro-
ny of seizure onsets and terminations in different hemispheres in animals was practically
not studied, and the markup itself in the vast majority of cases was done on the basis of
one channel from motor or somato-sensory cortex. This work aims to reveal differences
and similarities in the course of spike-wave discharges (the main encephalographic
marker of absence seizures) in the cortex of the two hemispheres in a known pharmaco-
logical model of rats exposed to pentylentetrazole. For discharge detection, a method of
automatic discharge marking is proposed and its sensitivity and specificity are evaluated
using records of nine animals. We used it to mark seizures in symmetrical cortical sites
from both hemispheres separately. According to the results of the analysis of seizure du-
ration it turned out that for five out of nine animals the distribution of discharges signifi-
cantly differed between the hemispheres, and for the other four was equal. Consequent-
ly, in the rat model, spike-wave activity may be generalized both symmetrically and
asymmetrically, which may be due to individual peculiarities or different discharge trig-
gering scenarios.

Keywords: epilepsy, pentylenetetrazole, brain asymmetry, automatic discharge detection,
EEG, animal models of epilepsy
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В исследованиях последних лет показано, что важную роль в патогенезе многих
нервно-психических заболеваний, таких как ишемия тканей мозга, черепно-
мозговая травма, нейродегенеративные заболевания, эпилепсия и др., играет
нейровоспаление. Поэтому при регистрации ЭЭГ в экспериментальных моделях
этих заболеваний предпочтительнее использовать неинвазивные методы, чтобы
исключить нейровоспаление. Однако такие подходы используются редко, так
как у животных сложно осуществить надежную регистрацию ЭЭГ без использо-
вания вживленных электродов. В данной работе предложено новое устройство
для малоинвазивной беспроводной регистрации ЭЭГ у крыс. Электроды распо-
лагаются на поверхности черепа и закрепляются прижимными язычками, распо-
ложенными на специальной платформе, закрепленной на черепе с помощью
винтов. Данная конструкция позволяет избежать повреждения ткани мозга. Опе-
рация малотравматична, и регистрация ЭЭГ может быть произведена уже через
2–3 дня после нее. Высокая надежность крепления электродов позволяет произ-
водить длительную многомесячную регистрацию. Данный метод регистрации
ЭЭГ апробирован на литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии. За-
пись ЭЭГ у экспериментальных и контрольных крыс была произведена в фоно-
вых условиях и при использовании функциональных нагрузок – ритмической
фото- и фоностимуляции, а также депривации сна. Показано, что эти функцио-
нальные нагрузки позволяют усилить выраженность эпилептиформых проявле-
ний на ЭЭГ (частоты спайков), максимальные различия между группами прояв-
ляются при комбинации названных нагрузок. Таким образом, основной особен-
ностью предлагаемого устройства для записи ЭЭГ является то, что оно позволяет
проводить длительные исследования ЭЭГ на свободно двигающейся крысе без
развития возможного нейровоспаления. Данное устройство может быть исполь-
зовано в экспериментах по изучению эпилептогенеза и тестированию новых
противоэпилептических препаратов на экспериментальных животных.

Ключевые слова: ЭЭГ, эпилепсия, ритмическая фотостимуляция, ритмическая
фоностимуляция, функциональные нагрузки, депривация сна, иктальная и инте-
риктальная активность
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы выявлено, что в патогенезе многих нейропсихических рас-
стройств важную роль играет развитие нейровоспаления [1–3]. Одним из таких ви-
дов заболеваний является эпилепсия. Несмотря на многочисленные исследования
и доступность большого количества противосудорожных препаратов, около трети
больных эпилепсией страдают фармакорезистентной формой заболевания [4, 5].

