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Нормальное функционирование сосудистой системы в раннем онтогенезе может
изменяться при неблагоприятных воздействиях, влияющих на организм пло-
да/новорожденного во время беременности, во время или после родов. Однако
на настоящий момент недостаточно данных об “остром” (сразу после воздей-
ствия) и об “отставленном” (спустя несколько дней) влиянии непродолжитель-
ной (в течение нескольких часов) перинатальной нормобарической гипоксии на
функционирование периферической сосудистой системы большого круга крово-
обращения в раннем онтогенезе у млекопитающих. Целью данной работы стало
исследование “острых” и “отставленных” влияний однократной нормобариче-
ской гипоксии на функционирование артерий большого круга кровообращения
в раннем постнатальном онтогенезе. В работе исследовали сократительные отве-
ты подкожной артерии крыс в возрасте 10–14 дней в изометрическом режиме.
Острую нормобарическую гипоксию (8% О2) моделировали в течение 2 ч у 10-днев-
ных крысят. Выбранный режим гипоксии не привел к изменениям сократитель-
ных ответов артерий на агонист α1-адренорецепторов метоксамин ни сразу по-
сле воздействия, ни спустя несколько дней. Эндотелий-зависимое расслабление
артерий на ацетилхолин также не различалось между группами. Гипоксия не
привела к изменению выраженности антиконстрикторных путей, связанных с
оксидом азота и Kv7-каналов, а также проконстрикторной роли Rho-киназы. Та-
ким образом, согласно представленным в данной работе результатам, кратковре-
менная нормобарическая гипоксия на 10-й день жизни крысят не приводит ни к
“острым”, ни к “отставленным” изменениям в регуляции тонуса перифериче-
ских сосудов большого круга кровообращения в раннем постнатальном периоде.

Ключевые слова: гипоксия, артерия, Rho-киназа, оксид азота NO, эндотелий,
гладкая мышца
DOI: 10.31857/S0869813923050102, EDN: XRPHSM

ВВЕДЕНИЕ

Нормальное функционирование сосудистой системы в период раннего постна-
тального онтогенеза демонстрирует целый ряд особенностей по сравнению со
взрослым организмом. Ранее в ряде работ было показано, что регуляция тонуса со-
судов у новорожденных отличается от взрослых как на уровне гладкой мышцы, так
и на уровне эндотелия. Например, для раннего постнатального периода характерен
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высокий уровень тонической продукции эндотелием оксида азота NO, который
оказывает выраженное антиконстрикторное влияние [1–5]. Кроме того, в раннем
онтогенезе наблюдается повышенный по сравнению со взрослыми уровень экс-
прессии и функциональной активности ряда типов калиевых каналов гладкомы-
шечных клеток, включая потенциал-зависимые калиевые каналы Kv7, что также
оказывает антиконстрикторное влияние на тонус сосудов [6]. В то же самое время в
регуляцию тонуса сосудов новорожденных существенный проконстрикторный
вклад вносит Rho-киназа, чье влияние ко взрослому возрасту уменьшается [7, 8].

Однако нормальное функционирование сосудистой системы в раннем онтоге-
незе может изменяться при неблагоприятных воздействиях или развитии ряда за-
болеваний, влияющих на организм плода/новорожденного во время беременно-
сти, во время или после родов. Одной из патологий, влияющих на функционирование
организма в раннем онтогенезе, является перинатальная гипоксия. Перинатальная
гипоксия – это патологическое состояние, связанное с кислородной недостаточ-
ностью во время беременности и в ранний неонатальный период, которая обуслов-
лена уменьшением или прекращением поступления в организм кислорода, что мо-
жет негативно сказываться на состоянии организма как в раннем постнатальном
периоде, так и во взрослом возрасте [9]. Достаточно непродолжительные периоды
перинатальной гипоксии, происходящие, например, во время родового процесса,
могут являться одной из причин необходимости реанимационных мероприятий у
новорожденных, что затрагивает около 10 млн новорожденных ежегодно [10]. Огром-
ное число случаев перинатальной гипоксии указывает на необходимость всесторонне-
го исследования последствий данной проблемы, в том числе и на функционирование
сосудистой системы.

Известно, что длительное гипоксическое воздействие во время беременности
может приводить к существенным изменениям в функционировании перифериче-
ской сосудистой системы потомства во взрослом возрасте. Так, например, показа-
но, что продолжительная гипоксия во время беременности у крыс, длящаяся с 5-го
по 21-й день беременности, вызывает значимое усиление сократительных ответов
артерий брыжейки на агонист α1-адренорецепторов у взрослого потомства [11, 12],
а также к уменьшению эндотелий-зависимого расслабления [11]. Это реализуется в
том числе за счет снижения продукции NO, происходящего вследствие уменьше-
ния содержания эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) в артериях брыжейки у
взрослого потомства [11].

Однако на настоящий момент недостаточно данных об “остром” (сразу после
воздействия) и об “отставленном” (спустя несколько дней) влиянии непродолжи-
тельной (в течение нескольких часов) перинатальной нормобарической гипоксии
на функционирование периферической сосудистой системы большого круга кро-
вообращения в раннем онтогенезе у млекопитающих.

