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To convey hypoxia tolerance and prevent hypoxic damage,
it will be important to mimic a natural hypometabolic systems-level state.

Habitually hypoxia-exposed animals … know exactly how to attain … hypometa
bolic state, and our task should be to follow their lead.

[Ramirez et al., 2007].
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Гипоксические/ишемические поражения головного мозга представляют серьез-
ную медицинскую проблему. Одним из подходов к разработке терапевтических
вмешательств является установление путей выживания нейронов устойчивых к
дефициту О2 позвоночных, которые могут подсказать способы смягчения гипо-
ксической катастрофы для отдельных клеток при кислородном голодании. Ме-
таболическая депрессия считается универсальной стратегией выживания толе-
рантных к гипоксии животных, однако до настоящего времени детали механизма
ограничения метаболизма мозга при снижении РО2 не установлены. При кисло-
родном голодании повышение внеклеточной концентрации тормозных нейро-
медиаторов может быть одним из значимых звеньев аппарата подавления электри-
ческой активности, что позволяет снижать потребление энергии. ГАМК (γ-амино-
масляная кислота) служит универсальным тормозным нейромедиатором ЦНС
высших и низших позвоночных животных, функционирование которого связы-
вают с подавлением метаболизма и нивелированием последствий энергетиче-
ского сбоя. В обзоре рассматриваются стратегии вовлечения ГАМК в механизмы
обеспечения устойчивости мозга к кислородному голоданию у представителей
разных таксономических групп низших позвоночных животных (круглоротых,
хрящевых и костистых рыб, земноводных, рептилий), которые отличаются наи-
более выраженной способностью выживать при острой и хронической гипо-
ксии/аноксии.

Ключевые слова: ГАМК, мозг, гипоксия, метаболическая депрессия, низшие по-
звоночные
DOI: 10.31857/S0869813923040064, EDN: VJEVAW

ВВЕДЕНИЕ

Термин “гипоксия” (кислородное голодание; крайняя степень проявления ги-
поксии – аноксия) означает недостаточное снабжение тканей О2 или нарушение
его утилизации при биологическом окислении. Гипоксические состояния голов-

ОБЗОРНЫЕ И ПРОБЛЕМНЫЕ 
СТАТЬИ
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ного мозга наблюдаются при многих неврологических расстройствах (транзитор-
ные ишемические атаки, инсульт, черепно-мозговая травма, кровотечение, пери-
натальная энцефалопатия, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона и др.) [1, 2].
Несмотря на многолетние исследования, лечение и профилактика гипоксиче-
ских/ишемических поражений головного мозга остаются серьезной медицинской
проблемой. Как известно, одним из способов установления мишеней для разра-
ботки терапевтических вмешательств может служить изучение механизмов повре-
ждения и гибели нейронов [1, 3]. Альтернативным подходом к проведению поис-
ковых исследований является установление стратегии выживания толерантных к
гипоксии нейронов [3]. Миллионы лет эволюции породили устойчивых к дефициту
О2 позвоночных [4]. Детализация механизмов переносимости гипоксии успешно
выживающих при О2-голодании видов может не только обеспечить фундаменталь-
ные представления об экофизиологии экстремальных условий обитания, но и
определить пути смягчения гипоксической катастрофы для отдельных нейронов в
лишенном О2 мозге [5].

УСТОЙЧИВОСТЬ МОЗГА К О2-ГОЛОДАНИЮ

Универсальным правилом энергетического обмена при нормоксии и гипоксии
является уравновешивание спроса и предложения АТФ [4, 6]. Другое универсальное
требование заключается в интеграции метаболизма и функций мембран клеток [6].
Вероятно, основной причиной ограниченной толерантности мозга к гипоксии/анок-
сии является высокая потребность нейронов в энергии в сочетании с неспособно-
стью снизить ее потребление при ограниченной выработке. При снижении уровня
О2 и последующем прекращении окислительного фосфорилирования мозг вынуж-
ден прибегать к менее эффективному анаэробному производству энергии (глико-
лизу) как к единственному источнику продукции АТФ. Как правило, гликолитиче-
ские механизмы устойчивых позвоночных поддерживаются запасами гликогена в
мозге, которые во много раз превышают аналогичные запасы не переносящих
аноксию животных [7, 8]. В свою очередь, при длительной гипоксии/аноксии в не-
устойчивом к О2-голоданию мозге активность ключевых гликолитических фер-
ментов подавляется [9].

У “обычных”, неустойчивых позвоночных уровень АТФ в мозге резко падает в
течение нескольких минут О2-голодания [4]. Вследствие снижения количества
АТФ, работа Na+/K+-АТФ-аз замедляется или останавливается, приводя к масси-
рованному оттоку из клетки ионов K+. Вскоре количество внеклеточного К+ до-
стигает достаточно высокой концентрации, обеспечивающей деполяризацию мем-
бран нервных клеток. При деполяризации в нейроны начинают проникать ионы
Na+ и Ca2+; такое проникновение ионов стимулируется сопутствующим высво-
бождением возбуждающих нейротрансмиттеров, глутамата и аспартата, которые
опосредуют повреждение и гибель нервных клеток [10]. Основным путем проник-
новения Са2+ в клетки являются активируемые глутаматом NMDA-рецепторы. Ре-
зультирующий вход Ca2+ приводит к активации гидролиза фосфолипидов (вклю-
чая структурные повреждения пре- и постсинаптических мембран и нарушение ре-
цепторной сигнализации), образованию свободных радикалов [10]. Длящиеся
более нескольких минут упомянутые выше события приводят к необратимым по-
следствиям, которые заканчиваются гибелью большинства позвоночных после до-
статочно короткого периода О2-голодания.
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Основным отличием устойчивых от чувствительных к гипоксии/аноксии видов
является способность их мозга в ответ на снижение уровня О2 предотвращать исто-
щение АТФ, нивелировать последствия энергетического сбоя, сохранять ионные
градиенты [11] и поддерживать гомеостаз [12]. Предполагают, что сама гипоксия
создает такую систему, в которой падение уровня О2 автоматически вызывает по-
вышение уровня тормозных нейротрансмиттеров/медиаторов, снижающих воз-
буждение и обеспечивающих метаболическую депрессию [13]. Вероятно, в условиях
О2-голодания подавление энергетического обмена путем изменения внутрикле-
точных метаболических путей (метаболическая депрессия, “metabolic arrest”, гипо-
метаболическое состояние) и электрических свойств мембраны (через ряд пере-
крывающихся механизмов: “channel arrest,” “spike arrest,” и “synaptic arrest”) пред-
ставляют собой принципиальную схему защиты мозга [14–16].

По-видимому, метаболическая депрессия является практически универсальной
стратегией выживания толерантных животных/видов [15]. Детали механизма огра-
ничения метаболизма устойчивых животных долгое время остаются ускользающи-
ми от четкой идентификации. Поскольку именно нейромедиаторы играют цен-
тральную роль в синаптической коммуникации, контролируют деятельность мозга
и координируют его адаптивные реакции, предполагают, что повышение внекле-
точного содержания тормозных аминокислот может быть одним из тех самых не-
уловимых звеньев аппарата подавления электрической активности и потребления
энергии в лишенном О2 мозге [17]. При экспозиции к гипоксии/аноксии устойчи-
вые виды животных демонстрируют достаточно сходные изменения медиаторного
аминокислотного пула в виде повышения уровня ГАМК (γ-аминомасляная кисло-
та) и глицина на фоне снижения уровня возбудительного медиатора глутамата и его
предшественника глутамина [18]. Кроме того, у отдельных видов также повышается
концентрация ингибирующего синаптическую передачу таурина [18]. Напротив, у
видов с низкой переносимостью О2-голодания ГАМК является единственной тор-
мозной аминокислотой, количество которой нарастает, в то время как концентра-
ции глутамата и глутамина остаются неизменными или даже увеличиваются [18].
Очевидно, повышенный уровень тормозных аминокислотных медиаторов –
ГАМК, глицина и таурина в сочетании со сниженной концентрацией возбуждаю-
щей аминокислоты глутамата способствует ограничению электрической активно-
сти и потребления энергии как ключевой стратегии выживания в условиях О2-го-
лодания мозга. Кроме того, считается, что продукция ГАМК при аноксии защища-
ет нервные клетки от гибели в результате экцитотоксического повреждения [19].
Существует высокая вероятность того, что при гипоксии в мозге неустойчивых ви-
дов другие тормозные медиаторные механизмы не функционируют, что заставляет
обратить более пристальное внимание именно на ГАМКергической систему.

Очевидно, что опосредуемая ГАМК метаболическая депрессия доступна всем
позвоночным [13]. Однако, поскольку большинство позвоночных достаточно
быстро умирают при гипоксии/аноксии, по-видимому, они не успевают извлечь
выгоду из обеспечиваемой ГАМК гипометаболического состояния и/или относи-
тельного падения уровня глутамата [13]. Хотя большая часть современных позво-
ночных не может компенсировать энергетический сбой путем активации анаэроб-
ного гликолиза, вместе с тем многие виды обладают такими метаболическими ха-
рактеристиками, которые позволяют им справляться с более умеренной гипоксией.
Так или иначе, в ситуации О2-голодания шансы на выживание отдельного организ-
ма существенно возрастают при условии экономии топлива (гликогена) за счет пе-
рехода к метаболической депрессии [13].
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БИОХИМИЯ И РЕЦЕПТОРЫ ГАМК

ГАМК является одним из наиболее важных медиаторов/трансмиттеров ЦНС
позвоночных животных, функционирующая в зрелом мозге в качестве тормозного
агента за счет изменения проницаемости клеточной мембраны к ионам Cl–. В раз-
вивающемся мозге ГАМК обеспечивает процесс возбуждения и оказывает нейро-
трофическое действие [20]. Известно, что около 20–40% всех нейронов ЦНС по-
звоночных являются ГАМКергическими [13].

Синтез ГАМК (рис. 1) включает метаболические пути митохондриального цикла
трикарбоновых кислот (ТСА) [21]. Гидролиз глутамина под действием фосфатактви-
руемой глутаминазы (PAG) приводит к образованию глутамата (глутаминовой кис-
лоты) в митохондриальном матриксе. Синтез ГАМК осуществляется цитозольным
ферментом декарбоксилазой глутаминовой кислоты (GAD) из глутамата путем ее де-
карбоксилирования. ГАМК образуется либо непосредственно из глутамата либо из
глутамата, произведенного из α-кетоглутарата, который синтезируется в цикле ТСА
из дезаминированного глутамата с участием глутаматдегидрогеназы (GDH).

ГАМКергическая система мозга включает в себя достаточно обширный аппарат
в виде ионотропных ГАМК(А)- и метаботропных ГАМК(В)-рецепторов, транспор-
теров, упоминавшихся выше ферментов синтеза – глутаматдекарбоксилаз (gads –
цитоплазматическая GAD67 и GAD65, локализованная преимущественно в преси-
наптических терминалях), 4-аминобутиратаминотрансферазы (abat) и ассоцииро-
ванных белков [22]. ГАМК(А)-рецепторы состоят из пентамерного агрегата отдельных
субъединиц, образующих центральный ионный канал, который проницаем для хло-
ридных и, в меньшей степени, бикарбонатных анионов [20]. В физиологических
условиях активация постсинаптических ГАМК(А)-рецепторов вызывает гиперпо-
ляризацию мембраны и уменьшает величину потенциала действия. ГАМК также
действует на ГАМК(В)-рецепторы, локализованные на пре- и постсинаптических

Рис. 1. Пути синтеза ГАМК.
Glutamine – глутамин, glutamate – глутамат, ТСА cycle – цикл трикарбоновых кислот, acetylCoA – аце-
тилкофермент А, α-ketoglutarate – α-кетоглутарат, GABA – ГАМК, SSA – янтарный полуальдегид, suc-
cinate – сукцинат, AAT – аспартатаминотрансфераза, GABA-T – ГАМК-трансаминаза, GAD – глута-
матдекарбоксилаза, GDH – глутаматдегидрогеназа, PAG – фосфатактвируемая глутаминаза, SSADH –
дегидрогеназа янтарного полуальдегида. Шунт ГАМК (обозначен зеленым цветом) состоит из трех фер-
ментативных реакций, катализируемых GAD, GABA-T и SSADH.
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мембранах. Активация пресинаптических ГАМК(В)-рецепторов снижает высво-
бождение нейротрансмиттера за счет ингибирования потенциал-зависимых Ca2+-ка-
налов N- или P/Q-типа. В свою очередь, активация постсинаптических ГАМК(В)-ре-
цепторов вызывает активацию К+-каналов внутреннего выпрямления (GIRK или
Kir3), которые играют важную роль на поздней фазе генерации тормозного постси-
наптического потенциала.

ГАМКергическая передача сигналов является одним из основных путей, кото-
рые способствуют выживанию нейронов при гипоксии/аноксии за счет подавле-
ния клеточной возбудимости [16]. Кроме того, предполагается, что именно фактор
гипоксии осуществляет эволюционный отбор и консервацию двух основных меди-
аторных систем мозга – тормозной ГАМКергической и возбуждающей глутаматер-
гической [13]; частным проявлением баланса двух медиаторных систем служат ре-
ципрокные отношения ГАМК и глутамата при гипоксии [18, 23].

ГАМК может служить не только агентом, функции которого сводятся к обеспе-
чению метаболической депрессии [24]. В частности, длительное, многомесячное
выживание эмбрионов киллифиш Austrofundulus limnaeus в условиях аноксии свя-
зывают с накопление миллимолярных количеств ГАМК [25]. Такое количество ме-
диатора является избыточным, превышающим нейропротекторную концентра-
цию. Накопление ГАМК (в 1000 раз больше, чем у других устойчивых к аноксии
видов) предполагает множественные или совершенно новые, выходящие за рамки
нейротрансмиссии функции. Предполагают, что при аноксии и аэробном восста-
новлении (реоксигенации) ГАМК может выступать одновременно в качестве ме-
диатора и антиоксиданта [19]. Кроме того, ГАМК может использоваться в качестве
энергетического субстрата [19] в так называемом шунте ГАМК при превращении
ее в янтарный полуальдегид (SSA) ГАМК-трансаминазой (GABA-T) (рис. 1). Далее
SSA преобразуется SSA-дегидрогеназой (SSADH) в сукцинат, компонент цикла
TCA, и NADH, которые являются донорами электронов митохондриальной цепи с
конечным продуктом в виде АТФ.

Кроме нейронов, синтез ГАМК осуществляется клетками глии [26]. В частно-
сти, предполагается, что ГАМК может синтезироваться астроцитами GAD-незави-
симым путем, который требует наличия путресцина в качестве исходного субстрата.
Кроме ГАМК астроциты синтезируют и высвобождают другие медиаторы (так на-
зываемые глиотрансмиттеры) и таким образом способны модулировать возбуди-
мость и синаптическую передачу нервных клеток [26]. Глиальная ГАМК играет
особую роль в развивающемся мозге. Астроциты взрослого мозга служат источни-
ком тормозного медиатора, взаимодействующего с тоническими ГАМК-рецепто-
рами нейронов и обеспечивающего нейронально-глиальные взаимодействие. На-
пример, в мозжечке глиальные клетки могут высвобождать ГАМК во внеклеточное
пространство и тонически активировать высокоаффинные ГАМК(А)-рецепторы
нейронов посредством объемной передачи, поддерживая стойкий тормозной тонус
в этой области мозга [27, 28]. Предполагают, что высвобождение ГАМК из клеток
глии может быть также напрямую связано с рядом патологических состояний моз-
га [29].

ПОЧЕМУ НИЗШИЕ ПОЗВОНОЧНЫЕ ЛУЧШЕ ПРИСПОСОБЛЕНЫ 
К ГИПОКСИИ/АНОКСИИ?

По сравнению с высшими позвоночными, низшие позвоночные оказались бо-
лее устойчивы к варьирующей средовой доступности О2, выживая при полной
аноксии в течение длительного времени [30]. В процессе эволюции именно низ-
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шие позвоночные реализовали основную триаду – способность к метаболической
депрессии, толерантность к повышенным концентрациям побочных продуктов
метаболизма, способность избегать и/или восстанавливать клеточные поврежде-
ния после реоксигенации, что позволяет им переносить аноксию намного лучше,
чем птицам и млекопитающим [30]. Такие животные существенно расширили свои
возможности для борьбы с острой и хронической гипоксией/аноксией через целый
комплекс приспособлений, которые практически отсутствуют у других позвоноч-
ных [31]. Причем, следует отметить, что репертуар путей адаптации низших позво-
ночных к варьирующему уровню О2 оказался весьма разнообразным [31] и вызыва-
ет особый научный интерес, поскольку скорость метаболизма мозга низших позво-
ночных сопоставима с таковой у млекопитающих при схожей температуре.

ГАМКергические механизмы устойчивости мозга к гипоксии/аноксии
I. Класс Круглоротые (Cyclostomata): подкласс Миксины (Myxini), подкласс Ми-

ноги (Petromyzontiformes). Преставители круглоротых, миксины и миноги явля-
ются одними из самых древних позвоночных, которые приобрели современный
внешний вид около 500 миллионов лет назад [32]. Круглоротые представляют
наиболее примитивную группу современных позвоночных, которые лишены че-
люстей и парных конечностей. Наряду с этим им свойственен ряд весьма своеоб-
разных черт, в известной мере связанных со специализацией, обусловленной по-
лупаразитическим или настоящим паразитическим образом жизни. По внешне-
му виду и отчасти по биологии круглоротые близки к рыбам, но ряд черт их
организации указывает на определенную обособленность и принадлежность к
особой ветви позвоночных.

Миксины обитают в соседствующих с донными отложениями обедненных О2
слоях воды, остаются активными даже при РО2 ниже 3 кПа [33], способны пережи-
вать 36-часовое воздействие полной аноксии при 10°C [34], могут прекращать вен-
тиляцию на несколько часов при зарывании в грунт [35], что заставляет считать их
одними из самых устойчивых позвоночных. Минога Entosphenus tridentatus способ-
на поддерживать постоянный уровень потребления О2 (VO2) при падении его на-
пряжения (PwO2), скорость VO2 оставалась неизменной даже при снижении PwO2
до 10 мм рт. ст. как при 15°С, так и 5°С [36]. Отмечаемый при аноксии уровень по-
требления О2 позволяет предположить, что миксины активно используют практи-
чески двукратное подавление скорости метаболизма для повышения своей выжи-
ваемости [34]. Косвенным указанием на степень приспособления миксин и миног
к выживанию в условиях гипоксии/аноксии служат резервы гликогена не только в
мозге, но и мышцах [33, 37, 38], которые также могут быть частично задействованы
в период преднерестового голодания. В настоящее время в литературе не представ-
лены неоспоримые данные об привлечении ГАМК либо других медиаторных си-
стем к обеспечению устойчивости мозга этих животных в условиях О2-голодания,
однако можно привести некоторые данные, касающиеся обустройства ГАМКерги-
ческой системы бесчелюстных.

Мозг миног обнаруживает большое сходство с мозгом Gnathostomata. Такого ро-
да высокая степень консервации архитектуры мозга не очевидна при первом взгля-
де, поскольку сама морфология мозга миноги сильно отличается от известной мор-
фологии мозга челюстноротых [39]. Показано, что ГАМКергическая система
взрослых миног представлена множеством ГАМК-иммунореактивных клеток [40].
Сравнение мозга двух видов – морской Petromyzon marinus и речной Lampetra fluvi-
atilis миног – демонстрирует общность распределения и локализации ГАМКерги-
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ческих нейронов в переднем мозге и стволе головного мозга взрослых животных
[41]. Поскольку отряд миног ответвился от общего эволюционного древа позво-
ночных около 450–500 млн лет назад, отмечаемое сходство в распределении ГАМК
в мозге круглоротых и представителей других классов позвоночных, включая мле-
копитающих, означает, что в процессе эволюции был выработан кардинальный
план ГАМКергической архитектуры различных отделов мозга, начиная с самых
примитивных позвоночных. Кроме того, мозг миног характеризуется совместной
локализацией ГАМК с другими тормозными медиаторами, в частности, серотони-
ном serotonin, в пределах одних и тех же нейронов [42]. Серотонин-ГАМКергиче-
ские нейроны имеют более широкое представительство в мозге миног по сравне-
нию с мозгом млекопитающих, которое могло появиться у примитивных позво-
ночных еще до разделения общего эволюционного пути бесчелюстных и
челюстноротых. Кроме того, дополнительная совместная локализации ГАМК и
дофамина в отдельных дофаминергических ядрах мозга (присутствие ГАМК не ме-
нее, чем в 25% ДА-иммунореактивных нейронов) свидетельствует о возможном од-
новременном высвобождении ГАМК и дофамина [43]. Очевидно, что совпадающее
во времени и локусе высвобождение ГАМК с другими тормозными медиаторами мо-
жет повышать мощность и эффективность механизма, обеспечивающего метабо-
лическую депрессию при аноксии.

Для тканей мозга всех позвоночных – от бесчелюстных до млекопитающих – ха-
рактерно выраженное связывание радиолиганда [3H]ГАМК и конкурентного анта-
гониста бикукуллина с ГАМК-рецепторами [44]. Вместе с тем ткани мозга миксин
связывают в два раза больше [3H]ГАМК, чем ткани следующего по “эволюционному
старшинству” вида – колючей акулы Squalus acanthias [44]. Мозг представителей
других классов позвоночных связывал примерно одинаковое количество
[3H]ГАМК, которое составляло всего от одной трети до одной четверти регистри-
руемого у миксин. Хотя количество ГАМК-рецепторов миксин составляют всего
1/10 от общего числа рецепторов на единицу ткани мозга других позвоночных, од-
нако упомянутые рецепторы обладают примерно в 20 раз большим сродством к
ГАМК. После обработки тканей мозга тритоном X-100 (позволяет удалять эндоген-
ные модуляторы аффинности рецепторов) у миксин наблюдалось наименьшее ко-
личество ассоциировавшейся с рецепторами [3H]ГАМК (докинг); вместе с тем у
представителей других таксонов позвоночных степень связывания [3H]ГАМК под
действием тритона X-100 увеличивалась с повышением таксона. По-видимому, в
процессе эволюции бесчелюстных в молекуле рецептора возник чувствительный к
тритону X-100 сайт, который способен существенно изменить кинетические свой-
ства ГАМК-рецепторов миксины в сторону повышения их сродства к лиганду.

Таким образом, можно предположить, что обладающий классической ГАМКер-
гической системой мозг устойчивых к аноксии бесчелюстных заручается своеоб-
разной дополнительной поддержкой других тормозных медиаторов на фоне экс-
тремально высокой аффинности ГАМК-рецепторов к лиганду.

II. Класс Хрящевые рыбы (Chondrichthyes), надотряд Акулы (Selachii). Самые древ-
ние представители акул появились примерно 450–420 млн лет назад. В настоящее
время известно более 450 видов акул, которые населяют практически все моря и
океаны на глубинах до 2000 м; причем отдельные виды способны жить в пресной
воде. Особенностью акул считается отсутствие жаберных крышек, которые у рыб
позволяют прогонять воду сквозь жабры. Для обеспечения вентиляции жабр (ды-
хания) акулы вынуждены находиться в постоянном движении, захватывая и прока-
чивая через приоткрытую пасть воду, затем удаляя ее через жаберные щели.
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Эполетная акула (глазчатая эполетная (эполетовая) акула, глазчатая кошачья
акула, Hemiscyllium ocellatum) обитает в водах прибрежного мелководья тропиче-
ских рифов на глубинах до 50 м, передвигаясь преимущественно с использованием
грудных плавников, которые позволяют ей буквально “ползать” по дну на малой
глубине. В период отлива эполетная акула зачастую оказывается отрезана от океа-
на. При ночных отливах за счет дыхания кораллов и связанных с ними организмов
[O2] может критически снижаться, создавая условия тяжелой severe гипоксии (5% O2,
что соответствует ~0.34 мг O2/л) или даже even аноксии при температуре 25–30°C
[45–48]. Очевидно, что эполетная акула постоянно находится в режиме естествен-
ного гипоксического прекондиционирования (метаболической адаптации). Гипо-
ксическое прекондиционирование акулы предопределяет/обеспечивает снижение
скорости ее метаболизма и критических значений PO2 [46]. На фоне О2-голодания
акулы способны отключать некоторые функции мозга без признаков его повре-
ждения, включая возможность отсрочки запуска апоптоза [47, 49]. В отличие от
млекопитающих, черепах и костистых рыб гипоксия не вызывает увеличения моз-
гового кровотока эполетной акулы. Напротив, в условиях О2-голодания системное
артериальное давление акулы снижается приблизительно на 50% на фоне сопут-
ствующих церебральной вазодилатации и брадикардии [50]. Экспозиция эполет-
ной акулы к более жесткой гипоксии (0.39 мг О2/л) в течение 3.5 ч не изменяет ос-
новные показатели неврологических функций [45]. Реакция восстановления (ре-
флекс восстановления), позволяющая скорректировать ориентацию тела акулы
при утрате нормального положения (равновесие в ответ на гипоксию), временно
нарушалась только после 4 ч гипоксии; при реоксигенации рефлекс удавалось вос-
становить в течение 30 мин. Вместе с тем приблизительно после 40 мин аноксии
(полного отсутствия О2) эполетные акулы полностью переставали реагировать на
раздражители и утрачивали восстановительный рефлекс, одновременно успешно
сохраняя уровень АТФ в тканях мозга [49]. Отмечается, что для данного вида акул
характерна выраженная градуированная реакция на гипоксию, которая предпола-
гает существенное повышение уровня анаэробного метаболизма [45]. Одновремен-
но снижение РО2 сопровождается 3.5-кратным увеличением уровня аденозина в
мозге акулы [49]. Обычно у устойчивых к гипоксии/аноксии видов высокий уро-
вень аденозина выступает триггером отключения энергозатратных клеточных про-
цессов [51], регулирует скорость гликолиза, стимулирует мозговой кровоток и ини-
циирует запуск механизма метаболической депрессии [12, 52, 53]. Было показано,
что при нормоксии перфузат с аденозином увеличивает скорость кровотока в мозге
акулы, однако при гипоксической артериальной гипотензии антагонист аденози-
новых рецепторов аминофиллин не смог оказать заметного влияния на поддержку
мозгового кровообращения [50]. По-видимому, в отличие от большинства других
позвоночных животных, аденозин не играет заметной роли в механизмах гипокси-
ческой церебральной вазодилатации эполетной акулы.

При гипоксии/аноксии общий уровень ГАМК в мозге акулы остается практиче-
ски неизменным [54, 55]; вместе с тем в региональном распределении ГАМК про-
исходят значительные сдвиги. Было показано, что [ГАМК] заметно повышалась в
двигательных ядрах и в отдельных сенсорных ядрах (двигательное ядро X черепно-
мозгового нерва, гребень мозжечка, нижнее ядро оливы, нижнее ретикулярное яд-
ро, медиальный продольный пучок), одновременно оставаясь практически на по-
стоянном уровне в обеспечивающих реакцию настороженности сенсорных ядрах
[1, 12]. Локализация ГАМК в тканях точно соответствовала сниженной активности
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цитохромоксидазы, что связывают с падением интенсивности метаболизма нейро-
нов [12, 48].

Гипоксическое прекондиционирование эполетной акулы не только способству-
ет значительному увеличению [ГАМК], но и плотности распределения ГАМК-ре-
цепторов в отдельных структурах мозга [12], в частности, в мозжечке [54, 55]. По-
видимому, такое сочетание увеличения количества и аффинности ГАМК-рецепто-
ров должно снижать вероятность возникновения фиксации потенциала либо ги-
перполяризации мембраны нейронов, что обеспечивает значительную экономию
энергии [12], а также реализует защитную функцию при реоксигенации на фоне
меньшего высвобождения ГАМК [55]. Кроме того, оказалось, что акулы являются
единственными позвоночными животными, ГАМК(А)-рецепторы которых обла-
дают специфической субъединицей с бензодиазепин-связывающим участком ме-
нее 53 кДа [56]. Очевидно, ГАМК(А)-рецепторы пластинчатожаберных структурно
отличаются от ГАМК(А)-рецепторов других позвоночных, включая утративших
такую субъединицу костистых рыб. Кроме того, плотность распределения ГАМК-
рецепторов на мембране нервных клеток мозжечка эполетной акулы примерно в
3 раза выше, чем у акулы – морской собаки (обыкновенная кошачья акула, мелко-
пятнистая кошачья акула, Scyliorhinus canicula) [55], для которой критическая [O2]
составляет приблизительно 4.5 мг/л. Вероятно, именно такая высокая плотность
аппарата ГАМК-рецепторов мозжечка эполетной акулы определяет упоминавшу-
юся выше утрату равновесия тела при аноксии на фоне высвобождения медиатора.

При гипоксии/аноксии изменение баланса между ГАМК- и глутаматергически-
ми системами может служить обеспечению метаболической депрессии в отдельных
областях мозга эполетной акулы [1]. В то же время предполагается, что сохраняю-
щийся абсолютный уровень глутамата необходим для восстановления активности
нейронов при реоксигенации [1, 12].

Таким образом, можно заключить, что, в то время как все известные на сего-
дняшний день устойчивые к гипоксии и аноксии виды позвоночных реагируют на
низкий уровень О2 повышением уровеня ГАМК в мозге, филогенетически “старая”
эполетная акула использует альтернативный, “адресный” тормозный механизм
для сохранения энергии в ядрах мозга [55]. Нейропротекторные механизмы акул в
виде изменения регионального распределения ГАМК способствует защите от по-
вреждения жизненно важных областей мозга при О2-голодании и последующей
реоксигенации [12].

III. Класс Костные рыбы (Osteichthyes), инфракласс Костистые рыбы (Teleostei).
Обитатели соленых и пресных водоемов, костные рыбы, произошли от хрящевых
рыб и составляют самый многочисленный по видам класс позвоночных животных
(почти 30000 видов). Костных рыб разделяют на костно-хрящевых, двоякодыша-
щих, кистеперых и костистых; к последним относится большинство современных
рыб. Костистые рыбы составляют эволюционную группу, появившуюся около 435
млн лет назад.

Мозг костистых рыб имеет сходную с мозгом млекопитающих удельную ско-
рость метаболизма [57], а отдельные виды рыб обладают такой же высокой степе-
нью чувствительности к аноксии, которая характерна для высших позвоночных.
Так, подобно мозгу млекопитающих, под воздействием аноксии мозг форели (On-
corhynchus mykiss) достаточно быстро утрачивает ионный гомеостаз и массово вы-
свобождает обладающий эксцитотоксическим эффектом глутамат [58]. Вместе с
тем в отличие от крайне чувствительных к О2-голоданию видов Teleostei существуют ряд
представителей этого таксона, демонстрирующих рекордную переносимость гипо-
ксии/аноксии (карась Carassius carassius, золотая рыбка Carassius auratus, горчак
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Rhodeus sericeus) [59–62]. Один из уникальных приспособительных механизмов та-
ких устойчивых видов позволяет им при недостатке О2 избавляться от продуктов
анаэробного гликолиза, что связано с экзотической способностью мышечной тка-
ни превращать конечный продукт анаэробного распада глюкозы лактат в этанол
[59–61]. В условиях аноксии все ткани рыб, включая мозг, производят лактат, ко-
торый транспортируется с кровью к мышцам. Из мышц образовавшийся из лактата
этанол высвобождается обратно в кровь, транспортируется к жабрам, которые экс-
кретируют его из организма рыб. В условиях аноксии общее содержание этанола в
крови устойчивых видов не поднимается выше стабильного уровня ~10 мМ, что
позволяет избежать подавления активности нервных клеток [63]. Такое устройство
метаболизма обеспечивает выживание при длительной аноксии без накопления
лактата и последующего ацидоза.

Костистые рыбы имеют хорошо развитую ГАМКергическую систему мозга.
Экспрессия ГАМК одновременно с катехоламинами и серотонином отмечается
уже в первичных популяциях клеток нейромеров мозга эмбрионов [64]. В ЦНС
эмбрионов Danio rerio ГАМК присутствует в ядрах конечного мозга, вентральной
части промежуточного и среднем мозге [65]. По мере развития эмбриона количе-
ство ГАМК-иммунореактивных нейронов постепенно нарастает [66], что указы-
вает на определенную роль ГАМК в качестве нейротрофического фактора, пред-
полагает ее участие в синаптогенезе и дифференцировке нейронов на ранних
стадиях развития рыб [67, 68]. В головном мозге взрослых особей D. rerio ГАМК-
иммунореактивные клетки (GABA-IR) присутствуют в обонятельной луковице,
конечном мозге, тектуме и гипоталамусе [65]. Спектр распределения мРНК
субъединиц ГАМК(А)-рецепторов по отдельным компартментам придает сход-
ство мозгу D. rerio с мозгом млекопитающих [22]. Кроме того, у D. rerio были
идентифицированы три изоформы глутаматдекарбоксилаз (GAD), две из кото-
рых – gad1a и gad1b – напоминают GAD67 ГАМКергических нейронов млекопи-
тающих, третья – gad2 – гомологична GAD65, локализованной в нервных терми-
налях высших позвоночных [22]. В мозге Carassius auratus ГАМК распределяется
по компартментам мозга сходным образом и наиболее плотно скапливается по
его средней линии [69]. Широкое представительство ГАМКергических нейронов
в разных ядрах мозга Teleostei указывает на значимость ГАМК как одного из ос-
новных трансмиттеров и предполагает подобие организации медиаторных си-
стем костистых рыб и высших позвоночных животных.

Аноксия способна одновременно воздействовать на разные медиаторные системы
(включая ГАМКергическую систему) мозга рыб, отличающихся метаболической
стратегией выживания [10]. Золотая рыбка объединяет преобразование лактата в
этанол с метаболической депрессией (гипометаболизм), тиляпия Oreochromis mos-
sambicus сочетает анаэробный гликолиз с гипометаболизмом, а карп Cyprinus carpio
использует интенсивный анаэробный гликолиз для производства энергии. Для зо-
лотой рыбки был определен 8-часовой период экспозиции. Длительность нахожде-
ния в условиях аноксии для тилапии и карпа была выбрана до момента утраты рав-
новесия и проявления реакции избегания (2 ч для тилапии, 30 мин – для карпа).
Примечательно, что паттерн содержания аминокислот в мозге рыб наиболее суще-
ственно изменялся именно у толерантных к аноксии золотых рыбок [10]: уровень
глутамата, глутамина снижался, а концентрация глицина, аланина, ГАМК (на
48.8%), серина повышалась. Тилапия характеризовалась промежуточным типом
реакции, при которой достоверно возрастало содержание глицина, аланина,
ГАМК (на 27%), серина [10]. В мозге неустойчивого к аноксии карпа изменения
концентрации аминокислот были минимальны за исключением понижения уров-
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ня глутамина glutamine. Очевидно, независимо от избираемой метаболической
стратегии выживания устойчивость мозга к гипоксии/аноксии поддерживается в
первую очередь ГАМКергической системой.

О2-голодание на протяжении 5 ч крайне устойчивого карася Carassius carassius
приводили к удвоению количества высвобождаемой ГАМК в конечном мозге [70].
При более длительной аноксии (в течение примерно двух недель) [ГАМК] продол-
жала нарастать и увеличивалась приблизительно в 5 раз [71, 72]. Было установлено,
что изменение [ГАМК] подвержено значительной индивидуальной вариабельно-
сти, что может указывать на участие этого медиатора в механизмах очень тонкой
настройки подавления электрической активности ЦНС при аноксии [70]. Кроме
того, потенциальные возможности объемов высвобождения ГАМК значительно
превышали таковые для глутамата. Деполяризация тканей мозга путем перфузии
раствором Рингера с высокой [K+] сопровождалась увеличением внеклеточного
уровня ГАМК в 14 раз, в то время как количество глутамата в заданных условиях
едва удваивалось [70]. Соотношение количества глутамата и ГАМК свидетельству-
ет о способности мозга карася избегать высвобождения глутамата в “эксцитоток-
сическом количестве”. Ингибирование гликолиза в конечном мозге карася при
введении йодоацетата (IAA) заставило не только стремительно снизить уровень, но
и обеспечило быстрое массированное высвобождение ГАМК (10-кратное увеличе-
ние через 30 мин) относительно глутамата (в 3 раза через 2 ч) [70]. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о сопряжении развивающегося при гипоксии/аноксии
дефицита энергии со значительным выбросом ГАМК, что обеспечивает достаточ-
но сильное угнетение электрической активности нейронов и позволяет восстано-
вить уровень АТФ.

При дефиците О2 динамика высвобождения и количество высвобождаемых
медиаторов существенно различаются у видов рыб с разной степенью устойчиво-
сти к гипоксии/аноксии. В мозге неустойчивой форели Oncorhynchus mykiss выход
глутамата предшествовал высвобождению ГАМК, начинаясь через 45–60 мин
аноксии, в то время как уровень ГАМК не повышался до 90–105 мин экпозиции
[58]. У карася аноксия запускала обратную динамику событий в виде существен-
ного увеличения внеклеточной ГАМК в течение первых 30 мин аноксии, в то
время как глутамат еще не достигает статистически значимого повышения
вплоть до 90-й мин О2-голодания [70]. По-видимому, толерантные виды рыб
способны отсрочить и ограничить выход глутамата до того момента, когда будет
реализован накопительный нейропротекторный эффект быстрого и массирован-
ного высвобождения ГАМК.

IV. Класс Земноводные (Amphibia): отряд бесхвостых земноводных (Anura), семей-
ство Лягушковые (Ranidae). Амфибии появились более 370 млн лет назад и считают-
ся переходной эволюционной стадией между рыбами и рептилиями. Подобно
пресноводным черепахам и карасям, зимующие лягушки сталкиваются с тяжелой
гипоксией/аноксией при зимовке в покрытых льдом прудах и озерах [73]. Полага-
ют [74–76], что отдельные виды лягушек (Rana temporaria, Rana pipiens) обладают
промежуточной степенью чувствительности к аноксии между чувствительностью
млекопитающих и толерантностью к аноксии черепах и карася. Североамерикан-
ская леопардовая лягушка Rana pipiens время от времени “ныряет” в лишенные О2
слои воды от хищников и выдерживает аноксию в течение нескольких дней при 3–
5°C [74]. Европейская обыкновенная лягушка Rana temporaria демонстрирует ана-
логичную степень устойчивости к О2-голоданию [75]. Мозг R. temporaria и R. pipiens
способен пережить 4–5 ч в отсутствие О2 при комнатной температуре [74, 77] и вы-
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держать не менее 30 ч аноксии при 5°C [76]. При гипоксии/аноксии рефлексы зем-
новодных постепенно утрачиваются, спустя некоторое время развивается состоя-
ние полного паралича [75].

В условиях аноксии (100% N2) при комнатной температуре содержание АТФ в
мозге лягушек снижается достаточно медленно в течение примерно 3 ч [73, 77].
При низком содержании О2 (PO2 воды 30–60 мм рт. ст.) лягушки могут поддержать
определенный уровень АТФ до 16 недель [74, 77]. Развивающееся при аноксии па-
дение [АТФ] до 35% от нормоксического уровня нарушает ионный гомеостаз, ко-
гда концентрация внеклеточного K+ ([K+]o) начинает постепенно нарастать [77].
В дальнейшем медленное увеличение [К+]о приводит к еще большему его повыше-
нию с последующим высвобождением глутамата и ГАМК. Таким образом, “мед-
ленная смерть мозга лягушки” при аноксии (slow death of the anoxic frog brain) наде-
лена всеми признаками острой энергетической недостаточности, которая харак-
терна для млекопитающих, но разворачивается в более длительном временном
масштабе [73, 77].

Коллапс уровня АТФ в мозге лягушек похож на более быструю реакцию млеко-
питающих [78], однако существенно отличается от процессов адаптированных к
аноксии животных, которые поддерживают [АТФ] в мозге на протяжении многих
часов [9]. Примерно на 100-й мин О2-голодания в мозге лягушек начинает нарас-
тать концентрация аденозина (позднее высвобождение аденозина), что, вероятно,
является результатом распада внутриклеточных запасов АТФ и рассматривается
как патологическое событие, связанное с энергетическим сбоем [74]. В свою оче-
редь, после истощения запасов АТФ повышение внеклеточного уровня глутамата и
ГАМК не происходит еще в течение 1–2 ч [74]. Такого рода реакция совершенно не
похожа на процессы, наблюдаемые у других позвоночных независимо от степени
их устойчивости. Следует напомнить, что характерный для неустойчивых видов
энергетический сбой приводит к достаточно быстрому неконтролируемому и ней-
ротоксическому высвобождению возбуждающих аминокислот.

Способность мозга лягушки переносить утрату АТФ является весьма интригую-
щим фактом, поскольку защита энергетического статуса считается достаточно
важным моментом выживания нейронов. Очевидно, энергетический сбой мозга
сам по себе не является фатальным событием для этих земноводных. Особенности
функционирования мозга амфибий показывают, что потеря АТФ и гибель нейро-
нов могут быть не настолько тесно взаимосвязаны между собой, как это принято
считать [74].

ГАМКергическая система мозга амфибий характеризуется достаточно хорошим
развитием и близким подобием черт, присущих млекопитающим [79]. В мозге ля-
гушек аноксия сопровождается увеличением содержания целого ряда аминокислот –
серина, глицина, аланина и ГАМК, что демонстрируют толерантные виды. Следует
признать, что содержание глутамина, таурина и глутамата не возрастает в той же
мере, что у истинных факультативных анаэробов [80]. Было показано, что [ГАМК]
возрастала на 45% после первого часа и еще более существенно повышалась до
302 ± 78% по истечении 4-го ч аноксии, достигая самого высокого показателя сре-
ди других медиаторов [80]. Очевидно, что в мозге амфибий концентрации внекле-
точных ГАМК и глутамата начинают увеличиваться достаточно поздно [74]. При-
мечательно, что у лягушек повышение [ГАМК] было очень мало/незначительно по
сравнению с 90-кратным увеличением количества медиатора в мозге устойчивых
видов черепах после 6 ч аноксии [17]. При сопоставлении концентраций медиатора
в разных таксонах ценность ГАМК в качестве тормозного нейротрансмиттера для
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мозга лягушки может быть тем случаем, который описывается выражением “слиш-
ком мало, слишком поздно” (a case of ‘too little, too late’). Как и у млекопитающих при
аноксии, наибольший прирост внеклеточной [ГАМК] земноводных отмечается
после деполяризации клеточных мембран [74], что является скорее патологиче-
ской реакцией. Вместе с тем высвобождение большого объема тормозных соедине-
ний одновременно с экцитотоксическими агентами может представлять собой
специфичный защитный механизм, противодействующий эффекту избытка воз-
буждающих аминокислот [81]. Такие защитные механизмы срабатывают на раннем
этапе О2-голодания и функционируют более интенсивно у устойчивых к гипо-
ксии/аноксии организмов [80]. Очевидно, что на фоне заметного прироста внекле-
точных концентраций аспартата, таурина и ГАМК относительный уровень глута-
мата снижается. Поддержание сравнительно низкого уровня внеклеточного глута-
мата при аноксии/ишемии составляет наиболее существенное различие между
мозгом лягушки и мозгом млекопитающих [80]. Кроме того, в течение нескольких
часов “медленной смерти” мозга лягушки при аноксии было найдено 12-кратное
увеличение внеклеточного уровня дофамина, что также отличало R. pipiens от
устойчивых к аноксии позвоночных [80]. По-видимому, ГАМК может функциони-
ровать как “добросовестный”/bona fide ко-трансмиттер в моноаминергических (в
частности, дофаминергических) нейронах [82].

Помимо снижения скорости метаболизма на фоне медленной утраты пула АТФ
и диссипации ионного градиента [30], одним из механизмов, объясняющих спо-
собность лягушек переносить энергетическую недостаточность мозга, может
быть задержка высвобождения возбуждающих аминокислот, что предполагает иную
последовательность событий во время и после самого энергетического сбоя [74].
Возможно, что в аноксическом мозге лягушки деполяризация мембран нервных
клеток либо задерживается на срок до 2 ч после истощения АТФ, либо высвобож-
дение возбуждающих аминокислот происходит значительно позже деполяриза-
ции [74].

V. Класс Пресмыкающиеся (Reptilia), отряд Черепахи (Testudines). Черепахи —
один из четырех современных отрядов пресмыкающихся, которые существуют на
протяжении 250 миллионов лет. Отряд включает около 328 современных видов,
предпочитающих тропический и умеренный климат. Характерной особенностью
строения черепах является костно-роговой или костно-кожистый панцирь. Боль-
шинство видов черепах ведет полуводный образ жизни; в холодное и засушливое
время года черепахи могут впадать в спячку. Среди черепах встречаются сухопут-
ные, пресноводные и морские виды животных.

Отдельные представители этого отряда обладают исключительной устойчиво-
стью к аноксии не только среди рептилий, но также среди других позвоночных
[30]. Зарываясь в илистое дно покрытых льдом озер и прудов в период зимнего по-
коя, североамериканская пресноводная расписная черепаха Chrysemys picta способ-
на выдержать 4–5 мес. аноксии при температуре 1–3°C; при более высоких темпе-
ратурах она выдерживает аноксию в 100–1000 раз дольше млекопитающих [83–85].
Каймановая или кусающаяся черепаха Chelydra serpentina выдерживают 100 дней
погружения в лишенной О2 воде [86]. Вместе с тем другие виды черепах, в частно-
сти, злой трионикс Apalone ferox не отличаются особой выносливостью [87]. По-ви-
димому, основные механизмы толерантности к аноксии черепах представляют со-
бой набор уникальных приспособлений внутри самой таксономической группы.