Регистрация ЭЭГ является основным методом диагностики состояния нервной
системы у больных эпилепсией. Эпилептиформная активность у пациентов выра-
жается в появлении на ЭЭГ особой иктальной (полиспайки и спайк-волны, реги-
стрируемые в течение десятков секунд) и интериктальной биоэлектрической ак-
тивности (одиночных высокоамплитудных спайков, острых волн, комплексов
спайк-волна, острых волн, полиспайков) [6]. Схожие изменения наблюдаются и у
лабораторных грызунов в модели височной эпилепсии [7]. В большинстве опубли-
кованных работ при регистрации ЭЭГ у животных используются вживленные
электроды [8–10], что может усугублять воспалительные процессы, связанные с
основной патологией, а это не позволяет получить объективную картину патологи-
ческого процесса. В частности, на модели с внутримозговым введением бактери-
ального липополисахарида было доказано, что бактериальное загрязнение, часто
сопровождающее внутримозговую имплантацию электродов, может усиливать
эпилептиформную активность (частоту и длительность спайк-волн) [11].

Поэтому при проведении исследованный, ориентированных на изучение роли
нейровоспаления в патогенезе эпилепсии (как и других заболеваний) предпочти-
тельно использовать неинвазивные методы регистрации ЭЭГ. При этом важно,
чтобы конструкция позволяла проводить длительную многодневную регистра-
цию ЭЭГ на свободно перемещающемся животном, то есть передача данных бы-
ла беспроводной. Отработка такого метода явилась первой задачей данного ис-
следования.

Вторая задача заключалась в оценке целесообразности использования функцио-
нальных нагрузок: ритмической фото- и фоностимуляции (РФФС) и депривации
сна для оценки выраженности эпилептиформной активности в эксперименталь-
ной модели эпилепсии. Эти виды стимуляции широко используются при проведе-
нии ЭЭГ исследований у больных эпилепсией, они облегчают выявление патоло-
гической биоэлектрической активности, которая может не проявиться при реги-
страции фоновой ЭЭГ [12, 13]. Однако в экспериментальных исследованиях
эпилепсии при регистрации ЭЭГ функциональные нагрузки практически не ис-
пользуются.

В работе использована литий-пилокарпиновая модель височной эпилепсии.
Она позволяет достаточно точно воспроизвести процессы эпилептогенеза, наблю-
даемые при развитии эпилепсии у человека [14]. Так же, как и при патологии чело-
века, после острых судорог, возникающих сразу после введения пилокарпина и
имитирующих первоначальное повреждающее воздействие на мозг, имеет место
латентный период, когда внешне судороги еще не проявляются, но в ткани мозга
идут проэпилептические изменения, которые в дальнейшем приведут к формиро-
ванию спонтанных рецидивирующих судорог [14]. При развитии патологических
процессов в этой модели большую роль играет нейровоспаление [15, 16].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные
Работа выполнена на самцах крыс Вистар. Животных содержали в стандартных

условиях вивария при температуре 22°C со свободным доступом к воде и пище при
световом режиме – с 8:00 до 20:00 – свет, с 20:00 до 8:00 – темнота.
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Литий-пилокарпиновая модель
Индукцию литий-пилокарпиновых судорог (рис. 1) проводили в возрасте 8 нед.

у 14 крыс. За сутки до инъекций пилокарпина (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссу-
ри, США) крысам вводили LiCl в/б в дозе 127 мг/кг. За час до введения пилокарпи-
на – метилскополамин (1 мг/кг; в/б) для предотвращения периферических эффек-
тов конвульсанта. Пилокарпин вводили в/б в суммарной дозе 20–40 мг/кг (2–
4 инъекции, по 10 мг/кг, с 30-минутными интервалами, до тех пор, пока припадки
не достигали стадии 4 (rearing) по шкале Расина [17]).

Через 75 мин после начала 4-й стадии судороги купировали введением диазепа-
ма (10 мг/кг, в/б, Московский эндокринный завод, Россия). В исследование были
включены только крысы, у которых развилась 4-я стадия припадка по шкале Раси-
на [17]. Три крысы, которым вводили пилокарпин, были исключены в связи со сла-
быми судорогами, еще 2 погибли в течение первой недели после введения конвуль-
санта. В основной эксперимент были включены 9 животных. В течение первой неде-
ли после введения пилокарпина крыс кормили влажным кормом (каши, фрукты) и в
случае потери веса вводили им 5%-ный раствор глюкозы (подкожно, 2–3 мл). Далее
крыс содержали небольшими группами по 4–5 животных в клетке до достижения
возраста 7–7.5 мес. и начала экспериментов с регистрацией ЭЭГ. Контрольным жи-
вотным (n = 9) вводили LiCl и метилскополамин без пилокарпина.

Метод неинвазивной регистрации ЭЭГ у свободно двигающихся крыс
Было разработано новое устройство для получения записей ЭЭГ от свободно

двигающихся крыс. Устройство состоит из трех частей: 1) платформа с электрода-

Рис. 1. Схема эксперимента. На временной шкале представлены основные этапы исследования. Экспе-
римент проводился на самцах крыс Вистар. В возрасте 2 месяцев у экспериментальных животных инду-
цировали височную эпилепсию путем введения пилокарпина. После развития хронической эпилепсии
(в возрасте 7–7.5 месяцев), животным устанавливали платформу с электродами для записи ЭЭГ. После
этого в течение двух суток регистрировали эпилептиформную активность: в первый день без деприва-
ции сна, во второй – после 6 ч депривации сна. Каждый экспериментальный сеанс состоял из записи
фоновой ЭЭГ и записи ЭЭГ во время ритмической фоно- и фотостимуляции.

2-месячные самцы крыс Вистар: 
— контрольные (n = 9) 
— экспериментальные (n = 14)

7-месячные самцы крыс Вистар: 
— контрольные (n = 9) 
— экспериментальные (n = 9)

24 часа 5‒5.5 месяцев 7 дней 24 часа

Введение LiCl 127 мг/кг Операция по установке платформы Регистрация ЭЭГ

Введение препаратов: 
1. Метилскополамин: 1 мг/кг 
2. Пилокарпин (через 60 минут): 20‒40 мг/кг 
3. Диазепам (через 75 минут после начала судорог): 10 мг/кг

1. запись фона ‒ 60 минут 
2. стимуляция в камере

1. депривация сна ‒ 6 часов 
2. стимуляция в камере 
3. запись после стимуляции 
(120 минут)

Стимуляция: 
18 минут в камере с ритмической фото- и 

фоностимуляцией на частотах 3, 6, 9, 12, 13, 18 Гц 
(по 3 минуты на каждой), свет – 884 лк, 

громкость – 72 дБ.

День 1 День 2



255МАЛОИНВАЗИВНАЯ БЕСПРОВОДНАЯ РЕГСТРАЦИЯ ЭЭГ

ми, которая крепится к черепу животного (рис. 2a, b); 2) съемный блок, состоящий
из передатчика и батареи (указана стрелкой) (рис. 2d); 3) приемник, который
вставляется в USB-порт персонального компьютера. Платформа крепится к черепу
животного с помощью кронштейнов с крепежными винтами в нижней части и по бо-
кам (рис. 2a). Сверху платформы располагается разъем для передатчика (рис. 2b, 3).
Регистрирующие микроэлектроды, изготовленные из серебряной проволоки диа-
метром 0.5 мм, частично изолированы для более плотного размещения в отверстиях
на платформе (рис. 2b, 2). Неизолированная часть электрода вставлялась в отвер-
стие в платформе (рис. 2b, 2), а изолированная часть крепилась металлическими за-
жимами к верхней части платформы (рис. 2b, 1). Электроды фиксируются с помо-
щью прижимных металлических фиксаторов (рис. 2b, 1). Неизолированная, распо-
лагаемая на черепе регистрирующая часть электродов, составляет примерно 1 мм в
длину. Схема расположения регистрирующих и индифферентных электродов по-
казана на рис. 2c. Мы использовали 2 индифферентных и 4 регистрирующих элек-
трода. При многодневной регистрации, в случае необходимости, электроды могут
быть легко подправлены или заменены без применения наркоза.