Падение продукции макроэргов в мозге черепах при аноксии сопровождается
уменьшением потребления АТФ, что позволяет поддерживать его уровень и избе-
жать деполяризации мембраны клеток [17]. Безусловно, способность мозга этих
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рептилий снижать потребление энергии играет ключевую роль в их способности
переносить О2-голодание длительное время. Исходно у эктотермных рептилий ин-
тенсивность энергетического метаболизма всего на 10–20% меньше таковой у мле-
копитающих такого же размера при одинаковой температуре тела [88]. Аноксия
вызывает дополнительное резкое падение энергетического обмена черепах при-
близительно на 90% [89, 90]. Показано, что в состоянии зимней спячки (гиберна-
ции) скорость метаболизма черепах понижается более чем в 10000 раз по сравне-
нию с покоящимися млекопитающими аналогичного размера [90]. По-видимому,
низкая скорость обменных процессов критически важна для черепах, поскольку
позволяет им замедлить истощение энергетических резервов и отсрочить накопле-
ние большого количества кислых конечных продуктов жизнедеятельности. После
нескольких месяцев О2-голодания в крови и тканях гибернирующих черепах зача-
стую наблюдаются высокое содержание лактата, до 200 мМ [91, 92]. Образующийся
в процессе анаэробного гликолиза лактат одновременно с повышением его кон-
центрации в плазме легко проникает в ткани панциря и костей животных, где про-
исходит/осуществляется буферизация лактатной нагрузки с помощью карбоната
кальция [91]. Из-за значительной относительной массы панциря и костей скелета
(более 35% массы тела черепах) в минерализованных костных структурах скапли-
валось до 40–45% всего произведенного в организме лактата [91, 92].

Нейропротекторный механизм мозга черепах включает раннее высвобождение
аденозина [93, 94], а также более позднее, длительное высвобождение ГАМК [17,
52]. Массированное увеличение [ГАМК] отмечается примерно в момент времени
снижения первичного пика аденозина [52]. При аноксии содержание ГАМК в моз-
ге черепах увеличивается в 80 раз, а электрическая активность мозга подавляется
на 75–95% [17, 53, 95, 96]. У P. scripta через 240 мин О2-голодания [ГАМК] превы-
шала нормоксический уровень 90-кратно, в то же время существенного изменения
уровня глутамата не отмечалось [17] на фоне продолжающейся работы транспорте-
ров глутамата (EAAT, семейство переносчиков возбуждающих аминокислот) [97].
По-видимому, пресинаптическое высвобождение глутамата ингибируется посред-
ством активации ГАМК-рецепторов [98]. Интенсивное повышение [ГАМК] при
аноксии также возможно за счет анаэробного превращения глутамата в ГАМК, то-
гда как распад ГАМК зависит от наличия О2. Нарастание [ГАМК] сопряжено с уве-
личением количества ГАМК(А)-рецепторов в течение как минимум 24 ч, что по-
вышает эффективность действия тормозного медиатора [99].

Глубокая метаболическая депрессия мозга черепах сопровождается состоянием,
визуально подобным коме [100]. Вместе с тем черепахи не входят в состояние глу-
бокой комы, поскольку сохраняют замедленную реакцию настороженности, а при
зимней спячке поддерживают некоторые двигательные функции. В основе практи-
чески коматозного состояния (a comatose like state) мозга черепах также может ле-
жать ряд процессов в виде раннего высвобождения аденозина, активации КАТФ-ка-
налов, прогрессирующего высвобождения ГАМК, резкого снижения электриче-
ской активности и ограничения ионных токов [73]. При аноксии выброс большого
количества ГАМК действует подобно эндогенной анестезии, которая подавляет
метаболизм и защищает мозг практически так же, как анестетики срабатывают в
мозге млекопитающих [101]. Отсутствие заметного высвобождения глутамата во
время аноксии разительно отличает мозг черепахи от мозга млекопитающих. Один
из предполагаемых механизмов, обеспечивающих массированное высвобождение
ГАМК, может быть связан с активацией АТФ-зависимых К+-каналов клеточной
мембраны [102]. В отсутствие О2 в мозге черепахи осуществляется переход от мито-
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хондриальной (окислительной) к цитозольной (гликолитической) продукции
АТФ. Очевидно, аноксия может сопровождаться локальным увеличением концен-
трации АТФ вблизи клеточной мембраны и таким образом способствовать локаль-
ной деполяризации мембраны, содержащей АТФ-зависимые K+-каналы. Повы-
шенное количество эндогенной ГАМК при аноксии замедляет необходимую для
достижения пикового значения потенциала действия деполяризацию мембраны
(spike arrest) путем активации ГАМК(А)- и ГАМК(В)-рецепторов [102]. Также
аноксия помимо ГАМК стимулирует выход повышенного количества других тор-
мозных, снижающих синаптическую передачу нейротрансмиттеров, – глицина и
таурина [17]. Увеличение внеклеточного пула ингибирующих аминокислот может
быть одним из механизмов, лежащих в основе снижения спонтанной электриче-
ской активности и потребления энергии в лишенном О2 мозге черепахи [17]. По-
видимому, высокая устойчивость мозга черепах на фоне многократного повыше-
ния [ГАМК] связана с тесным сопряжением процессов гибернации, тормозящих
практически все физиологические функции, и процессов, обеспечивающих выжи-
вание при О2-голодании.

ВЫСОКАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ К ГИПОКСИИ/АНОКСИИ 
ВЫСШИХ ПОЗВОНОЧНЫХ И ЧЕЛОВЕКА

Считается, что высшие позвоночные (птицы, млекопитающие, включая челове-
ка) обладают весьма ограниченной способностью переносить гипоксию/аноксию
[30]. Вместе с тем во избежание предвзятого представления об этих группах позво-
ночных и человеке, следует признать, что среди них встречаются свои исключения.
Ныряющие, роющие и впадающие в спячку животные являются безусловными ма-
стерами адаптации к гипоксии [31]. К сожалению, данные о функционировании
ГАМКергической системы таких позвоночных отсутствуют. Вместе с тем к настоя-
щему времени сложилось представление о том, что устойчивые к О2-голоданию
высшие позвоночные особо выделяются тщательно скоординированной на уровне
систем органов реконфигурацией, включающей частичное отключение функций
отдельных органов при снижении РО2 [31]. Такая системная реконфигурация до-
стигается за счет столь же сложной перенастройки на клеточном и молекулярном
уровнях, которые зависят от множества факторов, включая окружающую среду,
степень гипоксического стресса, а также условия развития, поведения и экологии
определенных видов.

В данном обзоре приводится весьма краткий перечень наиболее адаптирован-
ных представителей высших позвоночных.

Птицы-ныряльщики (пингвины, утки) переживают длительные периоды гипо-
ксии (гипоксемии)/асфиксии по сравнению с наземными видами [103, 104]. Импе-
раторские пингвины Aptenodytes forsteri ныряют на глубину 500 метров на ~15 мин
[105]. Утки способны переносить погружение в течение более 10 мин [104, 106].
Было показано, что мозг представителя утиных (Anatidae) обыкновенной гаги So-
materia mollissima обладает повышенной анаэробной емкостью, поскольку в его
ткани содержится всего один изофермент лактатдегидрогеназы LDH5, который у
млекопитающих обнаруживается только в скелетных мышцах [107].

Напряжение О2 в крови морских млекопитающих (китов, тюленей) при погру-
жениях падает ниже 20 мм рт. ст. [2]. Тюлень-хохлач Cystophora cristata может по-
гружаться на глубину более 1000 м и оставаться под водой более 52 мин [108].
Функции мозга ныряющего обыкновенного тюленя Phoca vitulina (паттерн ЭЭГ),
по-видимому, практически не изменяются при снижении напряжения О2 артери-
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альной крови (PaO2) до 10–18 мм рт. ст. [109], что существенно ниже критического
значения PaO2 для мозга неныряющих млекопитающих (25–40 мм рт. ст.) [110].
При погружении тюленя-хохлача энергетический баланс его мозга удерживается, в
частности, за счет снижения интенсивности синаптической передачи [2]. Кроме
того, было установлено, что в нейронах тюленя C. cristata (по сравнению с мышью)
большинство связанных с химической синаптической (глутамат- и ГАМК-ергиче-
ской) передачей генов экспрессируются в гораздо меньшем объеме (на 78 и 80% со-
ответственно). Кроме того, нейроны тюленя C. cristata обладают способностью
ограничивать высвобождение и увеличивать обратный захват глутамата, который
может оказать эксцитотоксический эффект при гипоксии [2].

Длительные периоды острой гипоксии переживают также живущие на большой
высоте (лама Lama glama, як Bos grunniens) либо впадающие в зимнюю спячку мле-
копитающие (американский длиннохвостый суслик Spermophilus parryi) [15, 31,
111]. Сатурация гемоглобина (SaO2) ламы остается cвыше 92% при напряжении О2
артериальной крови (PaO2) около 50 мм рт. ст. [112]. Устойчивость мозга норного
грызуна голого землекопа Heterocephalus glaber, живущего свыше 30 лет, сравнива-
ют с хорошо известной толерантностью мозга новорожденных млекопитающих [3,
113]. Показано, что при О2-голодании нейроны голого землекопа сохраняют спо-
собность к синаптической передаче гораздо дольше, чем нейроны мыши, и легко
восстанавливаются после 30 мин периодов полной аноксии [5]. Предполагают, что
устойчивость голого землекопа может быть результатом сохранения целого ряда
ювенильных характеристик мозга взрослого грызуна (гипотеза неотении) [5, 15,
113]. В частности, определенные параллели между мозгом этих уникальных грызу-
нов и новорожденных млекопитающих могут просматриваться в наличии неона-
тальной разновидности субъединиц глутаматных NMDA-рецепторов [113].

Развивающиеся эмбрионы млекопитающих прекрасно адаптированы к гипо-
ксии: напряжение О2 в утробе материнского организма соответствует РО2 на высо-
те 8000 м над уровнем моря [3, 114]. Новорожденные крысята могут выживать в со-
стоящей на 100% из азота атмосфере (аноксия) в 45 раз дольше, чем взрослые осо-
би [115]. При гипоксии новорожденные крысята снижают опосредуемое эффектом
глутамата поступление Са2+ внутрь нервных клеток [116, 117], что делает их мозг
похожим на мозг черепах или голых землекопов [113, 118]. Также устойчивость моз-
га новорожденных млекопитающих объясняют сравнительно недифференциро-
ванным состоянием этого органа, приближающим его функционирование к пред-
ставителям более примитивных таксонов, в частности, к рептилиям [53].

Населяющие высокогорье (на высотах более 4000 м, в некоторых случаях более
5000 м) народности плато Тибета (тибетцы), Андского нагорья Альтиплано (попу-
ляция индейцев кечуа) и плато Семиен Эфиопского нагорья в течение многих по-
колений адаптировались к условиям с низким парциальным давлением О2 в атмо-
сфере (~ на 40% ниже, чем на уровне моря), что в первую очередь связывают с на-
личием определяющего высокую концентрацию гемоглобина (hemoglobin) гена
EPAS1, а также набора других чувствительных к гипоксии и регулирующих адапта-
цию к высокогорью генов (являются неотъемлемой частью регуляции программы
транскрипции HIF) [119–121]. По-видимому, эпигенетические процессы предо-
ставляют путь к быстрому приобретению наследуемых, адаптивных функций и мо-
гут дать избирательное преимущество в быстро меняющейся среде. Такие исследо-
вания жителей высокогорья могут позволить глубже понять механизмы, лежащие в
основе адаптивного потенциала человека и истории эволюции человека [121].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Механизмы устойчивости мозга низших позвоночных при гипоксии/аноксии
предполагают значительное снижение метаболизма, наличие запасов и эффектив-
ное использование субстратов, толерантность к конечным продуктам анаэробного
метаболизма, предотвращение повреждений свободными радикалами в процессе
реоксигенации [30]. В то же время очевидно, что при О2-голодании метаболиче-
ская депрессия устойчивых представителей разных таксонов достигается различ-
ными путями. Обеспечивающее гипометаболическое состояние высвобождение и
конечный эффект ГАМК на разных ступенях эволюции осуществляется по доста-
точно гибкой схеме (табл. 1), которая предполагает различные концентрации вы-
свобождаемой ГАМК, тесное взаимодействие с другими тормозными медиаторны-
ми системами, адресное или генерализованное воздействие на структуры мозга,
уникальные временные рамки высвобождения тормозных и возбудительных ами-
нокислот и достигаемое соотношение с основным эксцитотоксическим агентом
мозга – глутаматом. Кроме того, наблюдаемая при гипоксии/аноксии активация
ГАМКергической системы сопровождается широким спектром неврологических
проявлений, которые предполагают как сохранение основных реакций организма,
так и вхождение в практически коматозное состояние. Очевидно, что ГАМКерги-
ческая система мозга нуждается в дальнейшем исследовании. Задача будущих по-
исков в данной области состоит в том, чтобы более детально изучить механизмы и
условия вхождения мозга и отдельных нейронных сетей в гипометаболическое со-
стояние. Не вызывает сомнения тот факт, что постоянно подвергающиеся дей-
ствию гипоксии животные точно “знают”, как достичь необходимой для выжива-
ния глубины метаболической депрессии; “задача исследователей должна заклю-
чаться в том, чтобы следовать их примеру” [31], извлекая некое рациональное
зерно в поиске путей сохранения целостности мозга при дефиците О2.
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GABAergic Mechanisms of the Brain Tolerance to Hypoxia in Lower Vertebrates

E. E. Kolesnikova*
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Hypoxic/ischemic brain injuries a major medical challenge. One of the approaches to
the development of therapeutic interventions is to establish the pathways of survival for
neurons in tolerant to O2 deficiency vertebrates, which could suggest the ways to mitigate
hypoxic catastrophe for separate cells under oxygen starvation. Metabolic depression is
considered to be a universal strategy for the survival of hypoxia tolerant animals; howev-
er, the details of the mechanism of brain metabolism limitation with a decrease in PO2
have not hitherto been established. Under oxygen starvation, an increase in the extracel-
lular concentration of inhibitory neurotransmitters can be one of the significant links in
the apparatus for suppression of electrical activity, which makes it possible to reduce en-
ergy demand. GABA (γ-aminobutyric acid) serves as a universal inhibitory neurotrans-
mitter in the CNS of higher and lower vertebrates, the functioning of which is associated
with the metabolism suppression and leveling the consequences of an energy failure.
GABA is found in various taxonomic groups of vertebrates. This review considers strate-
gies for GABA involvement in the mechanisms of ensuring a brain tolerance to oxygen
starvation in representatives of various taxonomic groups of lower vertebrates (cyclos-
tomes, cartilaginous and bony fish, amphibians, reptiles), which are distinguished by a
most pronounced ability to survive under acute and chronic hypoxia/anoxia.

Keywords: GABA, brain, hypoxia, metabolic depression, lower vertebrates
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Мультисегментарная чрескожная электрическая стимуляция спинного мозга
(ЧЭССМ), воздействующая на спинальные нейронные сети и моторные пулы
мышц ног, применялась для коррекции ходьбы по беговой дорожке у пациентов,
перенесших инсульт. В исследовании принимали участие 15 пациентов в восста-
новительном периоде после острого нарушения мозгового кровообращения. Не-
инвазивный спинальный нейропротез с многоканальным стимулятором для
ЧЭССМ и системой детектирования фаз шагательного цикла (“Косима”, Рос-
сия) использовался для активации моторных пулов мышц-сгибателей ноги в фа-
зе переноса, активации моторных пулов мышц-разгибателей в фазе опоры в со-
четании с непрерывной активацией спинальных локомоторных сетей. Примене-
ние ЧЭССМ при ходьбе по беговой дорожке вызывало увеличение амплитуды
движений в голеностопном суставе и длины цикла шага на стороне пареза, а так-
же уменьшение асимметрии в фазах шага обеих ног. У 80% пациентов возрастал
подъем паретичной ноги над опорой. При сочетании непрерывной и фазозави-
симой стимуляций увеличение размаха движения в суставах было максимальным
по сравнению с только фазозависимой или только постоянной стимуляцией.
Полученные данные демонстрируют, что предложенный алгоритм ЧЭССМ мо-
дулирует параметры шагательных движений у пациентов с последствиями нару-
шения мозгового кровообращения и может рассматриваться как перспективный
метод двигательной реабилитации.

Ключевые слова: спинной мозг, электрическая стимуляция, инсульт, ходьба, ней-
ропротез

DOI: 10.31857/S0869813923040040, EDN: VIYDMZ

Список сокращений и обозначений: Асимм. – асимметрия (модуль разницы значений параметра для па-
ретичной и здоровой ноги); ВПН – высота подъема ноги; ГСС – амплитуда сгибания–разгибания для
голеностопного сустава; ДО – суммарный период двойной опоры; ДЦШ – длина цикла шага; КС –
суммарная амплитуда сгибания–разгибания коленного сустава; КСМР – фаза максимального разги-
бания коленного сустава; КСС – фаза максимального сгибания коленного сустава; НВД – начало вто-
рой двойной опоры; ОО – период одиночной опоры; ПО – период опоры; СМ – спинной мозг; СХ –
скорость ходьбы; ТБС – изменение угла тазобедренного сустава в сагиттальной плоскости; ТМР – фа-
за максимального разгибания тазобедренного сустава; ТМС – фаза максимального сгибания тазобед-
ренного сустава; ЦШ – цикл шага; ЧЭССМ – чрескожная электрическая стимуляция спинного мозга.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема реабилитации пациентов с двигательными нарушениями после ин-
сульта сохраняет свою актуальность в связи с увеличением инвалидизации населе-
ния: во всем мире наблюдается тенденция к уменьшению числа летальных случаев
инсульта, при этом количество пациентов, нуждающихся в длительном уходе и
восстановлении после инсульта, растет [1]. Одним из распространенных послед-
ствий инсульта является нарушение походки, в частности, снижение скорости
ходьбы, укорочение длины шага, избыточное перераспределение нагрузки на здо-
ровую ногу. Для восстановления этих параметров используют различные способы
тренировки ходьбы, в том числе тренировки с помощью электромеханических и
роботизированных средств и тренировки на беговой дорожке с разгрузкой массы
тела [2].

Известно, что использование эпидуральной электрической стимуляции спин-
ного мозга (СМ) в сочетании с двигательной локомоторной тренировкой улучшает
моторные функции и восстанавливает самостоятельную ходьбу по ровной поверх-
ности у парализованных пациентов с позвоночно-спинномозговой травмой [3, 4].
Показано, что чрескожная электрическая стимуляция спинного мозга (ЧЭССМ)
также способна активировать спинальные локомоторные нейронные сети, и, в
зависимости от интенсивности, позволяет воздействовать на Ia афференты, аф-
ференты группы Ib, кожные афференты, афференты мышечных веретен II груп-
пы, а также на спинальные интернейроны и вызывать прямую двигательную ак-
тивацию моторных пулов [5]. ЧЭССМ может рассматриваться как неинвазивный
аналог эпидуральной стимуляции СМ и использоваться для регуляции двига-
тельной активности [6–8]. Показано, что в сочетании с локомоторной трениров-
кой ЧЭССМ может улучшить постуральный контроль и равновесие [9] и вызвать
восстановление локомоторных функций у пациентов с травмой СМ [10, 11]. Пре-
имуществами ЧЭССМ перед эпидуральной стимуляций СМ являются неинва-
зивность воздействия и возможность синхронно стимулировать несколько спи-
нальных центров.

Возможность применения ЧЭССМ как метода коррекции локомоторных спо-
собностей человека после нарушения церебрального кровообращения ишемиче-
ского генеза мало исследована. В работе [12] применяли ЧЭССМ на уровне T11–
T12 для пациентов с двигательными нарушениями различной степени тяжести,
вызванными нарушением кровообращения головного мозга. Стимуляция с ча-
стотой 1 Гц вызывала в мышцах нижних конечностей пациентов рефлекторные
ответы с моно- и полисинаптическими компонентами, а при стимуляции с ча-
стотами 5 и 30 Гц у пациентов возникали непроизвольные движения ног, схожие
с локомоторными.

В последние годы нами разработана новая технология мультисегментарной
ЧЭССМ, позволяющая адресно активировать флексорные и экстензорные мотор-
ные пулы в определенные фазы шагательного цикла, так называемая фазозависи-
мая стимуляция. Проведенные нами исследования с участием здоровых добро-
вольцев показали, что мультисегментарная фазозависимая ЧЭССМ модулирует
параметры ходьбы на беговой дорожке [13]. Недавно показано, что мультисегмен-
тарная ЧЭССМ безопасна и эффективна для регуляции постурального контроля у
спинальных пациентов детского возраста [14], а также для восстановления ходьбы
у пациента с полным моторным поражением СМ [15].

Цель данного исследования – изучить влияние фазозависимой ЧЭССМ на
функцию ходьбы у больных с гемипарезом в восстановительном периоде после
острого нарушения мозгового кровообращения.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании участвовали 15 пациентов, женщины (n = 4) и мужчины, в воз-
расте от 33 до 79 лет (58.9 ± 14.3 лет; медиана 57.0 лет) после перенесенного ин-
фаркта головного мозга (n = 8) или ишемического инсульта. Период после болезни –
от 1 мес. до 1 года (5.1 ± 4.0 мес.; медиана 4.0 мес.). У всех пациентов диагностиро-
вали сопутствующие заболевания (гипертоническая болезнь, хроническая сердеч-
ная недостаточность, сахарный диабет и др.).

Для стимуляции использовали “Спинальный нейропротез” (“Косима”,
Москва), включающий многоканальный стимулятор для ЧЭССМ и датчик для
определения фаз переноса и опоры в шагательном цикле [16].

Нейропротез обеспечивает непрерывную ЧЭССМ на уровне позвонков Т11–Т12
и/или фазозависимую стимуляцию корешков СМ на уровне позвонков Т11 и L1 с
пораженной стороны в зависимости от фазы движения (перенос/опора) этой ко-
нечности (рис. 1a). Электроды (катоды) для непрерывной стимуляции размещали
по средней линии позвоночника между позвонками T11–T12. Ритмическая стиму-
ляция осуществлялась через электроды, расположенные на паретичной стороне,
латеральнее на ~2 см от средней линии позвоночника, по ходу корешков СМ. Два
общих анода фиксировали симметрично над гребнями подвздошных костей. По-
дробно материалы и методы стимуляции с использованием неинвазивного спи-
нального нейропротеза описаны в [13, 16]. Апробация “Спинального нейропроте-
за” на здоровых испытуемых – добровольцах [13] и на пациенте с полным мотор-

Рис. 1. (a) – Схема расположения стимулирующих электродов в разные этапы исследования. Располо-
жение катодов показано относительно позвонков T11, T12, L1, L2. Катоды изображены кругами, белый
фон – отсутствие стимуляции, черный фон – непрерывная стимуляция с частотой 30 Гц, косая и верти-
кальная штриховка – стимуляция в фазы переноса и опоры паретичной ноги с частотой 40 и 20 Гц.
Цифры внизу – номера этапов исследования. (b) – Анализируемые циклы шага (по [17]). Черным цве-
том обозначена правая нога.
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ным поражением спинного мозга [15] показала его эффективность в регуляции
локомоторной активности человека.

Последовательность этапов исследования:
1. ходьба по тредбану без стимуляции (этап 1);
2. ходьба по тредбану, непрерывная ЧЭССМ на уровне T11–T12 позвонков, ча-

стота 30 Гц (этап 2);
3. ходьба по тредбану, стимуляция корешков СМ в области позвонка Т12 на сто-

роне пареза (активация флексорных моторных пулов) во время фазы переноса па-
ретичной ноги, частота 40 Гц (этап 3);

4. ходьба по тредбану, стимуляция корешков СМ в области позвонка L1 на сто-
роне пареза (активация экстензорных моторных пулов) во время фазы опоры паре-
тичной ноги, частота 20 Гц (этап 4);

5. ходьба по тредбану, сочетание типов стимуляции 3 и 4 (этап 5);
6. ходьба по тредбану, сочетание типов стимуляции 2–4 (этап 6).
Схема расположения электродов в этапах исследования представлена на рис. 1a.
Интенсивность стимуляции каждому пациенту подбирали индивидуально, для

каждого уровня стимуляции отдельно, сразу после начала ходьбы по беговой до-
рожке, увеличивая интенсивность по 1 мА. Стимуляция не должна была вызывать
неприятных или болезненных ощущений.

Биомеханическое исследование функции ходьбы проводили с помощью ком-
плекса “Стэдис” (“Нейрософт”, Иваново). Инерционные сенсоры “Нейросенс”,
входящие в состав “Стэдис”, фиксировали на крестце, а также на обеих конечно-
стях на наружной поверхности средней трети бедра, наружной лодыжке и подъеме
стопы. Регистрировали биомеханические параметры походки: скорость ходьбы,
длина шага, углы в суставах и др. Положение калибровки соответствовало положе-
нию пациента стоя прямо с выпрямленными тазобедренными и коленными суста-
вами. На каждом этапе исследования пациент выполнял не менее 30 циклов шага
(ЦШ) – периода от начала контакта с опорой данной ноги до следующего такого
же контакта этой же ногой (рис. 1b). Используя программные возможности “Стэдис”,
определяли длительности фаз шага для каждой ноги относительно длительности
ЦШ одноименной ноги, принимая длительность ЦШ каждой ноги за 100%. Про-
странственные и кинематические параметры походки также определялись про-
граммно для каждой ноги в пределах ЦШ. Асимметрию параметров, характеризу-
ющих фазы ходьбы, считали как модуль разности между значениями параметра на
здоровой и паретичной стороне.

Для оценки влияния условий стимуляции на кинематику походки проводили
сравнение параметров ходьбы при стимуляционных воздействиях и параметров
ходьбы без стимуляции (параметры, зарегистрированные на этапах 2–6, сравнива-
ли с параметрами, полученными на этапе 1).

Статистический анализ проводили в программе Excel. Достоверность различий
показателей определяли с применением парного t-критерия Стьюдента, различия
считали достоверными при p < 0.05. Нормальность распределений проверялась по
критерию Шапиро–Уилки. Достоверность коэффициентов корреляции определя-
лась по критерию Пирсона на уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Скорость ходьбы по беговой дорожке без ЧЭССМ варьировала в диапазоне
0.16–0.38 м/с (0.27 ± 0.07 м/с). При ходьбе с ЧЭССМ скорость ходьбы по беговой
дорожке достоверно не отличалась от ходьбы без стимуляции (табл. 1). Другие па-
раметры ходьбы зависели от условия стимуляции. Средние значения кинематиче-
ских параметиров по группе представлены в табл. 1.
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Непрерывная стимуляция по средней линии спинного мозга на уровне Т11–Т12 (ак-
тивация локомоторных сетей нижних конечностей, этап 2) увеличивала суммарный
период двойной опоры паретичной ноги на 2%, что привело к достоверному
уменьшению асимметрии одиночной опоры и асимметрии начала второй двойной
опоры. Непрерывная стимуляция на уровне Т11–Т12 достоверно увеличила ампли-
туду движений в суставах паретичной ноги: на 1 градус в коленном суставе и на
2 градуса в голеностопном суставе.

Фазозависимая стимуляция корешков на стороне пареза на уровне Т11–Т12 (акти-
вация сгибателей, этап 3) приводила к увеличению суммарных периодов двойной
опоры здоровой и паретичной конечности на 3%, период одиночной опоры на па-

Таблица 1. Биомеханические параметры ходьбы для паретичной и здоровой ноги (верхний и
нижний ряд значений соответственно)

Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка. Обозначения: # – значения в % относительно
ЦШ. * – достоверные изменения параметров по сравнению со значениями на 1-м этапе исследования

Параметры Этап 1 Этап 2 Этап 3 Этап 4 Этап 5 Этап 6

ПО (%#) 71.3 ± 1.0
74.4 ± 1.3

72.3 ± 1.1
75.0 ± 1.2

72.3 ± 1.1
75.3 ± 2.2

72.5 ± 1.3
76.1 ± 1.2

72.5 ± 1.3
75.7 ± 1.1

72.7 ± 1.3
75.8 ± 1.3

Асимм. ПО (%) 4.5 ± 1.4 3.9 ± 1.3 3.6 ± 1.2* 4.6 ± 1.4 4.1 ± 1.1 4.0 ± 1.3

ОО (%#) 25.7 ± 1.1
29.0 ± 1.1

25.4 ± 1.1
28.3 ± 1.2

24.6 ± 1.1*
27.5 ± 1.1

24.3 ± 1.2*
27.8 ± 1.2

24. 7 ± 1.1
27.9 ± 1.3

24.6 ± 1.2*
27.7 ± 1.2

Асимм. ОО (%) 5.2 ± 1.5 3.7 ± 1.3* 3.6 ± 1.2 4.4 ± 1.3 4.1 ± 1.1 3.9 ± 1.3*

ДО (%#) 44.8 ± 1.8
44.5 ± 1.8

46.7 ± 1.8*
46.6 ± 1.8

47.8 ± 1.9*
47.9 ± 1.9*

48.3 ± 1.9*
48.3 ± 1.8*

47.9 ± 2.0*
48.1 ± 1.9*

48.1 ± 2.0*
48.3 ± 2.1*

Асимм. ДО (%) 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.4 ± 0.1 0.2 ± 0.0

НВД (%#) 46.5 ± 1.2
53.0 ± 1.6

49.7 ± 1.5
53.0 ± 1.4

47.5 ± 1.4
53.3 ± 1.4

47.3 ± 1.6
53.7 ± 1.4

47.5 ± 1.5
53.5 ± 1.4

47.0 ± 1.6
52.9 ± 1.5

Асимм. НВД (%) 7.9 ± 2.4 6.7 ± 2.6* 7.0 ± 2.5* 8.2 ± 2.6 8.1 ± 2.4 7.9 ± 2.6

ДЦШ (см) 48.4 ± 3.5 52.1 ± 4.00 54.1 ± 3.9* 54.5 ± 4.0* 54.8 ± 3.8* 54.7 ± 4.2*

СХ (м/c) 0.3 ± 0.0 0.3 ± 0.0 0.3 ± 0.0 0.3 ± 0.0 0.3 ± 0.0 0.3 ± 0.0

ВПН (см) 9.4 ± 0.8
11.7 ± 0.9

9.7 ± 0.7
11.8 ± 0.8

9.8 ± 0.7
11.6 ± 0.8

9.9 ± 0.7
11.8 ± 0.8

9.9 ± 0.7
11.8 ± 0.8

10.1 ± 0.7
11.6 ± 0.9

ТБС (град.) 23.0 ± 1.9
29.3 ± 1.3

23.9 ± 1.9
29.9 ± 1.3

23.2 ± 1.9
30.7 ± 1.6

24.0 ± 2.0
30.5 ± 1.6

23.7 ± 2.0
30.3 ± 1.6

23.9 ± 2.0
30.7 ± 1.8

ТМР (%) 52.8 ± 1.5
58.0 ± 1.5

53.1 ± 2.3
57.8 ± 1.4

55.3 ± 1.4*
58.5 ± 1.3

55.3 ± 1.7*
59.9 ± 1.4*

54.9 ± 1.7*
59.9 ± 1.3*

55.3 ± 1.7*
59.2 ± 1.4*

ТМС (%) 88.5 ± 1.5
89.3 ± 0.8

90.0 ± 1.2
91.3 ± 1.1

89.8 ± 1.2
91.7 ± 1.2

90.0 ± 1.1
91.9 ± 1.1

90.1 ± 1.3
92.5 ± 1.0

90.1 ± 1.1
92.1 ± 1.1

КС (град.) 38.9 ± 3.7
48.9 ± 2.1

39.9 ± 3.6*
48.8 ± 1.7

39.3 ± 3.5
48.2 ± 1.7

39.6 ± 3.4
48.3 ± 1.8

39.0 ± 3.5
48.0 ± 1.8

39.9 ± 3.6
47.9 ± 1.9

КСМР (%) 40.9 ± 4.7
39.1 ± 1.9

39.6 ± 5.0
42.9 ± 1.8

40.1 ± 5.2
42.3 ± 2.0

41.4 ± 5.2
42.3 ± 1.9

42.2 ± 5.3
42.8 ± 2.0

41.5 ± 5.5
43.3 ± 2.0*

КСС (%) 76.5 ± 1.1
77.3 ± 2.9

77.8 ± 0.8
76.4 ± 2.9

77.5 ± 0.9
77.5 ± 3.0

77.2 ± 1.1
78.1 ± 2.8

76.9 ± 1.1
77.5 ± 3.0

77.6 ±1.0
77.5 ± 3.0

ГСС (град) 15.4 ± 2.0
15.1 ± 1.2

17.1 ± 2.1*
15.7 ± 1.1

18.1 ± 2.0*
16.7 ± 1.5

18.4 ± 2.0*
17.3 ± 1.4*

19.0 ± 2.0*
17.1 ± 1.5*

18.3 ± 2.1*
17.3 ± 1.3*
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ретичной стороне уменьшился на 1%. Это отразилось в уменьшении асимметрии
периода опоры и начала второй двойной опоры на 1%. Амплитуда движений в го-
леностопном суставе паретичной ноги увеличилась на 2.5 градуса. Длина шага до-
стоверно увеличилась на 5 см, вероятно, это связано с удлинением фазы макси-
мального разгибания тазобедренного сустава паретичной ноги (на 2.5%).

Фазозависимая стимуляция корешков на стороне пареза на уровне L1–L2 (актива-
ция разгибателей, этап 4) вызывала увеличение суммарных периодов двойной опо-
ры здоровой и паретичной конечности на 3.5%, уменьшение периода одиночной
опоры на 1%. Амплитуды движений в голеностопных суставах паретичной и здоро-
вой ног увеличились на 2–3 градуса. Зарегистрировано увеличение длины шага на
6 см и удлинение фазы максимального разгибания тазобедренного сустава на паре-
тичной и здоровой стороне на 2–3%.

Фазозависимая стимуляция корешков на стороне пареза на уровне L1–L2 и Т11–T12
(этап 5). Зарегистрировано увеличение суммарных периодов двойной опоры здо-
ровой и паретичной конечности на 3%, увеличение амплитуды движений в голено-
стопных суставах паретичной и здоровой ног на 2–3 градуса. Длина шага увеличи-
лась на 6 см, это сопровождалось удлинением фазы максимального разгибания та-
зобедренного сустава на паретичной и здоровой стороне на 2%.

Непрерывная стимуляция на уровне Т11–Т12 и фазозависимая стимуляция кореш-
ков на стороне пареза на уровне L1–L2 и T11–Т12 (этап 6). Получено увеличение
суммарных периодов двойной опоры здоровой и паретичной конечности на ~3.5%,
увеличение периода одиночной опоры на паретичной стороне на 1% и уменьшение
асимметрии одиночной опоры на 1%. Амплитуды движений в голеностопных су-
ставах паретичной и здоровой ног увеличились на 2–3 градуса. Длина шага увели-
чилась на 6 см, это сопровождалось удлинением фазы максимального разгибания
тазобедренного сустава на паретичной и здоровой стороне на 2% и удлинением фа-
зы максимального разгибания коленного сустава здоровой ноги на 4%.

Однонаправленные изменения параметра в группе пациентов являются важным
показателем эффективности воздействия стимуляции. Эти данные представлены
на рис. 2. Можно видеть, что увеличение размаха движений в суставах и увеличе-
ние длины цикла шага наблюдались у большинства пациентов, их число возрас-
тало при ритмической стимуляции. Увеличение высоты подъема ноги отмечено
на 5-х и 6-х этапах стимуляции у 11 пациентов.

Для выяснения причин увеличения ДЦШ была вычислена корреляция между
ДЦШ и амплитудами углов движения в суставах для паретичной и здоровой ноги,
поскольку цикл шага складывается из движений обеих ног. Результаты представле-
ны на рис. 3. На рисунке показано, что при ритмической стимуляции сгибателей
(этап 3) связь между ДЦШ и движениями в суставах паретичной и здоровой ноги
становится схожей. В этом случае достоверная корреляция установлена между
ДЦШ и тазобедренным и ДЦШ и коленным суставом для обеих ног так же, как и
на этапе 5 – при стимуляции сгибателей и разгибателей. На основании этих дан-
ных можно заключить, что ДЦШ в большей мере определяют тазобедренный и ко-
ленный суставы, чем голеностопный сустав.

Также была вычислена корреляция между ВПН и размахом движения в суставах.
Результаты представлены на рис. 4. При стартовой ходьбе без стимуляции коэффи-
циенты корреляции составляли 0.52 для ТБС, 0.84 для КС и 0.56 для ГСС. Увеличе-
ние размаха движений в ГСС под влиянием стимуляции приводило к возрастанию
связи между ГСС и ВПН (рис. 4), наибольший коэффициент корреляции между
этими величинами при стимуляции сгибателей составлял 0.78, в то время как кор-
реляции с ТБС составляли 0.64 и 0.59 на 4-м и 6-м этапе соответственно. Из рис. 4.
можно видеть большее влияние КС и ГСС на ВПН, чем ТБС, как для паретичной,
так и для здоровой ноги. Результаты могут являться подтверждением того, что
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ДЦШ и ВПН определяются движениями во всех трех суставах, однако ВПН боль-
ше связана с движениями в коленном и голеностопном суставах, в то время как
ДЦШ – в коленном и тазобедренном суставах. Схожесть этой связи для паретич-
ной и здоровой ноги отражает влияние стимуляции (рис. 3–4), что наиболее выра-
жено при фазозависимой стимуляции (рис. 3), а также при сочетании фазозависимой
и непрерывной стимуляции (рис. 4).

Следует отметить наличие индивидуальных особенностей пациентов, известно,
что даже в норме некоторые люди при ходьбе прилагают наибольшие усилия в го-
леностопном суставе, другие больше задействуют коленный сустав [18], а после пе-
ренесенного инсульта, вероятно, будет иметь значение подвижность того или ино-
го сустава. Пример зависимости ВПН от размаха движений в суставах для одного
из пациентов приведен на рис. 5. Можно видеть, что увеличение высоты подъема
паретичной ноги обусловлено увеличением размаха движений во всех суставах,
наиболее выраженная связь наблюдается с ГСС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Апробация “Спинального нейропротеза” на здоровых испытуемых – добро-
вольцах [13] и на пациенте с полным моторным поражением спинного мозга [15]
показала его эффективность в регуляции локомоторной активности человека.

Рис. 2. Распределение количества пациентов с изменениями параметров: амплитуды движения в суста-
вах (a), длины цикла шага (b) и высоты подъема (c) паретичной ноги на разных этапах стимуляции (2–6)
относительно значения параметра при ходьбе без стимуляции (этап 1). Hip – тазобедренный, Knee –
коленный, Ankle – голеностопный сустав. По оси абсцисс – номер этапа стимуляции. По оси ординат –
количество пациентов. Черный цвет – увеличение значения параметра, серый – значение параметра
осталось без изменения, белый – уменьшение значения параметра.
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У 80% постинсультных пациентов нарушение походки формируется уже в первые
3 меc. после заболевания [19]. Одним из ее проявлений является укорочение длины
шага. Согласно полученным результатам, на разных этапах применения ЧЭССМ
длина шага увеличивалась у 60–73% пациентов, при ритмической чередующейся
стимуляции сгибателей и разгибателей наблюдалось максимальное увеличение.
Скорость ходьбы при этом мало изменялась и была задана скоростью беговой до-
рожки, увеличение скорости дорожки по просьбе пациента может быть связано с

Рис. 3. Зависимости углов в тазобедренном (h), коленном (○) и голеностопном (n) суставах от ДЦШ
при разных условиях стимуляции. Сверху вниз – этапы исследования 1–6. Слева – паретичная нога,
справа – здоровая нога. Черные символы указывают на достоверную корреляцию между величиной уг-
ла в суставе и ДЦШ.
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увеличением ДЦШ. Одним из распространенных осложнений после инсульта яв-
ляется так называемая свисающая стопа (foot drop), которая формируется в резуль-
тате парезов и параличей мышц, участвующих в подъеме передней части стопы, и
слабости разгибателя голеностопного сустава [20]. Наши результаты показывают,
что ЧЭССМ действует прежде всего на голеностопный сустав, под действием
ЧЭССМ размах движений в голеностопном суставе увеличивался у 86% пациен-
тов, среднее по группе достоверно отличалось от среднего без стимуляции, для

Рис. 4. Зависимости углов в тазобедренном (h), коленном (○) и голеностопном (n) суставах от ВПН при
разных условиях стимуляции. Сверху вниз – этапы исследования 1–6. Слева – паретичная нога, справа –
здоровая нога. По горизонтали – ВПН, см, по вертикали – амплитуда изменений суставных углов, гра-
дусы. Черные символы указывают на достоверную корреляцию между изменением угла и ВПН.
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других суставов подобного эффекта не наблюдалось, хотя на уровне тенденции
присутствовало во всех суставах. Так, во время ходьбы по беговой дорожке без сти-
муляции размах движений в голеностопном суставе на паретичной стороне состав-
лял в среднем 15.4 ± 2.0 град., увеличение этого параметра наблюдалось на всех
этапах применения ЧЭССМ, максимально при стимуляции сгибателей и разгиба-
телей (этап 5) на 3.6 град. При включении стимуляции разгибателей достоверное
увеличение наблюдалось на 2 град. и на здоровой стороне. В исследовании, прове-
денном на здоровых испытуемых [13], было получено достоверное увеличение ам-
плитуды сгибания в голеностопном суставе, в среднем по группе на 24%, в нашем
исследовании увеличение размаха движений в ГСС составляло 23%. Увеличение
коэффициентов корреляции между движениями в суставах и ДЦШ во время
ЧЭССМ показывает, что при этом возрастает связь данного параметра с работой
ГСС. Схожие результаты были получены ранее: при увеличении длины шага углы в
тазобедренном, коленном и голеностопном суставах возрастали, особенно ампли-
туда разгибания в голеностопном суставе [21].

Переход через препятствие является проблематичным для постинсультных па-
циентов, поскольку высота подъема паретичной конечности обычно меньше, чем

Рис. 5. Изменение средних значений амплитуды движения в суставах и высоты подъема ноги в ходе экс-
перимента у пациента БВ. Слева – паретичная нога, справа – здоровая нога. По оси Х – номер этапа ис-
следования. По оси Y – амплитуды изменений суставных углов, градусы; ВПН, см. Сверху вниз: сустав-
ные углы для ТБС, КС, ГСС и ВПН.
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здоровой. Важным результатом действия ЧЭССМ является повышение подъема
ноги под действием стимуляции. Если при непрерывной стимуляции увеличение
ВПН отмечено у 46% пациентов, то при ритмической стимуляции – у 60–90% па-
циентов. Мы попытались ответить на вопрос, какой сустав в большей степени
определяет подъем ноги у пациентов с гемипарезом. При проведении аналогичных
исследований с участием здоровых испытуемых было показано, что подъем ноги
определяется работой всех суставов, при этом увеличение амплитуды угла в ТБС с
увеличением ВПН отмечалось у всех участников [13]. Наши результаты показыва-
ют, что в подъеме ноги у постинсультных пациентов участвуют все суставы, так же,
как и у здоровых людей, однако с большим участием КС и ГСС. Схожесть корреля-
ционных зависимостей ДЦШ и ВПН с движениями в суставах для паретичной и
здоровой ноги подтверждает возможность регуляции кинематических параметров
ходьбы у постинсультных пациентов. Для обоснованного выбора методов лечения
и эффективных технологий реабилитации следует учитывать объективные показа-
тели ходьбы [22], анализ индивидуальных особенностей важен в этом случае для
каждого пациента.

Слабость мышц, обеспечивающих движения голеностопного сустава и стопы,
приводит к снижению скорости ходьбы и асимметрии [20]. Одним из важных кри-
териев эффективности проводимой реабилитации можно считать уменьшение
асимметрии при ходьбе [22]. По нашим данным уменьшение асимметрии при
ЧЭССМ установлено для таких фаз шага как ПО, ОО и НВД, при этом более выра-
женные изменения наблюдались при ритмической стимуляции. Так, при стимуля-
ции сгибателей наблюдалось уменьшение асимметрии периода опоры у 13 пациен-
тов, в среднем по группе с 4.48 до 3.61%, уменьшение асимметрии одиночной опо-
ры с 5.19 до 3.71 и 3.88 наблюдалось на этапах 2 и 6 соответственно. При
непрерывной стимуляции (этап 2) асимметрия НВД уменьшилась с 7.88 до 6.71, а
при стимуляции сгибателей (этап 3) до 6.95. По совокупности влияния на асиммет-
рию фаз шага наибольший вклад вносила стимуляция сгибателей (табл. 1).