Непосредственно перед регистрацией ЭЭГ на платформе размещается 4-каналь-
ный модуль усилителя и модуль передатчика (рис. 2d, электрическая схема устрой-
ства доступна по следующей ссылке https://disk.yandex.ru/d/I0eHvWxis-3g2w). Ис-
пользованы входные усилители INA333 и промежуточные усилители OPA2349
(Texas Instruments Incorporated, США), они обеспечивают хорошее подавление
синфазной помехи (100 дБ) и низкий уровень шумов (<1 мкВ) в полосе пропуска-
ния (0.1–75 Гц). Оцифровка осуществляется с частотой 250 Гц и разрешением 16 бит
сигма-дельта АЦП, встроенным в микроконтроллер STM32F373 (STMicroelectron-
ics, Швейцария).

Положение головы животного регистрируется 3-осевым акселерометром
LIS2DW12 (STMicroelectronics) с частотой 100 Гц и разрешением 16 бит в диапазоне
±2 g. Передача данных осуществляется по каналу Bluetooth модулем SPBTLE-1S
(STMicroelectronics). Регистрация сигналов ЭЭГ и передача по радиоканалу разне-
сены во времени, чтобы шумов было меньше. Сменный литий-полимерный акку-
мулятор обеспечивает непрерывную работу модуля в течение 10 ч. Масса модуля с
аккумулятором составляет 15 г. Приемник разработан на базе SPBTLE-1S и

Рис. 2. Технические характеристики устройства для регистрации. (a) Собранное регистрирующее
устройство, закрепленное на черепе крысы. (b) Общий вид платформы: 1 – зажимы для электрода; 2 –
отверстие для электрода; 3 – разъем для подключения к передатчику. (c) Схема расположения реги-
стрирующих (красные точки) и индифферентных электродов (зеленые точки) электродов. (d) Четырех-
канальный передатчик с интегрированным усилителем. Стрелкой отмечен сменный литий-полимер-
ный аккумулятор. (e) Расположение крепежных винтов на черепе крысы (красные точки).
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(b) (c)

(e)
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1
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STM32F373 (STMicroelectronics). Он обеспечивает мост с радиоканала на USB-порт
компьютера. Программа регистрации позволяет вести непрерывную многочасовую
запись ЭЭГ, показаний акселерометра и меток пользователя в формате EDF. Дли-
тельность однократной записи лимитируется временем работы аккумулятора (при-
мерно 10 ч). Замена аккумулятора производится в течение менее одной минуты.

Установку платформы производили под изофлурановым наркозом. Платформу
закрепляли на черепе с помощью простерилизованных стопорных винтов из не-
ржавеющей стали (рис. 2b). Крепежные винты были прикреплены к носовой и те-
менной кости (рис. 2b). Далее, через отверстия на платформе с помощью ручного
сверла диаметром 0.6 мм производили расчистку посадочных углублений для уста-
новки микроэлектродов. Вращательными движениями из посадочных мест удаля-
ли частички мягких тканей до кости черепа. Прочистка посадочного углубления
сопровождалась прижиганием в целях достижения дополнительной стерильности
и лучшего контакта микроэлектрода с черепом. Электроды помещали в отверстия
и фиксировали зажимом (рис. 2b, 1). После завершения операции места фиксации
платформы в области вкрученных винтов обрабатывали антисептиком, после чего
прооперированных крыс помещали в индивидуальные контейнеры со свободным
доступом к воде и корму. Поскольку операция малотравматична, регистрацию
ЭЭГ можно производить уже через 2–3 дня после нее. Крепление платформы
очень надежное, крысы не снимают платформу при проведении многодневных ис-
следований.

Регистрацию ЭЭГ у экспериментальных и контрольных крыс производили в те-
чение двух дней. В первый день регистрировали фоновую ЭЭГ на протяжении 60 мин в
домашней клетке, после чего запись ЭЭГ проводилась при РФФС (30 мин). Во вто-
рой день РФФС (и одновременная регистрация ЭЭГ) осуществлялась непосред-
ственно после депривации сна, после чего крысу возвращали в домашнюю клетку
и записывали ЭЭГ без стимуляции на протяжении 120 мин, в течение которых жи-
вотное, как правило, засыпало. Дополнительно с помощью веб камеры регистри-
ровали поведение крысы.