Одним из широко применяемых методов реабилитации после инсульта является
функциональная электростимуляция мышц (ФЭС), в частности, передней боль-
шеберцовой и малоберцовой мышц паретичной конечности при ходьбе во время
фазы переноса ноги. При этом могут использоваться как имплантируемые, так и
накладываемые электроды. Использование неинвазивной ФЭС у неврологических
пациентов оказало положительный эффект на движения в ГСС, а также на увели-
чение ВПН во время фазы переноса ноги в цикле шага [23]. По мнению Витензона,
одного из основоположников ФЭС, цель этой методики состоит в том, чтобы не
только восстановить или улучшить биомеханику ходьбы и функциональное состо-
яние мышц, но и внести определенную коррекцию в работу локомоторных цен-
тров [24]. Применение ЧЭССМ направлено прежде всего на локомоторные центры
спинного мозга. Отличие ФЭС от ЧЭССМ заключается в том, что в первом случае
стимулируется нервно-мышечный аппарат, а во втором – воздействие адресуется к
задним корешкам, рефлекторно активируя постуральные и локомоторные сети
спинного мозга, а при фазовой стимуляции и сгибательные/разгибательные мо-
торные пулы мышц ног. Использование фазовой стимуляции позволяет модулиро-
вать их активность в рамках шагательного цикла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Однократное применение ЧЭССМ у постинсультных пациентов вызывало по-
ложительные изменения кинематических параметров шага. Ритмическая стимуля-
ция, главным образом воздействуя на фазы шага, приводила к уменьшению асим-
метрии ПО, ОО, и НВД. При ритмической стимуляции у 80% пациентов наблюда-
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лось увеличение ВПН, что связано с увеличением подвижности в ГСС и КС.
Достоверное увеличение ДЦШ определялось в большей степени движением ТБС и
КС. При сочетании непрерывной и ритмической стимуляции увеличение размаха
движения во всех суставах было максимальным. При такой стимуляции показана
схожесть корреляционных зависимостей ДЦШ и ВПН с движениями в суставах
для паретичной и здоровой ноги, что свидетельствует о возможности ЧЭССМ ре-
гулировать кинематические параметры ходьбы у постинсультных пациентов.
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Electrical Stimulation of the Spinal Cord as a Method of Regulation Walking Kinematics 
in Post-Stroke Patients

I. N. Bogachevaa, *, N. A. Shcherbakovaa, T. R. Moshonkinaa, A. A. Grishina,
D. V. Skvortsovb, c, S. N. Kaurkinb, c, and Yu. P. Gerasimenkoa

aPavlov Institute of Physiology of the RAS, St. Petersburg, Russia
bFederal Research Clinical Center of the FMBA of Russia, Moscow, Russia

cFederal Center of Brain Research and Neurotechnologies of the FMBA of Russia, Moscow, Russia
*e-mail: bogacheva@infran.ru

Multisegmental transcutaneous electrical stimulation of the spinal cord (sсTS), affecting
spinal neural networks and motor pools of leg muscles, was used to correct treadmill
walking in stroke patients. The study involved 15 patients in the recovery period after
acute cerebrovascular accidents. A noninvasive spinal neuroprosthesis with a multichan-
nel stimulator and a system for detecting phases of the walking cycle (“Cosima”, Russia)
was used to activate motor pools of leg f lexor muscles in the transfer phase, activation of
motor pools of extensor muscles in the stance phase in combination with continuous ac-
tivation of spinal locomotor networks. Using of sсTS during walking on a treadmill in-
creased the amplitude of movements in the ankle joint and the length of the step cycle on
the paresis side, as well as decreased the asymmetry of both legs in the phases of the step.
The height of the paretic leg lift increased in 80% of patients. With a combination of
continuous and phase-dependent stimulation, the increase in the range of motion in the
joints was maximal compared to phase-dependent or only constant stimulation. The ob-
tained data demonstrate that the proposed algorithm of the sсTS modulates the parame-
ters of walking movements in patients with the consequences of cerebral circulation acci-
dents and can be considered as a promising method of motor rehabilitation.

Keywords: spinal cord, electrical stimulation, stroke, walking, neuroprosthesis
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Неврологические нарушения, возникающие вследствие перенесенных травмати-
ческих, сосудистых или нейродегенеративных заболеваний головного мозга,
имеют высокую распространенность во всем мире. Среди таких нарушений мож-
но выделить двигательные, когнитивные и ментальные расстройства, значитель-
но снижающие трудовую и социальную активность больных. Это обусловливает
необходимость поиска и разработки новых эффективных нейропротекторных
препаратов. В ранее проведенных исследованиях показано, что пиримидиновый
агонист α2-адренорецепторов мафедин демонстрирует высокую эффективность
в качестве средства коррекции неврологического дефицита на модели черепно-
мозговой травмы (ЧМТ) у крыс. Несмотря на то, что результаты предыдущих ис-
следований говорят в пользу активации этим фармакологическим агентом α2-адре-
норецепторов как основного механизма нейропротекторного действия, поиск
дополнительных молекулярных мишеней является важным этапом разработки
лекарственного препарата, который мог бы использоваться в клинической прак-
тике. В настоящей работе с помощью метода ПЦР в реальном времени было изу-
чено влияние курсового 7-дневного введения мафедина в дозе 2.5 мг/кг на уро-
вень экспресии генов нейротрофического фактора мозга (BDNF), медиаторов
воспаления интерлейкинов ИЛ-1β, -6 и фактора некроза опухоли ФНО-α, а так-
же подтипов α2-адренорецепторов α2A, α2B и α2C в коре головного мозга крыс,
перенесших ЧМТ. Травматическое поражение моделировали методом контроли-
руемого кортикального удара по открытому участку зоны сенсомоторной коры
левого полушария головного мозга. Поведенческие изменения травмированных
животных оценивали в тесте “Открытое поле”, а двигательную функцию перед-
них и задних конечностей – в тестах “Стимулирование конечностей”, “Ци-
линдр” и “Сужающаяся дорожка”. Проведенными исследованиями установле-
но, что ЧМТ вызывает у крыс выраженные двигательные нарушения, а также
снижает поисково-исследовательскую активность. Также у травмированных жи-
вотных на 7-е сутки после операции происходит снижение уровня экспрессии
всех анализируемых генов, при этом снижение наиболее выражено в контрлате-
ральном (здоровом) полушарии. Курсовое введение мафедина в дозе 2.5 мг/кг
оказывало умеренное стимулирующее действие на поведение крыс с ЧМТ, уве-
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личивая их поисково-исследовательскую активность по сравнению с травмиро-
ванными животными без лечения, а также снижало степень сенсомоторного де-
фицита задней контрлатеральной конечности в тесте “Сужающаяся дорожка”.
Анализ уровня экспрессии генов показал, что изучаемое соединение способно
подавлять экспрессию генов α2B-адренорецепторов, ФНО-α и ИЛ-6 в травмиро-
ванном полушарии. При этом, в отличие от животных с ЧМТ без лечения, у
крыс, которым вводили мафедин, уровень экспрессии генов α2B-адренорецепто-
ров и ИЛ-1β был выше в здоровом полушарии, чем в травмированном. Получен-
ные результаты подтверждают ранее продемонстрированную нейропротектор-
ную активность мафедина и позволяют предположить, что данное соединение
может реализовывать свое действие через подавление экспрессии α2B-адреноре-
цепторов и провоспалительных цитокинов в травмированном полушарии при
компенсаторном увеличении их экспрессии в здоровом.

Ключевые слова: нейропротекция, α2-адреномиметики, мафедин, ПЦР в реаль-
ном времени, крысы
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ВВЕДЕНИЕ

Травматические, сосудистые и нейродегенеративные заболевания головного
мозга затрагивают миллионы людей ежегодно, являясь одной из главных причин
инвалидизации населения во всем мире [1–3]. В результате этих заболеваний у
больных снижается социальная и трудовая активность, что накладывает матери-
альные обременения на их родственников и на общество в целом [4]. Для эффек-
тивного лечения таких пациентов необходимы нейропротекторные препараты,
способные действовать на различные звенья патогенеза указанных заболеваний,
тем самым предотвращая гибель нейронов и ускоряя функциональное восстанов-
ление двигательных, когнитивных и ментальных функций. Несмотря на большое
разнообразие предложенных нейропротекторных препаратов, показавших эффек-
тивность в экспериментах на животных, только часть из них проходят клинические
испытания, и еще меньшее количество оказывается эффективным в клинической
практике [5]. Предполагается, что низкий трансляционный потенциал таких ис-
следований связан с тем, что изучаемые средства действуют изолированно на тот
или иной механизм патогенеза заболеваний, никак не влияя на параллельно про-
исходящие патологические процессы [6]. Ввиду этого нейропротекторные препа-
раты, имеющие разные молекулярные мишени в механизме действия, представля-
ются наиболее перспективными для изучения и дальнейшей разработки.

Одной из таких групп, для которой показаны разные механизмы нейропротек-
торного действия, являются агонисты α2-адренорецепторов. В начале 70-х годов
прошлого века эта группа активно использовалась в качестве антигипертензивных
средств. Позже к их применению в этом качестве охладели, однако расширились
перспективы использования их в качестве седативных, противотревожных и анти-
аддиктивных агентов. В начале 90-х годов появились работы, в которых были про-
демонстрированы положительные эффекты клонидина на модели ишемического
инсульта у крыс [7, 8]. Особенно важно, что его нейропротекторные эффекты бло-
кировались при введении крысам антагониста α2-адренорецепторов атипамезола,
это позволило предположить, что именно активация этих рецепторов является
причиной наблюдаемых эффектов. В последующих работах на различных моделях
ишемического инсульта у грызунов была показана нейропротекторная активность
и для других агонистов α2-адренорецепторов, например, тизанидина и дексмеде-
томидина [9]. Последний из препаратов в настоящий момент является объектом
детального изучения многих исследователей, и было неоднократно показано, что
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при травматических и сосудистых повреждениях головного мозга он способен сни-
жать выраженность воспалительных процессов и окислительного стресса, ингиби-
ровать апоптоз нейронов и глиальных клеток, нормализовать барьерную функцию
гематоэнцефалического барьера, поддерживать баланс прокоагулянтных и антико-
агулянтных систем, а также препятствовать развитию спазмирования церебраль-
ных сосудов [10]. Особенно важным является тот факт, что дексмедетомидин пока-
зал эффективность в клинической практике, например, при ишемическом инсуль-
те, о чем свидетельствуют результаты метаанализа с участием 879 пациентов [11].
Кроме того, нейропротекторное действие данного препарата было продемонстриро-
вано при удалении глиомы [12] и хирургическом лечении височной эпилепсии [13].

Другой агонист α2-адренорецепторов мафедин, синтезированный в Санкт-Пе-
тербургском химико-фармацевтическом университете, показал способность сни-
жать выраженность неврологического дефицита у крыс, перенесших черепно-моз-
говую травму (ЧМТ). Его курсовое 7-дневное введение в дозе 2.5 мг/кг увеличива-
ло общую двигательную активность травмированных животных, положительно
влияло на двигательную функцию передних и задних конечностей, уменьшало
объем повреждения головного мозга и снижало выраженность воспалительных
процессов в очаге травмы [14]. В последующих экспериментах нейропротекторная
активность мафедина на модели ЧМТ у крыс была подтверждена с помощью элек-
трофизиологических методов исследования (электрокортикография, а также ана-
лиз зрительных и соматосенсорных вызванных потенциалов). Было установлено,
что введение этого соединения приводило к нормализации работы межполушар-
ных связей отделов мозга, отдаленных от области повреждения, а также внутрипо-
лушарных связей здорового полушария к 7-му дню после травмы. Кроме того, у
животных, которым вводили мафедин, были отмечены положительные изменения
ответов коры на фото- и соматосенсорную стимуляцию [15].

Поскольку введение йохимбина в эквимолярных количествах отменяло боль-
шую часть положительных эффектов мафедина, можно сделать вывод, что нейро-
протекторное действие последнего реализуется за счет активации α2-адренорецеп-
торов [14]. Однако для создания препарата, который в дальнейшем мог бы исполь-
зоваться в клинической практике, необходимо изучение его молекулярных
механизмов действия. В связи с этим целью настоящей работы было изучение мо-
лекулярно-генетических механизмов действия мафедина на модели ЧМТ у крыс с
использованием метода количественной полимеразной цепной реакции с обрат-
ной транскрипцией в реальном времени (РРТ-кПЦР). В качестве потенциальных
молекулярных мишеней действия изучаемого соединения нами были выбраны
нейротрофический фактор мозга BDNF, медиаторы воспаления интерлейкин ИЛ-1β,
ИЛ-6 и фактор некроза опухоли ФНО-α, а также подтипы α2-адренорецепторов:
α2A, α2B и α2C.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование было выполнено на 30 крысах-самцах линии Вистар в возрасте
3 мес. и массой 250–300 г, полученных из Питомника лабораторных животных
“Рапполово” (Ленинградская область, Россия). Крыс содержали по 5 особей в
клетке, при температуре в помещении 20–22°C и световом режиме 12 ч свет 750 лк/12 ч
темнота. Все животные получали стандартный пищевой рацион (сухой полнора-
ционный гранулированный экструдированный комбикорм рецепт ПК-120,
ООО “ЛАБОРОТОРКОРМ”, Россия) и имели доступ к пище и воде ad libitum. Кры-
сы всех экспериментальных групп были взяты из одной партии и прошли карантин
в течение 14 сут. Каждому животному присваивали свой идентификационный но-
мер и проводили разделение на 3 группы – контрольные, ЧМТ и ЧМТ + мафедин,
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путем рандомизации методом случайных чисел. Во всех экспериментальных груп-
пах было по 10 животных (рис. 1a).

ЧМТ моделировали путем нанесения дозированного удара по участку сенсомо-
торной коры с помощью травматора (RWD Life Science Inc., США). Локализацию
зоны сенсомоторной коры определяли по атласу стереотаксических координат
Paxinos и Watson 16]. Перед операцией животных наркотизировали раствором ти-
летамина/золазепама (Золетил 50®, Virbac, Франция; 30 мг/кг, внутримышечно),
после чего проводили трепанацию в левой лобной части черепа над зоной сенсо-
моторной коры. Центр трепанационного отверстия находился на 3.0 мм ростраль-
нее и 2.0 мм латеральнее брегмы (рис. 1b). После этого в трепанационное отверстие
помещали подвижный стальной поршень диаметром 4 мм с ходом 5 мм, по которо-
му с высоты 22 см ударял скользящий в стальной трубке груз массой 60 г. Высвер-
ленную пластину возвращали на место и ушивали разрез кожи.

После выхода из наркоза крыс возвращали в домашние клетки со свободным до-
ступом к воде и корму в течение всего периода исследования. Состояние животных
отслеживали ежедневно утром и вечером, при необходимости обрабатывали швы
раствором 10%-ного бетадина. Антибиотики, анальгетики и противовоспалитель-
ные препараты не использовались в настоящем исследовании ввиду того, что боль-
шинство из них в той или иной степени могут влиять на течение патологических

Рис. 1. Экспериментальные группы (a), координаты нанесения черепно-мозговой травмы (b), расписа-
ние проводимых экспериментов и процедур (с) и схема взятия биоматериала для молекулярно-генети-
ческого анализа (d). TBI – черепно-мозговая травма, i/p – внутрибрюшинно, AP – рострокаудально,
ML – медиолатерально, RT-qPCR – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией в режиме
реального времени.
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процессов при травматическом поражении головного мозга, тем самым искажая
результаты исследования. Ввиду отсутствия признаков боли, дистресса и развития
местных или системных воспалительных реакций, ни одно из животных не было
преждевременно выведено из экспериментов.

Мафедин (6-оксо-1-фенил-2-(фениламино)-1,6-дигидропиримидин-4-олят на-
трия) (2.5 мг/кг внутрибрюшинно (в/б)) [14, 15] или физиологический раствор (0.5 мл в/б)
вводили соответствующим группам животных спустя 1 ч после нанесения травмы и
далее каждый день согласно расписанию (рис. 1c) в течение 6 дней. Поведенческие
и функциональные тесты у экспериментальных животных проводили на 1-е, 3-и и
7-е сутки после операции. Для объективизации полученных результатов была ис-
пользована маскировка групп (“ослепление” операторов). После тестирования на
7-е сутки крыс эвтанизировали методом декапитации и осуществляли взятие
участка коры головного мозга, расположенного каудальнее места травмы (зона
сенсомоторной коры), для дальнейшего исследования (рис. 1d).

На 1-е, 3-и и 7-е сутки после травмы у животных оценивали выраженность нев-
рологического дефицита в тесте “Стимулирование конечностей” (Limb placing
test). Тест заключался в оценке ответа задних и передних конечностей на тактиль-
ную и проприоцептивную стимуляцию. Процесс тестирования состоял из 7 раз-
личных испытаний; результаты выражали в сумме баллов. Для оценки нарушений
в работе конечностей использовалась следующая система подсчета: 2 балла – кры-
са полностью выполняла испытание; 1 балл – крыса выполняла испытание с за-
держкой в более чем 2 с и/или не полностью; 0 баллов – крыса не отвечала на сти-
мулирование конечности. Максимально возможное суммарное количество баллов
было равно 14. Результат выражали в сумме баллов [14].

На 7-е сутки оценивали общую двигательную и исследовательскую активность в
тесте “Открытое поле” (ОП), фиксируя передвижения животных в установке
(ООО “НПК Открытая наука”, Россия) при помощи видеокамеры (Canyon, ASBIS,
Кипр) в течение 3 мин. Анализ полученных видеозаписей осуществляли с помо-
щью программы VideoMot2 3.0.1 (TSE Systems, Германия). Оценивали пройденную
дистанцию (см), среднюю скорость движения (см/с), число посещенных участков
поля, число замираний, суммарное время замираний (с), время нахождения в центре
поля (с), количество грумингов, стоек и заглядываний в отверстия – “норки” [17].

В тесте “Цилиндр” оценивали асимметрию использования животным передних
конечностей в процессе исследования стенок цилиндра. Крысу помещали в про-
зрачный пластмассовый цилиндр (ООО “НПК Открытая наука”, Россия) и прово-
дили видеорегистрацию ее движений. Время тестирования не ограничивали, доби-
ваясь не менее 10 касаний стенок цилиндра. Просмотр видеозаписи проводили в
покадровом режиме, подсчитывая количество актов независимого использования
ипси- и контрлатеральной к месту повреждения конечностей во время исследова-
ния стенки цилиндра после подъема на задние лапы, а также одновременного ис-
пользования обеих конечностей. Результаты представляли как процент использо-
вания контрлатеральной конечности от общего числа поведенческих актов (CL, %)
и рассчитывали по формуле [17]: CL = (Контр + 0.5 Одновр)/(Ипси + Контр + Од-
новр) × 100, где Контр – контрлатеральная к месту повреждения конечность; Од-
новр – одновременное использование обеих передних конечностей; Ипси – ипси-
латеральная к месту повреждения конечность.

Тест “Сужающаяся дорожка” (Beam walking) (СД) позволяет оценить выражен-
ность сенсомоторного дефицита передних и задних конечностей. Установка
(ООО “НПК Открытая наука”, Россия) представляет собой две плавно сужающие-
ся дорожки длиной 165 см, располагающиеся непосредственно друг под другом.
Нижняя дорожка выполняет функцию платформы, на которой оказываются ко-
нечности животного во время соскальзывания с верхней дорожки. В конце доро-
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жек находится черный ящик, который является конечной целью животного. Перед
моделированием ЧМТ крыс обучали пересекать СД в течение 3 последовательных
дней. Во время тестирования проводили запись движений животных на видеока-
меру. Далее в покадровом режиме просмотра подсчитывали количество постано-
вок контралатеральной к месту повреждения конечности на нижнюю дорожку
(ошибок), количество соскальзываний с верхней дорожки на нижнюю и общее ко-
личество шагов. Подсчет количества ошибок, количества соскальзываний и общее
количество шагов для передней и задней контрлатеральных конечностей проводи-
ли отдельно. Полученные в результате трех попыток данные усредняли, степень
сенсомоторного дефицита (SD, %) вычисляли по формуле и выражали в процен-
тах: SD = Ошибки + 0.5 × Соскальзывания/Общее количество шагов ×100 [17].

После проведения всех поведенческих и сенсомоторных тестов на 7-е сутки по-
сле травмы животных, предварительно наркотизированных тилетамином/золазе-
памом, подвергали декапитации и извлекали область сенсомоторной коры левого
и правого полушария головного мозга. Выбор данных областей коры для дальней-
шего анализа был обусловлен тем, что в предыдущих исследованиях мафедин был
изучен и показал положительные эффекты в большей степени в сенсомоторных те-
стах. Полученный материал хранили при температуре –80°С, после чего ткани го-
могенизировали c помощью 3D-гомогенизатора роторного типа Precellys Evolution
(Bertin Technologies, Франция) с целью последующего выделения из гомогенизата
нуклеиновых кислот и проведения ПЦР. Для выделения рибонуклеиновой кислоты
(РНК) использовали набор БиоМастер LRU-100-50 (ООО “Биолабмикс”, Россия).
Выделение РНК проводили согласно протоколу, указанному производителем. По-
сле этого измеряли концентрацию РНК с помощью спектрофотометра NanoPho-
tometer NP80 (Implen, Германия), приводили ее к 0.1 нг/мкл и далее методом об-
ратной транскрипции синтезировали комплементарную дезоксирибонуклеиновую
кислоту ДНК (кДНК) с помощью набора реактивов БиоМастер ОТ M-MuLV-RH
(ООО “Биолабмикс”, Россия). Концентрацию кДНК после измерения приводили
к 50 нг/мкл, затем методом РРТ-кПЦР (амплификатор CFX 96, Bio-Rad, США)
определяли относительную степень экспрессии генов bdnf (BDNF), il1b (ИЛ-1β),
il6 (ИЛ-6), tnfa (ФНО-α), adra2a, adra2b и adra2c (α2A, α2B, α2C-адренорецептор со-
ответственно) с помощью готовой смеси реактивов БиоМастер Hs-qPCR (2×)
(ООО “Биолабмикс”, Россия). Уровень экспрессии генов оценивали относительно
экспрессии гена домашнего хозяйства глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы
(GAPDH). Синтез праймеров (табл. 1) осуществляла фирма Beagle (Москва). Спе-
цифичность продуктов амплификации контролировали по кривым плавления.

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью пакета
программы GraphPad Prism 9.0.0. Для проверки нормальности распределения дан-
ных использовали W-критерий Шапиро–Уилка, значимость различий между груп-
пами при нормальном распределении данных оценивали с помощью однофактор-
ного дисперсионного анализа ANOVA c post hoc тестом по Тьюки, а при распреде-
лении, отличном от нормального, – с помощью непараметрического критерия
Краскела–Уоллиса с post hoc тестом по Данну. Для сравнения относительного
уровня экспрессии генов между полушариями в пределах одной группы использо-
вали критерий Вилкоксона–Манна–Уитни. Различия считали статистически зна-
чимыми при p < 0.05. Анализ статистической мощности не производили.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Травматическое поражение сенсомоторной коры и нижележащих структур левого
полушария приводило у крыс к выраженным поведенческим и двигательным нару-
шениям, регистрируемым на протяжении всего периода исследования. На 1-е сутки
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после перенесенной травмы по одному животному из групп ЧМТ и ЧМТ + Мафедин
погибли, ввиду этого в данных группах в экспериментах участвовало по 9 крыс.

В тесте ОП на 7-е сутки после операции животные группы ЧМТ реже совершали
стойки (p < 0.05) и заглядывания в норки (p < 0.05) по сравнению с контрольной
группой (рис. 2). В тесте “Стимулирование конечностей” (рис. 3а) сумма баллов у
травмированных животных была меньше (p < 0.01) во все дни тестирования (1-е, 3-и и
7-е сутки после операции) по сравнению со здоровой группой. Стоит отметить, что
в данном тесте у животных с ЧМТ было отмечено спонтанное восстановление дви-
гательной функции передних и задних конечностей (p < 0.01 для 1-х суток по срав-
нению с 3-ми), однако на 7-е сутки оно все еще было неполным, о чем свидетель-
ствует тот факт, что результаты этой группы значимо отличались от результатов
контрольных животных. В тесте “Цилиндр” (рис. 3b) травмированные крысы
практически в 2 раза реже (p < 0.05) использовали контрлатеральную (правую) лапу
в процессе изучения стенки цилиндра по сравнению с животными без травмы.
Кроме того, выраженные двигательные нарушения в группе ЧМТ подтверждались
в тесте “Сужающаяся дорожка” (рис. 3c), в котором степень их сенсомоторного де-
фицита была выше как для передней (p < 0.05), так и для задней (p < 0.01) контрла-
теральных конечностей по сравнению с контрольной группой.

Анализ экспрессии генов методом РРТ-кПЦР (рис. 4) показал, что травматиче-
ское поражение левого полушария приводит к снижению относительного уровня
экспрессии всех анализируемых генов (bdnf, il1b, il6, tnfa, adra2a, adra2b и adra2c)
как в левом (травмированном), так и в правом (здоровом) полушарии на 7-е сутки
после травмы. Общей закономерностью было также то, что для всех генов степень
экспрессии была ниже в контрлатеральном полушарии, чем в ипсилатеральном
(p < 0.05 для tnfa и p < 0.01 для il6 и adra2b). Важно отметить, что у здоровых крыс
мы наблюдали выраженную межполушарную ассиметрию уровня экспрессии того
или иного гена, однако при усреднении значений не было получено достоверных
различий между полушариями.

Курсовое 7-дневное введение мафедина увеличивало среднюю скорость пере-
движения (p < 0.01) и число заглядываний в норки (p < 0.05) в тесте ОП у травмиро-
ванных крыс по сравнению с животными без лечения. Кроме того, данной группой
было совершено большее число переходов (p < 0.01), и у них была выше средняя
скорость (p < 0.01) по сравнению с контрольной группой. В тестах “Стимулирова-

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности использованных праймеров

Ген Праймеры Ссылка

bdnf FW: 5′-CCGGTATCCAAAGGCCAACT-3′
RV: 5′-CTGCAGCCTTCCTTGGTGTA-3′

[18]

il1b FW: 5′-GTTCTGTCCATTGAGGTG-3′
RV: 5′-ATTGTGGCTGTGGAGAAG-3′

[19]

il6 FW: 5′-TACTTCACAAGTCCGGAG-3′
RV: 5′-TCCAGAAGACCAGAGCAG-3′

[19]

tnfa FW: 5′-CACGCTCTTCTGTCACTGA-3′
RV: 5′-GGACTCCGTGATGTCTAAGT-3′

[20]

adra2a FW: 5′-GGTAAGGTGTGGTGGGAGAT-3′
RV: 5′-CAGCGCCCTTCTTCTCTATG-3′

[21]

adra2b FW: 5′-GCACCACACAAAACCTGTTCCT-3′
RV: 5′-TTGTAGATGAGGGGCGGTAG-3′

[21]

adra2c FW: 5′-TACTGTGCTGGTTCCCCTTC-3′
RV: 5′-CAGAGGCCCAGTTGTCTCTC-3′

[21]
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ние конечностей” и “Цилиндр” не было отмечено значимого положительного эф-
фекта мафедина, однако в последнем случае наблюдалась тенденция к увеличению
частоты использования контрлатеральной конечности у группы, получавшей лече-
ние. Степень сенсомоторного дефицита задней контрлатеральной конечности в те-
сте СД была ниже (p < 0.05) у крыс, которым вводили мафедин, по сравнению с
группой ЧМТ.

Аналогично группе травмированных животных без лечения, у крыс, которым
после травмы вводили мафедин, было выраженное снижение уровня экспрессии
всех анализируемых генов (рис. 4) в обоих полушариях по сравнению с контроль-
ной группой. Однако в противоположность группе ЧМТ у животных, которым вво-
дили мафедин, для большинства генов (за исключением il6) уровень экспрессии
был выше в правом, здоровом, полушарии, чем в левом, травмированном (p < 0.01
для adra2b и il1b). При сравнении значений показателей между группами было по-
лучено, что уровень экспрессии adra2b, tnfa и il6 в левом полушарии у группы ма-
федина был значимо ниже (p < 0.05 во всех случаях) по сравнению с группой без
лечения.

Рис. 2. Значения поведенческих показателей крыс контрольной группы (Control, n = 10), группы ЧМТ
(TBI, n = 9) и группы ЧМТ + Мафедин (MAF, n = 9) в тесте “Открытое поле”. Данные представлены как
медиана (минимальное значение; максимальное значение). Для показателей “число переходов”
(F2.25 = 3.972, p < 0.05) и “средняя скорость” (F2.25 = 7.453, p < 0.01) был использован однофакторный
дисперсионный анализ ANOVA c post hoc тестом по Тьюки, а для показателей “число стоек” (H = 7.105,
p < 0.05) и “число заглядываний” (H = 8.184, p < 0.05) – критерий Краскела–Уоллиса с post hoc тестом
по Данну. * p < 0.05, ** p < 0.01 – достоверные различия по сравнению с группой ЧМТ; && p < 0.01 – до-
стоверные различия по сравнению с контрольной группой.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании было установлено, что курсовое 7-дневное введение
мафедина крысам, перенесшим ЧМТ, увеличивает локомоторную и поисково-ис-
следовательскую активность последних в тесте ОП на 7-е сутки после операции.
Эти данные согласуются с результатами, полученными в ходе двух предыдущих се-
рий экспериментов [14], в первой из которых была подобрана эффективная доза
мафедина и было проведено сравнение с активностью другого агониста α2-адрено-
рецепторов клонидина, а во второй оценивались эффекты мафедина на фоне вве-
дения антагониста α2-адренорецепторов йохимбина. В обоих случаях мафедин в
дозе 2.5 мг/кг увеличивал общую двигательную активность (вычисляемую как сум-
му пересечений квадратов, стоек, заглядываний в норки и грумингов) крыс с ЧМТ
в тесте ОП по сравнению с контролем на 3-и сутки после операции.

Стоит отметить, что в данной работе поведение крыс с ЧМТ мало отличалось от
такового контрольных животных, и значимые различия между группами были по-
лучены только по двум показателям: количеству стоек и заглядываний в норки.
В прошлых сериях экспериментов [14] снижение общей двигательной активности

Рис. 3. Результаты оценки функции передней и задней контрлатеральных конечностей крыс контроль-
ной группы (Control, n = 10), группы ЧМТ (TBI, n = 9) и группы ЧМТ + Мафедин (MAF, n = 9) в тестах
“Стимулирование конечностей” (a), “Цилиндр” (b) и “Сужающаяся дорожка” (c). Данные представле-
ны как медиана (минимальное значение; максимальное значение). CL – частота использования контр-
латеральной (левой) передней конечности, FL – передняя конечность, HL – задняя конечность, SD –
степень сенсомоторного дефицита, %; * p < 0.05, ** p < 0.01 – достоверные различия по сравнению с груп-
пой ЧМТ (критерий Краскела–Уоллиса с post hoc тестом по Данну). (a) – H = 22.34, p < 0.01, H = 19.67,
p < 0.01 и H = 20.19, p < 0.01 для 1-, 3- и 7-го дня соответственно; (b) – H = 7.158, p < 0.05; (c) – H = 8.964,
p < 0.05 и H = 12.1, p < 0.01 для передней и задней лап соответственно.
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Рис. 4. Относительный уровень экспрессии генов adra2a, adra2b, adra2c, bdnf, il6, il1b, tnfa в левом (L) и
правом (R) полушариях животных контрольной группы (Control, n = 10), ЧМТ (TBI, n = 9) и группы
ЧМТ + Мафедин (MAF, n = 9). Слева представлена тепловая карта уровня экспрессии анализируемых
генов, за 100% взяты соответствующие значения левого полушария контрольной группы. Данные на
диаграммах представлены как медиана (минимальное значение; максимальное значение). *p < 0.05,
**p < 0.01 – достоверные различия между полушариями (критерий Краскела–Уоллиса с post hoc тестом
по Данну); & p < 0.05, && p < 0.01 – достоверные различия по сравнению с соответствующим полушари-
ем контрольной группы (критерий Краскела–Уоллиса с post hoc тестом по Данну), # p < 0.05 – досто-
верное отличие от значений группы ЧМТ в соответствующем полушарии (критерий Краскела–Уоллиса
с post hoc тестом по Данну). Для сравнения относительного уровня экспрессии генов между полушари-
ями в пределах одной группы использовали критерий Вилкоксона–Манна–Уитни.
adra2a: H = 12.35, p < 0.01 и H = 14.37, p < 0.01 для Control_L vs. TBI_L vs. MAF_L и Control_R vs. TBI_R
vs. MAF_R; adra2b: H = 18.83, p < 0.01 и H = 10.97, p < 0.01 для Control_L vs. TBI_L vs. MAF_L и Con-
trol_R vs. TBI_R vs. MAF_R; adra2c: H = 16.44, p < 0.01 и H = 2.361, p = 0.3071 для Control_L vs. TBI_L vs.
MAF_L и Control_R vs. TBI_R vs. MAF_R; bdnf: H = 4.25, p = 0.119 и H = 4.816, p = 0.09 для Control_L vs.
TBI_L vs. MAF_L и Control_R vs. TBI_R vs. MAF_R; il1b: H = 8.352, p < 0.05 и H = 10.71, p < 0.01 для Con-
trol_L vs. TBI_L vs. MAF_L и Control_R vs. TBI_R vs. MAF_R; il6: H = 16.47, p < 0.01 и H = 19.22, p < 0.01
для Control_L vs. TBI_L vs. MAF_L и Control_R vs. TBI_R vs. MAF_R; tnfa: H = 8.998, p < 0.05 и H = 7.551,
p < 0.05 для Control_L vs. TBI_L vs. MAF_L и Control_R vs. TBI_R vs. MAF_R.

**

6

4

2

0

il6

il6

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

C
on

tr
ol

_L

&&

&& &&

#

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

*

4

3

1

2

0

tnfa

tnfa

C
on

tr
ol

_L

& &
#

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

10

8

6

4

2

0

adra2c

adra2c

il1b

il1b

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

C
on

tr
ol

_L

&&

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

4

3

2

1

0

adra2a
adra2a

adra2b

adra2b

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

C
on

tr
ol

_L

&&&&

1.5

&

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

C
on

tr
ol

_L

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

8

6

4

2

0

C
on

tr
ol

_L

&&&& #

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

2.5

2.0

1.5

0.5

1.0

0

bdnf

bdnf

C
on

tr
ol

_L

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

15

5

10

0

C
on

tr
ol

_L

C
on

tr
ol

_R

T
B

I_
L

T
B

I_
R

M
A

F
_L

M
A

F
_R

**

&& &&

** **

1.0

0.5

0



448 СЫСОЕВ и др.

у травмированных крыс на 3-и сут после операции всегда было статистически зна-
чимо. Аналогичные изменения поведения травмированных животных были полу-
чены и при изучении других молекул [17, 21]. Вероятно, это связано с тем, что в на-
стоящей серии мы тестировали крыс в ОП на 7-е, а не на 3-и сут после травмы, и
спонтанное восстановление локомоторной активности, характеризуемой такими
показателями, как пройденная дистанция, число пересеченных квадратов, средняя
скорость, а также число замираний и их общее время, уже произошло [23].

Кроме того, в настоящей работе было еще два дополнительных отличия экспе-
риментальных условий от прошлых серий. Во-первых, используемый инъекцион-
ный наркотик хлоралгидрат был заменен на менее токсичный тилетамин/золазе-
пам [24, 25], и, во-вторых, было использовано новое устройство для нанесения до-
зируемого удара по области сенсомоторной коры (табл. 2). При сопоставлении
параметров нанесения травмы можно сделать вывод, что в настоящем исследова-
нии ЧМТ была более тяжелой, а значит, выраженность неврологического дефици-
та во всех тестах должна была быть выше, чем в прошлых экспериментах. Несмотря на
то, что степень сенсомоторного дефицита у крыс с ЧМТ в тесте “Стимулирование
конечностей” в данной работе была аналогична таковой в предыдущих сериях (ре-
зультаты теста были использованы как критерий успешности моделирования
ЧМТ), в тесте СД этот показатель был в несколько раз ниже для обеих лап, что сви-
детельствует о более быстром спонтанном восстановлении сенсомоторных функ-
ций. Можно сделать вывод, что в настоящем исследовании было большее повре-
ждение левого полушария, однако к 7-му дню степень восстановления сенсомо-
торных функций передней и задней контрлатеральных лап была выше. Наиболее
вероятным объяснением такой особенности является нейропротекторное действие
тилетамина и золазепама, используемых для наркотизации крыс перед операцией.

Рис. 5. Тепловая карта значений средней амплитуды δ-, θ-, α-, а также низко- и высокочастотных
β-ритмов в отведениях FP1, FP2, C3, C4, O1 и O2 у животных экспериментальных групп на 3-и и
7-е сутки после травмы. TBI – травмированные крысы без лечения, Mafedine – травмированные крысы, ко-
торым ежедневно вводили мафедин в дозе 2.5 мг/кг в течение 7 дней, Dex – травмированные крысы, ко-
торым ежедневно вводили агонист α2-адренорецепторов дексмедетомидин (препарат сравнения) в дозе
25 мкг/кг в течение 7 дней. За 100% приняты соответствующие значения группы условно здоровых
крыс. Рисунок взят из ранее опубликованной работы авторов [15].
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Несмотря на то, что и хлоралгидрат, и тилетамин/золазепам обладают нейропро-
текторным действием [26, 27], при сравнении их эффективности на модели ише-
мии–реперфузии методом окклюзии среднемозговой артерии у крыс было показа-
но, что второе средство является более активным [27]. У животных, которым вво-
дили тилетамин/золазепам в дозе 40 мг/кг за 24 ч до моделирования ишемии,
происходило более быстрое восстановление двигательных функций в тесте “Сти-
мулирование конечностей”, а также был меньше объем инфаркта и выраженность
отека мозга. Таким образом, менее выраженное нейропротекторное действие ма-
федина в настоящей серии можно связать с тем, что, во первых, тестирование трав-
мированных крыс в тесте ОП проводилось в более поздний период после ЧМТ, а
во вторых, используемый наркоз мог маскировать эффекты изучаемого соедине-
ния за счет собственного нейропротекторного действия.

Влияние агонистов α2-адренорецепторов на течение патологических процессов
при ишемическом или травматическом поражении головного мозга было неодно-
кратно показано в экспериментах на грызунах [7–9, 28]. Первоначально в качестве
предполагаемых механизмов нейропротекторного действия данной группы препа-
ратов рассматривали: снижение избыточного выброса возбуждающих медиаторов
за счет действия на пресинаптические α2-адренорецепторы, блокаду потенциалза-
висимых кальциевых каналов, активацию G-белок-связанных К+-каналов внут-
реннего выпрямления, ингибирование аденилат- и гуанилатциклазы или развитие
системной гипотермии [9, 29]. Позже множество работ продемонстировали спо-
собность дексмедетомидина снижать интенсивность воспалительных процессов в
области травмы, нормализовать функцию гематоэнцефалического барьера, умень-
шать отек головного мозга, а также ингибировать процесс апоптоза нейронов и
препятствовать аутофагии [10]. Особое внимание экспериментальные исследова-
ния уделили влиянию препарата на работу сигнального пути TLR4/MyD88/NF-κB,
продуцирующего цитокины, способные вызывать повреждение нервной системы,
такие как ИЛ-1β, ИЛ-6, и ФНО-α [30, 31]. В связи с этим в качестве потенциаль-
ных мишеней действия мафедина в настоящем исследовании были выбраны имен-
но эти медиаторы воспаления.

В отличие от данной работы, в большинстве других исследований с использова-
нием модели ЧМТ у крыс экспрессию ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α изучали в течение
первых 3 дней после травмы. Это связано с тем, что выброс провоспалительных
цитокинов происходит в острый период после ЧМТ, что было наглядно продемон-
стрировано в работе Dalgard и соавт. [33]. В этом исследовании также было показано,
что увеличение количества провоспалительных цитокинов происходит в большей
степени в травмированном полушарии. Аналогично в экспериментах на мышах
линии C57BL/6 [33] ЧМТ вызывала увеличение уровня ИЛ-1β, ИЛ-6 (и экспрес-
сии генов, и белков) в травмированном полушарии с 1-го по 7-й дни после травмы,

Таблица 2. Сравнение параметров устройств для моделирования черепно-мозговой травмы у
крыс, используемых в прошлых экспериментальных сериях [14, 15, 17, 22] и в настоящем ис-
следовании

Параметр Прошлые
экспериментальные серии

Настоящее
исследование

Диаметр травмирующей поверхности, мм 3 4
Ход травмирующей поверхности, мм 4 5
Высота падения груза, см 10 22
Масса груза, г 50 60
Форма ударной поверхности Цилиндрическая Сферическая
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однако этот подъем был выше в ипсилатеральном полушарии по сравнению с кон-
трлатеральным. Кроме того, в последней работе было отмечено некоторое сниже-
ние уровня мРНК ИЛ-1β к 20-му дню после травмы.

Неожиданное снижение уровня экспрессии провоспалительных цитокинов у
крыс с ЧМТ по сравнению с контрольной группой в настоящей работе может быть
связано с нейропротекторным действием используемого наркозного агента, о ко-
тором было упомянуто ранее. Dalgard и соавт. [33] и Lagraoui и соавт. [34] исполь-
зовали в своей работе смесь 2% изофлурана и 98% кислорода, которая, вероятно,
не оказывает выраженного влияния на экспрессию провоспалительных цитоки-
нов. Тем не менее, несмотря на некоторые отличия в настоящей работе изменений
экспрессии ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α у крыс после травмы от результатов работ дру-
гих авторов, эффекты мафедина являются выраженными и в большинстве случаев
статистически значимыми. Изучаемое соединение подавляло уровень ИЛ-1β, ИЛ-6 и
ФНО-α в травмированном полушарии у крыс по сравнению с животными без ле-
чения, при этом экспрессия ИЛ-1β в контрлатеральном полушарии увеличивалась
по сравнению с ипсилатеральным, Данную особенность действия мафедина, без-
условно, нельзя однозначно трактовать как положительный или отрицательный
эффект. Тем не менее, полученные данные позволяют предположить, что изучае-
мое соединение может оказывать влияние на воспалительные процессы в коре го-
ловного мозга у крыс после травмы.

Нейротрофические факторы, в особенности нейротрофический фактор мозга
BDNF, играют важную роль в восстановительных процессах после ЧМТ, обеспе-
чивая выживание нейронов, аксональный спраутинг и синаптогенез [34]. Ввиду
этого данный трофический фактор стал объектом пристального изучения исследо-
вателей, занимающихся нейропротекцией. В экспериментальных работах на гры-
зунах была выявлена положительная корреляция между индукцией (белка или
мРНК) BDNF в тканях мозга, а также снижением степени неврологического дефи-
цита у животных в поведенческих или функциональных тестах (Neurological severity
score, водный лабиринт Морриса, “Сужающаяся дорожка” и др.) [34]. Также было
показано, что у людей полиморфизм гена BDNF может влиять на исход перенесен-
ной травмы мозга [35, 36], однако механизмы этого влияния остаются неизученны-
ми. Ввиду этого увеличение экспрессии BDNF при терапевтическом или фармако-
логическом воздействии принято рассматривать как проявление нейропротекторно-
го эффекта. Стоит отметить, что экспрессия BDNF может меняться с течением
времени после травмы, а также в зависимости от анализируемой области мозга [34].
Например, показано, что в первые несколько дней после ЧМТ (острый период)
она увеличивается в областях коры и гиппокампа, расположенных ипсилатерально
к месту повреждения. На 7-е сутки (хронический период) уровень BDNF в указан-
ных областях снижается, что было продемонстрировано и в данном исследовании.
Несмотря на то, что в настоящей работе не было получено достоверных различий
между экспериментальными группами и полушариями, из приведенных диаграмм
видно, что ЧМТ приводит к снижению экспрессии BDNF в обоих полушариях,
причем у крыс с травмой без лечения это снижение более выражено в контрлате-
ральном полушарии. Введение мафедина крысам после ЧМТ обращает данную за-
кономерность, и делает характер изменения экспрессии BDNF схожим с таковым
ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α, что можно рассматривать как следствие влияния изучае-
мого соединения также на BDNF-зависимые нейропластические процессы в го-
ловном мозге у крыс после ЧМТ.

На сегодняшний день известно, что различные подтипы α2-адренорецепторов
принимают участие в регуляции артериального давления, передачи болевых им-
пульсов на разных уровнях, реализации седативного эффекта агонистов α2-адре-
норецепторов и в некоторых других физиологических функциях [37]. С точки зре-
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ния центральной нервной системы, поведения и когнитивных функций наиболь-
ший интерес представляют α2С-адренорецепторы, так как показано, что они
участвуют в регуляции локомоторной активности [38], обработке сенсорной ин-
формации [39], пространственной и непространственной памяти [40]. Также было
показано, что мыши с нокаутом гена α2С-адренорецепторов имеют усиленный
стартл-рефлекс, сниженное препульсивное ингибирование и бóльшую агрессию,
индуцированную изоляцией [41]. Ввиду вышеперечисленного наиболее вероятно,
что нейропротекторные эффекты агонистов α2-адренорецепторов могут быть реа-
лизованы за счет активации именно 2С-подтипа. Однако если рассматривать осно-
вой нейропротекторного действия данных препаратов блокаду глутаматной эксай-
тотоксичности, то в таком случае предполагаемыми мишениями становятся не
только 2С-рецепторы, но и 2А-, поскольку оба подтипа являются пресинаптически
расположенными ауторецепторами [42]. Несмотря на это, в настоящей работе ха-
рактер экспрессии всех трех подтипов α2-адренорецепторов в головном мозге у
крыс после ЧМТ был одинаковым и более того, аналогичен таковому ИЛ-1β, ИЛ-6,
ФНО-α и BDNF. Вероятно, это сходство обусловлено тем, что α2-адренорецепторы,
медиаторы воспаления и BDNF патогенетически связаны между собой, и индук-
ция их экспрессии происходит последовательно в рамках общего патологического
каскада. При этом, исходя из полученных данных, все 3 подтипа практически в
равной степени участвуют в данном каскаде. Влияние мафедина было статистиче-
ски значимо на уровень экспрессии 2B-подтипа, тем не менее для других подтипов
общая закономерность также прослеживалась.