Метод РФФС

Для проведения РФФС животное помещали в темную вентилируемую и звуко-
изолированную камеру, в которой располагался динамик и источник света, в ка-
честве которого использованы сверхъяркие светодиоды белого свечения C513A-
WSS-CV0Y0151 (30 штук). Перед стимуляцией животным позволяли адаптировать-
ся к новой среде в течение 10 мин. Далее проводили РФФС на частотах 3, 6, 9, 12, 13
и 18 Гц, по 3 мин на каждой частоте без паузы между сериями с разной частотой.
Длительность одного стимула в пачке – 1 мс. Освещенность пола установки при
вспышках света составляла 884 лк, сила звука – 80 дБ.

Метод депривации сна

Использовали метод депривации сна с применением орбитального шейкера [18, 19].
В начале светового дня (с 8:30 до 14:30) крыс в индивидуальных контейнерах поме-
щали на орбитальный шейкер (S-3L.A20, ELMI, Латвия), обеспечивающий непре-
рывное орбитальное вращение при частоте 175 об./мин.

Обработка сигналов

Записи ЭЭГ обрабатывали при помощи программы Spike Searcher, разработан-
ной в лаборатории на основе программного пакета Wolfram Mathematica 12 (Wol-
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fram Research, Champaign, IL, США). Исходный код программы доступен по ссыл-
ке https://disk.yandex.ru/d/I0eHvWxis-3g2w.

Алгоритм обработки ЭЭГ записей состоял из следующих этапов.
(1) Полученные записи подвергались визуальному осмотру. Фрагменты записи с

чрезмерным электрическим шумом или сильной двигательной активностью (полу-
ченные по данным акселерометра) отбрасывались. Также выделяли фрагменты за-
писи с иктальной активностью, сопровождавшей двигательные судороги, их ана-
лиз производили отдельно от интериктальных эпизодов.

(2) Для описания интериктальной активности осуществляли поиск одиночных
спайков и спайк-волн, а также одиночных полиспайков. Спайк определяли как па-
роксизмальный электрический разряд на ЭЭГ, четко отличающийся от фоновой
активности, имеющий острый пик и длительность от 20 до 80 мс, с амплитудой не
менее 3 стандартных отклонений от фоновой записи каждой крысы (рис. 3b). Пол-
испайк – комплекс из как минимум трех последовательных спайков (рис. 3b).
Cпайк-волну определяли как комплекс элементов, сочетающих спайк с последую-
щей медленной волной (рис. 3c). Сначала проводили предварительное автоматиче-
ское определение спайков и спайк-волн. Затем результаты автоматического обнару-
жения проверяли вручную и при необходимости корректировали. Координаты и ам-
плитуды найденных спайков и спайк-волн автоматически заносили в базу данных.

(3) Далее, в качестве показателей интериктальной эпилептиформной активно-
сти мы рассчитывали частоту одиночных спайков [7]. В качестве показателя ик-
тальной активности анализировали длительность полиспайковой активности.

Статистическая обработка данных
Статистический анализ проводился с помощью программ IBM SPSS Statistics

(IBM, США) и GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., США). Проверку нор-
мальности распределения проводили с помощью критерия Колмогорова–Смирно-
ва. Поскольку распределение частоты одиночных спайков не было нормальным,
для сравнения экспериментальной и контрольной групп по данному показателю при-
меняли U-критерий Манна–Уитни. При этом различия показателей в фоне и при
отдельных функциональных нагрузках по показателю частоты одиночных спайков
выявляли с помощью T-критерия Вилкоксона. Для сравнения длительности мо-
торных судорог и продолжительности высокоамплитудной полиспайковой актив-
ности (эти данные были распределены нормально) использовали t-критерий
Стьюдента. Различия считали достоверными при p ≤ 0.05. Данные на графиках
представлены как среднее и стандартное отклонение (M ± SD). Каждая точка на
графике соответствует конкретному животному.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ фоновой ЭЭГ
К возрасту 7–7.5 мес. спонтанные судороги были отмечены на видеозаписях у

всех крыс экспериментальной группы и не были выявлены у контрольных живот-
ных. Таким образом, височная эпилепсия развилась у всех животных эксперимен-
тальной группы.