В экспериментальной серии, посвященной влиянию мафедина на биоэлектри-
ческую активность головного мозга у крыс, перенесших ЧМТ [15], прослеживалась
закономерность, при которой у крыс, которым ежедневно вводили мафедин в дозе
2.5 мг/кг в течение 7 дней была выше средняя амплитуда δ-ритмов в травмирован-
ной области (отведения FP1 и C3). При этом к 7-му дню после операции в отдален-
ных областях от травмы (отведения FP2, C4, O1 и O2) значения регистрируемых
ритмов приближались к значениям здоровых крыс. Выраженный подъем активно-
сти δ-ритма является индикатором органических поражений (например, ЧМТ или
инсульта) головного мозга у крыс [14, 43]. Таким образом, полученные данные по-
казали, что мафедин, с одной стороны, улучшает состояние областей головного
мозга, отдаленных от места травмы, а с другой стороны, вероятно, усугубляет тече-
ние патологических процессов в области повреждения. Это предположение согла-
суется с изменениями экспрессии анализируемых генов, представленными в на-
стоящем исследовании. Представляется вероятным вывод, что мафедин способен
ухудшать состояние травмированной области головного мозга у крыс при ЧМТ,
при этом активируя компенсаторные механизмы в областях, отдаленных от места
травмы, например, каудальные области коры травмированного полушария, либо
противоположное, нетравмированное полушарие. Возможности функциональной
реорганизации и аксонального спраутинга здоровых, сохраненных областей голов-
ного мозга грызунов при органических повреждениях были неоднократно показа-
ны, например, на моделях ишемического инсульта [44, 45]. Однако, безусловно,
для доказательства способности мафедина влиять на нейропластические процессы
в головном мозге после травмы требуются дополнительные исследования с ис-
пользованием иммуногистохимических методов исследований и применения спе-
циальных методов окраски и мечения новых синаптических связей.

Таким образом, проведенными исследованиями установлено, что мафедин при
введении в дозе 2.5 мг/кг в течение 7 дней после ЧМТ у крыс уменьшает степень
неврологического дефицита у травмированных животных, проявляющегося в сни-
жении исследовательской активности, а также нарушении двигательной функции
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передних и задних конечностей. При анализе уровня экспрессии генов ИЛ-1β,
ИЛ-6, ФНО-α, BDNF, а также подтипов α2-адренорецепторов в коре травмиро-
ванного и здорового полушарий головного мозга было получено, что изучаемое со-
единение подавляет экспрессию всех анализируемых генов в травмированном по-
лушарии. При этом в противоположном, здоровом полушарии экспрессия данных
генов увеличивается, это, вероятно, связано с развитием компенсаторных меха-
низмов нейропластичности, что в некоторой степени согласуется с ранее получен-
ными данными о влиянии мафедина на биоэлектрическую активность головного
мозга у крыс после ЧМТ. Полученные результаты позволяют аргументированно
предположить, что дальнейшее изучение молекулярных механизмов действия ма-
федина должно быть направлено на изучение способности соединения влиять на
количество и функциональную активность белков, кодируемых изучаемыми в на-
стоящей работе генами, у крыс при травматическом поражении головного мозга.
Особый интерес представляет изучение способности мафедина инициировать в го-
ловном мозге после ЧМТ нейропластические изменения, приводящие к положи-
тельному функциональному исходу у травмированных животных.
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Neurological impairments due to traumatic, vascular, or neurodegenerative brain dis-
eases have a high prevalence worldwide. Among them are motor, cognitive, and mental
disorders, which have a serious negative impact on the working and social activities of
the patients. This calls for the search and development of novel effective neuroprotective
agents. Previous studies have shown the pyrimidine-derived α2-adrenergic agonist
mafedine to be highly effective for the amelioration of neurological deficits in experi-
mental traumatic brain injury (TBI) in rats. Despite the results of the previous works fa-
vouring the major role of the α2 adrenergic receptor activation in the mechanism of ac-
tion of mafedine, the search for additional molecular targets is an important part of the
development of any drug to be used in clinical practice. In this work, we evaluated the ef-
fects of 7 day-long course administration of mafedine (2.5 mg/kg b.w.) on the expression
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), the proinflammatory cytokines interleu-
kin (IL)-1β, -6, tumour necrosis factor (TNF)-α, and the α2A, α2B, and α2C α2-ad-
renergic receptor subtypes in the brain cortex of rats subjected to TBI, using the reverse-
transcription real-time polymerase chain reaction method. TBI was modelled by the
controlled cortical impact technique in an open area of sensorimotor cortex of the left
brain hemisphere. Behavioural alterations in the injured animals were assessed in the
Open field test, and the fore- and hindlimb motor function, in the Limb placing, Cylin-
der, and Beam walking tests. Our experiments show that TBI causes severe motor im-
pairments as well as decreases exploration in rats. Besides, at post-TBI day 7, a reduction
in the expression of all analyzed genes is seen, which is the most pronounced in the con-
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tralateral (uninjured) hemisphere. Course administration of mafedine (2.5 mg/kg b.w.)
resulted in moderate stimulation of the injured rats’ behaviour, increased exploratory ac-
tivity compared to controls, and improved sensorimotor deficit as assessed by the Beam
walking test. Gene expression analysis results indicated that mafedine decreased α2B-adren-
ergic receptor, TNF-α, and IL-6 expression in the injured hemisphere. At the same
time, compared to rats with TBI having received no treatment, mafedine-treated ani-
mals exhibited higher α2B-adrenergic receptor and IL-1β expression in the injured rath-
er than the intact hemisphere. These results confirm the previously observed neuro-
protective activity of mafedine and imply that it may exert its effects via suppression of
α2B-adrenergic receptor and proinflammatory cytokine expression in the injured brain
hemisphere, at the same time increasing their expression in the intact one.

Keywords: neuroprotection, α2-adrenergic agonists, mafedine, real-time PCR, rats
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Изменение скорости мозгового кровотока может вносить значительный вклад в
формирование возрастных цереброваскулярных заболеваний. В работе изуча-
лось изменение скоростных показателей церебрального кровотока у крыс на раз-
ных этапах старения. Проводился сравнительный анализ состояния кровотока
коры и подкорковых структур полушарий головного мозга по величине линей-
ных скоростей, измеренных методом ультразвуковой допплерографии, и индек-
сов кровотока у молодых крыс линии Sprague-Dawley в возрасте 4-х мес. и старе-
ющих крыс в возрасте 18-ти и 23-х мес. Установлено, что старение сопровожда-
ется изменениями параметров мозгового кровотока в коре и подкорковых
структурах головного мозга крыс, которые развиваются постепенно и отличают-
ся на разных этапах старения. К 18 месяцам увеличивается перфузия в лобной и
теменной области полушарий головного мозга за счет повышения пиковых и
средней за сердечный цикл скоростей кровотока и снижения уровня сопротивле-
ния мозговых сосудов. Эти процессы предшествуют развитию последующих ги-
поперфузионных нарушений кровотока, наблюдаемых на более поздних этапах
старения. Гипоперфузионные изменения у 23-месячных крыс наиболее выраже-
ны в лобной области полушарий головного мозга и характеризуются снижением
пиковых скоростей и увеличением показателей индексов кровотока.

Ключевые слова: скорость мозгового кровотока, ультразвуковая допплерография,
старение
DOI: 10.31857/S0869813923040052, EDN: VJAVLQ

ВВЕДЕНИЕ

Поддержание адекватной перфузии ткани головного мозга имеет большое зна-
чение для его нормального функционирования [1–3]. Старение сопровождается
изменениями в строении и функциональной активности мозговых сосудов, что
может нарушать мозговую гемодинамику и способствовать изменению метаболиз-
ма мозга, развитию нейродегенеративных процессов, ишемии и цереброваскулярных
заболеваний [4–8]. Среди количественных показателей мозговой гемодинамики, ко-
торые коррелируют с метаболизмом мозга в состоянии покоя, выделяют давление
крови, сопротивление сосудов и скорость кровотока [9]. Данные, полученные на
людях и экспериментальных животных, в подавляющем большинстве свидетель-
ствуют о возрастном уменьшении скорости мозгового кровотока [7, 10–12]. Одна-
ко также имеются сведения об отсутствии изменений скоростных показателей кро-
вотока в мозговых артериях при старении [11, 13] или их увеличении [14]. Различия
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в получаемых результатах могут быть связаны как с методологическими особенно-
стями измерения скорости кровотока и видовыми или регионарными отличиями
[13], так и с существованием различий в изменении мозгового кровотока на разных
этапах старения [15]. Целью данной работы было исследование скоростных пока-
зателей церебрального кровотока методом ультразвуковой допплерографии у мо-
лодых крыс и крыс на разных этапах старения. В задачи исследования входило
проведение сравнительного анализа состояния кровотока коры и подкорковых
структур полушарий головного мозга по величине линейных скоростей и индексов
кровотока у молодых крыс линии Sprague-Dawley в возрасте 4-х месяцев и старею-
щих крыс в возрасте 18-ти и 23-х месяцев.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на самцах крыс Sprague-Dawley в возрасте 4-х (n = 19,
массой 358 ± 11 г), 18-ти (n = 11, массой 450 ± 65 г) и 23-х месяцев (n = 9, массой
525 ± 33 г). Использовались крысы из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН для исследо-
вания интегративных механизмов деятельности нервной и висцеральных систем”
(Санкт-Петербург). До проведения эксперимента животные содержались в стан-
дартных условиях вивария при свободном доступе к воде и пище по 6 особей в
клетках Т4 на стандартной лабораторной диете в условиях искусственного освеще-
ния (цикл: 12 ч свет/12 ч темнота).

Крысы наркотизировались золетилом (внутрибрюшинно, 20 мг/кг, Virbac,
Франция). Среднее артериальное давление (АД), измеренное с помощью прибора
для неинвазивного измерения АД (“Систола”, Netrobotics, Россия) в хвостовой ар-
терии, у наркотизированных крыс в возрасте 4-х мес. составляло 128 ± 4 мм рт. ст.,
18-ти мес. – 133 ± 4 мм рт. ст., 23 мес. – 134 ± 2 мм рт. ст.

Измерение скорости мозгового кровотока проводилось методом ультразвуко-
вой допплерографии [16] через высверленное в теменной области черепа отвер-
стие (S ≈ 1 см2). Использовался ультразвуковой компьютеризированный доппле-
рограф ММ-Д-К (Minimax Doppler v.1.7, УЗДП-009-02, Россия) с рабочей частотой
датчика 25 МГц. Датчик устанавливался на область измерения через проводящий
гель без сдавливания поверхности измерения. Глубина прохождения ультразвуко-
вого сигнала для датчика данной частоты составляет примерно 3–4 мм, что обеспе-
чивало исследование кровотока в коре и подкорковых структурах полушарий го-
ловного мозга крыс. Оценка состояния кровотока проводилась по данным спек-
трального анализа допплеровского сигнала преимущественно с артериальных
участков сосудистой сети обоих полушарий головного мозга [16]. С помощью про-
граммного обеспечения допплерографа автоматически рассчитывались величины
линейных скоростей кровотока (пиковой (Vps) и средней систолической (Vs), ко-
нечной (Vd) и средней диастолической (Vpd) и средней за сердечный цикл (Vm)).
Также программа допплерографа рассчитывала индексы кровотока: индекс пуль-
сации (Гослинга), отражающий упруго-эластические свойства артерий (PI) и ин-
декс периферического сопротивления (Пурсело), отражающий состояние сопро-
тивления кровотоку дистальнее места измерения (RI). Межполушарной асиммет-
рии скоростей и индексов кровотока обнаружено не было.

Статистический анализ данных проводился с использованием пакета статисти-
ческих программ Microsoft Excel 2019 и программы InStat 3.02 (“GraphPad Software
Inc.”, США). Проверка экспериментальных данных на нормальное распределение
проводилась с использованием критерия Колмогорова–Смирнова. Во всех случаях
исследование на нормальность распределения показало его отсутствие хотя бы для
одной из сравниваемых выборок, поэтому статистический анализ полученных дан-
ных проводился с использованием непараметрических методов. Сравнение сред-
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них данных независимых выборок при сравнении 2 групп проводилось с использо-
ванием U-критерия Манна–Уитни. Данные в таблице и на графиках представлены
как медиана [25-й процентиль; 75-й процентиль]. Статистически значимыми счи-
тали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Значения скоростных показателей кровотока у крыс в возрасте 4-х мес. пред-
ставлены в табл. 1. У 18-месячных крыс по сравнению с 4-месячными животными
было отмечено увеличение пиковых скоростей кровотока: систолической (в сред-
нем на 33.8%, p = 0.01, U = 700, критерий Манна–Уитни) и конечной диастоличе-
ской (в среднем в 2 раза, p = 0.02, U = 532, критерий Манна–Уитни, табл.1). Сред-
няя за сердечный цикл скорость кровотока также была увеличена (в среднем на
70.7%, p = 0.02, U = 707, критерий Манна–Уитни, табл. 1). Показатели средней си-
столической скорости кровотока снижались до 0.42 [0.29; 0.51] см/с по сравнению
с 0.51 [0.35; 0.71] см/с у 4-месячных крыс (табл. 1).

Сравнительный анализ скоростей кровотока в различных участках полушарий
головного мозга у молодых и 18-месячных крыс показал существование различий в
лобной и теменной области полушарий. В лобной области увеличивалась пиковая
систолическая (до 60.56 [35.19; 71.01] см/с по сравнению с 41.26 [28.56; 51.21] см/с у
4-месячных крыс), средняя за сердечный цикл (в среднем в 2 раза, p = 0.02, U =
= 123.5, критерий Манна–Уитни) и конечная диастолическая (до 4.53 [3.23; 8.26] см/с
по сравнению с 2.69 [1.18; 5.67] см/с у крыс в возрасте 4-х мес.) скорости кровотока
(рис. 1). Показатели средней систолической скорости кровотока снижались
(0.54 [0.38; 0.98] см/с у крыс в возрасте 4-х мес.; 0.42 [0.33; 0.61] см/с у крыс в воз-
расте 18-ти месяцев).

В теменной области полушарий у животных в возрасте 18-ти месяцев по сравне-
нию с более молодыми крысами увеличивались показатели пиковой систоличе-
ской (до 60.88 [43.11; 67.94] см/с по сравнению с 35.59 [23.86; 55.97] см/с у 4-месяч-
ных крыс) и средней за сердечный цикл (в среднем на 27.46%, p = 0.01, U = 108,
критерий Манна–Уитни) скоростей кровотока (рис. 1).

Показатели индекса RI к 18 мес. не изменялись (рис. 2). В то же время в лобной
и теменной областях полушарий у 18-месячных крыс было отмечено снижение по-
казателя индекса PI в среднем на 30% (рис. 3).

У 23-месячных крыс по сравнению с крысами в возрасте 4-х мес. отмечалось об-
щее снижение пиковой систолической скорости кровотока (табл. 1). Изменение
этого показателя было отмечено только в теменной и затылочной областях полу-
шарий головного мозга. В теменной области Vps снижалась в среднем на 35% (p = 0.012,
U = 110, критерий Манна–Уитни), а в затылочной – в среднем на 20.11% (p = 0.02,
U = 192, критерий Манна–Уитни) (рис. 1). В затылочной области также изменя-

Таблица 1. Параметры мозгового кровотока у крыс разного возраста

*p < 0.05, ** p < 0.01 различия достоверны на двустороннем уровне значимости.

Линейная скорость 
кровотока, см/с

Крысы в возрасте
4-х месяцев (n = 19)

Крысы в возрасте
18-ти месяцев (n = 11)

Крысы в возрасте
23-х месяцев (n = 9)

Пиковая систолическая, Vps 37.58 [24.6; 46.93] 45.03 [35.82; 62.16]** 34.51 [16.71; 42.44]**
Средняя систолическая, Vs 0.51 [0.35; 0.71] 0.42 [0.29; 0.51]* 0.50 [0.33; 0.68]
Средняя за сердечный цикл, Vm 10.79 [5.69; 19.03] 20.77 [9.71; 30.27]* 9.86 [5.62; 20.12]
Конечная диастолическая, Vd 2.06 [0.71; 4.07] 3.48 [0.35; 7.63]* 2.44 [0.79; 3.42]
Средняя диастолическая, Vpd 0.08 [– 0.03; 0.18] 0.06 [– 0.02; 0.18] 0.07 [– 0.08; 0.14]
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лись показатели конечной диастолической скорости кровотока (увеличение до 4.01
[2.72; 8.27] см/с по сравнению с 2.78 [1.24; 3.86] см/с у крыс в возрасте 4-х месяцев,
рис. 1).

В лобной области было выявлено снижение средней за сердечный цикл (до 11.55
[8.86; 17.63] см/с по сравнению с 14.67 [9.46; 24.96] см/с у крыс в возрасте 4-х мес.) и

Рис. 1. Показатели линейных скоростей кровотока в различных участках полушарий головного мозга:
лобном (frontal), теменном (parietal) и затылочном (occipital). Темная заливка – крысы в возрасте 4-х мес., бе-
лая заливка – крысы в возрасте 18-ти месяцев, точечная штриховка – крысы в возрасте 23-х мес. Верх-
няя и нижняя граница каждого прямоугольника – первый и третий квартили (25-й и 75-й процентили)
соответственно, поперечная линия внутри – медиана (50-й процентиль), крестик внутри – среднее ариф-
метическое, концы отрезков 10-й и 90-й процентили, точки – выбросы. Различия значимы по сравнению
с соответствующими значениями у крыс в возрасте 4-х месяцев (*p < 0.05, ** p < 0.01, U-критерий
Манна–Уитни).
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Рис. 2. Показатели индекса резистентности в различных участках полушарий головного мозга: лобном
(frontal), теменном (parietal) и затылочном (occipital). Темная заливка – крысы в возрасте 4-х мес., белая
заливка – крысы в возрасте 18-ти мес., точечная штриховка – крысы в возрасте 23-х мес. Различия зна-
чимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс в возрасте 4-х месяцев (*p < 0.05, критерий
Манна–Уитни). Остальные обозначения как на рис. 1.
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конечной диастолической скорости кровотока (в среднем в 2 раза, p = 0.04, U = 88,
критерий Манна–Уитни) (рис. 1). Показатели индексов кровотока в этом участке
полушарий головного мозга также увеличивались: RI увеличивался до 0.94 [0.89;
0.98] отн. ед. по сравнению с 0.91 [0.83; 0.95] отн. ед. у крыс в возрасте 4-х мес. (рис. 2);
PI – в среднем на 21.32%, p = 0.04, U = 168, критерий Манна–Уитни (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование показало, что скоростные параметры кровотока в коре и подкор-
ковых структурах головного мозга крыс при старении меняются. У 18-месячных
крыс по сравнению с более молодыми животными увеличиваются пиковые и сред-
няя за сердечный цикл скорости кровотока. Изменения церебрального кровотока
при старении связывают с возрастными нарушениями метаболизма и атрофией го-
ловного мозга [13]. Областями мозга, в которых наблюдается наиболее высокий
метаболизм глюкозы и кислорода являются лобная, височная и теменная. И имен-
но эти области наиболее уязвимы к дегенеративным изменениям при старении
[17–19]. В нашем исследовании у крыс в возрасте 18-ти мес. изменения наблюда-
лись в лобной и теменной области, в то время как в затылочном регионе достовер-
ных изменений кровотока обнаружено не было. Как в лобной, так и в теменной об-
ласти полушарий у 18-месячных крыс по сравнению с более молодыми животными
отмечалось увеличение пиковой систолической и средней за сердечный цикл ско-
ростей кровотока. В лобной области также повышалась конечная диастолическая
скорость. Такие изменения свидетельствуют о гиперперфузии этих участков полу-
шарий головного мозга и развитии стенозирующих процессов, вероятно, связан-
ных со снижением тонуса и сужением церебрального микроциркулярного русла [5,
8, 20].

Изменение показателей средних скоростей кровотока были отмечены только в
лобной области. В этом участке у крыс в возрасте 18-ти мес. снижалась средняя си-
столическая скорость кровотока. В то же время и в лобной, и в теменной областях
полушарий головного мозга у 18-месячных крыс было обнаружено снижение пока-

Рис. 3. Показатели пульсационного индекса в различных участках полушарий головного мозга: лобном
(frontal), теменном (parietal) и затылочном (occipital). Темная заливка – крысы в возрасте 4-х мес., белая
заливка – крысы в возрасте 18-ти мес., точечная штриховка – крысы в возрасте 23-х мес. Различия зна-
чимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс в возрасте 4-х мес. (*p < 0.05, **p < 0.01, U-крите-
рий Манна–Уитни). Остальные обозначения как на рис. 1.
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зателя индекса пульсации в среднем на 20% (рис. 3). Наряду с увеличением конеч-
ной диастолической скорости кровотока снижение индекса пульсации и средней
систолической скорости могут косвенно свидетельствовать о снижении сосудисто-
го сопротивления [21] и активации коллатеральных путей кровотока [22], вероятно,
связанных с увеличением числа капилляров [17], диаметра и извитости дистальных
участков мелких артерий на данном этапе старения [17, 23]. Активация коллате-
рального кровотока, возможно, является компенсаторным путем восстановления
нормальной перфузии коры головного мозга в условиях развития стенозируюших
процессов.

У крыс в возрасте 23-х мес. показатели пиковых скоростей кровотока по сравне-
нию со значениями у 4-месячных животных были снижены. В лобной области от-
мечалось снижение конечной диастолической скорости кровотока, а в теменной и
затылочной – пиковой систолической. В лобной области также снижалась средняя
систолическая скорость кровотока. Такие изменения скоростных показателей мо-
гут свидетельствовать о развитии гипоперфузионных процессов во всех участках
полушарий головного мозга. Снижение пиковых скоростей кровотока в лобной
области полушарий у 23-месячных крыс в наших экспериментах сопровождалось
увеличением показателей индекса резистентности и индекса пульсации (в среднем
на 20%). Сочетание низкой скорости с высокими показателями индексов кровото-
ка может указывать на снижение объема кровотока в этом участке мозга, связанное
с диффузным стенозом артериол и мелких артерий [24, 25].

Следовательно, гиперперфузия лобных и теменных областей полушарий голов-
ного мозга, наблюдаемая у 18-месячных крыс, предшествует развитию последую-
щих гипоперфузионных нарушений кровотока на более поздних этапах старения.
К 23 мес. гипоперфузионные изменения охватывают уже все исследованные нами
участки полушарий головного мозга крыс. Для сохранения нормальной функции
мозга большое значение имеет поддержание адекватной церебральной перфузии
через плотную микроваскулярную сеть [2, 3]. В настоящее время появляются дока-
зательства того, что старение вызывает многогранные функциональные наруше-
ния в микроциркуляции головного мозга. На ранних этапах старения для поддер-
жания адекватной оксигенации мозга необходимо увеличение мозгового кровотока
[26], что обеспечивается увеличением плотности капиллярного русла и извилисто-
сти коллатеральных путей мозгового кровотока [23]. Но длительная гиперпефузия
и дальнейшее старение могут приводить к повреждению сосудов микроциркуляр-
ного русла [27, 28] и общему уменьшению числа капилляров в коре головного мозга
[23]. При длительном старении развивается эндотелиальная дисфункция, способ-
ствующая снижению NO-опосредованного ингибирования пролиферации, окис-
лительного стресса и воспаления, что, в свою очередь, также приводит к апоптозу,
уменьшению длины, диаметра и количества коллатеральных сосудов [2, 23, 29].
Кроме того, старение сопровождается нарушениями в системе эндотелина, приво-
дящими к повышению миогенного тонуса и сужению просвета сосудов в микро-
циркуляторном участке мозгового сосудистого русла [30]. Все эти изменения могут
являться причиной развития гипоперфузии и значительно увеличивать величину
сосудистого сопротивления [2, 23].

Таким образом, установлено, что старение сопровождается изменением пара-
метров мозгового кровотока в коре и подкорковых структурах головного мозга
крыс. Изменения развиваются постепенно и отличаются на разных этапах старе-
ния. Первоначальное увеличение перфузии в лобной и теменной области полуша-
рий головного мозга за счет повышения пиковых и средней за сердечный цикл ско-
ростей кровотока и снижение уровня сопротивления мозговых сосудов, к 23 мес. сме-
няются гипоперфузинными процессами, наиболее выраженными в лобной области
полушарий головного мозга.
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Features of Changes in the Velocity Indicators of Cerebral Blood Flow
in Rats at Different Stages of Aging

O. P. Gorshkova*
Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

*e-mail: o_gorshkova@inbox.ru

Changes in the velocity of cerebral blood f low can make a significant contribution to the
formation of age-related cerebrovascular diseases. The age-related changes in the veloci-
ty indicators of cerebral blood f low in rats at different stages of aging were studied. Using
Doppler ultrasound the state of blood flow in the cortex and subcortical structures of the
cerebral hemispheres was analyzed by the value of linear velocities and blood flow index-
es in young Sprague-Dawley 4-month-old and aging 18 and 23-month-old rats. It has
been established that aging is accompanied by changes in the parameters of cerebral
blood flow in the cortex and subcortical structures of the rat brain. Changes develop
gradually and differ at different stages of aging. By 18 months, perfusion in the frontal
and parietal regions hemispheres of the brain increases due to an increase in peak and
mean velocity per cardiac cycle and a decrease in the level of resistance of cerebral ves-
sels. These processes precede the development of subsequent hypoperfusion disorders of
blood flow observed at later stages of aging. Hypoperfusion changes in 23-month-old
rats are most pronounced in the frontal region of the cerebral hemispheres and are char-
acterized by a decrease in peak velocities and an increase in blood f low indexes.

Keywords: cerebral blood flow velocity, Doppler ultrasound, aging
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Изучена динамика изменений процессов валлеровской дегенерации в седалищ-
ном нерве крыс Вистар-Киото после травмы (наложения лигатуры, 40 с): иссле-
дованы плотность Iba-1+ макрофагов и состояние миелиновых волокон, окра-
шенных люксолевым прочным синим, в дистальном сегменте нерва в разные
сроки после повреждения. Части крыс субпериневрально трансплантировали
мезенхимные стволовые клетки костного мозга крыс той же линии. Показано,
что наибольшая плотность распределения макрофагов в дистальном сегменте
нерва наблюдается через 7 сут после операции. Применение клеточной терапии
приводит к снижению числа макрофагов в этот срок и к задержке демиелиниза-
ции поврежденных нервных волокон. Через 60 сут после операции плотность по-
пуляции макрофагов и количество ремиелинизированных регенерирующих
нервных волокон дистального сегмента нерва не отличается у контрольных (ли-
гатура) и подопытных (лигатура и введение мезенхимных стволовых клеток) жи-
вотных. Молекулярные механизмы отмеченных изменений в ранние сроки по-
сле повреждения требуют дальнейших исследований.
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ВВЕДЕНИЕ

В течение последних двух десятилетий в экспериментальных нейробиологиче-
ских исследованиях активно ведется разработка способов стимуляции регенерации
нервных проводников с применением мезенхимных стволовых клеток (МСК), по-
лученных из разных тканей [1, 2]. МСК рассматривают как источник ростовых
факторов и цитокинов, которые влияют на репаративные процессы в поврежден-
ных нервах. Известно, что МСК вырабатывают такие биологически активные ве-
щества, как ростовые (эпидермальный фактор роста, трансформирующий фактор
роста β, тромбоцитарный фактор роста, фактор роста гепатоцитов и др.), ангиоген-
ные (bFGF, VEGF), антиоксидантные, иммуносупрессивные и другие факторы,
способные оказывать репаративное, антиапоптотическое, противовоспалительное и
антифибротическое влияние на ткани, а также комплекс цитокинов и хемокинов [3].
В исследованиях, выполненных на различных экспериментальных моделях повре-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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жденного нерва с использованием генной терапии, доказано, что некоторые из них
оказывают воздействие на рост нервных волокон: например, нейротрофический
фактор головного мозга [4], фактор роста гепатоцитов [5], фактор роста фибробла-
стов (FGF2), фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) [6]. Кроме того, МСК могут
оказывать влияние на шванновские клетки (нейролеммоциты) и фибробласты эн-
доневрия, на ангиогенез микрососудов эндоневрия [7], на клетки соединительно-
тканных оболочек нерва. Влияние экзогенных МСК на изменение клеточных взаи-
модействий, происходящих в нерве в ответ на травму, остается малоизученным.
Удобной моделью для изучения межклеточных коммуникаций, происходящих в
нерве после повреждения, является субпериневральная трансплантация МСК.

Известно, что после травмы нерва в его дистальном сегменте начинается валле-
ровская дегенерация (WD), включающая в себя распад нервных волокон, их деми-
елинизацию, миграцию гематогенных макрофагов, дедифференцировку шваннов-
ских клеток и ряд других клеточных и молекулярных изменений [8–10]. Практиче-
ски одновременно из проксимального отдела нерва начинают расти на периферию
регенерирующие аксоны. Большое значение для осуществления их регенерации
имеют макрофаги [11]. Резидентные и гематогенные макрофаги принимают уча-
стие в уборке продуктов распада миелина, а также модулируют шванновские клетки и,
вырабатывая факторы роста, цитокины, белки экстрацеллюлярного матрикса, со-
здают необходимое для регенерации нервных волокон микроокружение [12]. Кас-
кад событий, развивающихся в дистальном сегменте поврежденного нерва, доста-
точно сложен, многие вопросы, касающиеся взаимодействия клеток эндоневрия и
их регуляции, до сих пор неясны [3, 10]. Целью настоящей работы явилось иссле-
дование Iba-1+ макрофагов в седалищном нерве крысы после травмы и однократ-
ной трансплантации МСК.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании использовали крыс инбредной линии Вистар-Киото массой
200–250 г (n = 50). Повреждение седалищных нервов крыс и трансплантацию МСК
осуществляли по методу, описанному в предыдущих исследованиях [13, 14].
У крыс-реципиентов под эфирным наркозом после эпиляции делали разрез кожи
размером 1–1.5 см на уровне верхней трети бедра, раздвигали подлежащие мышцы
и повреждали седалищный нерв путем наложения лигатуры в течение 40 с. Части
животных субпериневрально в крупный нервный ствол седалищного нерва вводи-
ли взвесь МСК (5 × 104 в 5 мкл культуральной среды). Животным контрольной
группы повреждали седалищный нерв аналогичным образом и вводили субпери-
неврально культуральную среду в объеме 5 мкл. МСК костного мозга крыс Вистар-
Киото получали в ООО Транс-Технологии (ген. директор к. б. н. Д.Г. Полынцев).
Выделение МСК и их характеристика представлены в работе Зиньковой и соавт.
[15]. МСК выделяли из костного мозга бедренной кости крыс Вистар-Киото и
культивировали в стандартных условиях. Проведенное фенотипирование показа-
ло, что 97% клеток полученной взвеси экспрессирует на поверхности CD90+. Ранее
показано, что используемые для трансплантации клетки в условиях in vitro облада-
ют свойствами, характерными для МСК: адгезивностью, морфологическим сход-
ством с фибробластами и экспрессией виментина [13].

После операции крыс содержали в стандартных условиях вивария без ограниче-
ния доступа к корму и воде. Через 1, 7, 21 и 60 сут после операции животных
умерщвляли передозировкой паров этилового эфира, выделяли фрагменты седа-
лищного нерва и фиксировали в течение 1 суток в растворе цинк-этанол-формаль-
дегида [16]. Для дальнейших гистологических исследований материал обезвожива-
ли в этиловом спирте и ксилоле и заливали в парафин. Cрезы седалищных нервов
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изготавливали на ротационном микротоме фирмы Pfm Rotary 3003 (PFM, Герма-
ния). Толщина срезов составляла 5 мкм.

Для идентификации макрофагов проводили иммуногистохимическую реакцию
на белок Iba-1. Первичные антитела наносили на депарафинированные срезы.
В качестве первичных антител использовали поликлональные козьи антитела к ан-
тигену Ibа-1 (разведение 1 : 800, AbCam, Великобритания). При выявлении ком-
плекса антиген–антитело применяли вторичные антикозьи биотинилированные
антитела и стрептавидин, конъюгированный с пероксидазой, из набора Anti-Goat
HRP-DAB Cell & Tissue Staining Kit (R&D Systems, США). Визуализацию продукта
иммуногистохимической реакции проводили при помощи диаминобензидинового
хромогена (DAB+) (Agilent, США; ранее Dako, Дания). После проведения реакций
часть срезов подкрашивали толуидиновым синим для обзорного гистологического
анализа препаратов.

Для изучения изменений миелиновых оболочек применяли гистохимическое
окрашивание люксолевым прочным синим (Luxol fast blue) (LFB). При отработке
протокола окрашивания основывались на рекомендациях Niemi и соавт. [17] и
Коржевского и соавт. [18].

Области с Iba-1+ или LFB-реакцией измеряли с помощью программного обес-
печения ImageJ. Площадь, занятую структурами с положительной реакцией, выра-
жали в процентах от общей исследованной площади. Измерения проводили на 4–
5 изображениях при увеличении микроскопа ×400 (для миелина) и при увеличении
×100 (для макрофагов). При проведении статистического анализа применяли непа-
раметрический критерий Краскела–Уоллиса. Попарное сравнение показателей про-
изводилось по U-критерию. Данные гистограмм приведены как среднее значение в
группе со стандартным отклонением. Различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гистологический анализ продольных срезов седалищного нерва показал, что в ин-
тактном нерве крысы структуры, содержащие белок Iba-1, в бóльшем количестве
встречаются в эпиневральной соединительнотканной оболочке, в эндоневрии они
представлены в незначительном числе. Выявленные в интактном нерве крысы от-
дельные Iba-1+ клетки являются резидентными макрофагами. Они присутствуют в
эндоневрии среди нервных волокон, нейролеммоцитов, фибробластов и других кле-
точных элементов. Это небольшие отростчатые клетки неправильной формы, боль-
шинство из них вытянуты вдоль нервных волокон. Нередко они встречаются вблизи
кровеносных микрососудов. Через 1 сут после операции в дистальном сегменте нерва
крысы плотность популяции макрофагов достоверно не меняется по сравнению с
нервом интактных животных ни в контрольной, ни в опытной группе. Однако неко-
торые Iba-1+ клетки становятся более заметными, увеличиваясь в размерах.

Через 7 сут после повреждения на срезах дистального сегмента нервного ствола
определяли площадь, занимаемую Iba-1+ клетками. Оказалось, что в этот период в
его эндоневрии резко увеличивается количество макрофагов по сравнению с ин-
тактным нервом. Об этом свидетельствует достоверное увеличение площади среза,
занятой структурами с положительной реакцией на Iba-1 (рис. 1). В настоящем ис-
следовании показано, что через 7 сут Iba-1+ макрофаги выстраиваются цепочками
вдоль погибших нервных волокон и фагоцитируют продукты распада нейритов и
их миелиновых оболочек (рис. 2а). В более поздние сроки наблюдений их число
снижается и через 60 сут не отличается от контроля (рис. 1).

Сравнительное исследование площади, занимаемой иммунореактивными клет-
ками в группе крыс с лигатурой и в группе крыс, которым после наложения лигатуры
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трансплантировали МСК, показало, что однократное введение суспензии МСК
приводило к заметному снижению количества Iba-1+ макрофагов (рис. 1, 2b). Че-
рез 21 сут число макрофагов в дистальном сегменте после введения МСК превы-
шало их количество в контрольной группе (лигатура без введения клеток) (рис. 1).
Через 60 сут в эндоневрии дистального сегмента поврежденного нерва число мак-
рофагов на единицу площади снижалось до уровня интактного нерва.

Рис. 1. Изменение плотности распределения Iba-1+ макрофагов в седалищном нерве крысы в разные

сроки после повреждения. По оси ординат – доля площади, занимаемой Iba-1+ структурами, %. * p < 0.05 по
сравнению с интактным нервом; ** p < 0.05 по сравнению с контрольной группой (лигатура).
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Рис. 2. Iba-1+ макрофаги в нервном стволе крысы через 7 суток после наложения лигатуры (а) и после
наложения лигатуры и введения МСК (b). Иммуногистохимическая реакция на белок Iba-1 (макрофаги
коричневого цвета), подкраска толуидиновым синим. Масштабный отрезок равен 50 мкм.
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Для того, чтобы сопоставить полученные данные об изменении плотности попу-
ляции макрофагов в дистальном сегменте поврежденного нерва с процессами WD,
мы исследовали состояние миелиновых волокон в изученные сроки после травмы
и применения клеточной терапии. Для этого был использован метод визуализации
миелина с помощью гистохимического окрашивания люксолевым прочным синим
(рис. 3).

Подсчет окрашенной LFB площади нерва показал, что количество миелиновых
волокон после травмы резко снижается к 7 сут и постепенно возрастает через 21 сут
(рис. 3, 4). Что касается эксперимента с введением МСК, установлено, что через

Рис. 3. Изменение плотности миелиновых нервных волокон в седалищном нерве крысы после наложе-
ния лигатуры и введения МСК. (a) – интактный нерв, (b) – проксимальный отдел нерва после травмы
через 7 суток, (c) – дистальный сегмент нерва через 7 суток после травмы, (d) – дистальный сегмент
нерва через 21 сутки после травмы, (e) – дистальный сегмент через 7 суток после лигатуры и введения
МСК, (f) – дистальный сегмент через 21 сутки после лигатуры и введения МСК. Окраска Luxol fast blue.
Масштабный отрезок равен 50 мкм.

(а) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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7 сут после травмы в дистальном сегменте нерва сохраняется больше миелиновых
волокон, чем в контроле. Однако через 21 сут после операции плотность миелино-
вых волокон ниже, чем в контрольных нервах. Через 60 сут в нервах животных кон-
трольной и опытной группы процент миелинизации достоверно не отличается и
возрастает по сравнению с предыдущим сроком (рис. 4). При этом процент миели-
низации не достигает уровня интактного нерва.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время установлено, что экспериментальная клеточная терапия с
применением МСК может способствовать регенеративным процессам, протекаю-
щим в поврежденных тканях, однако ее роль в регуляции локального воспаления,
возникающего в нервных проводниках в ответ на механическое повреждение, изуче-
на недостаточно. В настоящей работе исследованы изменения, происходящие в седа-
лищном нерве крысы после травмы и трансплантации МСК в период развития WD.
Проведено сопоставление двух процессов: реакции макрофагов и реорганизации
миелиновых оболочек нервных волокон дистального сегмента нерва.

Следует отметить, что макрофаги периферических нервных проводников явля-
ются малоизученной гетерогенной популяцией. Макрофаги, выявленные нами в

Рис. 4. Изменение плотности распределения LFB+ миелина в дистальном сегменте седалищного нерва

крысы в разные сроки после повреждения. По оси ординат – доля площади, занимаемой LFB+ структу-
рами, %. * p < 0.05 по сравнению с интактным нервом; ** p < 0.05 по сравнению с контрольной группой
(лигатура).
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интактном нерве и в нерве через 1 сутки после травмы, представляют собой рези-
дентные клетки, которые по данным литературы составляют 2–9% всех клеток
нерва [19] и выполняют ряд важных функций. Во-первых, они участвуют в процес-
се фагоцитоза продуктов распада миелина в первые сутки после повреждения нерва, в
период, предшествующий миграции в нерв гематогенных моноцитов/макрофагов
[11]. Во-вторых, предположительно именно эти клетки ответственны за асептиче-
ский статус воспалительной реакции, которая развивается в нерве после травмы в
период, соответствующий WD. В-третьих, наряду с нейролеммоцитами они спо-
собствуют рекрутированию гематогенных макрофагов, миграции в дистальный
сегмент нерва моноцитов из кровеносного русла. В нашем исследовании показано,
что число резидентных макрофагов в интактном нерве крысы невелико и через
1 сут после повреждения их количество достоверно не меняется.

В последующие сроки после операции (7–60 сут) мы исследовали плотность
распределения всех макрофагов, как резидентных, так и гематогенных, поскольку
используемый в настоящей работе ИГХ-маркер – кальций-связывающий белок
Iba-1 – не позволяет разделить различные субпопуляции мононуклеарных фагоци-
тов. Он применяется для идентификации макрофагов различных органов и тканей,
в том числе микроглиоцитов ЦНС [20, 21] и макрофагов периферических нервных
проводников [22–24].

Показано, что через 7 сут после операции в дистальном сегменте поврежденного
нерва наблюдается наиболее высокая плотность распределения Iba-1+ клеток по
сравнению с другими изученными сроками. Это наблюдение согласуется с ранее
полученными данными гистологических и электронномикроскопических иссле-
дований [8]. Считается, что пик миграции моноцитов/макрофагов приходится на
7–14-е сутки после передавливания и зависит от степени поврежденности нерва и
степени нарушения гемато-неврального барьера.

В настоящей работе плотность распределения макрофагов сопоставляли с изме-
нением миелиновых нервных волокон в дистальном сегменте нерва. Для изучения
состояния миелиновых волокон применяли метод визуализации миелина с помо-
щью гистохимического окрашивания красителем LFB. LFB имеет свойство связы-
ваться с липопротеинами миелиновой оболочки и считается простым и надежным
методом измерения клиренса миелина [17, 25].

Сопоставление данных, полученных при оценке популяции макрофагов и мие-
линовых нервных волокон в поврежденном нерве, показало, что в его дистальном
сегменте наблюдается процесс WD, гибель части аксонов и разрушение их миели-
новых оболочек. Через 7 сут выявлено увеличение числа макрофагов и снижение
количества миелина. В дальнейшем наблюдается ремиелинизация регенерирую-
щих нервных волокон, число макрофагов уменьшается.

Установлено, что под влиянием клеточной терапии последовательность собы-
тий меняется. Оказалось, что через 7 сут наблюдается замедление демиелинизации
в дистальном сегменте нерва, часть тонких миелиновых волокон сохраняется, не
подвергаясь WD. Плотность распределения миелина в этот срок у подопытных жи-
вотных выше, чем у контрольных (повреждение нерва без введения МСК) в полто-
ра раза. При этом плотность популяции макрофагов в группе животных с транс-
плантацией МСК ниже, чем в контроле. Через 21 сут у животных контрольной
группы отмечена ремиелинизация большинства регенерирующих нервных воло-
кон, в то время как у подопытных животных в этот срок доля площади, занятой
миелином, оказывается значительно ниже, чем в контроле. Выравнивание процен-
та миелинизации у контрольных и подопытных животных наблюдается через два
месяца после операции и свидетельствует о том, что отмеченное воздействие МСК
(в использованной концентрации) носит непродолжительный характер.
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Полученный результат согласуется с данными японских исследователей Miyano
и соавт. [27], которые изучали влияние однократного введения полученных из пу-
повины МСК на поврежденный седалищный нерв и соответствующие спинномоз-
говые ганглии крысы. Было показано, что после применения МСК количество по-
врежденных вследствие травмы нерва нейронов спинномозговых ганглиев, а также
Iba-1+ макрофагов в них значительно снижается. Работа Miyano и соавт. явилась
первым исследованием, в котором изучено влияние клеточной терапии на процесс
демиелинизации аксонов нерва. Впервые было установлено, что клеточная тера-
пия может способствовать сохранности миелиновых волокон в дистальном сег-
менте нерва после повреждения [27].

Как отмечалось ранее, МСК оказывают влияние на репаративные процессы,
происходящие в поврежденных нервных проводниках, благодаря секреции ком-
плекса нейротрофических и ростовых факторов, цито- и хемокинов [3, 28]. Пока-
зано, что применение МСК (а также экзосом МСК или кондиционированной сре-
ды культуры МСК) может приводить к уменьшению нейропатической боли [29],
способствовать сохранности нейронов реципиента [30, 31], влиять на демиелини-
зацию аксонов за счет уменьшения уровня провоспалительных цитокинов [27].

Экзогенные МСК, вырабатывая биологически активные вещества, а также не-
посредственно контактируя с эндогенными клетками реципиента, способны изме-
нять микроокружение регенерирующих нервных волокон и влиять на популяции
макрофагов и нейролеммоцитов [29]. Дальнейшее изучение воздействия экзоген-
ных МСК на функциональную активность макрофагов поврежденного нерва и на
их поляризацию (трансформацию провоспалительных макрофагов М1 в иммуно-
супрессорные противовоспалительные клетки М2) могут прояснить механизм их
влияния на процессы де- и ремиелинизации нервных волокон дистального конца
поврежденного нерва.

Таким образом, в настоящей работе впервые изучена динамика Iba-1+ макрофа-
гов в поврежденном седалищном нерве крысы в разные сроки после наложения
лигатуры и однократной субпериневральной трансплантации МСК костного мозга.
Установлено, что при применении экспериментальной клеточной терапии наблю-
дается задержка миграции гематогенных макрофагов, что коррелирует с задержкой
процесса демиелинизации поврежденных нервных волокон. Показано, что через
60 сут после операции плотность популяции макрофагов и количество ремиелини-
зированных регенерирующих нервных волокон дистального сегмента нерва не от-
личается у контрольных (лигатура) и подопытных (лигатура и введение МСК) жи-
вотных. Молекулярные механизмы отмеченных на ранних сроках после поврежде-
ния нерва изменений требуют дальнейших исследований.
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The dynamics of the processes of Wallerian degeneration in the Wistar-Kyoto rat sciatic
nerve after injury (ligation, 40 s) was studied.The density of Iba-1+ macrophages and the
state of myelin fibers stained with Luxol strong blue in the distal segment of the nerve at
different times after injury were studied. Parts of rats were subperineurally transplanted
with MSCs from the bone marrow of Wistar-Kyoto rats. It was shown that the highest
distribution density of macrophages in the distal segment of the nerve was observed
7 days after surgery. The use of cell therapy leads to a decrease in the number of macro-
phages during this period and to a delay in the demyelination of damaged nerve fibers.
Sixty days after the operation, the macrophage population density and the number of re-
myelinated regenerating nerve fibers of the distal nerve segment did not differ in control
(ligature) and experimental (ligature and MSC injection) animals. The molecular mech-
anisms of the noted changes in the early stages after injury require further research.