Сначала мы сравнили фоновую ЭЭГ в двух группах животных. Записывающее
ЭЭГ устройство не вызывало у животных чрезмерного беспокойства, они не пыта-
лись избавиться от него и вели себя нормально. Примеры записи ЭЭГ у контроль-
ных и модельных крыс в обычном состоянии представлены на рис. 3a–c. У боль-
шинства животных с эпилепсией наблюдались одиночные высокоамплитудные
спайки и комплексы спайк-волна с частотой от 0.006 до 0.23 спайков/с. Также
встречались единичные комплексы спайк-волна и одиночные полиспайки (рис. 3b, c).
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Рис. 3. Показатели эпилептиформной активности (спайки) и их выраженность в различных экспери-
ментальных условиях. (a–c) Репрезентативные примеры ЭЭГ контрольных (a) и экспериментальных
крыс (b–c) в фоне (без функциональных нагрузок). В рамках показаны увеличенные фрагменты: (a) от-
сутствие эпилептиформных событий; (b) красная рамка – одиночный спайк, зеленая рамка – полис-
пайк; (c) рамка – спайк-волна. (d–g) Показатели эпилептиформной активности в различных экспери-
ментальных условиях: (d) день 1, фон без стимуляции; (e) день 1, во время фото- и фоностимуляции
(RFFS); (f) день 2, во время фото- и фоностимуляции (RFFS), непосредственно после депривации сна;
(g) отдых после стимуляции и депривации сна. Данные на гистограммах представлены в виде среднего и
стандартного отклонения. Каждая точка – значения конкретного животного.
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У контрольных животных высокоамплитудные спайки встречались реже (частота
от 0.004 до 0.07 спайков/с, тест Манна–Уитни: U = 8; p = 0.03, рис. 3d). Таким об-
разом, одиночные спайки, встречающиеся с высокой частотой, можно использо-
вать как признак эпилепсии.

Однако, несмотря на статистические различия между группами, частоты спай-
ков в контрольной и экспериментальной группах существенно пересекались. Ча-
стота спайков во время фоновой записи ЭЭГ была относительно низкой в обеих
группах. Схожие проблемы наблюдаются при диагностике эпилепсии у людей, при
одиночной регистрации ЭЭГ у некоторых больных выявить эпилептиформную ак-
тивность не удается, в этом случае для облегчения диагностики применяют функ-
циональные нагрузки, в частности ритмическую фотостимуляцию и депривацию
сна [12, 13]. Поэтому мы решили использовать данный подход для выявления вы-
раженности эпилептиформной активности у крыс с височной эпилепсией.

Анализ ЭЭГ при функциональных нагрузках (РФФС и депривации сна)
При РФФС частота одиночных спайков не зависела от режима стимуляции (3, 6,

9, 12, 13, 18 Гц) ни у экспериментальных крыс, ни у контрольных животных, поэто-
му она была проанализирована суммарно за весь период стимуляции.

При РФФС частота спайков по сравнению с фоном возрастала у животных в
экспериментальной группе в 2.2 раза (тест Вилкоксона, T = 4; p = 0.03; n = 9).
В контрольной группе частота не изменилась. В этих условиях различий между
группами были более явными, чем в фоне (рис. 3e; тест Манна–Уитни, U = 5; p < 0.001).

Депривация сна совместно с РФФС при регистрации во второй эксперимен-
тальный день также не влияла на частоту спайков у контрольных животных, одна-
ко увеличивала их у животных с эпилепсией (T = 5; p = 0.04; n = 9); различия между
группами тоже стали более выраженными (U = 0; p < 0.001, рис. 3f). В этих условиях
распределения данных контрольной и экспериментальных групп не пересекались.
Кроме того, депривация сна вызвала у нескольких экспериментальных крыс спон-
танные рецидивирующие судороги (более подробный анализ приведен ниже).

Мы также проанализировали ЭЭГ у контрольных и экспериментальных крыс в
период отдыха, после депривации сна и РФФС. В течение этого периода (2 ч реги-
страции) все животные засыпали, о чем можно было судить по наблюдению за их
поведением и данным акселерометра. Из клинических исследований известно,
что частота эпилептиформных разрядов у больных эпилепсией возрастает во вре-
мя сна [20]. Анализ полученных нами данных показывает, что в этих эксперимен-
тальных условиях различия между группами по показателям одиночных спайков
остаются статистически значимыми (рис. 3g; U = 2; p = 0.001). Следует отметить,
что при отдыхе после депривации сна и РФФС несколько увеличивалась вероят-
ность появления спонтанных рецидивирующих судорог (см. ниже).

Таким образом, различия между группами животных максимально выражены
при использовании функциональных нагрузок.

Анализ иктальной активности
За время записи ЭЭГ у экспериментальных крыс было зарегистрировано 7 эпи-

зодов спонтанных двигательных судорог. Они наблюдались у 4 экспериментальных
крыс из 9, причем у одной крысы они отмечались трижды, еще у одной – дважды,
и у двух – по одному разу. Только у одного животного судороги проявились в пер-
вый экспериментальный день (в условиях без депривации сна), и у всех 4 – во вто-
рой экспериментальный день, после депривации сна (при РФФС и/или отдыхе по-
сле функциональных нагрузок), то есть применение РФФС и депривации сна уве-
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личивает вероятность появления спонтанных судорог. У контрольных животных
судорог не было обнаружено ни при каких условиях.

На ЭЭГ во время судорог появлялась высокоамплитудная полиспайковая (ком-
плексы спайк-волна) активность (рис. 4a), которая была более длительной, чем
собственно двигательные судороги: средняя продолжительность моторных судорог
у крыс составила 10.3 ± 3.0 с, средняя длительность высокоамплитудной полиспай-
ковой активности – 46.4 ± 7.9 с (парный тест t = 10.5; p < 0.001; n = 7).

Таким образом, проведенное нами исследование доказало, что предложенная
новая методика регистрации ЭЭГ может быть использована для анализа эпилепти-
формной активности у крыс в модели височной эпилепсии. Применение функци-
ональных нагрузок увеличивает выраженность различий между группами по дан-
ному показателю.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе показано, что беспроводная методика регистрации ЭЭГ, а так-
же функциональные нагрузки в виде РФФС и депривации сна могут быть успешно
использованы для оценки эпилептиформной активности в хронической модели
височной эпилепсии у крыс.

Особенностью предложенной модели регистрации ЭЭГ является то, что она
позволяет проводить многодневные исследования ЭЭГ на свободно двигающейся
крысе и при этом предотвратить развитие воспалительных процессов в мозге, ве-
роятных при использовании вживленных электродов. Следует отметить, что неин-
вазивные методики редко используются при работе с экспериментальными моде-
лями эпилепсии. Вероятно, это связано с трудностями в обеспечении надежного
крепления электродов. Murthy Sindgi с соавт. предложили метод неинвазивной за-
писи ЭЭГ, при котором электроды приклеиваются к коже головы крысы с помо-
щью пластыря и клея [21]. Однако, используя такую конструкцию, трудно выпол-
нить долговременную регистрацию свободно перемещающейся крысы. Гораздо
чаще используется регистрация с помощью вживленных электродов [8–10]. Одна-
ко у этой методики есть существенный недостаток по сравнению с неинвазивной
записью: риск нейровоспаления. Между тем, воспаление играет большую роль в
формировании эпилептических изменений. Во-первых, сами по себе травмы мозга
являются одним из факторов, повышающих риск развития эпилепсии [22], кроме
того, провоспалительные факторы, в частности, бактериальный липополисахарид,
усиливают последующее действие пилокарпина в хронической модели эпилепсии
[23]. С другой стороны, применение противовоспалительной терапии – антагони-
ста рецепторов провоспалительного цитокина интерлейкина-1β (препарат анакин-
ра) подавляет пилокарпин-индуцированный эпилептический статус [24] и последу-
ющее развитие психоневрологических нарушений [16]. Эти факты позволяют пред-
полагать, что развитие воспалительных процессов, весьма вероятное при
использовании вживленных электродов, может повлиять на выраженность эпилеп-
тиформной активности в моделях эпилепсии и привести к неправильным выводам.