Keywords: rat nerve, regeneration, mesenchymal stem cells, macrophages, immunohisto-
chemistry
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Формирование алкогольной зависимости связано с нарушением функциониро-
вания системы награды, центром которой является мезолимбическая часть до-
фаминовой системы. Крысы линии DAT-HET с их базовой гипердофаминергией
являются перспективной моделью для исследования нейропсихических заболе-
ваний, в основе которых лежат нарушения дофаминовой нейропередачи, в том
числе алкоголизма. Целью работы была оценка влияния свободной алкоголиза-
ции на питьевое, локомоторное, исследовательское поведение, тревогу и уровень
тирозингидроксилазы у крыс с нарушением функционирования дофаминовой
системы (DAT-HET). Исследование проведено на половозрелых самцах крыс ли-
нии DAT-HET(n = 15) и Wistar (n = 13), которые были разделены на 4 группы:
“DАT-HET ethanol” (n = 10) и “Wistar ethanol” (n = 9), которые на протяжении
112 дней эксперимента находились в режиме свободной алкоголизации. Кон-
трольные группы “DАT-HET water” (n = 5) и “Wistar water” (n = 4) не имели до-
ступа к раствору этанола, не участвовали в поведенческих тестах. Для оценки
предпочтения и потребления алкоголя использовали тест “Двустаканная проба”
и еженедельно фиксировали массу потребляемого раствора этанола в домашних
клетках. Для оценки поведения использовали тесты “Открытое поле” и “При-
поднятый крестообразный лабиринт”. После алкоголизации для оценки уровня
тирозингидроксилазы проводилось иммуногистохимическое исследование се-
рии фронтальных срезов мозга, содержащих область прилежащего ядра. Обнару-
жено, что при свободной алкоголизации крысы линии DAT-HET не формируют
предпочтения этанола. На фоне малого потребления этанола изначальная гипер-
активность у крыс DAT-HET нивелируется. DAT-HET модель приводит к увели-
чению уровня тирозингидроксилазы в прилежащем ядре. Кроме этого, режим
свободной алкоголизации приводит к снижению уровня тирозингидроксилазы в
прилежащем ядре при развитии патологического увеличения тирозингидрокси-
лазы, наблюдающегося у крыс DAT-HET, но не оказывает эффекта на контроль-
ных животных.

Ключевые слова: крысы линии DAT-HET, дофамин, этанол, алкоголизация, алко-
гольная зависимость, прилежащее ядро, тирозингидроксилаза, поведение
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ВВЕДЕНИЕ

Начальное предпочтение алкоголя, приводящее к формированию алкогольной
зависимости, связано с нарушением функционирования системы награды. Мезо-
лимбическая часть дофаминовой системы головного мозга является центром на-
грады и подкрепления и напрямую вовлечена в механизм алкогольной зависимо-
сти [1]. Мезолимбический путь системы награды и подкрепления в основном со-
ставляют дофаминергические нейроны, локализованные в области вентральной
покрышки среднего мозга (VTA), проекции которых приходят в область прилежа-
щего ядра [2]. Тирозингидроксилаза (ТГ) – основной фермент, лимитирующий
скорость синтеза катехоламинов, содержится во всех дофаминовых нейронах.
С помощью ТГ аминокислота L-тирозин превращается сначала в 3,4-дигидрокси-
фенилаланин и далее в дофамин [3]. Одним из механизмов регуляции активности
ТГ является механизм обратной связи, в ходе которого продукты распада катехола-
минов подавляют активность этого фермента [4]. ТГ является общепризнанным
маркером для изучения локализации, дифференцировки и развития катехолами-
нергических нейронов.

Крысы линии DAT-HET – это гетерозиготы линии DAT-KO, у которых с помо-
щью методики для редактирования генома “нуклеаза цинковые пальцы” уменьши-
ли число сайтов рестрикции белка-переносчика дофамина (DAT) только на одной
аллели гена. В результате у крыс DAT-HET количество внеклеточного дофамина
повышено на 50% по сравнению с животными дикого типа. В связи с этим данная
линия обладает рядом поведенческих характеристик, таких как повышенная возбу-
димость, локомоторная активность и нестабильный уровень тревожности [5]. Мо-
дель DAT-HET подходит для изучения таких заболеваний как синдром дефицита
внимания с гиперактивностью (СДВГ), шизофрения и аддиктивные расстройства [6].

В некоторых исследованиях на животных было показано, как употребление ал-
коголя в различных режимах алкоголизации влияет на дофаминергическую систе-
му и вызывает изменения в поведении. Так, этанол снижал уровень дофамина в
вентральном стриатуме у крыс Wistar, потребляющих раствор этилового спирта в
умеренном количестве в режиме свободной алкоголизации, а также оказывал анк-
сиолитический эффект, который выражался в снижении актов дефекации у крыс в
тесте “Открытое поле” [7]. Хроническое потребление алкоголя в течение 365 дней
приводило к снижению содержания фермента ТГ и дофамина, а также к увеличе-
нию количества DAT в вентральном стриатуме у крыс линии Sprague-Dawley [8].
При прерывистом полупринудительном спаивании у крыс Wistar с высоким по-
треблением этанола снижался уровень дофамина в прилежащем ядре [9]. У крыс
линии Long-Evans через 48 ч после окончания длительной прерывистой алкоголи-
зации с 20%-ным этанолом наблюдалось депрессивное поведение и ангедония [10].
Вместе с тем отмечалось и агрессивное поведение, коррелирующее с повышением
уровня дофамина в прилежащем ядре, если крысы получали 10%-ный этанол перед
социальными тестами [11]. Транспортер DAT также вовлечен в формирование ал-
когольной зависимости. В режиме свободного выбора при увеличении концентра-
ции раствора этанола до 32% самцы мышей DAT-HET употребляли больше этано-
ла по сравнению с самцами DAT-KO [12]. У крыс линии Wistar Kyoto, потребляв-
ших большое количество алкоголя при свободном выборе, увеличивалось
количество сайтов связывания DAT в нейронах многих областей головного мозга, в
том числе в прилежащем ядре [13]. Алкоголь распространяет свое влияние также на
активность ТГ. При остром воздействии перорально введенного 20%-ного этанола
у крыс линии Sprague-Dawley было отмечено повышение уровня ТГ во многих об-
ластях мозга, в том числе в черной субстанции, которая является частью мезолимбиче-
ской системы [14]. У этой же линии крыс при хроническом потреблении 5%-ного рас-
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твора этанола в условиях свободного выбора было обнаружено увеличение экс-
прессии мРНК ТГ в вентральном стриатуме [15]. У крыс Wistar после непрерывного
потребления раствора этанола в течение 20 дней наблюдалось снижение иммуно-
реактивности к ТГ в дендритных шипиках в области прилежащего ядра [16].

Несмотря на большое количество исследований, изучающих связь между по-
треблением алкоголя, его влиянием на дофаминергическую систему и поведение,
механизмы предпочтения этанола при гипердофаминергии до конца не изучены.
Использование крыс DAT-HET в качестве модели нарушения функционирования
дофаминергической системы дает возможность оценить изменение поведенческих
характеристик под влиянием этанола и получить новые данные для изучения воз-
действия этанола на уровень ТГ, который является важным звеном в синтезе дофа-
мина. Методы прерывистой и полупринудительной алкоголизации обычно на-
правлены на формирование мотивации предпочтения алкоголя и включают допол-
нительный фактор стресса, который может оказывать сильное воздействие на крыс
DAT-HET. Ранее в пилотном исследовании нами было показано, что при полупри-
нудительной алкоголизации крысы DAT-HET формируют предпочтение этанола
быстрее, чем крысы Wistar, и при этом у них снижается уровень тревожности [17].

Режим свободной алкоголизации включает в себя свободный доступ к любой
жидкости в домашней клетке без дополнительного стрессового воздействия, по-
этому более всего подходит для изучения предпочтения алкоголя и связанных с
этим первичных изменений в поведении животных в данной модели. Таким обра-
зом, целью работы была оценка влияния свободной алкоголизации на питьевое,
локомоторное, исследовательское поведение, тревогу и уровень ТГ у крыс с нару-
шением функционирования дофаминергической системы (DAT-HET).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования
Исследование проведено на половозрелых самцах крыс линии DAT-HET (n = 15)

и популяции Wistar (n = 13) в возрасте двух месяцев, массой тела не менее 180 г на
начало эксперимента. Крысы линии DАT-HET были получены и верифицированы
в виварии Санкт-Петербургского государственного университета. Верификация
наличия нокаутного гена проводилась с помощью генотипирования классическим
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени. Крысы Wis-
tar были получены в виварии Института эволюционной физиологии и биохимии
им. И.М. Сеченова РАН.

Все животные были разделены на 4 группы. Экспериментальные группы “DАT-HET
ethanol” (n = 10) и “Wistar ethanol” (n = 9) на протяжении 112 дней эксперимента
находились в режиме свободной алкоголизации, где имели постоянный доступ к
поилке с 10%-ным раствором этанола и к поилке с водой, участвовали во всех по-
веденческих тестах. Спустя 30 дней после окончания алкоголизации (142-й день
эксперимента) из этих групп были отобраны произвольным образом 5 крыс для
иммуногистохимического исследования. Контрольные группы: “DАT-HET water”
(n = 5) и “Wistar water” (n = 4) имели постоянный доступ к воде и еде, но не имели
доступа к раствору этанола, не участвовали в поведенческих тестах, и через 142 дня
эксперимента были взяты для иммуногистохимического исследования мозга.

Содержание животных
Все крысы содержались на стандартном рационе по три (две) особи в клетке раз-

мером 570 × 350 × 250 мм со свободным доступом к пище и поилкам с водой и с
этанолом в условиях освещенности 12 ч свет, 12 ч темнота, температура воздуха –
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20 ± 3°С и влажность 50–55%. В качестве пищи животные получали сбалансиро-
ванный полнорационный корм ЛБК “Тосненский комбикормовый завод” в грану-
лированной форме, энергетическая ценность 11.39 МДж/кг.

Тест “Двухстаканная проба”
Для оценки предпочтения алкоголя крыса помещалась в клетку, аналогичную до-

машней, с двумя одинаковыми поилками. Одна из поилок содержала воду, другая –
10%-ный раствор этилового спирта. Локализацию поилок меняли при каждом следу-
ющем тестировании. Перед тестированием крысы подвергались питьевой деприва-
циии в течение 24 ч. Оценивали долю (%) выпитого раствора этанола по отношению
к общему количеству выпитой жидкости в течение 10 мин наблюдения.

Производили оценку потребления массы раствора этанола, выпитого за неделю.
Каждую неделю определяли массу выпитого из поилки раствора этанола. Для каж-
дой клетки определяли массу выпитого этанола в г на кг массы тела животного в
пересчете на 100%-ный этанол, затем рассчитывали среднее для одной крысы за
один день недели.

Тест “Открытое поле”
Тестирование проводили в установке, которая представляет собой арену разме-

ром 600 × 600 мм, снабженную пятью “норковыми” отверстиями и освещенную
лампой накаливания 720 люксов, на расстоянии 1.5 м от пола. В течение 5 мин ре-
гистрировали следующие параметры: длину пройденного пути, вертикальные
стойки (количество), заглядывания в “норки” (количество), груминг (продолжи-
тельность, с), болюсы (количество), уринации (количество).

Тест “Приподнятый крестообразный лабиринт”
Тестирование проводили на установке, имеющей два закрытых и два открытых

рукава, в месте пересечения которых находится открытая площадка. Лабиринт был
установлен на высоте 1 м от пола. Размер каждого рукава составлял 50 × 10 см, размер
центра лабиринта – 10 × 10 см. Крысу помещали в центр установки носом к откры-
тому рукаву и в течение 5 мин регистрировали время нахождения в открытых и в
закрытых рукавах, время нахождения центре лабиринта, а также вертикальные
стойки, свешивания с лабиринта, акты дефекации и уринации.

Иммуногистохимическое исследование
Всем отобранным крысам в качестве наркоза внутрибрюшинно вводили хлорал-

гидрат (400 мг/кг) и декапитировали. Мозг фиксировали с помощью погружения в
4%-ный раствор параформальдегида в течение 6 дней (при 4°С). После криопро-
текции в 30%-ном растворе сахарозы, разведенной в фосфатно-солевом буфере с
0.9% NaCl (pH 7.4) мозг замораживали с помощью изопентана (Sigma, США) при
‒42°С и хранили при –80°С. С помощью криостата (Leica CM-1520, Германия) бы-
ли изготовлены чередующиеся серии фронтальных срезов мозга (толщина 20 мкм)
из области прилежащего ядра (nAcc – nucleus accumbens) согласно атласу мозга
крысы [18]. Каждый шестой срез монтировали на стекла Super Frost/plus (Menzel,
Германия), высушивали при комнатной температуре и хранили при –20°С. Для ис-
следования использован протокол, описанный ранее [19]. Для предварительной
демаскировки антигена срезы на стеклах кипятили в цитратном буфере (pH 6.0) в
течение 5 мин. Для реакции использовали первичные антитела мыши против ТГ
(ТГ, Sigma, США), разведенные 1 : 1500, вторичные антитела козы против IgG мыши,
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конъюгированные с биотином (VectorLabs., Великобритания), разведенные 1 : 600 и
раствор стрептовидин-пероксидазы (BioLegend, США), разведенный 1 : 700. Стек-
ла подвергали стандартной гистологической обработке и заключали в прозрачную
среду Bio-Mount (Bio-Optica, Италия). Специфичность реакции проверяли с помо-
щью негативного контроля (реакции без первичных антител). Изображения из об-
ласти nAcc были получены в проходящем свете с помощью микроскопа Carl Zeiss
Imager A1 (Германия) со встроенной видеокамерой Axiocam 712, программного
обеспечения для захвата изображения Zen 3.4 (blue edition). С помощью программы
Image J (NIH, США) оценивали оптическую плотность ТГ в иммунопозитивных
отростках. Результаты представлены в условных единицах (у. е.).

Протокол исследования: массу выпитого раствора этанола в домашних клетках у
крыс оценивали еженедельно. Тест “Двустаканная проба” проводили на (–1-й), 27-,
55-, 83- и 111-й дни и через 28 дней после окончания алкоголизации. Тест “Кресто-
образный лабиринт” – на (–2-й), 54- и 110-й дни алкоголизации, тест “Открытое
поле” – на (–4-й), 52- и 108-й дни. Взвешивание крыс проводили каждую неделю
эксперимента.

Статистическая обработка результатов
Результаты иммуногистохимического исследования оценивали с помощью Н-кри-

терия Крускала–Уоллиса и последующего апостериорного анализа межгрупповых
различий по U-критерию Манна–Уитни с поправкой Холма–Бонферрони. Резуль-
таты представлены в виде бокс-плотов с медианой (М) 50% с интерквартильными
размахами. Достоверность различий в поведенческих тестах оценивали с помощью
U-критерия Манна–Уитни. Полученные результаты поведенческих тестов пред-
ставляли в виде графиков с медианой с межквартильным интервалом.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При оценивании предпочтения этанола в тесте “Двухстаканная проба” было об-
наружено, что все животные на протяжении эксперимента в условиях свободного
выбора в домашней клетке не предпочитали этанол воде (доля выпитого этанола в те-
стах не превышала 50% от общего количества выпитой жидкости). Крысы “DAT-HET

Рис. 1. Предпочтение этанола в тесте “Двухстаканная проба”. По оси абсцисс – дни алкоголизации, по
оси ординат – доля (%) выпитого алкоголя. Здесь и далее указана значимость отличий (p < 0.05) по
Mann–Whitney U test.
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ethanol” достоверно меньше предпочитали этанол по сравнению с крысами “Wistar
ethanol” на 111-й день алкоголизации. Через 28 дней после окончания алкоголиза-
ции доля выпитого этанола не превышала 30% для обеих групп (рис. 1).

Анализ еженедельных измерений массы выпитого раствора этанола в домашних
клетках показал, что крысы группы “DAT-HET ethanol” употребляли достоверно
меньше алкоголя в середине спаивания [среднее (7-я–11-я) неделя] по сравнению
с крысами “Wistar ethanol” и не отличались от них в первые [среднее (1-я–6-я) не-
деля] и последние [среднее (12-я–16-я) неделя] недели алкоголизации (рис. 2).

В среднем по всем пятнадцати измерениям крысы “DAT-HET ethanol” также выпи-
ли достоверно меньше алкоголя по сравнению с крысами “Wistar ethanol” 1.3 ± 0.2 и
2.0 ± 0.2 г/кг соответственно (р = 0.03).

В тесте “Открытое поле” крысы “DAT-HET ethanol” демонстрировали высокую
локомоторную и вертикальную активность (длина пройденного пути, стойки) по
сравнению с крысами “Wistar ethanol” до начала алкоголизации и не отличались по
исследовательской активности (заглядывания). После начала алкоголизации дви-
гательная активность крыс “DAT-HET ethanol” снизилась, и поведение животных
обеих групп не различалось (рис. 3). Исследовательская активность снизилась в се-
редине и конце спаивания у крыс обеих групп, различий между группами не на-
блюдали. По вегетативным актам и грумингу крысы не различались на протяжении
всего эксперимента.

В тесте “Приподнятый крестообразный лабиринт” крысы “DAT-HET ethanol”, в
отличие от крыс “Wistar ethanol”, предпочитали открытые рукава в начале и спустя
54 дня после начала алкоголизации. Крысы “DAT-HET ethanol” проводили досто-
верно меньше времени в центре крестообразного лабиринта до начала и на 54-й день
алкоголизации по сравнению с животными из группы “Wistar ethanol”. Крысы
“DAT-HET ethanol” проводили достоверно меньше времени в закрытых рукавах
лабиринта до начала алкоголизации. В конце алкоголизации между группами до-
стоверных отличий не обнаружено. Количество свешиваний с открытых рукавов у
группы “DAT-HET ethanol” в начале опыта было больше (8.3 ± 4.6 против 3.0 ±1.0,
р < 0.01), однако в последующих тестах различия между группами не достоверны.

Рис. 2. Средняя масса раствора этилового спирта, выпитого одной крысой из группы за один день (в пе-
рерасчете на чистый этанол) в домашних клетках. По оси абсцисс – недели алкоголизации, по оси ор-
динат – средняя масса раствора этилового спирта, выпитого одной крысой из группы за один день, в
г/кг массы тела животного.
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Также не обнаружено достоверных различий между группами по времени, прове-
денному в открытых рукавах.

В данном исследовании проведено измерение оптической плотности ТГ- им-
мунопозитивного материала в отростках дофаминергических нейронов в обла-
сти прилежащего ядра (nucleus accumbenc) (рис. 5) во всех группах крыс линий
DAT-HET и Wistar.

Отмечена исходно более высокая оптическая плотность ТГ-иммунопозитивных
отростков в области прилежащего ядра у крыс “DAT-HET water”: M = 113 (0.108;
0.126) по сравнению с группой “Wistar water”: M = 108 (0.103; 0.115). После алкого-
лизации у крыс “DAT-HET ethanol” отмечается снижение уровня ТГ: М = 109

Рис. 4. Время, проведенное в закрытых (а), открытых рукавах (b) и в центре (с) приподнятого крестооб-
разного лабиринта. По оси абсцисс: дни алкоголизации; по оси ординат: время в мс.
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Рис. 3. Двигательная и вертикальная активность у крыс на протяжении алкоголизации. По оси абсцисс:
дни алкоголизации; по оси ординат: длина пройденного пути, в мм (a), вертикальные стойки, количе-
ство (b).
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(0.103; 0.114) по сравнению с группой “DAT-HET water” (рис. 6). Снижение оптиче-
ской плотности ТГ у крыс “DAT-HET ethanol” отмечается и по сравнению с груп-
пой “Wistar ethanol”: M = 112 (0.106; 0.117) (p = 0.04).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данном эксперименте крысы DAT-HET не показали предпочтения этанола в
условиях свободной алкоголизации в “Двухстаканной пробе” и демонстрировали
низкий уровень его потребления в домашних клетках в течение недели. Ранее было
показано, что в условиях полупринудительной алкоголизации крысы DAT-HET по
сравнению с Wistar увеличивают потребление и предпочтение этанола [17]. Полу-
ченные в данном эксперименте результаты перекликаются с более ранними иссле-
дованиями о роли DAT в формировании предпочтения к этанолу именно в условиях
свободной алкоголизации. Так, в аналогичных условиях у самцов мышей DAT-KO
и DAT-HET снижалось потребление и предпочтение этанола [20]. Следует отме-
тить, что крысы Wistar, потребляющие больше этанола в недельных пробах в сере-

Рис. 6. Оптическая плотность ТГ-иммунопозитивных отростков в области прилежащего ядра у иссле-
дуемых групп крыс линий DAT-HET и Wistar. По оси ординaт: оптическaя плотность в условных еди-
ницaх (у. е.). 
Обознaчения: чернaя линия внутри боксa – медиaнa, линии пределa – интерквaртильный рaзмaх. До-
стоверность отличий при р < 0.05, по Mann–Whitney U test.
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Рис. 5. Иммуногистохимическая реакция к тирозингидроксилазе на фронтальном срезе мозга крысы
Wistar с областью прилежащего ядра (nAcc). При малом увеличении область nAcc выделена квадратом,
при большем увеличении в nAcc расположены тирозингидраксилаза-иммунопозитивные отростки.
Обозначение: ac – anterior commissure, масштаб: 5 мм (а) и 200 мкм (b).
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дине эксперимента, тоже не демонстрировали достоверно устойчивого предпочте-
ния в процессе алкоголизации и спустя месяц после нее. Наши данные согласуются с
результатами работ, показавших, что подобная динамика потребления этанола ха-
рактерна для животных, которые получают этанол при свободном выборе [21].

Локомоторная активность у крыс DAT-HET до начала алкоголизации достовер-
но выше, чем у крыс линии Wistar, что неоднократно отмечалось ранее [5, 6].
В дальнейшем на фоне алкоголизации к середине эксперимента локомоторная ак-
тивность животных линии DAT-HET снизилась и не отличалась от показателей ал-
коголизирующихся крыс Wistar. Различий в исследовательской активности крыс
DAT-HET по сравнению с Wistar не было обнаружено, она была высокой в первом
тестировании до начала спаивания и снизилась в последующих тестах. Эти же ре-
зультаты отмечаются и в конце эксперимента. Возможно, на фоне свободной алко-
голизации, при отсутствии формирования предпочтения этанола, уменьшение ло-
комоторной и исследовательской активности у крыс DAT-HET связано с седатив-
ным эффектом этанола, который снижает гиперреактивность этой группы
животных. Также можно высказать предположение, что на это могут влиять такие
факторы, как привыкание к тестовой арене открытого поля и старение животных в
процессе эксперимента.

Гиперреактивность крысы DAT-HET демонстрируют и в тесте “Приподнятый
крестообразный лабиринт”, что также соответствует поведенческим характеристи-
кам линии [6]. До алкоголизации они статистически значимо больше по сравне-
нию с Wistar проводят времени в открытых рукавах и меньше в центре лабиринта.
Такое соотношение нахождения в открытых рукавах и в центре, возможно, свиде-
тельствует о высокой реактивности крыс данной линии. На фоне алкоголизации
эта тенденция сохраняется до середины эксперимента, однако в конце экспери-
мента различия с крысами Wistar нивелируются.

Проекции дофаминергических нейронов, локализованных в области вентраль-
ной покрышки среднего мозга (VTA), приходят в область прилежащего ядра и со-
ставляют мезолимбический путь, контролирующий систему награды и подкрепле-
ния [2, 22]. Поэтому оценка уровня ТГ проводилась в иммунопозитивных отростках
дофаминергических нейронов в области прилежащего ядра. Несмотря на невысо-
кое потребление раствора этанола у крыс “DAT-HET ethanol”, уровень ТГ в проек-
циях дофаминергических нейронов в области прилежащего ядра был ниже у крыс
“DAT-HET water”, но не отличался от крыс “Wistar ethanol”. Также имел тенден-
цию к снижению уровень ТГ у крыс DAT-HET по сравнению с алкоголизироваными
крысами Wistar, однако при статистической обработке после поправки Холма–
Бонферрони различия нивелируются, вероятно, из-за небольшой выборки.

Известно, что DAT регулирует передачу сигналов на всех пре- и постсинаптиче-
ских рецепторах дофамина, удаляя нейротрансмиттер из внеклеточного простран-
ства, методом обратного захвата [23], его плотность наиболее высока в стриатуме и
прилежащем ядре [24]. У всех крыс с нокаутом DAT нарушение обратного захвата
приводит к дисбалансу синтеза дофамина, в частности, у DAT-KO снижается уро-
вень мРНК ТГ в среднем мозге и уровень белка ТГ в стриатуме, а у DAT-HET уве-
личен внеклеточный уровень дофамина в стриатуме [5]. По этой причине у крыс
DAT-HET изначально повышенное количество ТГ в проекциях дофаминергиче-
ских нейронов в области прилежащего ядра может быть связано с высоким содер-
жанием внеклеточного дофамина в стриатуме. Можно предположить, что даже ма-
лые дозы этанола могут воздействовать на дофаминергических нейроны, вызывая
снижение общего уровня ТГ в их проекциях в прилежащем ядре, и, вероятно, сни-
жают уровень внеклеточного дофамина в вентральном стриатуме и других структу-
рах мезолимбической системы. При этом у крыс DAT-HET не возникает предпо-
чтения к этанолу по причине работы компенсаторных механизмов в дофаминерги-
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ческой системе. Как следствие, это приводит к снижению содержания дофамина и
изменению характерного поведения для данной модели животных, прежде всего их
гиперактивности.

Таким образом, можно сделать вывод, что у крыс линии DAT-HET наблюдается
увеличение уровня ТГ в прилежащем ядре. Кроме этого, режим свободной алкого-
лизации снижает уровень ТГ в прилежащем ядре при развитии патологического
увеличения содержания ТГ, наблюдающегося у животных линии DAT-HET, но не
оказывает эффекта на животных в контрольных группах. Данный вывод хорошо со-
гласуется с полученными поведенческими данными, при которых у крыс DAT-HET
снижается избыточная локомоторная активность в условиях алкоголизации. Одна-
ко необходимо учесть тот факт, что крысы DAT-HET не сформировали предпочте-
ния этанола в условиях свободной алкоголизации и потребляли меньше алкоголя,
чем животные контрольной группы. Таким образом, сравниваемые группы были
подвергнуты воздействию разного объема этанола, что вызывает трудности при
интерпретации данных с позиции нейрохимического и фармакологического под-
ходов. Однако эти трудности могут быть преодолены в следующих экспериментах,
например, с использованием принудительного воздействия одинаковыми низки-
ми объемами этанола.

Ограничения исследования

Был исследован только показатель общего фермента ТГ в волокнах прилежаще-
го ядра. Разное количество животных в группах. Не производилась оценка уровня
отдельных катехоламинов.
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Changes in Behavioral Characteristics and Tyrosine Hydroxylase Levels in the Nucleus 
Accumbens of the Brain of DAT-HET Rats during Free Alcoholization

I. V. Antonovaa, *, E. O. Kuchera, b, E. V. Filatovaa, A. E. Veraksaa, I. Yu. Morinaa,
V. A. Zavyalovb, and A. Yu. Egorova, b, c

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bSt. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
cMechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russia

*e-mail: risha.irina999@mail.ru

DAT-HET rats with their underlying hyperdopaminergia are a promising model for the
investigation of neuropsychiatric diseases, which are based on impaired dopamine neu-
rotransmission, including alcoholism. The aim of the work was to evaluate the effect of free
alcoholization on drinking, locomotor, exploratory behavior, anxiety, and Tyrosine hydroxy-
lase (TH) levels in rats with impaired functioning of the DA system (DAT-HET). The study
was carried out on adult male rats of the DAT-HET (n = 15) and Wistar (n = 13), which
were divided into 4 groups: “DAT-HET ethanol” (n = 10) and “Wistar ethanol” (n = 9),
who were in the mode of free alcoholization for 112 days of the experiment. The DAT-HET
water (n = 5) and Wistar water (n = 4) groups did not have access to an ethanol solution
and did not participate in behavioral tests. Ethanol preference and consumption was as-
sessed in the “Two-bottle test”. The amount of ethanol consumed in the cells was re-
corded weekly. Behavior was assessed using the Open Field and Elevated Plus Maze
tests. After alcoholization, to assess the level of TH, an immunohistochemical (IHC). It
was found that during free alcoholization, DAT-HET rats do not form preferences for
ethanol. Under the low ethanol consumption, the initial hyperactivity in DAT-HET rats
is leveled. The DAT-HET model leads to an increase in TH levels in NAcc. In addition,
the free alcoholization reduces the level of TG in NAcc with the development of a
pathological increase in TH, observed in the DAT-HET model, but has no effect on
healthy animals.

Keywords: DAT-HET rat, dopamine, ethanol, nucleus accumbens, tyrosine hydroxylase,
free alcoholization, alcohol dependence, behavior
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Хроническая сенсоневральная тугоухость (СНТ) характеризуется снижением
слуха на основных речевых частотах, что предполагает ухудшение слухоречевой
обратной связи и, как следствие, изменение характеристик речи. Выполнена
проверка гипотезы о том, что это ухудшение может проявиться в повышении ча-
стоты формант F0, F1, F2 гласных звуков речи у пациентов с постлингвальной
СНТ II и III степени. Выполнены записи вызванной речи у женщин молодого и
среднего возраста (36–59 лет): 7 дикторов-женщин с СНТ II степени, которые не
носили слуховые аппараты; 5 дикторов-женщин с СНТ III степени при снятых
слуховых аппаратах; контрольной группы из 12 нормально слышащих дикторов-
женщин. Проведены оценки F0, F1, F2 ударных гласных звуков [a], [i], [u] и рас-
четы показателей централизации гласных – площади формантных треугольников,
формантного коэффициента централизации и коэффициента вторых формант. Все
изученные спектральные показатели в группах пациентов с постлингвальной
СНТ оказались сходными с контрольной группой, достоверных различий выяв-
лено не было.

Ключевые слова: слухоречевой контроль, обратная связь, сенсоневральная туго-
ухость, характеристики гласных звуков, частота основного тона голоса
DOI: 10.31857/S0869813923040106, EDN: VJRVTV

ВВЕДЕНИЕ

Контроль собственного голоса играет важную роль в организации движений ре-
чевых мышц для точного воспроизведения звуков, в формировании произношения
отдельных слов и развитии речи в целом. Слуховая система обеспечивает контроль
собственного голоса диктора двумя способами – через прямую (feedforward control)
и обратную связь (feedback control). Прямая связь активирует сохраненную ранее
программу для органов артикуляционного аппарата, тогда как обратная связь дает
информацию о достижении речевой цели на данный момент [1, 2]. В случае пре-
лингвальной глухоты оба вида связи утрачиваются, что влечет за собой значитель-
ные изменения голоса пациента и процессов формирования речи. Влияние глухо-
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ты на речь достаточно подробно исследовано как у детей [3, 4], так и у взрослых [5,
6]. Изменения вокальной речи наиболее четко проявляются в структуре гласных
звуков, особенно значений первой и второй формант, поскольку отсутствие слухо-
вой обратной связи приводит к ограничению горизонтальных и вертикальных дви-
жений языка [5, 7]. Ряд авторов считает, что нарушение слуховой обратной связи
влияет на сегментарные и надсегментарные характеристики речи, поскольку имен-
но этот вид связи дает информацию о тонких движениях речевых мышц [8, 9]. Вме-
сте с тем изменение спектральных показателей речи при нарушении обратной свя-
зи может оказаться незначительным при сформированных ранее артикуляторных
программах речи.

При сенсоневральной тугоухости (СНТ), развивавшейся уже в постлингвальный
период, артикуляторные программы речи сформированы при нормальном контро-
ле голоса. В результате возникают отличные от прелингвальной глухоты условия
говорения. В этом случае прямая связь продолжает работать, а обратная связь ис-
пытывает дефицит, обусловленный частичной потерей слуха, что должно сопро-
вождаться ухудшением контроля собственного голоса. В случае длительного сни-
жения слуха можно также допустить некоторое ухудшение прямой слухоречевой
связи при отсутствии слухопротезирования. Изучение функционирования нейро-
сетей у постлингвальных пациентов с умеренной и умеренно-тяжелой (II–III сте-
пень) тугоухостью выявило их глубокую перестройку, включая изменения в обра-
ботке эмоциональных звуковых сигналов, изменения уровня слухового внимания,
межсенсорного взаимодействия и сенсомоторного контроля [10, 11]. Эти результа-
ты предполагают наличие стойких изменений в контроле голоса уже при умерен-
ной степени тугоухости. Артикуляция пациентов с СНТ характеризуется наличием
ряда искажений и фонологических нарушений. Эти искажения речи оцениваются
разнообразными спектральными показателями: частотой основного тона (F0),
спектральной и амплитудной неравномерностью звучания (jitters and shimmers),
соотношением гармонических и шумовых компонент [12].

Среди всех акустических показателей голоса, спектральные характеристики,
связанные с фонацией (F0) и артикуляцией (F1, F2), дают наиболее объективную
информацию для выявления и оценки изменений, ведущих к ухудшению качества
голоса и снижению разборчивости речи при нарушении слуховой обратной связи
[13–15]. Голос и артикуляция тесно связаны, поскольку звук, исходящий из горта-
ни, трансформируется в слова путем его сочетания с динамическими и статически-
ми структурами верхних голосовых путей. Эта трансформация в спектре голоса от-
ражается в значениях первой и второй формант гласных звуков. В русском языке
базовые гласные звуки [а], [i], [u] в координатной плоскости F1–F2 образуют вер-
шины фонетического “треугольника гласных”, внутри которого расположены
остальные гласные фонемы [16, 17].

У пациентов с долингвальной глухотой неоднократно была продемонстрирована
выраженная централизация гласных европейских языков, в результате которой об-
ласть (треугольник) гласных при патологии оказывалась внутри области гласных
нормы и размерами была значительно меньше последней [5, 6, 18]. При постлинг-
вальной глухоте аналогичных работ не выполнялось. В единственной обнаружен-
ной нами работе [19] была выполнена оценка спектральных характеристик не-
скольких гласных звуков [a], [e], [i], однако их формантный анализ не проводили.

Целью работы была проверка гипотезы о том, что при II и III степени постлинг-
вальной СНТ перечисленные выше спектральные показатели голоса, характеризу-
ющие процессы фонации и артикуляции, будут свидетельствовать об ухудшении
слухоречевой обратной связи и нарушении контроля голоса в текущем моменте.
Изучение формантных характеристик гласных звуков [а], [i], [u] позволяет оценить
изменения, которые в целом происходят при голосообразовании и артикуляции
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вокальных звуков русской речи. При такой оценке необходимо учитывать положе-
ние гласного в речевом сигнале, в частности, ударность его позиции в слогоритми-
ческой структуре слова (словесное ударение), когда формантные максимумы спек-
тра гласных звуков наиболее выражены благодаря четкости артикуляции [17]. По-
этому для оценки спектральных характеристик мы использовали только ударные
гласные в разных положениях, имевшие достаточный для точной количественной
оценки стационарный интервал.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дикторы

В исследовании приняли участие женщины-дикторы молодого и среднего воз-
раста (36–59 лет), носительницы русского языка. Экспериментальные группы со-
ставили пациенты Сурдологического отделения Городского гериатрического ме-
дико-социального центра г. Санкт-Петербурга с диагностированной симметрич-
ной хронической СНТ продолжительностью более 5 лет, которые имели
тимпанограмму типа “А” или “Ad” (“As”). В первую группу вошли 7 дикторов с
СНТ II степени, при которой средние пороги слуха на частотах 0.5, 1, 2 и 4 кГц со-
ставляли от 41 до 55 дБ для обоих ушей. Дикторы этой группы, средний возраст ко-
торых был равен 46 ± 6 лет, не носили слуховые аппараты. Во вторую эксперимен-
тальную группу вошли 5 дикторов в возрасте 47 ± 6 лет с СНТ III степени со сред-
ней потерей слуха на основных аудиометрических частотах в диапазоне от 56 до
70 дБ. Все дикторы этой группы использовали слуховые аппараты в повседневной
жизни. Контрольную группу составили 12 дикторов с нормальным слухом (сред-
ний возраст – 50 ± 8 лет). Пороги слуха по воздушной тональной пороговой аудио-
метрии на основных аудиометрических частотах в контрольной группе были не
выше 25 дБ для обоих ушей, что соответствует диапазону нормального слуха для
данной возрастной группы.

У дикторов всех групп отсутствовали: генетические и врожденные заболевания;
острая и хроническая бактериальная или вирусная инфекция наружного и среднего
уха; острые инфекции верхних дыхательных путей; органическое поражение голо-
совых связок; анатомические аномалии верхних дыхательных путей; неврологические
расстройства; применение ототоксических препаратов в анамнезе; акустическая
травма или внезапная потеря слуха в анамнезе; пре- или перилингвальная потеря
слуха; речевая профессия (певцы, актеры, учителя, ораторы).

Речевой материал

Для записи использовали 9 слов русского языка с гласными [a], [i], [u] в разных
ударных позициях: в начале слова – рУчка, Армия, мИна; в середине – бумАга,
малИна, посУда; в конце – кредИт, шалУн, строкА.

Оборудование и экспериментальное помещение

Исследование проводили в комнате, заглушенной при помощи акустического
поролона. Запись голоса диктора выполняли с применением ноутбука Lenovo V570
и программного обеспечения Cool Edit Pro 2.1. Для записи голоса использовали
микрофон Sennheiser E845 с суперкардиоидной диаграммой направленности и звуко-
вую карту Creative E-MU 0202 (44100 Гц, 16 Бит).
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Экспериментальная процедура
Обследование пациентов с СНТ III степени осуществлялось при снятых слухо-

вых аппаратах после 20 мин нахождения без них (адаптации). Во время записи речи
диктор располагался на стуле. В 20 см от диктора, на уровне его рта, устанавливали
микрофон на стойке. Положение головы не фиксировалось жестко, однако дикто-
ру была дана инструкция не поворачивать и не наклонять голову. Таким образом,
поддерживалось постоянное расстояние между губами диктора и микрофоном.
Поскольку микрофон имел суперкардиоидную диаграмму направленности, отра-
жения звука голоса от стены кабинета, которая находилась перед диктором, не
улавливались микрофоном и не могли существенно повлиять на качество записей.
Отражения звука голоса от других стен минимизировали при помощи трехсекци-
онной ширмы, покрытой акустическим поролоном, которую располагали за спи-
ной диктора.

Каждый диктор участвовал в трех сессиях, в каждой из которых записывали по
три из девяти слов. Сессии различались по набору слов, в которых ударная гласная
занимала одну из трех возможных позиций. В течение одной сессии диктор произ-
носил слова друг за другом четыре раза. Для того, чтобы уменьшить различия в ин-
тонировании слов, дикторов просили перед каждым словом добавлять местоиме-
ние “это”: “Это – ручка, это – армия, это – мина” и т.д.

Для каждого диктора контрольной и экспериментальных групп было записано
36 слов (9 слов × 4 повтора). Общий объем записанного материала для всех 24 дик-
торов составил 864 слова: 432 слова для контрольной группы, 252 слов для группы с
СНТ II и 180 слов для группы с СНТ III степени. После окончания сессии записи
голоса сохраняли в формате wav для дальнейшего анализа.

Анализ записей и методы статистического анализа
Из полученных записей при помощи программы Cool Edit Pro 2.1 были выреза-

ны фрагменты, содержащие слова. Далее эти фрагменты анализировали в програм-
ме Praat Version 6.2.05 (свободно распространяемое программное обеспечение,
www.praat.org). Анализ ударных гласных звуков включал выделение стационарного
участка гласного (не менее 50 мс) для определения частоты основного тона (F0),
первой (F1) и второй (F2) форманты. Частотный диапазон для оценки F0 состав-
лял 75–500 Гц. Для определения значений формант использовали авторегрессион-
ный метод Берга (Burg Linear Predictive Coding Autoregressive Method), реализован-
ный в Praat. Шаг по времени составлял 0.01 с, длительность окна интегрирования
0.025 с, максимальное искомое значение формант 5.5 кГц, коррекция предыскаже-
ния (pre-emphasis) выполнялась на частотах свыше 50 Гц.

Результаты формантного анализа использовали для оценок централизации гласных.
Определяли три показателя – площадь формантных треугольников, формантный
коэффициент централизации и коэффициент вторых формант. Площадь формант-
ных треугольников (ПФТ) рассчитывали по формуле, предложенной Vorperian и Kent
[20] и модифицированной для русского языка [16]:

где F1 и F2 значения первой и второй форманты соответствующих гласных звуков
в Гц.

Формантный коэффициент централизации (ФКЦ) гласных звуков, который
был предложен Sapir и соавт. [21], определяли по формуле:

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]( )
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]( )

=
−

ПФТ 0.5 ( F2 i ×F1 a + F2 a × F1 u + F2 u × F1 i –
F1 i × F2 a + F1 a × F2 u + F1 u × F2 i );

= ( [ ] [ ] [ ] [ФКЦ F2 u +F2 a +F1 i +F1 u F2 i +F1]) ( [ ] [a]).
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Таблица 1. Частота основного тона голоса и расчетные спектральные характеристики глас-
ных для группы дикторов-женщин с нормальным слухом (контрольная группа)

*F0 – частота основного тона голоса, получена как среднее для 9 слов и 4 их повторений (n = 36) по
всем анализируемым гласным.

 **ПФТ – площадь формантных треугольников (формулу расчета см. в разделе Методы исследования);
***КВФ – коэффициент вторых формант – соотношение вторых формант соответствующих гласных

звуков (F2[i]/F2[u]), данных в Гц;
**** ФКЦ – формантный коэффициент централизации (формулу расчета см. в разделе Методы исследо-
вания).

№ F0*, Гц ПФТ**, у.е. КВФ*** ФКЦ****

1 203 351658 3.09 0.86
2 167 487144 2.94 0.86
3 148 385617 2.34 0.95
4 175 354874 1.71 1.21
5 178 359876 2.14 1.02
6 166 222752 2.44 0.96
7 219 336583 1.74 0.98
8 186 585099 2.97 0.80
9 220 347541 2.57 0.97

10 205 280775 2.73 0.95
11 176 377592 3.58 0.78
12 224 328407 2.33 0.96

Среднее 169 ± 25 376782 ± 93998 2.58 ± 0.51 0.93 ± 0.11

Коэффициент вторых формант (КВФ), применяемый при различных речевых
нарушениях [7, 22, 23], рассчитывали по формуле:

Статистическую обработку данных проводили в программах Excel (Microsoft Of-
fice 2013) и Statistica Application 10 (StatSoft Inc.). Для сравнения параметров речи
дикторов экспериментальной и контрольной групп использовали непараметриче-
ский непарный U-критерий Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В контрольной группе дикторов индивидуальные значения F0, характеризую-
щие фонацию при норме слуха, находились в диапазоне 148–224 Гц. Результаты
оценки значений F0, усредненные по трем гласным звукам в разных ударных пози-
циях, для отдельных дикторов представлены в табл. 1.

Аналогичные расчеты были выполнены в экспериментальных группах с СНТ.
Результаты представлены в табл. 2. Дикторы с диагностированной СНТ II степени
имели F0 в диапазоне 163–238 Гц, с СНТ III степени – 157–220 Гц. Таким образом,
диапазоны F0 в норме и при сенсоневральной тугоухости практически совпадали.
В то же время отметим, что в обеих экспериментальных группах среднее значение F0
было заметно выше – на 25–30 Гц по сравнению с контролем. Сравнение групп с
СНТ II и СНТ III степени с контролем по величине F0 показало отсутствие досто-
верных различий (p1 = 0.37, p2 = 0.59, здесь и далее непараметрический U-крите-
рий Манна–Уитни, если не указано иного).

Достоверных различий по значениям F0 между двумя группами дикторов с СНТ
обнаружено не было (p = 1.00, n1 = 7; n2 = 5). Это позволило объединить две груп-

КВФ = F2 i[ ] F2[u].
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пы для дальнейшего анализа. Отметим, что в объединенной экспериментальной
группе были выявлены обладатели как достаточно низкого голоса (дикторы №№ 1,
7 и 12), так и более высокого (дикторы №№ 2, 4 и 11) и аналогичная ситуация выяв-
лялась в группе нормы. Диапазон частоты основного тона голоса в группах СНТ и
контроля составил 81 и 75 Гц соответственно. Достоверных статистических разли-
чий между контрольной и объединенной экспериментальной группами по величи-
не F0 также не было обнаружено (p = 0.58, n1 = 12; n2 = 12). Таким образом, наблю-
дали ожидаемое, но статистически не значимое увеличение F0 в обеих группах с
СНТ по сравнению с группой дикторов с нормальным слухом.