Нейровоспаление играет большую роль в патогенезе не только эпилепсии, но и
депрессивных расстройств [25], нейродегенеративных [2] и других нервных заболе-
ваний. При работе с экспериментальными моделями таких нарушений периодиче-
ски возникают задачи, требующие регистрации ЭЭГ, предложенный нами метод
может быть успешно использован для их решения.

В данной работе нами также впервые в модели хронической эпилепсии исследо-
вано действие сочетанных функциональных нагрузок – РФФС и депривации сна
на показатели эпилептиформной активности. В качестве основного изучаемого
показателя мы анализировали частоту интериктальных спайков. Данный показа-
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тель является частым маркером эпилептических процессов. Частота интерикталь-
ных сайков позволяет предсказать успешность хирургического лечения больных с
эпилепсией [26]. Она исследуется и в экспериментальных моделях эпилепсии,
включая литий-пилокарпиновую [27]. В пилокарпиновой модели эпилепсии было
показано, что частота спайков возрастает по мере развития эпилептических про-
цессов [28].

Данные функциональные нагрузки широко используются в клинической диа-
гностике состояния больных эпилепсией, однако они очень мало применяются в

Рис. 4. Показатели акселерометра (X, Y, Z) и ЭЭГ (внизу) во время одного из эпизодов двигательных су-
дорог у экспериментальной крысы.
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экспериментальных исследованиях эпилепсии. Нам известно только одно иссле-
дование – Drinkenburg с соавт., в которой авторы показали, что у крыс эпилептиче-
ской линии WAG/Rij в первые часы после депривации сна существенно увеличива-
лись показатели эпилептиформной активности [29]. Результаты, полученные в на-
стоящем исследовании, показывают, что применение функциональных нагрузок
значительно усиливает эпилептиформную активность у литий-пилокарпиновых
животных. Поскольку применные нами воздействия позволяют значительно луч-
ше дифференцировать контрольных и экспериментальных животных, подобный
подход можно рекомендовать при проведении фармакологических исследований
при поиске новых противоэпилептических средств.
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A Minimally Invasive Method of Wireless Electroencephalogram Recording 
in Rats in a Lithium–Pilocarpine Model of Epilepsy
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Recent studies have shown that neuroinflammation plays an important role in the
pathogenesis of many nervous and mental diseases, such as cortical ischemia, cranioce-
rebral trauma, neurodegenerative diseases, epilepsy, etc. Therefore, when recording
EEG in experimental models of these diseases, it is preferable to use noninvasive record-
ing methods to exclude neuroinflammation. However, such approaches are rarely used,
since it is difficult to perform reliable EEG recording in animals without the use of im-
planted electrodes. In the present work a new device for minimally invasive wireless
EEG recording in rats is proposed. The electrodes are located on the surface of the skull
and are attached to a platform, which is fixed to the skull with screws. This design avoids
damage to brain tissue. The surgery is minimally traumatic, and EEG registration can be
performed as early as 2–3 days after surgery. High reliability of electrode attachment al-
lows long-term registration. This method of EEG registration has been tested on a lithi-
um-pilocarpine model of temporal lobe epilepsy. EEG recordings in experimental and
control rats were made under background conditions and with the use of functional
loads – rhythmic photo- and phonostimulation, as well as sleep deprivation. It was
shown that these functional loads allow increasing the severity of epileptiform manifes-
tations on the EEG (spike frequencies), the maximum differences between the groups
being manifested with a combination of the above loads. Thus, the main feature of the
proposed EEG recording device is that it makes it possible to perform prolonged EEG
studies on a free-moving rat without the development of possible neuroinflammation.
This device can be used in experiments to study epileptogenesis and to test new antiepi-
leptic drugs on experimental animals.

Keywords: EEG recording, epilepsy, intermittent photic stimulation, rhythmic auditory
stimulation, sleep deprivation, ictal and interictal activity