Помимо F0, были определены основные показатели артикуляции гласных звуков –
F1 и F2, а также расчетные показатели, которые характеризуют централизацию
гласных звуков на формантной плоскости F1–F2. Индивидуальные данные для
двух экспериментальных групп дикторов (рис. 1a, 1b) и контрольной группы
(рис. 1с) представлены на формантной плоскости F1–F2 в виде формантных тре-
угольников, вершины которых образованы гласными звуками [a], [i], [u]. Причем
для каждого гласного показано среднее значение по трем ударным позициям, что
позволяло устранить влияние его интонирования при произнесении в начале, се-
редине и конце слова.

Для всех трех групп дикторов была характерна высокая вариативность положе-
ний индивидуальных треугольников гласных звуков, на фоне которой особенности
спектральных значений формант F1 и F2 гласных звуков для отдельных групп не
обнаруживались. Вершины треугольников гласных звуков, построенных по сред-
ним данным для контрольной группы и дикторов с СНТ II и III степенями, демон-
стрируют их близкое расположение и сходную площадь (рис. 1d). Таким образом,

Таблица 2. Частота основного тона голоса и расчетные спектральные характеристики глас-
ных для пациентов женского пола с сенсоневральной тугоухостью II–III степени (экспери-
ментальные группы)*

* Обозначения те же, что в табл. 1;
** пациенты c СНТ II степени, не использующие слуховой аппарат;
*** пациенты с СНТ III степени, использующие слуховой аппарат в повседневной жизни.

№ Степень потери слуха F0, Гц ПФТ, у.е. КВФ ФКЦ

1 II** 169 390189 2.90 0.92
2 II 232 259730 2.10 0.98
3 II 200 446958 2.03 0.98
4 II 238 620432 3.13 0.84
5 II 192 440905 2.87 0.79
6 II 201 378316 2.89 0.84
7 II 163 236534 2.93 0.93

СРЕДНЕЕ СНТ II 199 ± 28 396152 ± 128665 2.69 ± 0.44 0.90 ± 0.07

8 III*** 209 349689 2.20 1.02
9 III 180 378878 2.73 0.87

10 III 203 395595 3.63 0.75
11 III 220 180423 1.68 1.15
12 III 157 439299 3.16 0.80

СРЕДНЕЕ СНТ III 194 ± 25 348777 ± 99544 2.68 ± 0.77 0.92 ± 0.16

СРЕДНЕЕ ПО СНТ II–III 197 ± 26 376412 ± 115014 2.69 ± 0.57 0.90 ± 0.11
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положения вершин и размеры треугольников, построенных по средним данным,
оказались сходны.

Значения F1 и F2 гласных звуков у дикторов с СНТ II и СНТ III степени стати-
стически не различались (для [a] F1 p = 1.00, F2 p = 0.62; для [i] F1 p = 1.00, F2 p = 0.74;
для [u] F1 p = 0.74; F2 p = 1.00, n1 = 7, n2 = 5). Это позволило объединить данные,
полученные для двух групп дикторов с СНТ.

Для выявления нарушения артикуляции, обусловленного ухудшением слуховой
обратной связи при речепродукции у пациентов с СНТ II–III степени, мы рассчи-
тывали ряд показателей, которые характеризуют централизацию гласных звуков на
формантной плоскости F1–F2. Одним из наиболее часто используемых является
площадь формантных треугольников (ПФТ). Индивидуальные и усредненные по
группам значения ПФТ в контрольной и экспериментальной группах представле-
ны в табл. 1 и 2 соответственно. Вариабельность этого показателя оказалась высо-

Рис. 1. Треугольники гласных звуков на плоскости формант F1–F2 для дикторов-женщин с нормаль-
ным слухом и с постлингвальной хронической сенсоневральной тугоухостью II и III степени.
(a) – дикторы с СНТ II степени; (b) – дикторы с СНТ III степени; (c) – дикторы с нормальным слухом;
(d) – средние данные, полученные для трех групп дикторов в нашей работе, и для долингвальных глухих
дикторов по данным работы [24].
По оси абсцисс – форманта F1, Гц; по оси ординат – форманта F2, Гц.
На панелях рисунка (a–c) разными линиями показаны индивидуальные данные дикторов; (d) – тонки-
ми горизонтальными и вертикальными линиями показаны диапазоны min–max формант F1 и F2.
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кой как в контрольной, так и в экспериментальной группах. Минимальное и мак-
симальное индивидуальные ПФТ различались внутри контрольной группы более
чем в два раза: 280775 и 585099 у.е. соответственно, в то время как для объединен-
ной экспериментальной группы – более чем в три раза: 180423 и 620432 у.е. соот-
ветственно. Достоверных различий между двумя этими группами по данному пока-
зателю не было выявлено (р = 0.62, n = 12).

Еще одним показателем возможной централизации гласных звуков является ко-
эффициент вторых формант (КВФ), результаты расчетов которого приведены в
табл. 1 и 2. В контрольной группе значения этого показателя варьировали в диапа-
зоне от 1.71 до 3.58; в объединенной экспериментальной – от 1.68 до 3.63. Досто-
верных различий между группами не было выявлено (p = 0.70, n = 12).

Последний из расчетных показателей – формантный коэффициент централиза-
ции (ФКЦ), так же, как и КВФ представляет собой безразмерную величину. Этот
коэффициент отличался наименьшей вариабельностью в обеих группах и по сред-
ним данным был близок к 1. Для контрольной и экспериментальной групп величи-
на ФКЦ не различалась (p = 0.54). Все четыре рассчитанные нами показателя – F0,
ПФТ, КВФ и ФКЦ, значительно варьировали от диктора к диктору, по средним
данным имели близкие значения в контрольной и объединенной эксперименталь-
ной группах и достоверно не различались. Таким образом, спектральные показате-
ли, характеризующие фонацию и артикуляцию, не различались в контрольной
группе и в группе постлингвальной хронической сенсоневральной тугоухости II–
III степени.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Хорошо известно, что пациенты с тяжелыми нарушениями слуха обычно де-
монстрируют изменение качества голоса и контроля работы мышц гортани. Это
свидетельствует о неспособности регулировать напряжение голосовых связок и
подсвязочное давление, т.е. процесс фонации [25]. Вместе с тем в литературе, по-
священной речепродукции у людей с постлингвальной сенсоневральной потерей
слуха, данные об изменениях частоты основного тона голоса (F0) неоднозначны
[19, 26, 27]. Наши результаты показали отсутствие достоверных различий по это-
му показателю в экспериментальных и контрольной группах. Вместе с тем сред-
нее значение F0 в обеих группах с СНТ II и III степени было на 30 и 25 Гц выше,
чем в контрольной группе.

Полученный нами результат об отсутствии достоверных различий с группой нор-
мы согласуется с выводами работ [26, 27], в которых исследовали гласный звук [a] у
пациентов с СНТ без слухопротезирования. Заметим, что в исследовании [26] были
обследованы женщины пожилого и старческого возраста, тогда как в работе [27]
группы пациентов составляли и женщины, и мужчины преимущественно пожило-
го возраста. В еще одной работе [19] была исследована речь (гласные [a], [e], [i]) па-
циентов только мужского пола среднего возраста с СНТ III степени также без слу-
хопротезирования, как и в двух упомянутых выше работах. Для этой группы с СНТ
были обнаружены достоверные различия по величине F0 с группой нормы. Все че-
тыре работы, включая нашу, различаются как подбором испытуемых, так и мето-
дологическими подходами (пол и возраст дикторов, наличие или отсутствие слухо-
протезирования, речевой материал).

Небольшой состав обследованных групп пациентов может также объяснить то
обстоятельство, что в одних работах была выявлена лишь незначительная тенден-
ция к увеличению F0 в группах с частичной потерей слуха по сравнению с контро-
лем, тогда как в других исследованиях это изменение было оценено как достовер-
ное. В цитируемых нами работах индивидуальные данные не были представлены.
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Во всех трех обследованных нами группах – контроль, СНТ II и III степени, отме-
чена высокая индивидуальная вариабельность F0. Хорошо известно, что F0 указы-
вает на длину, размер, напряжение и частоту вибрации голосовых связок и отража-
ет резонансные характеристики надгортанного голосового тракта, связанные с ар-
тикуляцией и расположением языка [17]. Таким образом, на величину этого
показателя влияет множество факторов, и отсутствие слуховой обратной связи яв-
ляется лишь одним из них. Возможно, именно случайный подбор мужских голосов
в работе [19] привел к достоверным различиям с контрольной группой. Вместе с
тем во всех четырех работах наблюдалась тенденция по средним данным F0 к уве-
личению при СНТ III степени по сравнению с нормой, что согласуется с повыше-
нием F0 при глубокой глухоте [5, 6].

В нашем исследовании участвовали пациенты двух экспериментальных групп.
Первую составляли дикторы с СНТ II степени, при которой уровень остаточного
слуха был достаточен для поддержания обратной связи и сохранения сформиро-
ванных ранее речевых навыков. Дикторы с СНТ III степени постоянно носили слу-
ховые аппараты, которые обеспечивали поддержание обратной связи. Для этой
группы при речепродукции в эксперименте, во время которого пациенты не ис-
пользовали слуховой аппарат, обратная связь была затруднена по сравнению с по-
вседневной жизнью. Тем не менее, по средним данным величина F0 оказалась вы-
ше на 5 Гц (недостоверное увеличение) у группы с СНТ III степени по сравнению с
пациентами с СНТ II степени, у которых ситуация говорения не отличалась от
обычной практики. Таким образом, отсутствие обратной связи при сформирован-
ных (постлингвальная глухота) и поддерживаемых (слухопротезирование) навыках
не приводило к существенному изменению показателя фонации.

Как было упомянуто во введении, нарушения слухоречевого контроля проявля-
ются в централизации гласных на плоскости F1–F2 [24] (рис. 1d). Таким образом,
можно было бы ожидать уменьшение ПФТ в экспериментальных группах с частич-
ной потерей слуха по сравнению с контрольной группой. Однако по средним дан-
ным для женщин с СНТ II–III степени такое снижение области гласных ПФТ бы-
ло незначительным – менее 5%. Эти изменения по сравнению с контрольной груп-
пой не являлись достоверными. Отметим, что ранее при долингвальной глухоте
были неоднократно выполнены исследования, демонстрирующие выраженную
централизацию гласных европейских языков, в результате которой область (тре-
угольник) гласных при патологии оказывалась внутри области гласных нормы и
размерами была значительно меньше последней [5, 6, 28]. В работе [5] эффект
уменьшения площади формантных треугольников (ПФТ) был продемонстрирован
для гласных звуков [e], [a], [o] немецкого языка для большой группы пациентов
разного пола и возраста с глубокой потерей слуха. При этом значения F1 увеличи-
вались в среднем на 60–80 Гц для всех трех изученных гласных звуков, а F2 – толь-
ко для одного. В работе [28] по изучению гласных греческого языка ПФТ была со-
поставлена с учетом пола пациентов, при этом анализ речи проводили у дикторов с
глухотой (порог слуха >99 дБ для лучше слышащего уха) и с нормой слуха. Полу-
ченные данные свидетельствовали о том, что при глухоте площадь формантных
треугольников уменьшалась примерно в 1.5 раза. Оценка ПФТ в работе [6] не вы-
полнялась, но представленные авторами иллюстрации также свидетельствовали об
уменьшении их размеров при глухоте.

В отличие от исследований речи при долингвальной потере слуха, оценка рече-
вых изменений при постлингвальной СНТ выполнялась в ограниченном числе ра-
бот. Кроме того, эти немногочисленные работы характеризуются разными методо-
логическими подходами с применением различных речевых материалов (включая
языки разных групп, одиночные фонемы, спонтанную речь и т.д.), разных экспе-
риментальных дизайнов и речевых показателей, часто с ограниченными группами
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участников из различных возрастных диапазонов и с разной степенью и длитель-
ностью потери слуха. Это обстоятельство позволяет считать наше исследование су-
щественным вкладом в оценку состояния речевой функции при СНТ, несмотря на
выявленное отсутствие значимых изменений первых трех формант гласных звуков
русской речи.

В поисках возможного критерия для оценки изменений спектральных характе-
ристик речи пациентов с постлингвальной СНТ II–III степени мы применили еще
два безразмерных показателя – формантный коэффициент централизации и коэф-
фициент вторых формант, которые были предложены для оценки централизации
гласных при речевых нарушениях [21–23]. Особенностью этих показателей являет-
ся то, что они нивелируют изменения F1 и F2, связанные с разными F0 у разных
дикторов. Эти показатели были успешно применены в группах детей с долингваль-
ным снижением слуха от умеренного до тяжелого и глубокой глухоты [7]. В нашем
исследовании у взрослых с постлингвальной СНТ эти показатели достоверно не
отличались от таковых в группе с нормой слуха. Формантный коэффициент цен-
трализации оказался стабильной величиной, которая практически не изменялась
ни в контрольной, ни в экспериментальных группах. Таким образом, несмотря на
то, что повышение формантных частот при глухоте, в том числе постлингвальной,
было неоднократно отмечено в работах разных авторов, нам не удалось в случае
постлингвальной симметричной СНТ II–III степени выявить достоверные крите-
рии спектральных изменений голоса. Ни по одному из четырех проанализирован-
ных показателей спектральных характеристик голоса мы не получили значимых
различий в экспериментальной и контрольной группах. Спектральные характери-
стики голоса зависят от множества факторов, прежде всего от индивидуальных
анатомических особенностей речевого тракта. По-видимому, индивидуальная ва-
риабельность характеристик голоса оказывается велика для того, чтобы можно бы-
ло обнаружить начальные изменения этих характеристик, которые могут быть обу-
словлены ухудшением слухоречевого контроля по типу обратной связи.

У здоровых дикторов нарушение слуховой обратной связи, а, следовательно, и
контроля собственного голоса, происходит в маскирующем речь шуме [29, 30] и
имеет сходный с потерей слуха характер изменений спектральных характеристик
голоса. Значения F0 увеличиваются в зависимости от уровня шума на 5–40 Гц [13,
31], что согласуется с полученным по средним данным приростом F0 15–30 Гц при
частичной потере слуха. В этих исследованиях было возможно парное сравнение
при оценке изменений речи в условиях ухудшения контроля голоса, поэтому инди-
видуальные различия F0 не влияли на оценку эффекта.

Можно предположить, что изменения спектральных характеристик голоса од-
ного и того же пациента с СНТ при разных условиях формирования слуховой об-
ратной связи (при использовании слухового аппарата и без него) смогут дать по-
лезную информацию об успешности слухопротезирования. Заметим, что F1 [13, 14]
в условиях шума по сравнению с тишиной увеличивается, а F2 изменяется разно-
направленно [14]. При этом изменение площади области гласных звуков в шуме не
носит однозначного характера: она увеличивалась относительно тишины в работе
[14] и уменьшалась в работе [15]. Аналогично с работами, посвященными величине
ПФТ при утрате слуха, такое расхождение результатов можно объяснить высокой
индивидуальной вариативностью ПФТ и малым числом дикторов, принимавших
участие в исследованиях.

Сопоставление спектральных характеристик голоса при различных условиях
ухудшения обратной связи приводит к следующему заключению. Значения F0 свя-
заны непосредственно с процессом фонации, то есть с работой голосовых связок.
Звук, возникающий при фонации благодаря структуре верхнего голосового тракта
и артикуляции, формирует формантную структуру гласных. Таким образом, изме-
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нение значений F0 на фоне ухудшения контроля голоса дает наиболее прямое сви-
детельство о качестве речеобразования в моменте по сравнению с величинами
формант и их производных, которые обусловлены в значительной мере моторным
навыком на основе прямой слуховой связи [1, 2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Контроль собственного голоса диктором с диагностированной хронической
сенсоневральной тугоухостью II–III степени может до определенной степени
обеспечиваться сформированными ранее речевыми навыками (прямая связь), на
что указывает отсутствие достоверных различий между показателями фонации и
артикуляции экспериментальных и контрольной групп. Вместе с тем тенденция к
росту F0 у пациентов с СНТ II–III степени по сравнению с нормально слышащи-
ми дикторами свидетельствует об ухудшении контроля голоса в режиме реального
времени (обратная связь). Поэтому особый интерес представляет оценка измене-
ний речи дикторов с СНТ при использовании слуховых аппаратов как средства
восстановления слуховой обратной связи, и без них.
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Spectral Characteristics of Cardinal Vowels as Indicators of the Auditory Speech Feedback 
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Chronic sensorineural hearing loss (SNHL) is characterized by an increase in hearing
thresholds at basic speech frequencies, which implies the auditory speech feedback
control worsening and, as a result, changes of speech characteristics. A hypothesis was
tested that such worsening can manifest itself in an increase of F0, F1, F2 formants of
speech vowel sounds in patients with moderate and moderately severe postlingual SNHL.
Recordings of elicited speech were performed for young and middle age women (36–
59 years): 7 women speakers with moderate SNHL who did not use hearing aids;
5 women speakers with moderately severe SNHL who were hearing aid users but were
not using them during the recordings; a control group of 12 normally hearing women
speakers. An assessment of F0, F1 and F2 of stressed vowels [a], [i], [u] and calcula-
tions of vowels’ centralization indices – vowel space area, vowel formant centraliza-
tion ratio and the second formant ratio (F2i/F2u), were performed. All the studied
spectral indices in groups of patients with postlingual SNHL were similar to those in
the control group, no statistically reliable differences were revealed.

Keywords: audiomotor control, feedback control, sensorineural hearing loss, vowel sounds
characteristics, fundamental frequency
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Функциональная разгрузка скелетных мышц приводит к развитию атрофических
процессов и снижению общего числа сателлитных клеток, осуществляющих ре-
генерацию этих мышц. В исследованиях in vitro было выявлено усиление диффе-
ренцировки миобластов камбаловидной мышцы на фоне снижения активности
АМФ-активируемой протеинкиназы (АМРК) после действия функциональной
разгрузки. АМРК необходима для активации сателлитных клеток, участвует в
регуляции процессов пролиферации и дифференцировки. Можно предполо-
жить, что снижение активности АМРК после действия механической разгрузки
способствует усилению/ускорению дифференцировки миобластов и усиленно-
му формированию миотуб. Основная цель данного исследования состояла в
изучении участия АМРК в регуляции процессов дифференцировки миобластов
камбаловидной мышцы у крыс, подвергшихся действию гравитационной раз-
грузки. Для проверки этой гипотезы применили специфический активатор
АМРК – AICAR для предотвращения снижения фосфорилирования АМРК
при дифференцировке миобластов in vitro, выделенных из камбаловидных
мышц крыс, подвергшихся 7-суточному воздействию функциональной раз-
грузки. Для оценки процессов дифференцировки миобластов применили мето-
ды иммуноцитохимии, ПЦР-РТ и Вестерн-блоттинга. В дифференцирующих-
ся миобластах камбаловидной мышцы после действия функциональной раз-
грузки наблюдалось значительное снижение уровня фосфорилирования АМРК
и ацетил-КоА-карбоксилазы (АСС), повышенный индекс дифференцировки
миотуб, повышение экспрессии миогенных регуляторных факторов (МРФ) и
факторов слияния миобластов, снижение экспрессии “медленной” изоформы
тяжелых цепей миозина и усиление экспрессии “быстрых” изоформ тяжелых це-
пей миозина. Применение AICAR при дифференцировке миобластов, получен-
ных из атрофированной мышцы, предотвращало снижение фосфорилирования
АМРК и АСС, возвращало уровень экспрессии МРФ и “быстрых” изоформ тя-
желых цепей миозина к уровню контрольных значений, поддерживало экспрес-
сию “медленной” изоформы тяжелых цепей миозина. Таким, образом аномаль-
но ускоренная дифференцировка миобластов, выделенных из атрофированной
камбаловидной мышцы крыс, компенсируется поддержанием контрольного
уровня активности AMPK с помощью AICAR.

Ключевые слова: гравитационная/функциональная разгрузка, камбаловидная
мышца, миобласты, миотубы, миогенные регуляторные факторы, миозины,
АМФ-активируемая протеинкиназа
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ВВЕДЕНИЕ

Деструктивное влияние гравитационной/функциональной разгрузки на струк-
туру и функцию скелетных мышц (преимущественно постуральных) многократно
показано в литературных источниках и достаточно обширно изучено [1–4]. Как
известно, регенерация скелетных мышц осуществляется при помощи особого типа
одноядерных клеток, расположенных рядом с сарколеммой мышечного волокна,
но под его базальной мембраной – сателлитных клеток мышц [5, 6]. При повре-
ждении мышц происходит активация сателлитных клеток, они выходят из фазы
клеточного цикла G0, начинают пролиферировать, а затем вступают в стадию диф-
ференцировки. При регенерации мышечной ткани дифференцированные миобла-
сты могут сливаться с поврежденными мышечными волокнами или друг с другом,
формируя новые мышечные волокна [7, 8]. Процессы регенерации скелетных
мышц при действии гравитационной разгрузки до сих пор мало изучены. Отмече-
но снижение общего числа сателлитных клеток мышц при механической разгрузке
и при бездействии мышц [9–11]. Литературные данные об изменении регенератив-
ного потенциала сателлитных клеток мышц в этих условиях противоречивы. Одни
авторы утверждают о снижении пролиферации и дифференцировки сателлитных
клеток в условиях механической разгрузки и при бездействии мышц, атрофиях,
дистрофиях [10–12], другие, наоборот, отмечают увеличение активности этих кле-
ток [13, 14].

Ранее было показано, что гравитационная разгрузка влияет на активность
АМФ-активируемой протеинкиназы (АМРК) в волокнах камбаловидной мышцы:
при кратковременном воздействии механической разгрузки наблюдалось сниже-
ние активности этой киназы, при более длительном действии, наоборот, актив-
ность АМРК была повышена [15].

АМРК – это ключевой регулятор энергетического метаболизма клетки, актива-
ция данной киназы происходит при изменении соотношения АМФ/АТФ в сторо-
ну накопления АМФ [16, 17]. АМРК участвует в регуляции процессов клеточного
роста, белкового синтеза, катаболизма, метаболизма, аутофагии, апоптоза [18].
При повреждении мышц АМРК необходима для активации сателлитных клеток,
участвует в регуляции процессов их пролиферации и дифференцировки [19].

В поврежденной мышце при активации сателлитных клеток АМРКα1 обеспечива-
ет переход клетки на анаэробный гликолиз (“эффект Варбурга”), который необхо-
дим для активации сателлитных клеток и дальнейшего развития регенеративных
процессов [20]. В данных процессах задействована преимущественно АМРКα1. При
нокауте гена белка АМРКα1 развития регенеративных процессов при повреждении
мышцы не происходило [20, 21]. В миобластах с2с12 после нокдауна гена АМРКа1
происходило снижение экспрессии миозинов, ряда миогенных регуляторных факто-
ров (МРФ), было затруднено формирование миотуб. Определенный уровень актив-
ности АМРК требуется для нормального миогенеза при регенерации мышц [21].
Сниженная регенерации мышц вследствие пониженной активности АМРК была вы-
явлена при таких метаболических нарушениях, как ожирение, сахарный диабет, ста-
рение [22, 23]. Однако чрезмерная активация АМРК приводит к ослаблению процес-
сов пролиферации и дифференцировки сателлитных клеток [24, 25].

При исследовании регенеративного потенциала сателлитных клеток камбало-
видной мышцы in vitro обнаружено значительное снижение уровня пролиферации
этих клеток после действия функциональной разгрузки [26]. Помимо этого была
выявлена ускоренная дифференцировка миобластов, выделенных из камбаловид-
ной мышцы, подвергшейся действию гравитационной разгрузки [26]. На более
поздних этапах дифференцировки таких миобластов наблюдалось снижение ак-
тивности основного субстрата AMPK – ацетил-КоА-карбоксилазы (АСС) [27].
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Можно предположить, что снижение активности АМРК после действия меха-
нической разгрузки способствует усилению/ускорению дифференцировки таких
миобластов и усиленному формированию миотуб. Для проверки этой гипотезы мы
применили специфический активатор АМРК (аналог АМФ – 5-аминоимидазол-4-карбок-
самид рибонуклеотид, AICAR) для предотвращения снижения фосфорилирования
АМРК при дифференцировке миобластов in vitro, выделенных из камбаловидных
мышц крыс, подвергшихся 7-суточному воздействию моделируемой гравитацион-
ной разгрузки.

Основная цель данного исследования состояла в изучении участия АМРК в ре-
гуляции процессов дифференцировки миобластов камбаловидной мышцы, под-
вергшихся действию функциональной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для моделирования гравитационной разгрузки применяли модель антиортоста-
тического вывешивания задних конечностей крыс по методу Новикова–Ильина в
модификации Morey-Holton и соавт. [28, 29]. Подробный дизайн эксперимента
представлен на рис. 1. Для эксперимента было отобрано 30 самцов крыс линии Wistar
массой 180–200 г: интактный контроль (С), 7-суточное вывешивание (HS), 7-су-
точное вывешивание + AICAR (HSA). Животные содержались при температуре
20–22°C, вода и корм грызунам давались без ограничения (ad libitum) в соответ-
ствии с рационом для лабораторных животных. После завершения эксперимента у
каждого животного под наркозом из обеих ног была выделена камбаловидная
мышца. Далее камбаловидные мышцы использовались для выделения сателлит-
ных клеток. Выделение сателлитных клеток из m. soleus проводилось по методике,
описанной в наших в предыдущих работах [26]. В полученной культуре первичных
миобластов более 90% клеток экспрессировали Pax7. После получения “чистой”
культуры миобласты культивировались в ростовой среде (DМЕМ с добавлением
1% L-glutamine (Invitrogen, США), 1% антибиотика penicillin-streptomycin (Invitro-
gen, США) и 20% Fetal Bovine Serum (Gibco, США)) до достижения субконфлюен-
того состояния (в культуре появляются признаки спонтанной дифференцировки).

Рис. 1. Дизайн эксперимента.
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5 day differentiation

AICAR 1 mM

m. soleus
Primary myoblasts

1 2 3 4 5
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После этого проводилась их миогенная дифференцировка путем замены ростовой
среды на дифференцировочную, состоящую из DМЕМ с добавлением 1% L-gluta-
mine (Invitrogen, США), 1% антибиотика penicillin-streptomycin (Invitrogen, США)
и 2% Horse Serum (Gibco, США). C 3-го по 5-й день дифференцировки миобла-
сты группы HSA инкубировались в дифференцировочной среде, содержащей
1мM AICAR (ab120358, Abcam, Великобритания) (рис. 1). Все измерения проводи-
лись на 5-й день дифференцировки миобластов (рис. 1).

Гель-электрофорез и иммуноблоттинг
Для получения тотальной фракции белков миобласты камбаловидной мышцы

лизировались с помощью RIPA буфера согласно рекомендациям производителя
(sc-24948, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, США). Содержание белка в полу-
ченных пробах определяли при помощи набора Quick Start Bradford Protein Assay
(Bio-Rad Laboratories, США). Электрофорез проводился в 10%-ном ПААГ при 17 мА
на гель в мини-системе (Bio-Rad Laboratories) при комнатной температуре. Элек-
троперенос белков проводился на нитроцеллюлозную мембрану при 100 В при
температуре 4°C в течение 120 мин в системе mini Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories).
По окончании электропереноса мембраны блокировались в EveryBlot Blocking Buf-
fer (#12010020, Bio-Rad Laboratories, США), а затем инкубировались с первичными
антителами на протяжении ночи. Инкубация со вторичными антителами проводи-
лась в течение 1 ч при комнатной температуре. В данной работе были использова-
ны первичные антитела к p-AMPK (Thr172) (1 : 500, Cell Signaling Technology,
США, #2531), t-AMPK (1 : 1000, Cell Signaling Technology, США, #2523), p-ACC
(S79) (1 : 1000, Cell Signaling Technology, США, #3661), t-ACC (1 : 1000, Cell Signaling
Technology, США, #3662), p-rpS6 (S240/244) (1 : 2000, Cell Signaling Technology, США,
#5364), rpS6 (1 : 2000, Cell Signaling Technology, США, #2217), вторичные антитела
goat-anti-rabbit, конъюгированные с пероксидазой хрена (1 : 60000, # 111-035-003,
Jackson Immuno Research, Великобритания). Выявление белковых полос осуществ-
лялось с помощью набора ImmunStar Substrate Kit (BioRad Laboratories) и сканера
C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biotechnology, США). Белковые полосы анализиро-
вали с использованием программного обеспечения Studio Digits Ver. 4.0. Статисти-
ческий анализ полученных экспериментальных данных был проведен с помощью
двухфакторного дисперсионного анализа. Результаты приведены в виде миниму-
ма, максимума, медианы и интерквартильных разбросов. Достоверными считали
различия при p < 0.05.

Иммуноцитохимия
Недифференцированные миобласты камбаловидной мышцы высеивали на по-

кровные стекла. Часть препаратов фиксировали на следующий день, другую часть
миобластов после достижения 80%-ной конфлюентности запускали в миогенную
дифференцировку и фиксировали на 5-й день. Клетки фиксировали в 4%-ном рас-
творе параформальдегида в течение 10 мин, а затем пермеабилизировали 0.02%-ным
тритоном Х-100 в течение 5 мин. Затем клетки блокировали 5%-ным бычьим сыво-
роточным альбумином (# A9647, Sigma-Aldrich, США) в течение 30 мин, далее ин-
кубировали с первичными антителами против PAX7 (Developmental Studies Hybrid-
oma Bank, США), MHC fast (# M8421, Sigma; Sigma-Aldrich, США), реагентом
Phalloidin-iFluor 488 (# ab176753, Abcam, Великобритания) и вторичными антите-
лами, коньюгированными с Alexa Fluor 546 (# A28175, ThermoFisher Scientific, США).
Ядра контрастировали 4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) (кат. D1306, Mo-
lecular Probes, США). Микроскопические изображения были получены с исполь-
зованием инвертированного микроскопа Olympus IX83P2ZF3 с камерой DP74
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(Olympus, Tokyo, Япония) и объективом 20X. Анализ изображений проводился с
помощью программы Cell Sens Imaging (Olympus, Tokyo, Япония).

ПЦР в реальном времени
Выделение тотальной РНК из миобластов m. soleus проводили с помощью реа-

гента ExtractRNA (Евроген, Россия) согласно рекомендациям производителя. Об-
ратную транскрипцию проводили с использованием 0.5 мкг РНК и набора для
проведения обратной транскрипции RevertAid RT Kit (# K1691, Thermo Fisher Sci-
entific, США) согласно стандартному протоколу. Полученные образцы кДНК ис-
пользовались для проведения ПЦР в реальном времени с использованием интер-
калирующего красителя SYBR Green I в амплификаторе CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, США). Для проведения ПЦР в реаль-
ном времени использовали праймеры, последовательности которых представлены
в табл. 1. В качестве референсного гена использовали ген GAPDH и Ywhaz. Анализ
полученных данных осуществлялся по методу Ливака (2-ΔΔСt). Статистический
анализ полученных экспериментальных данных был проведен с помощью двух-
факторного дисперсионного анализа. Результаты приведены в виде минимума,
максимума, медианы и интерквартильных разбросов. Достоверными считали раз-
личия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела крыс и масса камбаловидных мышц
В результате 7-суточного вывешивания наблюдалось незначительное снижение

массы тела крыс по сравнению с контролем (табл. 2). Сырая и нормированная мас-
са камбаловидной мышцы в группе вывешивания была значительно снижена по
сравнению с контрольной группой (табл. 2).

Таблица 1. Последовательности использованных в работе праймеров

Ген Последовательность (5'–3') Ссылка на GenBank

Myog 5'-ggtcccaacccaggagatca-3'
5'-acatatcctccaccgtgatgc-3'

NM_017115.3

Myod1 5'-tgctctgatggcatgatgga-3'
5'-ctggacgcctcactgtagta-3'

NM_176079.2

Mymx 5′-gatcgctgctatcacgcct-3′
5′-ctcacgtcttgggagctcag-3′

NM_001399466.1

Mymk 5′-tctttgtggcgttctcccat-3′
5′-cagggctgtcccatagatgc-3′

NM_001399315.1

Myh7 5'- agaggagagggcggacatt-3'
5'- actcttcattcaggcccttgg-3'

NM_017240.2

Myh4 5'- agagaacaagaatctacagcagga-3'
5'-ccagagacgcctgtaattcact-3'

NM_019325.1

Myh2 5'-tcatttgccaataagggtctgt-3'
5'-cctcgattcgctccttttca-3'

NM_001135157.1

Myh1 5'-tgcatccctaaaggcagactc-3'
5'-gacttccggaggtaaggagc-3'

NM_001135158.1

Ywhaz 5'-cccactccggacacagaata-3'
5'-tgtcatcgtatcgctctgcc-3'

NM_013011.4

Gapdh 5'-cggtgtgaacggatttggc-3'
5'- ttgaggtcaatgaaggggtcg-3'

NM_017008.4
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Уровень фосфорилирования AMPK (Thr172), ACC (Ser79) и rpS6 (Ser 240/244) 
в дифференцирующихся миобластах камбаловидной мышцы после действия 

гравитационной разгрузки
Выявлено снижение уровня фосфорилирования АМРК у миобластов группы HS

на 57% по сравнению с контрольными миобластами (рис. 2а). Применение AICAR
в миобластах камбаловидной мышцы после вывешивания предотвращает сниже-
ние активности АМРК (рис. 2а). Фосфорилирование АСС по сайту (S79) было сни-
жено в культурах миобластов после вывешивания, применение AICAR предотвра-
щало это снижение (рис. 2b).

Помимо этого было исследовано фосфорилирование рибосомального белка S6
по сайту (S240/244). Обнаружено увеличение фосфорилирования рибосомального
белка S6 на 28% по сравнению с контрольными значениями в культурах дифферен-
цирующихся миобластов после вывешивания. Применение AICAR в культурах
дифференцирующихся миобластов после вывешивания предотвращает повыше-
ние фосфорилирования рибосомального белка S6 (рис. 2с).

Экспрессия миогенных регуляторных факторов в миобластах камбаловидной мышцы 
после действия гравитационной разгрузки

Выявлено увеличение экспрессии мРНК MyoD в 1.5 раза в миобластах группы
HS по сравнению с группой контроля (рис. 3а), при применении AICAR уровень

Таблица 2. Изменения массы тела крыс и камбаловидных мышц

C – контроль, HS – вывешивание 7 сут. Данные представлены в виде means ± SEM. * – p < 0.05 vs. C.

Группа Масса тела крыс, г Масса m. soleus, мг Масса m. soleus/масса
крысы, мг/г

C 235 ± 4 78 ± 3 0.33 ± 0.01
HS 213 ± 5* 49 ± 3* 0.23 ± 0.01*

Рис. 2. Уровень фосфорилирования АМРК, АСС и рибосомального белка S6 в дифференцирующихся
миобластах камбаловидной мышцы после функциональной разгрузки и применения AICAR (стимуля-
тора активности АМФ-активируемой протеинкиназы). (a) – фосфо-АМРК (Thr 172)/AMPK, (b) – фос-
фо-АСС (Ser79)/ACC и (c) – фосфо-rpS6 (S240/244)/rpS6. C – контроль; HS – антиортостатическое вы-
вешивание, HS + A – антиортостатическое вывешивание + AICAR. * – достоверное отличие от контро-
ля (p < 0.05); # – достоверное отличие от HS (p < 0.05).
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экспрессии мРНК MyoD не отличался от контрольных значений (рис. 3а). Экс-
прессия мРНК миогенина достоверно увеличена в 2.9 раз в группе миобластов HS
по сравнению с контрольной группой миобластов (рис. 3b). В группе миобластов
HS + A уровень экспрессии мРНК миогенина значительно снижался (рис. 3b).
В миобластах, выделенных из камбаловидной мышцы после действия гравитаци-
онной разгрузки, наблюдалось увеличение экспрессии мРНК Myomaker (фактор, ре-
гулирующий слияние миобластов) по сравнению с контрольной группой (рис. 3с),
при инкубации таких миобластов с AICAR экспрессия мРНК Myomaker возвраща-

Рис. 3. Экспрессия МРФ и факторов слияния миотуб в дифференцирующихся миобластах камбаловид-
ной мышцы после действия функциональной разгрузки и применения AICAR. (a) – MyoD, (b) – Myo-
genin, (c) – Mymk, (d) – Mymx. C – контроль; HS – антиортостатическое вывешивание, HS + A – анти-
ортостатическое вывешивание + AICAR. * – достоверное отличие от контроля (p < 0.05); # – достовер-
ное отличие от HS (p < 0.05).
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лась к уроню контрольных значений (рис. 3с). Уровень экспрессии мРНК Myomixer,
фактора, регулирующего слияние миобластов, был также повышен у миобластов
группы HS (рис. 3d), применение AICAR не предотвращало увеличение экспрес-
сии этого фактора (рис. 3d).

Помимо этого, в данной работе был оценен индекс дифференцировки миотуб.
Выявлено достоверное увеличение значений индекса дифференцировки в миобла-
стах группы HS (рис. 4a). Применение AICAR возвращает уровень дифференци-
ровки миотуб к контрольным значениям (рис. 4b).

Экспрессия различных изоформ тяжелых цепей миозина в дифференцирующихся in vitro 
миобластах камбаловидной мышцы после действия гравитационной разгрузки

Изменений экспрессии мРНК эмбриональной изоформы тяжелых цепей мио-
зина не обнаружено (рис. 5a). Уровень экспрессии мРНК медленной (I) изоформы
тяжелых цепей миозина в миобластах группы HS достоверно снижен по сравне-
нию с контрольной группой (рис. 5b), при инкубации миобластов с AICAR уровень
экспрессии мРНК медленной (I) изоформы тяжелых цепей миозина значительно
увеличивался (рис. 5b). Экспрессия мРНК тяжелых цепей миозина IIа была сниже-
на в группе миобластов HS (рис. 5c), при применении AICAR экспрессия мРНК
миозина IIа не отличалось от группы контроля (рис. 5c). Выявлено увеличение
экспрессии мРНК быстрых изоформ тяжелых цепей миозина IIb и IIdx в группе
дифференцирующихся миобластов HS (рис. 5d–5e), при инкубации таких миобла-
стов с AICAR экспрессия мРНК быстрых изоформ тяжелых цепей миозина возвра-
щается к контрольным значениям (рис. 5d–5e).

Рис. 4. Индекс дифференцировки миотуб камбаловидной мышцы крысы после действия функциональ-
ной разгрузки и применения AICAR. (а) – диаграмма; (b) – репрезентативные микрофотографии мио-
туб. C – контроль; HS – антиортостатическое вывешивание, HS + A – антиортостатическое вывешива-
ние + AICAR. * – достоверное отличие от контроля (p < 0.05); # – достоверное отличие от HS (p < 0.05).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В недавних исследованиях нашей лаборатории был обнаружен феномен ано-
мально ускоренного (“преждевременного”) процесса слияния и дифференциров-
ки миобластов, полученных из m. soleus крысы после периода функциональной
разгрузки задних конечностей продолжительностью 7 и 14 сут [26, 27]. Так, миоб-
ласты, выделенные из m. soleus крысы после 7-суточной функциональной разгруз-
ки, начинали образовывать миотубы раньше, чем контрольные миобласты [27].
При этом аномально ускоренный процесс миогенной дифференцировки сопро-
вождался повышенной экспрессией мРНК MyoD и миогенина (транскрипцион-
ных факторов, определяющих дифференцировку), а также цитоскелетного белка
десмина [27]. Не исключено, что наблюдавшийся аномально ускоренный процесс
дифференцировки миобластов ведет к образованию мышечных волокон с функци-
ональными нарушениями [27], что может негативно влиять на регенерацию мы-
шечной ткани после повреждений. Однако внутриклеточные сигнальные пути, от-
ветственные за ускоренную миогенную дифференцировку и слияние миобластов,
выделенных из атрофированной скелетной мышцы, оставались неисследованны-
ми. Исходя из литературных данных, фермент AMPK, являющийся ключевым ре-
гулятором ряда метаболических сигнальных путей в клетке, является одним из по-
тенциальных претендентов на роль регулятора самообновления сателлитных кле-

Рис. 5. Экспрессия различных изоформ тяжелых цепей миозина в дифференцирующихся миобластах
камбаловидной мышцы после действия гравитационной разгрузки и после применения AICAR. (a) –
MyHC-emb, (b) – MyHC I, (c) – MyHC IIa, (d) – MyHC IIb, (e) – MyHC IIdx. C – контроль; HS – анти-
ортостатическое вывешивание, HS + A – антиортостатическое вывешивание + AICAR. * – достоверное
отличие от контроля (p < 0.05); # – достоверное отличие от HS (p < 0.05).
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ток [30], а также процесса миогенеза посредством влияния на экспрессию
миогенина [22, 31]. Кроме того, была показана важная роль AMPK в активации са-
теллитных клеток и регуляции процессов пролиферации и дифференцировки при
регенерации скелетной мышцы после повреждения [22]. При этом следует отме-
тить, что стимулирование активности AMPK с помощью аналога АМФ AICAR мо-
жет значительно подавлять миогенную дифференцировку миобластов и образова-
ние миотуб, а также вызывать снижение содержания MyoD и миозина, приводя к
атрофии миотуб [24]. В связи с этим настоящее исследование было посвящено
проверке гипотезы о роли поддержания активности AMPK в нормализации про-
цесса дифференцировки первичных миобластов, выделенных из атрофированной
в результате функциональной разгрузки камбаловидной мышцы крысы. В культу-
ре исследованных миобластов нами было обнаружено достоверное снижение фос-
форилирования AMPK (Thr 172) и ACC (Ser 79), что свидетельствовало о понижен-
ной киназной активности AMPK. Эти данные вполне согласуются с ранее опубли-
кованными результатами исследований, в которых было показано достоверное
снижение экспрессии мРНК AMPK и фосфорилирования ACC (Ser 79) в культуре
дифференцирующихся миобластов, полученных из атрофированной m. soleus кры-
сы [27]. Интересно также отметить, что пониженная активность AMPK ранее на-
блюдалась непосредственно в камбаловидной мышце крыс на ранних стадиях
функциональной разгрузки (6 ч, 12 ч, 1 сут, 3 сут антиортостатического вывешива-
ния) [15, 32–34]. Однако на более поздних этапах функциональной разгрузки
(14 суток и более) регистрировалось повышенное фосфорилирование AMPK (Thr 172)
в m. soleus крыс [35]. При этом хорошо известна роль данной киназы в подавлении
анаболических сигнальных путей и синтеза белка в клетке. AMPK может ингибиро-
вать ключевой mTORC1 (mammalian target of rapamycin, complex 1)-зависимый ана-
болический сигнальный путь посредством фосфорилирования TSC2 (негативный
регулятор mTORC1) [36] или белка raptor (ключевой компонент mTORС1) [37].
Роль AMPK в качестве негативного регулятора mTORC1-зависимого сигнального
пути и синтеза белка была подтверждена в экспериментах на скелетной мышце [38]
и культивируемых мышечных клетках [39, 40]. Одним из маркеров активности
протеинкиназного комплекса mTORC1 является рибосомальный белок S6 (rpS6).
Фосфорилирование rpS6 по Ser240/244 свидетельствует об активации mTORC1-за-
висимого сигнального пути [41]. В нашем исследовании пониженное фосфорили-
рование AMPK (Thr 172) и ACC (Ser 79) сопровождалось повышенным фосфорили-
рованием rpS6 (Ser240/244), что могло свидетельствовать об активации mTORC1-за-
висимого сигнального пути в дифференцирующихся миобластах, полученных из
атрофированной камбаловидной мышцы. При этом восстановление контрольного
уровня фосфорилирования AMPK и ACC в культуре мышечных клеток с помощью
AICAR привело к возвращению фосфорилирования rpS6 (Ser240/244) к контроль-
ным значениям. Эти данные подтверждают имеющиеся в литературе данные о спо-
собности AMPK подавлять mTORC1-зависимый путь в мышечных клетках [39, 40].
Аналогичная взаимосвязь между пониженной активностью AMPK и одновременно
повышенной активностью сигнального пути mTORC1/p70S6K ранее была описана в
m. soleus крыс на ранних стадиях вывешивания задних конечностей [15, 33, 34]. Воз-
никает закономерный вопрос о возможности сигнального пути mTORC1/p70S6K
влиять на процесс миогенной дифференцировки. Ряд литературных данных гово-
рит в пользу того, что определенный уровень активности mTORC1-зависимого пу-
ти необходим для поддержания пролиферации и дифференцировки миобластов.
Так, было показано, что ингибирование mTORC1 с помощью рапамицина приво-
дит к значительному снижению экспрессии креатинкиназы, миогенина и тяжелых
цепей миозина в клетках C2C12 на 3-й день дифференцировки [42]. Добавление в
среду дифференцирующихся мышечных клеток C2C12 рапамицина также приво-
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дит к подавлению процесса формирования миотуб [42]. Pollard и соавт. показали,
что ингибирование mTORC1 эверолимусом (RAD001) (производное рапамицина)
значительно снижало фосфорилирование rpS6 и приводило к задержке диффе-
ренциации миобластов [43]. Rion и соавт. обнаружили, что селективная инакти-
вация mTORC1 (путем удаления из данного комплекса белка Raptor) в сателлит-
ных клетках приводит не только к ухудшению способности скелетных мышц ре-
генерировать после повреждения, но также к частичному подавлению процессов
пролиферации и дифференцировки миобластов в культуре [44]. Важно также от-
метить, что фармакологическое ингибирование mTORC1 в культивируемых ми-
областах способно значительно снижать содержание транскрипционного фактора
MyoD [45]. Исходя из данных литературы, данный транскрипционный фактор иг-
рает важную роль в положительной регуляции экспрессии тяжелых цепей миозина
“быстрого” типа (MyHC IId/x, MyHC IIB) в скелетных мышцах грызунов [46–49].
В частности, Seward и соавт. продемонстрировали, что у мышей, нокаутных по ге-
ну MyoD, содержание “быстрой” изоформы миозина (MyHC IIB) в m. soleus после
функциональной разгрузки значительно меньше, чем у мышей дикого типа [48].
В нашем исследовании наблюдались схожие изменения экспрессии мРНК MyoD и
тяжелых цепей миозина “быстрого” типа (MyHC IId/x, MyHC IIB) в дифференци-
рующихся миобластах как в группе “HS”, так и в группе “HS + A”. Таким образом,
можно предположить, что регуляция экспрессии тяжелых цепей миозина “быстрого”
типа в ответ на действие AICAR в нашем эксперименте осуществлялась посред-
ством сигнального пути AMPK/mTORC1/MyoD. Что касается изменения экс-
прессии “медленной” изоформы ТЦМ (MyHC Iβ) в настоящем исследовании, то
один из возможных механизмов мог быть связан с сигнальным путем
AMPK/HDAC4/MEF-2D [32, 50], так как на ранних сроках функциональной раз-
грузки (24 ч) снижение экспрессии пре-РНК MyHC I(β) в m. soleus крыс было свя-
зано со снижением фосфорилирования AMPK (Thr 172) и последующим накопле-
нием диацетил-гистонов 4 (HDAC4) в миоядрах (где HDAC4 формирует комплекс с
транскрипционным фактором MEF-2D) [32, 50]. При этом поддержание фосфори-
лирования AMPK (Thr 172) в камбаловидной мышце крыс на контрольном уровне
с помощью AICAR предотвращает снижение экспрессии MyHC I(β)и MyHC IIa [32].
Таким образом, полученные в настоящем исследовании изменения активности
AMPK и экспрессии мРНК различных изоформ тяжелых цепей миозина в диффе-
ренцирующихся миобластах, выделенных из атрофированной мышцы, схожи с из-
менениями, ранее наблюдавшимися в камбаловидной мышце взрослых крыс после
функциональной разгрузки. Конкретные механизмы, которые могли бы объяснить
данный феномен неясны, однако можно предположить, что мышечные волокна
камбаловидной мышцы могли оказывать непосредственное влияние на окружаю-
щие их сателлитные клетки посредством паракринного воздействия. Такого рода
воздействие могло бы “корректировать” миогенную “программу” сателлитных
клеток в ответ на изменившиеся внешние условия (в нашем случае – это функцио-
нальная разгрузка камбаловидной мышцы). Возможность существования такого
механизма подтверждается недавним исследованием японских авторов, которые
впервые показали, что миокин R-spondin 3 (Rspo3), селективно экспрессирую-
щийся в “медленных” мышечных волокнах, воздействует на сателлитные клетки,
способствуя их дифференцировке исключительно в волокна “медленного” типа
посредством сигнального пути Wnt/β-catenin [51].

Таким образом, полученные в настоящем исследовании результаты впервые об-
наружили, что аномально ускоренная дифференцировка миобластов, выделенных
из атрофированной камбаловидной мышцы крысы, компенсируется поддержани-
ем контрольного уровня активности AMPK с помощью AICAR. При этом норма-
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лизуется повышенная экспрессия МРФ, факторов слияния миобластов, а также
ряда изоформ тяжелых цепей миозина.
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The Maintenance of AMPK Activity Eliminates Abnormally Accelerated Differentiation 
of Primary Myoblasts Isolated from Atrophied Rat Soleus Muscle

N. A. Vilchinskayaa, *, T. M. Mirzoeva, and B. S. Shenkmana

aInstitute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: vilchinskayanatalia@gmail.com

Mechanical unloading of skeletal muscles leads to the development of atrophic pro-
cesses and a decrease in the total number of satellite cells (SCs) that are involved in
muscle regeneration. In vitro studies revealed an increased differentiation of myoblasts
derived from rat soleus muscle after an unloading-induced decrease in AMP-activated
protein kinase (AMPK). AMPK is necessary for the activation of SCs and also partic-
ipates in the regulation of myoblast proliferation and differentiation. It can be assumed
that a decrease in the activity of AMPK after mechanical unloading can contribute to
the acceleration of myoblast differentiation. The main purpose of this study was to elu-
cidate a possible role of AMPK in the regulation of differentiation of myoblasts isolat-
ed from rat soleus muscle after mechanical unloading. To test this hypothesis, a specif-
ic AMPK activator, AICAR, was used to prevent a decrease in AMPK activity during
differentiation of myoblasts isolated from rat soleus muscle after 7-day unloading. Im-
munocytochemistry, PCR-RT and Western blotting were used to assess changes during
myoblast differentiation. In differentiating myoblasts derived from the unloaded soleus
muscle there was a significant decrease in AMPK (Thr172) and ACC (Ser 79) phosphor-
ylation levels, an increase in myotube differentiation index, myoblast fusion factors
and the expression of myogenic regulatory factors (MRF). Furthermore, there was a
decrease in the expression of slow myosin heavy chains (MyHC) and an increase in
the expression of fast MyHC isoforms. AICAR treatment of differentiating myoblasts
obtained from the unloaded soleus muscle prevented a decrease in AMPK and ACC
phosphorylation, returned the expression levels of MRF and fast isoforms of MyHC to
the control levels as well as maintained the expression of slow MyHC. Thus, abnormally
accelerated differentiation of myoblasts isolated from atrophied rat soleus muscle can be
compensated by maintaining the control levels of AMPK activity using AICAR.

Keywords: gravitational/mechanical unloading, soleus muscle, myoblasts, myotubes,
myogenic regulatory factors, myosin, AMPK
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Избыточное долговременное накопление ионов кальция в миоплазме скелетных
мышц может негативно влиять на митохондрии и приводить к нарушению функ-
ционирования мышцы. Целью настоящего исследования стало выявление роли
кальциевых каналов L-типа в развитии повышенной утомляемости камбаловид-
ной мышцы крыс в условиях функциональной разгрузки. Cамцы крыс Вистар
были разделены на три группы по 8 животных в каждой: группа виварного кон-
троля (С), группа, подвергнутая разгрузке задних конечностей на протяжении
7 сут (7HS), и группа, подвергнутая 7-суточной разгрузке задних конечностей с
ежедневным внутрибрюшинным введением нифедипина (7 мг/кг массы тела).
Введение нифедипина на фоне вывешивания предотвратило рост кальций-зави-
симого фосфорилирования кальций-кальмодулин киназы II и повышение утом-
ляемости и способствовало сохранению митохондриальных белков, ДНК и экс-
прессии мРНК ряда генов-регуляторов биогенеза митохондрий в камбаловид-
ных мышцах животных.

Ключевые слова: скелетная мышца, гравитационная разгрузка, утомляемость,
биогенез митохондрий
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ВВЕДЕНИЕ

Состояние функциональной (механической) разгрузки скелетных мышц наблю-
дается при иммобилизации в травматологии, длительном постельном режиме или
ограничении двигательной активности человека или животного, а также в услови-
ях космического полета [1]. Это состояние приводит к изменениям молекулярных
регуляторных путей в скелетной мышце, что в свою очередь уже после 3–7 сут ме-
ханической разгрузки мышц ведет к снижению экспрессии мРНК “медленной”
изоформы тяжелых цепей миозина, снижению окислительных способностей
мышц и повышению утомляемости, что негативно отражается на качестве жизни и
работоспособности людей и осложняет реабилитацию [1]. В наибольшей степени
негативным изменениям, вызванным механической разгрузкой, подвержены поз-
но-тонические мышцы, в частности, камбаловидная мышца, у человека принима-
ющая участие в поддержании вертикального положения тела, ходьбе и беге [2]. Па-
раллельно с описанными изменениями в миоплазме камбаловидной мышцы уже

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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после вторых суток функциональной разгрузки наблюдается накопление ионов
кальция, которое сохраняется как минимум до 14 сут воздействия [3, 4]. По дан-
ным ряда работ, ключевым событием, приводящим к избытку кальция в миоплазме
в условиях функциональной разгрузки мышц, является деполяризация сарколем-
мы и последующее открытие кальциевых каналов L-типа (дигидропиридиновых
каналов) [5, 6].

Известно, что избыточное долговременное накопление ионов кальция в мио-
плазме скелетных мышц может приводить к истощению депо саркоплазматическо-
го ретикулума и повышению утомляемости мышцы [7], а также за счет увеличения
содержания внутримитохондриального кальция может происходить нарушение
митохондриальных функций и активация митофагии [8]. В связи с этим, целью на-
стоящего исследования стало выявление роли активации кальциевых каналов L-типа
в развитии повышенной утомляемости камбаловидной мышцы крыс в условиях
функциональной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Самцы крыс Вистар в возрасте 1.5–2 мес. и массой тела 180–200 г были разделе-
ны на три группы по 8 животных в каждой: группа виварного контроля (С), группа,
подвергнутая разгрузке задних конечностей на протяжении 7 сут с ежедневным
внутрибрюшинным введением плацебо (2%-ный диметилсульфоксид в физрастворе)
(7HS), и группа, подвергнутая 7-суточной разгрузке задних конечностей с ежеднев-
ным внутрибрюшинным введением нифедипина (7 мг/кг массы тела, в 2%-ном диме-
тилсульфоксиде в физрастворе). В исследовании использовалась общепринятая
модель антиортостатического вывешивания, позволяющая имитировать эффекты
гипогравитации [9]. После проведения эксперимента у каждого животного под
бромэтанольным наркозом из обеих ног были выделены камбаловидные мышцы,
после чего одна из мышц подвергалась анализу утомляемости ex vivo, а вторая за-
мораживалась в жидком азоте. Животные содержались в виварных условиях, полу-
чая стандартный корм и воду ad libitum.

Анализ утомляемости

Камбаловидные мышцы экспериментальных животных были помещены в охла-
жденный раствор Рингера–Кребса с постоянным продуванием 95%-ным карбоге-
ном и инкубированы в течение 15 мин. В это время на сухожилиях были завязаны
узлы, необходимые для крепления мышцы. После 15 мин мышца была помещена в
ванночку для теста с фиксированной температурой 37°С, прикреплена за сухожи-
лия к датчику силы с одного конца и к фиксированному крючку с другого, после
чего была определена оптимальная длина мышцы с помощью подачи короткого
электрического импульса (супра-максимальные квадратные импульсы 0.5 мс, 20 В)
и замера силы сокращения мышцы (наибольшая сила одиночного сокращения со-
ответствует оптимальной длине мышцы (L0) [10]. L0 была измерена с помощью
цифрового штангенциркуля. После одиночных сокращений был проведен тест на
тетаническое изометрическое сокращение. Мышца была установлена на длину L0,
после чего начиналась стимуляция (1-миллисекундные квадратные импульсы,
40 Гц, продолжительность стимуляции 2 с), в процессе чего фиксировалась макси-
мальная сила тетанического сокращения. Для тестирования индекса утомления
камбаловидной мышцы проводилась серия из 20 тетанических сокращений за одну
минуту, с перерывом в 1 с между сокращениями. За индекс утомления брали силу
сокращения после 20 повторений, деленную на максимальную силу сокращения,
измеренную в течение всего теста [11, 12]. Показатели нормировали на физиологи-
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ческое поперечное сечение мышцы (pCSA). Измерение силовых показателей про-
водили с помощью Aurora Scientific Dual Mode Lever System 305C-LR (Aurora Scien-
tific, США) с частотой сбора данных 10 кГц. Обработку данных проводили с помо-
щью программного обеспечения Aurora Scientific 615A Analysis Software Suite.
Репрезентативные графики сокращений представлены на рис. 2a, 2b, данные с ха-
рактеристиками одиночных и тетанических сокращений представлены в табл. 1.

Анализ экспрессии генов
Для выделения нуклеиновых кислот из камбаловидных мышц экспериментальных

животных был использован набор AllPrep DNA/RNA/miRNA extraction (Qiagen, Герма-
ния). Выделение проводили согласно рекомендациям производителя. Содержание
тотальной РНК и ДНК в образцах определяли путем измерения оптической плот-
ности образца на 260 и 280 нм. Чистоту образцов определяли по соотношению
длин волн на 260 и 280 нм. Для проведения обратной транскрипции тотальной
РНК и синтеза кДНК использовали набор для обратной транскрипции ОТ-1 (Син-
тол, Россия) согласно рекомендациям производителя.

Для определения содержания митохондриальной ДНК в образцах 120 нг фрак-
ции ДНК брали в качестве матрицы для ПЦР-анализа в реальном времени.

Для определения уровня экспрессии генов кДНК, полученную из фракции то-
тальной РНК, также брали в качестве матрицы для ПЦР-анализа в реальном вре-

Таблица 1. Механические свойства камбаловидной мышцы

pCSA – физиологическая (расчетная) площадь поперечного сечения, TTP – время сокращения, HRT –
время полурасслабления. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + N –
группа 7-суточного вывешивания с введением нифедипина. * – достоверные отличия от группы С. Дан-
ные представлены в виде средних ± стандартная ошибка среднего.

C 7HS 7HS + N

Длина мышцы, мм 18.4 ± 0.4 19.2 ± 0.3 17.3 ± 0.4

pCSA, мм2 5.2 ± 0.2 3.5 ± 0.2* 3.9 ± 0.1*

Сила одиночного сокращения, мН 69.6 ± 4.8 52.5 ± 6.0* 45.7 ± 4.1*

Удельная сила одиночного сокращения, 
мН/мм2

13.8 ± 1.5 15.3 ± 1.4 11.8 ± 1.1

TTP одиночного сокращения, мс 78.9 ± 7.3 62.6 ± 6.5 63.6 ± 8.5

HRT одиночного сокращения, мс 105.9 ± 12.9 91.7 ± 9.0 95.4 ± 14.0

Сила тетанического сокращения, мН 618.6 ± 63.7 291.8 ± 57.0* 304.4 ± 57.3*

Удельная сила тетанического сокращения, 
мН/мм2

120.3 ± 12.0 81.7 ± 14.1 77.3 ± 14.3

HRT тетанического сокращения в начале 
теста, мс

210.8 ± 10.7 172.0 ± 18.2 223.9 ± 32.1

HRT тетанического сокращения в конце 
теста, мс

288.0 ± 136.6 
(+37%)

236.0 ± 18.7 
(+37%)

291.5 ± 29.5 
(+30%)

F/T интеграл, мН*с 1217.1 ± 135.2 554.7 ± 107.6* 566.7 ± 103.8*
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мени. Для проведения ПЦР в реальном времени использовали праймеры с кон-
центрацией 10 мкМ мастер-микс (0.3 мМ дНТФ, 3 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10-кратного
ПЦР-буфера Б (pH 8.8), 0.06 ед/мкл Taq ДНК-полимеразы, Синтол, Россия). Для
анализа содержания нуклеиновых кислот в пробах использовали метод анализа
данных ПЦР по Pffafl [13]. Нормирование уровня экспрессии проводили по экс-
прессии гена “домашнего хозяйства” RPL13. В работе использовались следующие
праймеры: PGC1α F: 5'-GTGCAGCCAAGACTCTGTATGG-3', R: 5'-GTCCAGGT-
CATTCACATCAAGTTC-3'; Myh7 (MyHC I(β)) R: 5'-ACAGAGGAAGACAG-
GAAGAACCTAC-3', F: 5'-GGGCTTCACAGGCATCCTTAG-3'; Myh2 (MyHC IIa) F:
5'-TATCCTCAGGCTTCAAGATTTG-3', R: 5'-TAAATAGAATCACATGGGGACA-3';
Myh4 (MyHC IIb) F: 5'-CTGAGGAACAATCCAACGTC-3', R: 5'-TTGTGT-
GATTTCTTCTGTCACCT-3'; Myh1 (MyHC IId/x) R: 5'-CGCGAGGTTCACAC-
CAAA-3', F: 5'-TCCCAAAGTCGTAAGTACAAAATGG-3'; COXI F: 5'-ATTGGAG-
GCTTCGGGAACTG-3', R: 5'-AGATAGAAGACACCCCGGCT-3'; COXII F: 5'-ATTG-
GAGGCTTCGGGAACTG-3', R: 5'-AGATAGAAGACACCCCGGCT-3'; COXIV F:
5'-TGGGAGTGTTGTGAAGAGTGA-3', R: 5'-GCAGTGAAGCCGATGAAGAAC-3';
TFAM1 F: 5'-CGCCTGTCAGCCTTATCTGTA-3', R: 5'-TGCATCTGGGTGTTTAGCTTA-3';
NRF2α F: 5'-AAGTGACGAGATGGGCCGC-3', R: 5'-CGTTGTCCCCATTTTTGTG-3';
NRF1 F: 5'-TTACTCTGCTGTGGCTGATGG-3', R: 5'-CCTCTGATGCTTGCGTC-
GTCT-3'; RPL19 F: 5'-GTACCCTTCCTCTTCCCTATGC-3', R: 5'-CAATGC-
CAACTCTCGTCAACAG-3'.

Анализ содержания белков в тотальной фракции камбаловидной мышцы

Для выделения тотальной белковой фракции и последующей оценки содержа-
ния в ней PGC1α был использован набор реагентов RIPA Lysis Buffer System (Santa
Cruz, США). При этом дополнительно использовались ингибиторы протеаз Com-
plete Protease Inhibitor Coctail (Santa Cruz, США), 10 мкг/мл апротинина (SIGMA,
США), 10 мкг/мл леупептина (SIGMA, США), 10 мкг/мл пепстатина (SIGMA,
США), complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Швейцария) 20 мкл, фос-
фоингибиторный коктейль (Santa Cruz, США), 40 мкл.

Для проведения электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) образцы раз-
водились в двукратном буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na,
20%-ный глицерин, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 0.02%-ный бромфеноловый си-
ний). Электрофорез был проведен в 10%-ном разделяющем ПААГ. Образцы каж-
дой группы загружались на один гель с контрольными образцами. Электрофорез
проводили при силе тока 17 мА на гель в мини-системе (Bio-Rad Laboratories) при
комнатной температуре. Электроперенос белков проводили на нитроцеллюлозную
мембрану при 100 V при температуре 4°C в течение 120 мин в системе mini Trans-
Blot (Bio-Rad Laboratories). После электропереноса НЦ-мембраны инкубировали в
растворе 5%-ного сухого молока (Bio-Rad Laboratories) в PBST (PBS + 0.1% Tween 20)
в течение 1 ч при комнатной температуре. Для выявления белковых полос использо-
вали первичные поликлональные антитела против PGC1α (Abcam, США, 1 : 2000),
тотальной CaMK IIB (CSB-PA061493, Kusabio, Китай 1 : 1000), фосфо-CaMK IIB
(CSB-PA283993, Kusabio, Китай, 1 : 1000), MOTS-C (MBS542112, Mybiosource,
США, 1 : 1000), GAPDH (Cell Signaling Technology, США, 1 : 10000), COX1/MT-CO1
(1 : 1000, Cell Signaling Technology, США), TOM20 (4F3, BioRad, Германия, 1 : 500).
В качестве вторичных антител использовали антитела goat anti-rabbit или goat-anti-
mouse, конъюгированные с пероксидазой хрена (Santa Cruz, США) в разведении
1 : 30000. Определение тотальной формы белка проводилось на той же мембране,
что и определение фосфорилированной формы: комплекс антител к фосфорили-
рованной форме белка снимали с помощью инкубации в Restore buffer (Thermo
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Fisher, США), после чего проводили инкубацию с антителами против тотальной
формы белка.

Инкубация блотов с первичными антителами проводилась в течение ночи при
4°С, со вторичными антителами 1 ч при комнатной температуре. Выявление бел-
ковых полос осуществляли с помощью набора ImmunStar Substrate Kit (BioRad
Laboratories, США). Анализ белковых полос проводили с использованием C-DiGit
Blot Scanner (LI-COR Biotechnology, США). Все измерения плотности изображе-
ний проводились в линейном диапазоне проявляющего реагента и сканера. Нор-
мирование содержания белков проводили по содержанию GAPDH, уровень фос-
форилирования определяли по соотношению содержания фосфорилированной и
тотальной форм белка.

Статистическая обработка данных
Данные представлены в виде диаграмм размаха (на графике присутствуют меди-

ана, первая и третья квартили, а также максимум и минимум, все значения пред-
ставлены в процентах от медианы контрольной группы. Достоверность отличий
между группами определяли с помощью непараметрического критерия Краскелла–
Уоллиса c последующим апостериорным тестом Данна. Достоверными считали
различия между группами, если значение p < 0.05. Количество животных составля-
ло 8 для каждой группы.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

После 7 сут вывешивания задних конечностей индекс утомления камбаловид-
ных мышц животных в группе 7HS был достоверно снижен на 22% в сравнении с
группой С, при этом в группе с введением нифедипина индекс утомления мышц
был достоверно выше, чем в группе 7HS и составлял 101% от значений группы С
(рис. 1).

Уровень фосфорилирования кальций-кальмодулин киназы II по Thr287 был до-
стоверно повышен на 33% в группе 7HS в сравнении с группой С, при этом в группе
7HS + N составлял 101% от группы С и был достоверно ниже значений группы 7HS
(рис. 3).

Рис. 1. Функциональные параметры камбаловидной мышцы экспериментальных животных. Индекс
утомления – данные представлены в виде диаграмм размаха. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-су-
точного вывешивания, 7HS + N – группа 7-суточного вывешивания с введением нифедипина. * – до-
стоверные отличия от группы С, & – достоверные отличия от группы 7HS.
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Рис. 2. Графики одиночных (a) и тетанических (b) сокращений для каждой группы. Выбраны сокраще-
ния, наиболее близко соответствующие средним в группах. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-су-
точного вывешивания, 7HS + N – группа 7-суточного вывешивания с введением нифедипина.
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Рис. 3. Уровень фосфорилирования кальций-кальмодулин киназы II в тотальной белковой фракции
камбаловидных мышц экспериментальных животных. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-суточ-
ного вывешивания, 7HS + N – группа 7-суточного вывешивания с введением нифедипина. * – досто-
верные отличия от группы С, & – достоверные отличия от группы 7HS.
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Содержание регулятора биогенеза митохондрий PGC1α, TOM20, митокина
MOTS-C и митохондриальной ДНК было достоверно снижено в группе 7HS в
сравнении с группой С, при этом достоверных отличий между группами С и
7HS + N для перечисленных параметров обнаружено не было (рис. 4).

Экспрессия мРНК субъединицы I IV комплекса дыхательной цепи (COXI) в
группе 7HS была достоверно снижена на 60% в сравнении с группой С, такое же
снижение наблюдалось и для содержания COXI в тотальной белковой фракции
(рис. 5a, 5b). В группе 7HS + N экспрессия мРНК COXI и ее содержание в тоталь-
ной белковой фракции не имели достоверных отличий от группы С, и содержание
COXI в этой группе было достоверно выше, чем в группе 7HS. Экспрессия мРНК
субъединиц IV комплекса дыхательной цепи COXII и COXIV также была достовер-
но снижена в группе 7HS, тогда как в группе 7HS + N их содержание было досто-
верно выше значений группы 7HS, хотя и достоверно ниже чем в группе С (рис. 5с, 5d).

Экспрессия мРНК PGC1α была достоверно снижена в группах 7HS и 7HS + N в
сравнении с группой С, а группы 7HS и 7HS + N не различались между собой (рис. 6a).
Экспрессия мРНК Tfam была достоверно снижена на 60% в группе 7HS сравнении

Рис. 4. Содержание PGC1α (a), TOM20 (b), MOTS-C (c) в тотальной белковой фракции, а также мито-
хондриальной ДНК (d) в камбаловидных мышцах экспериментальных животных. С – контрольная
группа, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + N – группа 7-суточного вывешивания с введе-
нием нифедипина. * – достоверные отличия от группы С, & – достоверные отличия от группы 7HS.
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Рис. 5. Экспрессия мРНК COXI (a), содержание COXI (b), экспрессия мРНК COXIV (c) и экспрессия
мРНК COXII (d) в камбаловидных мышцах экспериментальных животных. С – контрольная группа,
7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + N – группа 7-суточного вывешивания с введением ни-
федипина. * – достоверные отличия от группы С, & – достоверные отличия от группы 7HS.
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Рис. 6. Экспрессия мРНК PGC1α (a), TFAM (b), Nrf1 (c) и Nrf2α (d) в камбаловидных мышцах экспери-
ментальных животных. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + N –
группа 7-суточного вывешивания с введением нифедипина. * – достоверные отличия от группы С, & –
достоверные отличия от группы 7HS.
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с группой С и на 35% в группе 7HS + N, при этом значения группы 7HS + N были
достоверно выше чем в группе 7HS (рис. 6b). Экспрессия Nrf1 и Nrf2α была досто-
верно снижена в обеих вывешенных группах в сравнении с группой С, однако экс-
прессия мРНК Nrf1в группе 7HS + N было достоверно выше, чем в группе7HS, а
содержание Nrf2α – достоверно ниже, чем в группе 7HS (рис. 6с, d).

Экспрессия мРНК изоформы тяжелых цепей миозина “медленного” типа
MyHC I и “быстрого окислительного” типа MyHC IIa была достоверно снижена в
обеих вывешенных группах в сравнении с контролем, и между этими двумя груп-
пами различий не было. Экспрессия “быстрых” миозиновых изоформ MyHC IIb и
MyHC IId/x была достоверно повышена в обеих вывешенных группах в сравнении
с группой С, при этом между группами 7HS и 7HS + N различий не было (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наблюдаемое в данной работе увеличение утомляемости камбаловидной мыш-
цы в условиях функциональной разгрузки хорошо согласуется с предыдущими
данными, полученными как на животных, так и на человеке [14, 15]. В литературе
также было описано предотвращение повышения утомляемости камбаловидных
мышц на фоне вывешивания путем введения непрямого активатора АМПК бета-
гуанидинпропионовой кислоты и путем механической стимуляции опорных зон
стопы вывешенных животных [14, 16]. Предотвращение утомляемости камбало-
видных мышц на фоне функциональной разгрузки при блокировании кальциевых
каналов L-типа наблюдается впервые; такой эффект может быть связан с вызван-
ным нифедипином снижением содержания миоплазматического кальция. Известно,
что в условиях функциональной разгрузки в миоплазме мышечных волокон проис-
ходит избыточное накопление кальция [4, 17]. Ранее было показано, что введение

Рис. 7. Экспрессия мРНК MyHC I (a), MyHC IIa (b), MyHC IIb (c) и MyHC IId/x (d) в камбаловидных
мышцах экспериментальных животных. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного вывешива-
ния, 7HS + N – группа 7-суточного вывешивания с введением нифедипина. * – достоверные отличия от
группы С, & – достоверные отличия от группы 7HS.

(a) (b)

100
120
140
160

80
60
40
20

0

C 7HS 7HS + N

* *

M
yH

C
 I 

m
R

N
A

,
%

 fr
om

 C
 g

ro
up

M
yH

C
 II

a 
m

R
N

A
,

%
 fr

om
 C

 g
ro

up

(c) (d)
100

80

60

40

20
10

90

70

50

30

0

C 7HS 7HS + N

*

M
yH

C
 II

b 
m

R
N

A
, 80

60

40

20

70

50

30

10
0

C 7HS 7HS + N

*

*
*

%
 fr

om
 C

 g
ro

up

M
yH

C
 II

d/
x 

m
R

N
A

,
%

 fr
om

 C
 g

ro
up

100

200

120
140
160
180

80
60
40
20

0

C 7HS 7HS + N

* *



526 ШАРЛО и др.

нифедипина приводит к снижению содержания кальция в миоплазме мышечных
волокон камбаловидных мышц [18]. Это хорошо согласуется с повышением уровня
кальций-зависимого фосфорилирования CaMK II при вывешивании и его предот-
вращении в группе с введением нифедипина (рис. 2).

Известно, что избыточное накопление кальция в миоплазме может приводить
к увеличению утомляемости скелетных мышц при старении, а также при ряде
патологических состояний [7, 19]. Ряд авторов связывает такой эффект избыточ-
ного миоплазматического кальция с повышением генерации активных форм
кислорода митохондриями, которое приводит к окислению рианодиновых ре-
цепторов, утечке (leakage) кальция из саркоплазматического ретикулума и исто-
щению кальциевого депо саркоплазматического ретикулума [7, 20]. Нельзя ис-
ключать, что аналогичный механизм может действовать и в условиях функцио-
нальной разгрузки.

Отдельно следует отметить, что в данном исследовании было обнаружено, что
введение нифедипина на фоне вывешивания предотвращает снижение содержа-
ния митохондриальных белков и ДНК, а также экспрессии мРНК ряда генов-регу-
ляторов биогенеза митохондрий. В частности, введение нифедипина предотвраща-
ет снижение содержания TOM20, компонента транслоказного комплекса внешней
мембраны митохондрий. Изменения содержания данного белка, как и изменение
содержания митохондриальной ДНК, коррелируют с изменением массы митохон-
дрий [21], таким образом можно предположить, что введение нифедипина предот-
вращает снижение митохондриальной массы в камбаловидных мышцах на фоне
функциональной разгрузки. Этот эффект, вероятно, также вносит свой вклад в
предотвращение повышенной утомляемости в группе с введением нифедипина.
Введение нифедипина привело к предотвращению снижения содержания регуля-
тора биогенеза PGC1α в тотальной белковой фракции, однако не предотвратило
снижение экспрессии мРНК данного гена. Известно, что PGC1α является мише-
нью ряда убиквитинлигаз и количество PGC1α в мышечном волокне может регу-
лироваться в том числе за счет протеолиза [22]. Предотвращение избыточного на-
копления кальция, по-видимому, приводит к снижению уровня протеолитической
деградации PGC1α, что ведет к усилению его транскрипционной активности и ак-
тивации экспрессии мРНК его генов-мишеней, таких как COXI и COXIV. Наряду с
этим, предотвращение снижения содержания митохондриальных белков и ДНК
может объясняться снижением уровня митофагии, которая также может активиро-
ваться накоплением избыточного кальция в миоплазме [23].

Также следует обратить внимание на тот факт, что введение нифедипина приве-
ло к разнонаправленным изменениям ядерных эритроид-связанных факторов
(Nrf) 1 и 2. Известно, что Nrf2 регулирует метаболизм активных форм кислорода, в
то время как Nrf1 является регулятором генов, связанных с митохондриальными
функциями [24]. Экспрессия Nrfα может, в частности, активироваться накоплени-
ем активных форм кислорода [25]. Таким образом, подавление экспрессии Nrf2α в
группе с введением нифедипина может косвенно свидетельствовать о меньшем ко-
личестве активных форм кислорода в данной группе.

Введение нифедипина также привело к предотвращению снижения содержания
митокина MOTS-C – этот пептид вырабатывается в митохондриях при упражне-
ниях на выносливость и способствует повышенной устойчивости к утомлению, ак-
тивируя ряд регуляторов биогенеза митохондрий и экспрессию медленной изо-
формы тяжелых цепей миозина [26]. Тем не менее, введение нифедипина на фоне
7 суток вывешивания не привело к предотвращению трансформации паттерна экс-
прессии миозиновых генов, характерного для функциональной разгрузки, что про-
тиворечит данным о предотвращении трансформации миозинового фенотипа кам-
баловидной мышцы при введении нифедипина на фоне 14-суточной функцио-
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нальной разгрузки [27]. Это противоречие может быть вызвано недостаточной
продолжительностью введения препарата в данном эксперименте.

Таким образом, введение нифедипина на фоне 7 сут функциональной разгрузки
камбаловидных мышц крыс предотвращает избыточное накопление миоплазмати-
ческого кальция, предотвращает повышение утомляемости и способствует сохра-
нению митохондриальных белков, ДНК и экспрессии мРНК ряда генов-регулято-
ров биогенеза митохондрий.
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Role of L-Type Calcium Channels in the Increased Fatigue
of Rat Soleus Muscle under Functional Unloading

K. A. Sharloa, *, I. D. Lvovaa, S. A. Tyganova, D. A. Sidorenkoa, and B. S. Shenkmana

aInstitute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences RAS, Moscow, Russia
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Excessive long-term accumulation of calcium ions in the myoplasm of skeletal muscles
can negatively affect mitochondria and lead to muscle dysfunction. The aim of our
study was to identify the role of L-type calcium channels in the development of in-
creased fatigue rat soleus muscle under functional unloading. Young male Wistar rats
were divided into three groups of 8 animals each: the vivarium control group (C), the
group subjected to hind limb unloading for 7 days (7HS) and the group with 7 days of
hindlimb unloading with daily intraperitoneal injections of nifedipine (7 mg/kg body
weight). The administration of nifidipine during hindlimb unloading prevented the
upregulation of calcium-dependent phosphorylation of calcium-calmodulin kinase II
(CaMK II), prevented the increase in fatigue and contributed to the preservation of
mitochondrial proteins, DNA and mRNA expression of a number of genes that regu-
late mitochondrial biogenesis.

Keywords: skeletal muscle, gravity unloading, fatigue, mitochondrial biogenesis
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В статье представлены результаты исследований уровней экспрессии гена рецеп-
торов интерлейкина-13 (IL-13R) и уровней экспрессии IL-13R в бронхах кон-
трольных крыс и крыс с овальбумин-индуцированной астмой. Выбор этих ре-
цепторов обусловлен большим значением данных структур в патогенезе аллерги-
ческой бронхиальной астмы. Были исследованы биологические материалы 64 крыс
линии Вистар при помощи метода ПЦР в режиме реального времени и иммуно-
гистохимическим методом. Установлено, что в условиях развития астмы в тканях
бронхов крыс происходит выраженная экспрессия генов IL13R, значительная
экспрессия рецептора к IL-13. В участках бронхов, содержащих интрамуральные
ганглии (область бифуркации), уровень экспрессии генов IL13R и уровень экс-
прессии рецептора IL-13R были значительно выше, чем в образцах трахеи без
ганглиев. Кромогликат натрия, введенный в организм крыс через 5 ч после по-
следней ингаляции овальбумином, приводил к снижению содержания мРНК в
бронхах животных по сравнению с животными, не получавшими обработку ста-
билизатором тучных клеток.

Ключевые слова: интерлейкин-13, модель овальбумин-индуцированной бронхи-
альной астмы, рецептор, интрамуральный ганглий, кромогликат натрия
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ВВЕДЕНИЕ

Бронхиальная астма является гетерогенным хроническим воспалительным за-
болеванием дыхательных путей. Исследования молекулярных и клеточных меха-
низмов бронхиальной астмы установили, что в ее патогенезе участвует широкий
спектр иммунных (Т- и В-клетки, эозинофилы, нейтрофилы, макрофаги и др.) и
структурных (эпителиальные и эндотелиальные) клеток [1].

Интерлейкин-13 (IL-13) и его рецептор являются важными участниками хрони-
ческого воспаления дыхательных путей. В модели бронхиальной астмы у мышей
отмечается повышенный уровень IL-13 в бронхоальвеолярной жидкости [2].

Цитокин IL-13 был идентифицирован в качестве терапевтической мишени при
лечении астмы. Два различных человеческих моноклональных антитела против IL-13
(тралокинумаб и лебрикизумаб) блокируют этот цитокин и, соответственно, дела-
ют невозможной передачу сигналов IL-13 его рецепторам – IL-13Ra1 и IL-13Ra2 [3].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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При блокаде рецепторов к IL-13 уменьшается бронхиальная гиперреактивность у
мышей [3, 4]. Например, блокируют рецептор к IL-13 моноклональные антитела
препарата дупилумаб [5]. Дупилумаб – это моноклональное антитело против α-субъ-
единицы рецептора IL-13. Дупилумаб снижает частоту тяжелых обострений астмы,
улучшает функцию легких и качество жизни. Важно отметить, что эти эффекты
также наблюдаются при снижении поддерживающих доз пероральных кортикосте-
роидов [6].

У многих пациентов с бронхиальной астмой хроническое воспаление дыхатель-
ных путей вызывается IL-13, продуцируемым Th2-клетками и тучными клетками [7].

Lentsch и соавт. в экспериментах на животных установили, что IL-13 способен
вызывать аллергическую астму, острое воспалительное повреждение легких и об-
разование легочной гранулемы [8]. IL-13 участвует в гиперсекреции слизи в ниж-
них и верхних дыхательных путях, в развитии воспалительных реакций и гиперре-
активности [9].

Первый тип рецепторов – IL-13Ra1. Рецептор этого типа состоит из субъединиц
IL-4Ra в комплексе с IL-13Ra1 и обнаруживается во многих негемопоэтических
клетках (например, эпителиальных клетках бронхов, гладкомышечных клетках,
фибробластах, кератиноцитах). Через этот тип рецепторов опосредуют свои сигна-
лы IL-13 и IL-4, что объясняется большим сходством между этими цитокинами на
генетическом уровне. Munitz и cоавт. обнаружили, что рецептору IL-13Ra1 при-
надлежит решающая роль в базовой продукции IgE, развитии гиперчувствительно-
сти, выработке слизи и продукции эотаксина [10].

IL-13Ra1 содержат богатые пролином области, которые могут связывать янус-
киназы JAK1, JAK2, JAK3 и TYK2 [11, 12]. Связывание IL-13 с этим типом рецепто-
ров активирует JAK1, JAK2 и TYK2. Следствием активации молекул JAK является
фосфорилирование цитоплазматических тирозинов, что приводит к привлечению
STAT6 и STAT3 к рецептору с последующим их фосфорилированием и активацией
[13]. Фосфорилированные мономеры STAT6 и STAT3 димеризуются, а затем пере-
мещаются в ядро, связываются со специфическими элементами ДНК для регуля-
ции транскрипции [12]. Активация STAT6 является основным сигнальным событи-
ем в ответе на IL-13 [14]. Мыши, у которых отсутствовал STAT6, были защищены
от гиперреактивности, индуцированной IL-13 [13]. Выяснено, что STAT1 и STAT3
также могут быть активированы IL-13 [8, 11, 12]. Цитоплазматический домен чело-
веческого IL-13Ra1 содержит два остатка тирозина, которые могут служить сайта-
ми стыковки для STAT3 [11].

IL-13Ra2 является вторым типом рецепторов для IL-13. Передача сигналов IL-13
через IL-13Ra2 приводит к фосфорилированию ERK1/2 и не зависит от STAT6. Ре-
зультатом активации ERK1/2-сигнального пути является образование димерного
фактора транскрипции AP-1. Фосфорилированный AP-1 транслоцируется в ядро и
связывается со специфическими элементами ДНК.

С рецептором IL-13Ra2 связывается только IL-13, в то время как цитокин IL-4
не способен к взаимодейтсвию с ним [15, 16]. Первоначально этот рецептор счи-
тался рецептором-приманкой [17], участвующим в удалении IL-13 путем интерна-
лизации [18, 19]. Хотя IL-13Ra2 не обладает стандартной сигнальной активностью
JAK–STAT, эта гипотеза была поставлена под сомнение, поскольку несколько ис-
следований показали, что при определенных обстоятельствах IL-13Ra2 может опо-
средовать передачу сигналов IL-13 [20, 21]. В дыхательных путях человека было об-
наружено, что IL-13Ra2 участвует в передаче сигналов IL-13 через белок-активатор
фактора транскрипции-1 (AP-1), индуцируя активацию TGF-β [22].

У мышей с дефицитом IL-13Ra2 бронхиальная гиперчувствительность и воспа-
ление в ответ на воздействие домашней пыли были ослаблены по сравнению с кон-
трольными мышами [23].
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Таким образом, рецепторы к IL-13 играют значительную роль в развитии астмы,
и изучение их экспрессии относится к актуальным исследованиям. Исследований,
выявляющих влияние стабилизации мембран тучных клеток кромогликатом на-
трия на степень экспрессии генов IL-13R, ранее не проводилось. При этом тучно-
клеточные продукты, высвобождаемые при их дегрануляции, могут играть суще-
ственную роль в изменении экспрессии IL-13R. Также в литературе отсутствуют
сведения о роли нейронов интрамурального ганглия в степени экспрессии этих ре-
цепторов, в то время как нервные структуры способны участвовать в нейрогенном
воспалении, внося вклад в развитие патологического процесса.

Целью данного исследования являлось изучение степени экспрессии генов IL-13R
и количества IL-13R-содержащих клеток в бронхах с наличием интрамуральных
метасимпатических ганглиев и без них у крыс в нормальных физиологических
условиях и в условиях овальбумин-индуцированной бронхиальной астмы. Еще од-
ной задачей исследования явилась оценка уровня экспрессии гена IL-13R в препа-
ратах бронхов у крыс с астмой после обработки их кромогликатом натрия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Схема эксперимента
Исследования были проведены на 64 крысах линии Вистар, полученных из ви-

вария Петрозаводского государственного университета. Возраст крыс – 2–3 мес.,
для экспериментов брались самцы и самки в период диэструса. Все эксперименты
были проведены в соответствии с правилами проведения лабораторных исследова-
ний (ГОСТ 33215-2014 “Руководство по содержанию и уходу за лабораторными жи-
вотными. Правила оборудования помещений и организации процедур от
01.07.2016”) [24]. Все животные были разделены на несколько групп: контрольная
группа (получала физиологический раствор, n = 8), группа животных № 1 (взятие
биологического материала после 72 ч с момента последней ингаляции овальбумином,
n = 8), группа животных № 2 (забор биоматериала осуществляли после последней
ингаляции овальбумином через 10 дней, n = 8), группа животных № 3 (взятие био-
логического материала производилось на 17-й день после последней ингаляции
овальбумином, n = 8).

Для групп № 1, № 2 и № 3 были сформированы аналогичные группы животных,
но получавшие кромогликат натрия, который способен снижать аллергический
компонент воспаления (n = 8 для каждой из групп).

От каждого животного брали по 3 препарата с ганглиями (в области бифуркаций
бронхов) и по 3 препарата без ганглиев (в прямых участках). Для данного исследо-
вания брались бронхи 2-го порядка во всех исследуемых образцах. Препараты
бронхов были единообразны, выполненные по стандартной методике приготовле-
ния изолированных препаратов.

Виварий, где содержались животные, соответствовал требованиям СП 2.2.1.3218-14.
С целью получения образцов респираторного тракта производилась декапитация с
предварительной анестезией. Общую анестезию проводили при помощи инъекций
золетила (Virbac S.A., Франция, 20 мг/кг, внутримышечно). Такой подход обеспе-
чивал быструю эвтаназию животного (рекомендации по эвтаназии эксперимен-
тальных животных, Европейская комиссия).

Методика введения и расчет дозы кромогликата натрия
Для данного исследования важно было оценить, насколько стабилизация туч-

ных клеток кромогликатом натрия повлияет на экспрессию исследуемых рецепто-
ров [25]. Выбор препарата обоснован тем, что кромогликат натрия стабилизирует
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мембраны тучных клеток, предотвращая их дегрануляцию с последующим выхо-
дом из них цитокинов, медиаторов, лейкотриенов, усиливающих воспаление в
условиях аллергии.

Кромогликат натрия (Aventis Рharma Holmes Chapel, Великобритания) вводили
ингаляционно в максимальной концентрации (0.2 мг на 1 кг массы тела), исходя из
перерасчета дозы для человека, через 5 ч после последней ингаляции овальбумина.
Количество ингаляций – 6 раз в сутки (также максимальное, исходя из инструкции
по применению препарата), время каждой ингаляции – 15 мин.

Модель бронхиальной астмы
В исследовании применяли модифицированную методику, предложенную в ра-

боте Masakazu [26]. Модифицированная методика проходила верификацию в ранее
проведенных научным коллективом сериях экспериментов, в которых исследова-
ния были проведены на контрольных крысах (n = 30 животных), на крысах, обра-
ботанных по методике Masakazu (n = 30 животных) и на крысах, обработанных по
модифицированной методике (n = 30 животных). В тканях трахей и бронхов оце-
нивали количество эозинофилов и тучных клеток, количество слизистого компо-
нента в малых бронхах, количество тучных клеток в лаважной жидкости. Данные
показатели в предложенной модификации статистически значимо не отличались
от показателей, полученных в методике Masakazu. Поэтому было принято решение
оставить предложенную в статье модифицированную методику, поскольку она вы-
зывала развитие бронхиальной астмы у 98% животных (в то время как методика
Masakazu вызывала развитие астмы у 86% животных).

Крысы были сенсибилизированы введением овальбумина (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). Для одноразовой процедуры сенсибилизации 0.5 мг овальбумина раство-
ряли в 1 мл физиологического раствора. Далее раствор овальбумина вводили под-
кожно по 0.1 мл в шею, спину, обе ступни, пах и 0.5 мл раствора овальбумина до-
полнительно вводили внутрибрюшинно (общий объем раствора овальбумина,
вводимого одному животному, равнялся 1 мл). Процедуру сенсибилизации инъек-
циями овальбумина проводили на 1-, 14- и 21-й день.

Параллельно с инъекциями осуществляли ингаляцию овальбумином при помо-
щи небулайзера на 14-, 16-, 18-, 21- и 24-й день. Для этого крыс помещали в экспо-
зиционную камеру, подключенную к небулайзеру (Omron, NE C29-E, Япония).
Овальбумин в количестве 1 г растворяли в 100 мл физиологического раствора. Рас-
твор овальбумина распыляли в течение 30 мин с выходом 3 мл/мин и со средним
размером частиц 3.2 мкм. Последняя ингаляция раствором овальбумина проводи-
лась за 72 ч до эвтаназии животных. Несенсибилизированной группе вводили фи-
зиологический раствор внутрибрюшинно в качестве контроля [26].

Статистический анализ
Для оценки значимости различий между группами предварительно осуществля-

ли проверку нормальности распределения данных с использованием W-критерия
Шапиро–Уилка. Для оценки значимости различий количественных нормально
распределенных признаков применяли параметрический t-критерий Стьюдента, а
также критерий Фишера F в ходе однофакторного дисперсионного анализа.

Молекулярно-генетические методы
Для определения уровня транскриптов генов были использованы образцы тка-

ней бронхов с ганглием и бронхов без ганглия. Выделение тотальной РНК осу-
ществляли с помощью PureZOLTM RNA Isolation Reagent (Bio-Rad, США). После
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центрифугирования (время 15 мин, при 4°С, 14000 g) осадок тотальной РНК про-
мывали 80%-ным этанолом и снова центрифугировали (время 8 мин, при 4°С,
12000 g). Далее осадок тотальной РНК подсушивали. Количество и качество то-
тальной РНК определяли спектрофотометрически на приборе SmartSpecPlus (Bio-
Rad, США). Далее синтезировалась первая комплементарная цепь ДНК (кДНК)
при помощи набора MMLVRT kit (Евроген, Россия). Прибор LightCycler®96
(Roche, Швейцария) позволял оценить уровень экспрессии генов с помощью ПЦР
в режиме реального времени. Для амплификации использовали наборы qPCRmix
HS SYBR (Евроген, Россия). Протокол ПЦР был следующим: кДНК денатуриро-
валась при 95°С в течение 5 мин на протяжении 35 циклов; далее денатурация про-
должалась при 95°C в течение 15 с; после денатурации производился отжиг при
60°C в течение 15 с; последним этапом была элонгация при 72°C в течение 15 с.
Программа Beacon Designer помогала конструировать праймеры для ПЦР.

Нуклеотидные последовательности и размер ПЦР-фрагментов для гена IL13RА
(СD231А1) был следующим: 5' AТТGTGCCTACTCCCCCATC 3' (exon 11) и 5' TTC-
CCCCTCTCAAGCAAATAGG 3' (exon 11), 284 н. п. соответственно [27].

Иммуногистохимические методы

Для иммуногистохимических исследований с флуоресцентной меткой исполь-
зовали парафиновые срезы бронхов, изготовленные по стандартной методике. Ку-
сочки ткани после предварительной подготовки проходили дегидратацию в спир-
тах, далее помещались в ксилол и парафин и готовились срезы. Депарафинизацию, ре-
гидратацию и демаскировку антигенов проводили с применением раствора TrilogyTM

(Cell Marque, Merck, США). Далее срезы промывались в дистиллированной воде и
в фосфатно-солевом растворе (PBS). В исследовании использовались неконьюги-
рованные первичные кроличьи поликлональные антитела против рецепторов к IL-13
(антитела кроличьи поликлональные IL-13RА1, IL-13RA1 Polyclonal Antibody, Cat-
alog # PA5-86354, Species Reactivity: Human, Mouse, Rat; BioVitrum, США). Препа-
раты бронхов были оставлены для реакции с первичными антителами в течение
18 ч при 4°С. После этого образцы бронхов промывались в PBS и инкубировались
со вторичным антителами, конъюгированными с флуорохромом Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific, США). Ядра всех клеток препарата окрашивались Hoechst
33342 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, США). Флуоресцентный микроскоп
Olympus (Япония) позволил визуализировать полученные результаты, а программа
ImageJ – произвести их количественный анализ [28].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Результаты иммуногистохимических исследований

Образцы бронхов для иммуногистохимического исследования брались по исте-
чению 72 ч после последней ингаляции овальбумином (группа крыс с астмой № 1).
В препаратах бронхов с ганглиями количество клеток в перерасчете на 100 клеток,
экспрессирующих рецептор к IL-13, в группе животных с астмой увеличилось на
160.3% по сравнению с контрольной группой (ошибка среднего арифметического
(m) составила 0.36; F > Fкр при уровне значимости α = 0.05). В препаратах бронхов
без ганглиев тоже наблюдались изменения в количестве IL-13R-содержащих кле-
ток. Количество таких клеток увеличилось на 90.4% у животных с астмой по срав-
нению с контролем (m = 0.38; F > Fкр при уровне значимости α = 0.05) (рис. 1–4).
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Результаты молекулярно-генетических исследований

В препаратах бронхов с ганглиями экспрессия генов IL-13R была более выраже-
на по истечению первых трех суток после последней ингаляции овальбумином. По
сравнению с контрольными значениями содержание мРНК в группе крыс с астмой
№ 1 возрастало на 1.4 отн. ед. (m = 0.03; F > Fкр при уровне значимости α = 0.05), в
группе крыс с астмой № 2 – на 1.1 отн. ед. (m = 0.02; F > Fкр при уровне значимости
α = 0.05). К первоначальным значениям экспрессия генов IL-13R возвращалась на

Рис. 1. Фотографии, полученные с помощью светового микроскопа. Зеленым свечением обозначены
клетки, содержащие рецептор к IL-13.

100 �m 100 �m

Group of rats without model
ovalbumin-induced asthma

(bronchi with ganglia)

Group of rats with model
ovalbumin-induced asthma

(bronchi with ganglia)

Рис. 2. Фотографии, полученные с помощью светового микроскопа. Зеленым свечением обозначены
клетки, содержащие рецептор к IL-13.
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Group of rats without model
ovalbumin-induced asthma
(bronchi without ganglia)
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Group of rats with model
ovalbumin-induced asthma
(bronchi without ganglia)
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Рис. 3. Изменения в количестве IL-13R-содержащих клеток в контрольной и экспериментальной груп-
пах животных. По оси абсцисс обозначены биологические препараты. По оси ординат – количество
клеток, содержащих IL-13R в перерасчет на 100 клеток. * – статистически значимое отличие в количе-
стве клеток, содержащих рецептор к IL-13, между контрольными и экспериментальными препаратами.
˄ – статистически значимое отличие в количестве клеток, содержащих рецептор к IL-13, между экспе-
риментальными препаратами бронхов с ганглиями и бронхов без ганглиев.
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Рис. 4. Разброс данных, отражающих количество IL-13R-содержащих клеток в бронхах контрольной
группы животных и группы животных с овальбумин-индуцированной астмой. По оси абсцисс обозна-
чено количество клеток, содержащих IL-13R, в перерасчете на 100 клеток. По оси ординат обозначены
препараты контрольной группы животных и группы животных с овальбумин-индуцированной астмой.
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17-й день после последней ингаляции и равнялась 0.2 отн. ед. (группа крыс с аст-
мой №3) (m = 0.05).

В препаратах бронхов без ганглиев по истечении 72 ч экспрессия увеличилась на
1.1 отн. ед. (группа крыс с астмой № 1) (m = 0.03; F > Fкр при уровне значимости
α = 0.05), а по истечении 10 дней – на 0.4 отн. ед. (группа крыс с астмой № 2) (m = 0.02;
F > Fкр при уровне значимости α = 0.05). К исходным значениям экспрессия генов
IL-13R возвращалась на 17-й день (группа крыс с астмой № 3) (m = 0.04). Различия
между препаратми бронхов с ганглиями и без них для групп крыс с астмой №1 и
№ 2 статистически значимы (F > Fкр при уровне значимости α = 0.05) (рис. 5 и 6).

Группа экспериментальных животных с астмой, получавшая кромогликат на-
трия, продемонстрировала более низкие уровни экспрессии гена IL-13R по срав-
нению с группой крыс с астмой без обработки кромогликатом натрия. В препара-
тах бронхов с ганглиями у животных группы № 1, получавших кромогликат на-
трия, экспрессия гена IL13R была ниже на 0.2 отн. ед. (m = 0.03; F > Fкр при уровне
значимости α = 0.05) по сравнению с группой крыс, не получавших кромогликат
натрия. В группе животных № 2 это различие составляло 0.1 отн. ед. (m = 0.04; F > Fкр
при уровне значимости α = 0.05) (рис. 7 и 8).

В препаратах без ганглиев разница между получавшими и не получавшими кро-
могликат животными по истечении первых трех суток составила 0.2 отн. ед. (груп-
па № 1) (m = 0.02; F > Fкр при уровне значимости α = 0.05), по истечению 10 суток
(группа № 2) – также 0.2 отн.ед. (m = 0.03; F > Fкр при уровне значимости α = 0.05)
(рис. 9 и 10).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данном исследовании была использована максимально выраженнная и устой-
чивая модель астмы. Это связано с применяемой в исследовании методикой. Инга-
ляции овальбумином осуществляляли в течение 30 мин, это определило возмож-
ность максимально равномерного оседания частиц овальбумина (исходя из прин-
ципа диффузии газа и размера частиц, растворенных в нем) на поверхности

Рис. 5. Уровень экспрессии гена IL13R в препаратах бронхов контрольных крыс и крыс с овальбумин-
индуцированной бронхиальной астмой. * – статистически значимое отличие в уровне экспресии гена
IL13R между контрольными и экспериментальными препаратами. ˄ – статистически значимое отличие
в уровне экспрессии гена IL13R между экспериментальными препаратами бронхов с ганглиями и брон-
хов без ганглиев.
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респираторного тракта. Продолжительность ингаляции по времени определила
возможность равномерного распределения газовой смеси овальбумина по всему
респираторному дереву. Также овальбумин дополнительно вводился подкожно и
внутрибрюшинно, что является важным фактором, обусловливающим генерализа-
цию аллергического процесса в организме. Для данного исследования важным бы-
ло достижение именно максимально выраженной устойчивой аллергии. Поэтому

Рис. 6. Разброс данных, отражающих уровни экспрессии гена IL13R в бронхах контрольной группы жи-
вотных и группы животных с овальбумин-индуцированной астмой. По оси абсцисс обозначено содер-
жание мРНК, кодирующей IL-13R (в отн. ед.). По оси ординат обозначены препараты контрольной
группы животных и группы животных с овальбумин-индуцированной астмой.
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Рис. 7. Уровень экспрессии гена IL13R в препаратах бронхов с ганглиями контрольных крыс, крыс с
астмой и крыс с астмой после лечения кромогликатом натрия. * – статистически значимое отличие в
уровне экспресии гена IL13R между животными с астмой без лечения и животными с лечением кромо-
гликатом натрия.
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можно предположить, что максимально возможный эффект действия овальбумина
был достигнут, а лабораторные условия по оседанию овальбумина были схожими
для всех исследуемых образцов респираторного тракта. Таким образом, дальней-
шее обсуждение экспрессии гена IL13R и количества клеток, содержащих рецеп-
тор IL-13R, будет рассмотрено для модели астмы, характеризующейся выраженны-
ми проявлениями.

Рис. 8. Разброс данных, отражающих уровни экспрессии гена IL13R в бронхах с ганглиями контроль-
ных крыс, крыс с астмой и крыс с астмой после введения кромогликата натрия. По оси абсцисс обозна-
чено содержание мРНК, кодирующей IL-13R (в отн. ед.). По оси ординат обозначены препараты кон-
трольной группы животных и группы животных с овальбумин-индуцированной астмой.
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Рис. 9. Уровень экспрессии гена IL13R в препаратах бронхов без ганглиев контрольных крыс, крыс с
астмой и крыс с астмой после лечения кромогликатом натрия. * – статистически значимое отличие в
уровне экспресии гена IL13R между животными с астмой без лечения и животными с лечением кромо-
гликатом натрия.
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Экспрессия гена IL13R возрастала в препаратах бронхов крыс с овальбумин-ин-
дуцированной астмой по сравнению с контрольными животными. Максимальный
уровень экспрессии был в препаратах с ганглиями группы животных № 1 (72 ч по-
сле последней ингаляции овальбумином). Затем экспрессия генов постепенно
снижалась, и через 10 дней после последней ингаляции овальбумином содержание
мРНК уменьшилось на 23.3% в препаратах бронхов с ганглиями и на 54.9% в пре-
паратах бронхов без ганглиев.

Можно предположить, что присутствие интрамурального метасимпатического
ганглия оказывает влияние на степень экспрессии гена IL13R. Это можно под-
твердить данными Bochner о способности влиянии цитокина IL-13 на сенсорные
нейроны [29], а так же способностью нейронов мыши и человека экспрессиро-
вать IL-13Ra1 и IL-4Ra [30].

Влияние ганглия прослеживается как на начальных этапах патогенеза аллерги-
ческой астмы, так и на более поздних сроках (группа животных № 2, забор биома-
териала 10 дней спустя последней ингаляции овальбумином). Полученные резуль-
таты можно объяснить участием нервных структур в нейрогенном воспалении в
патогенезе астмы. Снижение экспрессии мРНК до значений, сопоставимых с кон-
трольными, наблюдалось в группе животных № 3, у которых взятие биологического
материала производилось на 17-й день после последней ингаляции овальбумином.

Воздействие кромогликатом натрия приводило к снижению экспрессии гена IL13R.
По истечению 72 ч после последней ингаляции овальбумином в образцах бронхов с
ганглиями, полученных от крыс, обработанных кромогликатом натрия, содержа-
ние мРНК снизилось на 11.7% по сравнению с аналогичными препаратами, полу-
ченными от крыс, не получавших кромогликат. В группе животных, у которых
биологический материал брался по истечении 10 суток, также наблюдалась разни-
ца в экспрессии между препаратами. В препаратах крыс, получавших кромогликат
натрия, уровень экспрессии был на 11.2% ниже, чем в бронхах крыс, не прошедших
обработку кромогликатом.

Рис. 10. Разброс данных, отражающих уровни экспрессии гена IL13R в бронхах без ганглиев контроль-
ных крыс, крыс с астмой и крыс с астмой после введения кромогликата натрия. По оси абсцисс обозна-
чено содержание мРНК, кодирующей IL-13R (в отн. ед.). По оси ординат обозначены препараты кон-
трольной группы животных и группы животных с овальбумин-индуцированной астмой.
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В бронхах без ганглиев также наблюдался эффект кромогликата натрия. В груп-
пе крыс, эвтаназия которых производилась 72 ч спустя после последней ингаляции
овальбумином, содержание мРНК на 13.1% было меньше, чем у тех крыс, которым
вводили кромогликат натрия. В группе крыс, эвтаназия которых производилась
спустя 10 суток после последней ингаляции овальбумином, воздействие кромогли-
ката натрия приводило к снижению экспрессии исследуемого гена на 32.7%.

Таким образом, в бронхах с ганглиями и без них кромогликат натрия оказывал
подавляющий эффект на экспрессию гена IL13R. Эффект препарата направлен на
стабилизацию мембран тучных клеток и предотвращение тучно-клеточной дегра-
нуляции с высвобождением медиаторов аллергии, лейкотриенов и цитокинов. Вы-
свобождение этих веществ в организме индуцирует аллергическую реакцию в пато-
генез астмы и определяет один из основных ее этапов. IL-13 – один из высвобож-
даемых тучными клетками цитокинов, и вероятнее всего, появление его в тканях
способствует индукции экспрессии адекватных ему рецепторов – IL-13R. Косвен-
но этот результат подтверждается работой Трулева и соавт. [31], которая свидетель-
ствует о высвобождении IL-13 тучными клетками при их дегрануляции и роли туч-
но-клеточных продуктов в воспалении.

В нашем исследовании кромогликат натрия поступал в организм животных до-
вольно поздно (после фактической индукции аллергии) по сравнению с рекомен-
дациями по его применению (рекомендации предполагают стабилизацию мембран
лаброцитов преимущественно до развития аллергической реакции). Тем не менее,
даже при позднем введении кромогликата натрия в организм крыс, содержание
мРНК в бронхах животных снижалось по сравнению с животными, не получавши-
ми обработку тучно-клеточным стабилизатором (различие было статистически
значимым). Такой результат может свидетельствовать о продолжительности тучно-
клеточной дегрануляции на поздних этапах модели индуцирования аллергической
астмы, а также о роли тучно-клеточных продуктов (в первую очередь IL-13) в ин-
дукции экспрессии генов IL-13R.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все процедуры, выполненные в исследованиях, соответствовали этическим стандартам,
утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декларации. Все эксперимен-
ты были проведены в соответствии с правилами проведения лабораторных исследований
(ГОСТ 33215-2014 “Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Пра-
вила оборудования помещений и организации процедур от 01.07.2016”) [24]. Тема исследова-
ния была утверждена на заседании Комитета по медицинской этике при Министерстве здра-
воохранения Республики Карелия и Петрозаводском государственном университете (прото-
кол № 46 от 23.09.2022 г.).
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Research of the Expression of IL-13 Receptors and IL-13R Genes in the Bronch 
of Rats with Ovalbumin-Induced Bronchial Asthma
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This article presents the results of studies of the levels of expression of the IL13R gene
and the levels of expression of the molecular IL13R in the bronchi of control rats and
rats with ovalbumin-induced asthma. The choice of these receptors is due to the great
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importance of these structures in the pathogenesis of allergic bronchial asthma. Biologi-
cal materials of 64 Wistar rats were studied using real-time PCR and immunohisto-
chemical methods. As a result of the studies, it was found that under conditions of asth-
ma development in the tissues of the bronchi of rats, a pronounced expression of the
IL13R genes, a significant expression of the molecular receptor for interleukin-13, oc-
curs. In bronchi with an intramural ganglion (bifurcation zone), the level of IL13R gene
expression and the level of expression of the IL13R molecular receptor were significantly
higher than in tracheal samples without ganglia. Sodium cromoglycate, administered to
rats 5 hours after the last inhalation of ovalbumin, led to a decrease in the mRNA con-
tent in the bronchi of animals compared to animals that did not receive mast cell stabiliz-
er treatment.

Keywords: interleukin-13, model of ovalbumin-induced bronchial asthma, intramural
ganglion, sodium cromoglycate
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Стресс играет важную роль в патогенезе тревожных и депрессивных расстройств.
Нейровоспаление рассматривают как один из механизмов, с помощью которых
стресс изменяет молекулярную и клеточную пластичность в нервной ткани, что
приводит к нарушению функций ЦНС. Вклад генетически детерминированных
особенностей нервной системы в развитие постстрессорного нейровоспаления
изучен недостаточно. В данном исследовании оценена динамика постстрессор-
ных изменений уровня мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ин-
терлейкина-1-бета (ИЛ-1β) и фактора некроза опухоли (ФНО) в крови и в голов-
ном мозге у двух линий крыс с высоким и низким порогом возбудимости нерв-
ной системы (ВП и НП). Изменения уровня мРНК ИЛ-1β и ФНО оценивали с
помощью ПЦР в реальном времени через сутки, 7, 24 и 60 дней после длительно-
го эмоционально-болевого стрессирования в крови и трех структурах мозга, во-
влеченных в развитие постстрессорной патологии (префронтальная кора, гиппо-
камп, миндалина). У высоковозбудимых крыс линии НП уровень мРНК ИЛ-1β в
гиппокампе и миндалине увеличился по сравнению с контролем через 24 дня по-
сле окончания стрессирования, у низковозбудимымых животных линии ВП уве-
личение уровня мРНК ИЛ-1β обнаружено только в гиппокампе на том же сроке.
Уровень мРНК ФНО не менялся ни у одной из линий ни в одной из временных
точек после стресса. Генетически детерминированная возбудимость нервной си-
стемы является многообещающим маркером индивидуальной уязвимости к
стрессу, проявляющейся в постстрессорных нарушениях, связанных с особенно-
стями формирования и течения нейровоспаления.

Ключевые слова: нейровоспаление, провоспалительные цитокины, ИЛ-1β, ФНО,
стресс, возбудимость нервной системы, постстрессорные расстройства, крысы
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ВВЕДЕНИЕ

Распространенность тревожных и депрессивных расстройств в мире колеблется
от 3% до 18% по оценкам разных авторов [1, 2]. Эти показатели особенно возросли
в последние два года из-за развития “постковидного синдрома” у пациентов, пере-
несших вирусную инфекцию COVID-19 [3].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Несмотря на социальную значимость и высокую распространенность этих рас-
стройств, их нейробиологические механизмы в настоящее время до конца не изу-
чены, поэтому доступные методы лечения не всегда эффективны. Одной из моде-
лей для объяснения патогенеза данных психических расстройств является гипотеза
“стресс–диатез”, где под диатезом понимают наличие биологической (генетиче-
ской) уязвимости, которая может привести к проявлению заболевания под влия-
нием внешних стрессоров [4]. Однако точные механизмы того, каким образом
стресс приводит к постстрессорным патологиям, не выяснены. В последние годы
нейровоспаление рассматривают как один из таких механизмов, с помощью кото-
рых стрессорная реакция изменяет молекулярную, эпигенетическую и, в конечном
счете, клеточную пластичность таким образом, что нарушаются функции ЦНС [5].

В крови умеренные концентрации глюкокортикоидов (ГК), эквивалентные об-
наруживаемым в организме во время острой реакции на стресс, оказывают провос-
палительное действие, в то время как хронический стресс и высокие уровни ГК
вызывают противовоспалительную реакцию. В центральной нервной системе хро-
нический стресс и высокие уровни ГК, напротив, могут усиливать воспаление. Это
проявляется как на клеточном уровне (активация микроглии, астроцитов), так и на
уровне экспрессии медиаторов воспаления и активации факторов транскрипции
[6, 7].

В последние годы все большее число исследований показало возможную вовле-
ченность постстрессорного воспаления в патогенез психических расстройств, та-
ких как депрессия [8]. У пациентов с клинической депрессией было обнаружено
увеличение количества лейкоцитов, моноцитов и нейтрофилов в периферической
крови и наблюдалось повышение уровней циркулирующих провоспалительных
цитокинов и белков острой фазы [9]. Воспалительная реакция, наблюдаемая в кро-
ви, может затрагивать и ЦНС, приводя к активации микроглии и астроцитов в ре-
зультате инфильтрации моноцитов или из-за проникновения провоспалительных
молекул через поврежденный гематоэнцефалический барьер [10]. Медиаторы вос-
паления, выделяемые активированной микроглией и эндотелиальными клетками
мозга, также могут подавлять нейротрансмиссию, способствовать окислительному
стрессу и митохондриальным дисфункциям.

Вопросы о том, как нейро-иммунные дисфункции могут быть активированы в
головном мозге в отсутствие явного воспаления или инфекции, и какие генетиче-
ские факторы повышают риск развития постстрессорного нейровоспаления иссле-
дованы недостаточно.

Уровень возбудимости, являющийся ключевой характеристикой функциональ-
ного состояния нервной системы, рассматривается как фактор риска развития
постстрессорных расстройств [11]. В Институте физиологии им. И.П. Павлова
РАН в результате селекции были получены две линии крыс с разным уровнем воз-
будимости нервной системы [12]. Было показано, что линии различаются по своим
поведенческим реакциям, молекулярным и клеточным изменениям в нервной тка-
ни при развитии постстрессорных состояний. У крыс с низкой возбудимостью (вы-
сокий порог, линия ВП) в ответ на длительное эмоционально-болевое стрессорное
воздействие наблюдаются отставленные депрессивно-подобные поведенческие
симптомы, в то время как у крыс с высокой возбудимостью (низкий порог, линия
НП) наряду с депрессивно-подобными, развиваются компульсивные симптомы [13].

Ранее мы показали, что уровень возбудимости нервной системы влияет также на
степень проявления и динамику постстрессорного воспаления как в крови, так и в
головном мозге в ответ на длительный эмоционально-болевой стресс. У высоко-
возбудимых животных увеличивается соотношение нейтрофилов/лейкоцитов и
число клеток микроглии в гиппокампе по сравнению с контролем [13]. Необходи-
мо уточнить молекулярные механизмы нейровоспаления на уровне экспрессии ге-
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нов il1β и tnf основных провоспалительных цитокинов интерлейкина-1-бета
(ИЛ-1β) и фактора некроза опухоли (ФНО).

Цель данной работы заключалась в оценке уровня мРНК генов il1β и tnf провос-
палительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в крови и в головном мозге (в префронтальной
коре, гиппокампе и миндалине, – структурах, вовлеченных в развитие постсрес-
сорной патологии) у крыс двух линий, различающихся по уровню возбудимости
нервной системы, в норме и в разные сроки после длительного эмоционально-бо-
левого стрессорного воздействия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводили на 5-месячных взрослых самцах крыс двух линий с
контрастным (4-кратные различия) уровнем возбудимости периферической и цен-
тральной нервной системы [11, 14]. Животные селектированы в течение 80 поколе-
ний по величине порога возбудимости большеберцового нерва (n. tibialis) к элек-
трическому току. Линии с высоким порогом (ВП, низкая возбудимость) и низким
порогом (НП, высокая возбудимость) включены в Биоколлекцию Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН (№ ГЗ 0134-2018-0003), патенты на селекционное
достижение № 10769 и 10768 выданы Государственной комиссией Российской Фе-
дерации по испытанию и охране селекционных достижений, зарегистрированы в
Государственном реестре охраняемых селекционных достижений 15 января 2020 г.
(Патентообладатель: ФГБУН Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН).

Все животные содержались в стандартных условиях в виварии лаборатории ге-
нетики ВНД Института физиологии им. Павлова РАН. Экспериментальные жи-
вотные подвергались длительному эмоционально-болевому стрессовому воздей-
ствию в соответствии со схемой К. Гехта [Hecht et al., 1972, цит. по: 12]: каждый
день в течение 15 дней животные подвергались воздействию 6 неподкрепляемых
(по 10 с каждое) и 6 подкрепляемых током (2.5 мА, 2 мс) световых сигналов. Со-
гласно схеме, комбинации условных и безусловных раздражителей не повторя-
лись, а чередовались с вероятностью 0.5, что не позволяло животным выработать
условный рефлекс. В качестве контрольных использовали животных обеих иссле-
дуемых линий, не подвергавшихся процедуре стрессорного воздействия. Кон-
трольные животные были декапитированы в те же временные сроки, что и экспе-
риментальные.

После декапитации экспериментальных и контрольных животных кровь от каж-
дого животного собирали в пробирки с антикоагулянтом (ЭДТА – этилендиамин-
тетраацетат), извлекали мозг и проводили диссекцию исследуемых структур мозга
(префронтальная кора, гиппокамп и миндалина) через 24 ч, 7, 24 и 60 дней после
окончания стрессового воздействия. Экспериментальные группы в каждой вре-
менной точке включали по 6 животных каждой линии. Объединенная контрольная
группа линии ВП (контрольные крысы – по 4–6 животных в каждой из 4 времен-
ных точек) включала 19 животных, линии НП – 22. Общее количество животных
составило 89.

Выделенный биоматериал немедленно помещали в пробирки, содержащие 500 мкл
реагента для экстракции суммарной РНК (ExtractRNA, Евроген, Россия). Выделе-
ние РНК проводили в соответствии с инструкциями производителя. После этапа
выделения суммарной РНК проводили измерения концентрации экстрагирован-
ной РНК для каждого отдельного образца методом спектрофотометрии (NanoDrop
IMPLEN). Для обратной транскрипции использовали набор реагентов MMLV RT
kit (Евроген, Россия). После обратной транскрипции реакционную смесь разбав-
ляли деионизированной водой (5 мкл кДНК: 95 мкл воды).
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Относительное количество мРНК для генов il1β и tnf оценивали с помощью
ПЦР в реальном времени на приборе Bio Rad CFX96 (Bio Rad, США) с использова-
нием смеси qPCRmix HS SYBR (Евроген, Россия). В качестве референсного ис-
пользовали ген gapdh. Изменения в уровне мРНК оценивали методом ΔΔCt, осно-
ванном на анализе экспрессии целевого гена по отношению к референсному.

В табл. 1 указаны ген-специфические праймеры для генов il1β, tnf и gapdh, подо-
бранные с помощью литературы и проверенные в базе NCBI (BLAST primer).

Для проверки специфичности полученных продуктов амплификации произво-
дили анализ кривых плавления продуктов реакции.

Статистические методы
Для статистического анализа использовали программное обеспечение Prism 7.

Нормальность распределения оценивали с применением критерия Шапиро–Уил-
ка. Значимость межлинейных различий в уровне мРНК генов интереса у интакт-
ных животных оценивали с помощью критерия Манна–Уитни. При сравнении
контрольных и экспериментальных групп применяли непараметрический крите-
рий Краскела–Уоллиса с post hoc тестом Манна–Уитни, использовали поправку
на множественность сравнений FDR (false discovery rate).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов в крови интактных
животных показывает значимо более высокий уровень мРНК гена il1β у высоко-
возбудимых животных НП по сравнению с низковозбудимыми ВП, разницы в
уровне мРНК гена tnf не обнаружено (рис. 1).

Далее сравнение уровня мРНК в каждой структуре мозга в каждом временном
сроке после стрессового воздействия проводили по отношению к объединенному
контролю, так как контрольные животные, декапитированные в разные сроки не
отличались по изучаемому параметру (тест Краскела–Уоллиса).

Анализ постстрессорных изменений в крови показал значимое снижение уровня
мРНК гена il1β через 24 ч после окончания стрессорного воздействия и только у
высоковозбудимых животных линии НП (рис. 2). Во всех остальных временных
точках влияния стресса на уровень мРНК исследуемых провоспалительных цито-
кинов не обнаружено ни у одной из линий животных.

Сравнение уровня мРНК исследованных генов провоспалительных цитокинов
ИЛ-1β и ФНО в трех структурах мозга у интактных животных двух линий крыс с
контрастной возбудимостью нервной системы представлено на рис. 3.

Межлинейные различия в уровне мРНК ФНО выявлены в префронтальной коре
и миндалине крыс с различной возбудимостью нервной системы. Высоковозбуди-
мые крысы линии НП имеют повышенный уровень экспрессии гена tnf по сравне-

Таблица 1. Праймеры к участкам генов

Ген Последовательность праймеров Длина
праймера (пн)

Длина
продукта (пн)

il1 β Прямой: 5′- GCAATGGTCGGGACATAGTT-3′
Обратный: 5′- GTAAGTGGTTGCCTGTCAGAG-3′

20
21 242

tnf Прямой: 5′- GAACAGCAACTCCAGAACA -3′
Обратный: 5′- CACGAGCAGGAATGAGAAG-3′

19
19 243

gapdh Прямой: 5′-GTTTGTGATGGGTGTGAACC-3′
Обратный: 5′-TCTTCTGAGTGGCAGTGATG-3′

20
20 170
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нию с низковозбудимыми крысами линии ВП в префронтальной коре, тогда как в
миндалине, напротив, у высоковозбудимых животных линии НП уровень мРНК
ФНО значимо ниже, чем у низковозбудимых линии ВП.

Анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в гиппо-
кампе крыс линий ВП и НП показал отсутствие статистически значимых различий.

Постстрессорные изменения в уровне экспрессии генов il1β и tnf провоспали-
тельных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в мозге крыс с контрастным уровнем возбуди-
мости нервной системы показаны на рис. 4–6.

В префронтальной коре значимых постстрессорных изменений уровня мРНК
исследуемых цитокинов не обнаружено ни у одной из линий (рис. 4).

В гиппокампе через 1 и 7 дней после стресса не было обнаружено значимых раз-
личий в уровнях мРНК цитокинов по сравнению с контролем ни у одной из линий
животных. Через 24 дня после стрессового воздействия уровень мРНК гена il1β в
гиппокампе значимо повысился в экспериментальных группах по сравнению с
контрольными у обеих линий, независимо от уровня возбудимости нервной систе-
мы крыс, однако к 60-му дню после стресса уровень мРНК гена il1β не отличался
от контроля (рис. 5). Значимых постстрессорных изменений в экспрессии гена tnf у
экспериментальных животных обеих линий по сравнению с контролем не наблю-
дали ни в одной временной точке.

У высоковозбудимых крыс линии НП стресс приводил к увеличению экспрес-
сии гена il1β через 24 дня после окончания стрессового воздействия (рис. 6). У низ-
ковозбудимых животных линии ВП постстрессорных изменений уровня мРНК ис-
следуемых цитокинов в миндалине не наблюдали ни в одной временной точке.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данном исследовании выявлены межлинейные различия в уровнях мРНК
провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО у интактных крыс линий с контраст-
ной возбудимостью нервной системы. Более высокий уровень экспрессии гена il1β
был обнаружен в крови высоковозбудимых крыс линии НП по сравнению с низко-

Рис. 1. Уровень мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в крови интактных
крыс линий ВП и НП с контрастной возбудимостью нервной системы. НT (high threshold, low excit-
able) – линия ВП( высокий порог, низкая возбудимость) (n = 22), LT (low threshold, high-excitable) – ли-
ния НП (низкий порог, высокая возбудимость) ) (n = 19) **p < 0.01 (критерий Манна–Уитни), по верти-
кальной оси показано относительное значение изменения уровня мРНК (–ΔΔCt), графики представляют
медианы, границы квартилей, а также максимальные и минимальные значения анализируемых данных.
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возбудимыми крысами линии ВП. Это согласуется с нашими предшествующими
данными о том, что у высоковозбудимых крыс развиваются признаки воспаления в
крови в ответ на хронический стресс, что проявляется изменением лейкоцитарной
формулы [13].

Мы не обнаружили влияния стресса на экспрессию генов изучаемых цитокинов
в крови низковозбудимых крыс линии ВП ни сразу, ни в отдаленные сроки после
окончания стрессирования. При этом у высоковозбудимых крыс линии НП значи-
мое снижение уровня мРНК гена il1β в крови было выявлено через 24 ч после
окончания стрессирования по сравнению с контролем. Последнее согласуется с дан-
ными о том, что длительный стресс вызывает противовоспалительную реакцию в
периферической крови [7].

Известно, что связывание глюкокортикоидов (ГК) с глюкокортикоидными ре-
цепторами (ГР) приводит к изменениям транскрипции нескольких генов, ответ-
ственных за противовоспалительный эффект глюкокортикоидов. Было показано,

Рис. 2. Уровень мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в крови крыс линий
ВП и НП с контрастной возбудимостью нервной системы в разные сроки после длительного эмоцио-
нально-болевого стрессорного воздействия. Здесь и далее: НТ strain (high threshold, low excitable – линия
ВП – высокий порог, низкая возбудимость (n = 22 в контроле и n = 6 в экспериментальных группах в
каждой временной точке), LT strain (low threshold, high excitable – линия НП – низкий порог, высокая
возбудимость (n = 18 в контроле и n = 6 в экспериментальных группах в каждой временной точке), по
вертикальной оси показано относительное значение изменения уровня мРНК (–ΔΔCt), графики пред-
ставляют медианы, границы квартилей, а также максимальные и минимальные значения анализируе-
мых данных (критерий Краскела–Уоллиса, post-hoc анализ критерий Манна–Уитни, поправка FDR);
*p < 0.05.
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что противовоспалительный эффект комплекса ГК–ГР связан с репрессией таких
факторов транскрипции, как NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of ac-
tivated B cells), активирующий белок-1 (activating protein-1, AP1) и регуляторный
фактор интерферона 3 (Interferon Regulatory Factor 3, IRF3) [6]. Подавление тран-
скрипционной активности этих генов подавляет экспрессию провоспалительных
молекул.

Действие гормонов ГК в головном мозге и на периферии неодинаково. Несмот-
ря на то, что противовоспалительный эффект ГК в головном мозге неоднократно
демонстрировался, имеются данные, показывающие, что в некоторых случаях ГК,
напротив, усиливают воспаление в ЦНС [7].

Рис. 3. Уровень мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в префронтальной
коре, гиппокампе и миндалине интактных крыс линий ВП и НП с контрастной возбудимостью нервной
системы. *p < 0.05 (критерий Манна–Уитни).
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Длительный или очень интенсивный стресс и, соответственно, высокий уровень
ГК, усиливают проявления воспаления в центральной нервной системе. Хрониче-
ское введение кортикостероидов в высоких дозах усиливает воспаление в гиппокам-
пе животных [14]. Известно, что хронический стресс или повышенная циркуляция
ГК оказывает провоспалительное действие и увеличивает экспрессию провоспали-
тельных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в префронтальной коре [14]. Существуют также
доказательства того, что длительный стресс повышает уровни ИЛ-1β и ФНО и iNOS
не только на уровне экспрессии генов, но и на уровне белка, как было продемон-
стрировано в гиппокампе и коре головного мозга грызунов [14, 16].

Проведенный нами анализ уровня мРНК провоспалительных цитокинов ИЛ-1β
и ФНО в мозге животных с различным уровнем возбудимости нервной системы
показал временную и региональную гетерогенность постстрессорных изменений.
Мы не обнаружили различий в уровнях мРНК цитокинов в гиппокампе крыс двух
линий на ранних сроках после стресса. Однако через 24 дня после окончания
стрессового воздействия уровень мРНК ИЛ-1β в гиппокампе увеличился у экспе-
риментальных животных обеих линий по сравнению с соответствующими кон-
трольными группами. Полученные результаты хорошо согласуются с имеющимися
в литературе данными о том, что в центральной нервной системе, в отличие от пе-
риферии, высокие дозы ГК или длительный стресс приводят к повышенной выра-

Рис. 4. Уровень мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в префронтальной
коре крыс линий ВП и НП с контрастной возбудимостью нервной системы в разные сроки после дли-
тельного эмоционально-болевого стрессорного воздействия (критерий Краскела–Уоллиса, post-hoc
анализ критерий Манна–Уитни, поправка FDR).
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ботке медиаторов воспаления и активации микроглии [7, 17]. Ранее нами показано
[13], что увеличение количества клеток микроглии наблюдается через 7 дней после
стресса в зубчатой извилине (DG), CA1 и CA3 полях гиппокампа у животных ли-
нии НП, и в поле CA1 у крыс линии ВП, что не совпадает по времени с увеличени-
ем уровня экспрессии гена il1β в данной работе, которое происходит только на
24-й день, на фоне нормализации количества клеток микроглии. Активация и про-
лиферация микроглии и трафик моноцитов из крови в мозг, являясь основными
источниками ИЛ-1β и ФНО, происходят с некоторым латентным периодом. С
этим может быть связана описанная выше задержка. С другой стороны, возможно
на сроке 7 дней, несмотря на увеличение количества микроглии в гиппокампе,
адаптивные механизмы позволяют сдерживать экспрессию провоспалительных
цитокинов и тормозить развитие нейровоспаления через экспрессию микроРНК,
регулирующих воспаление, и/или через экспрессию противовоспалительных ци-
токинов, например, ИЛ-10, который может стимулировать синтез антагониста
ИЛ-1β (IL-1Ra). Для детального прояснения данного вопроса необходимо изучение
постстрессорных изменений не только про-, но и антивоспалительных сигналов.

В других изученных областях мозга мы наблюдали линейные особенности в экс-
прессии генов цитокинов. Различия были обнаружены в префронтальной коре ин-
тактных крыс: высоковозбудимые животные имеют значимо более высокий уро-

Рис. 5. Уровень мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в гиппокампе крыс
линий ВП и НП с контрастной возбудимостью нервной системы в разные сроки после длительного
эмоционально-болевого стрессорного воздействия (критерий Краскела–Уоллиса, post-hoc анализ кри-
терий Манна–Уитни, поправка FDR), *p < 0.05.
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вень мРНК ФНО по сравнению с низковозбудимыми. В то же время в миндалине у
крыс с высокой возбудимостью обнаружен более низкий уровень мРНК этого ци-
токина по сравнению с альтернативной линией. Известно, что ФНО, секретируе-
мый в головном мозге глиальными клетками, участвует в регуляции экспрессии
AMPA-рецепторов в нейронах гиппокампа и коры головного мозга. В культуре и на
срезах гиппокампа было показано, что ФНО увеличивает количество AMPA-ре-
цепторов на синаптической мембране [18]. Естественно, такое увеличение количе-
ства глутаматных рецепторов приводит к быстрым изменениям возбудимости и си-
наптической пластичности. ФНО также приводит к усилению эндоцитоза ГАМК-
рецепторов, что приводит к снижению тормозных сигналов и также может влиять
на возбудимость [19]. Эффекты, описанные выше, действительны для гиппокампа
и кортикальных нейронов. Нейроны полосатого тела, напротив, демонстрируют
интернализацию AMPA-рецепторов [19] в ответ на ФНО. Стереотаксические инъ-
екции ФНО в миндалину крыс нарушают процессы запоминания страха, вероятно,
действуя через NMDA-рецепторы [20].

Таким образом, в литературе описаны региональные различия в воздействии
цитокинов на одни и те же физиологические процессы, и, возможно, что действие
ФНО в префронтальной коре приводит к повышению возбудимости нейронов, а в

Рис. 6. Уровень мРНК генов il1β и tnf провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и ФНО в миндалине крыс
линий ВП и НП с контрастной возбудимостью нервной системы в разные сроки после длительного
эмоционально-болевого стрессорного воздействия (критерий Краскела–Уоллиса, post-hoc анализ кри-
терий Манна–Уитни, поправка FDR), *p < 0.05.
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миндалине, напротив, к снижению возбудимости. В этом случае можно сформули-
ровать гипотезу о том, что конститутивно более высокий уровень ФНО в коре и бо-
лее низкий уровень в миндалине у животных линии НП по сравнению с ВП спо-
собствует более высокой возбудимости первых. Экспериментальная проверка этой
гипотезы представляется многообещающей в связи с тем, что ранее у крыс высоко-
возбудимой линии НП была обнаружена более высокая фоновая импульсация ней-
ронов миндалины по сравнению с ВП [21].

В миндалине в ответ на стресс мы наблюдали повышенный по сравнению с кон-
тролем уровень мРНК ИЛ-1β только у высоковозбудимых животных линии НП че-
рез 24 дня после стресса. В префронтальной коре значимых изменений уровня
мРНК исследованных провоспалительных цитокинов в ответ на стресс не обнару-
жили ни у одной из линий.

Имеется информация о специфической экспрессии про- и противовоспалитель-
ных цитокинов у двух линий крыс, различающихся по уровню агрессивности. В от-
вет на введение липополисахарида (ЛПС) у агрессивных крыс наблюдали повы-
шенные уровни ИЛ-1β в гипоталамусе и лобной коре по сравнению с неагрессив-
ными крысами. В гиппокампе уровни ИЛ-1β, ИЛ-2 и ИЛ-6 были ниже у агрессивных
крыс, подвергшихся действию ЛПС, чем у неагрессивных животных [22]. Таким об-
разом, генетически детерминированные индивидуальные различия могут быть
связаны с региональными изменениями уровня экспрессии провоспалительных
цитокинов и их временной изменчивостью.

Кроме того, известно, что в разных областях мозга проницаемость гематоэнце-
фалического барьера различается в зависимости от свойств эндотелиальных клеток
сосудов мозга и клеточной гетерогенности в паренхиме головного мозга [23]. По-
скольку стресс влияет на проникновение моноцитов из крови в мозг, этот процесс
может в разной степени затрагивать различные области мозга.

Таким образом, результаты выполненного исследования позволили заключить:
1. В нормальных условиях уровень мРНК ИЛ-1β в крови и ФНО в префронталь-

ной коре выше у высоковозбудимых крыс линии НП по сравнению с низковозбу-
димыми крысами линии ВП. В миндалине, напротив, уровень мРНК ФНО крыс
линии ВП превосходит таковой линии НП. Выявленные линейные особенности
экспрессии генов провоспалительных цитокинов могут вносить вклад в детерми-
нацию уровня возбудимости нервной системы и влиять на предрасположенность
крыс к развитию нейровоспаления, в том числе и под действием стресса.

2. Длительное эмоционально-болевое стрессорное воздействие приводит к спе-
цифическим изменениям экспрессии гена il1β, но не tnf у каждой из исследуемых
линий крыс. Генетически детерминированные особенности крыс с высоким уров-
нем возбудимости нервной системы могут повышать риск развития постстрессор-
ных нейровоспалительных реакций за счет увеличения уровня мРНК провоспали-
тельного ИЛ-1β в гиппокампе и миндалине.
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The Effect of Prolonged Emotional and Painful Stress on the Expression
of Proinflammatory Cytokine Genes in Rats with High and Low Excitability

of the Nervous System
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Stress plays an important role in the pathogenesis of anxiety and depressive disorders.
Neuroinflammation is considered as one of the mechanisms by which stress alters the
molecular and cellular plasticity in the nervous tissue, which leads to a violation of the
functions of the central nervous system. The contribution of genetically determined fea-
tures of the nervous system to the development of post-stress neuroinflammation has
not been sufficiently studied. In this study, the dynamics of poststress changes in the
mRNA levels of the il1ß and tnf genes of proinflammatory cytokines interleukin-1-beta
(IL-1ß) and tumor necrosis factor (TNF) in the blood and in the brain in two rat strains
with high and low excitability thresholds of the nervous system (HT and LT) was evalu-
ated. Changes in IL-1ß and TNF mRNA levels were assessed by real-time PCR 24 h, 7,
24 and 60 days after prolonged emotional and painful stress in the blood and three brain
structures involved in the development of post-stress pathology (prefrontal cortex, hip-
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pocampus, amygdala). In highly excitable rats of the LT strain, the level of IL-1ß mRNA
in the hippocampus and amygdala increased compared to the control 24 days after the
end of stress, in low-excitable animals of the HT strain, an increase in the level of IL-1ß
mRNA was detected only in the hippocampus at the same time. The TNF mRNA level
did not change in any of the strains at any of the time points after stress. Genetically de-
termined excitability of the nervous system is a promising marker of individual vulnera-
bility to stress, manifested in post-stress disorders associated with the characteristics of
the formation and dynamics of neuroinflammation.

Keywords: neuroinflammation, proinflammatory cytokines, IL-1ß, tnf, stress, excitabili-
ty of the nervous system, post-stress disorders, rats
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