В связи с изложенным выше целью данной работы стало исследование “острых”
и “отставленных” влияний однократной нормобарической гипоксии на функцио-
нирование артерий большого круга кровообращения в раннем постнатальном он-
тогенезе. Для этого в работе моделировали острую нормобарическую гипоксию
(8% О2) в течение 2 ч у 10-дневных крысят [9, 13–15]. Необходимо отметить, что
10-дневные крысята по ряду показателей могут быть соотнесены с организмом до-
ношенного новорожденного ребенка [16].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали крыс Wistar, полученных из питомника НИИ Общей па-
тологии и патофизиологии. Половозрелых самцов и самок крыс содержали в стан-
дартных условиях вивария биологического факультета МГУ имени М.В. Ломоно-
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сова при свободном доступе к пище и воде. Для получения потомства самцы и сам-
ки крыс были ссажены на 4 сут. Всего в работе было использовано потомство от
13 самок. День родов принимали как 0 день жизни крысят. На следующий день по-
сле родов ограничивали размер помета до 8 крысят. На 10-й день жизни крысят
мужского пола отлучали от самки и случайным образом делили на две группы.
Крысят одной группы помещали в гипоксические условия (8% О2 и 92% N2) в тер-
мостатируемую камеру (37°C) на 2 ч (группа “Гипоксия”). Крысят другой группы
на 2 ч помещали в аналогичные условия, но с нормальным содержанием О2 (21%)
(группа “Контроль”). Для оценки “острых” эффектов перинатальной гипоксии
проводили эксперименты на изолированных сосудах сразу после окончания сеанса
гипоксии. Остальных крысят возвращали к самке и для оценки “отставленных”
эффектов перинатальной гипоксии эксперименты на изолированных сосудах про-
водили на 11–14-е дни жизни крысят.

В день проведения эксперимента на изолированных артериях крысят взвешива-
ли, декапитировали, выделяли подкожную артерию (сосуд мышечного типа, от-
ветвление от бедренной артерии, питающей кровью кожу плюсны и стопы). Выде-
ление артерий проводили в растворе для препаровки (в мМ): NaCl – 145; KCl – 4.5;
CaCl2 – 0.1; MgSO4 – 1.0; NaH2PO4 – 1.2; EDTA – 0.025; HEPES – 5.0; pH 7.4 [17].

Эксперименты на изолированных артериях
Из артерий вырезали кольцевые сегменты длиной 2 мм и закрепляли их в много-

канальном миографе (модели 410A, 420М или 620M, DMT, Дания) для регистра-
ции сократительной активности в изометрическом режиме. В случае необходимо-
сти проводили удаление эндотелия с помощью крысиного уса. Показания тензо-
метрических датчиков оцифровывали с частотой 10 Гц с использованием аналого-
цифрового преобразователя (E14 140, L CARD, Россия) и регистрировали при по-
мощи программы PowerGraph 3.3 (ДИСофт, Россия). После нагрева камер с рас-
твором до 37°C определяли растяжение препарата, оптимальное для проявления
сократительной активности, в ходе этой процедуры также вычисляли внутренний
диаметр сосуда, соответствующий давлению 100 мм рт. ст. (d100) [18]. После этого
раствор в камере миографа сменяли на рабочий (в мМ): NaCl – 120; NaHCO3 – 26;
KCl – 4.5; CaCl2 – 1.6; MgSO4 – 1.0; NaH2PO4 – 1.2; D-глюкоза – 5.5; EDTA – 0.025;
HEPES – 5 [17]. Раствор непрерывно аэрировали карбогеном (95% О2 + 5% СО2)
для оксигенации и поддержания рН 7.4.

Затем препараты артерий активировали добавлением с последующей отмывкой
(1) норэпинефрина (10 мкМ, длительность воздействия 5 мин); (2) метоксамина
(агонист α1-адренорецепторов, 10 мкМ, длительность воздействия 5 мин), на фоне
действия которого проводили оценку эндотелиальной функции путем либо однократ-
ной аппликации ацетилхолина (10 мкМ), либо проведения зависимости “концентра-
ция–эффект” на ацетилхолин (диапазон концентраций 10 нМ–10 мкМ, длительность
действия каждой концентрации 1 мин); (3) метоксамина (10 мкМ, длительность воз-
действия 5 мин). Для всех воздействий длительность отмывки составляла 15 мин, во
время отмывки раствор в камере миографа меняли минимум 5 раз. Поскольку тест на
ацетилхолин является стандартным тестом для оценки эндотелий-зависимого рас-
слабления артерий [19], то в случае использования препаратов с интактным эндотели-
ем убеждались, что они расслабляются на ацетилхолин, тогда как отсутствие расслаб-
ления на ацетилхолин свидетельствовало об успешном удалении эндотелия.

Протокол эксперимента заключался в проведении двух последовательных зави-
симостей “концентрация–эффект” на метоксамин (в диапазоне концентраций от
10 нМ до 100 мкМ, длительность действия каждой концентрации составляла 3 мин).
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Первую зависимость “концентрация–эффект” на метоксамин проводили спустя
20 мин после окончания процедуры активации препарата. Этот этап эксперимента
необходим для того, чтобы удостовериться, что исходно все препараты одной груп-
пы животных обладали одинаковой реактивностью на метоксамин. После отмывки
от метоксамина в камеры миографа добавляли ингибитор/блокатор или такой же
объем растворителя на 20 мин, после чего проводили вторую зависимость “концен-
трация–эффект” на метоксамин, аналогичную первой. В работе использовали инги-
битор NO-синтаз L-NNA (100 мкМ) [20], блокатор Kv7 каналов XE991 (3 мкМ) [21],
ингибитор Rho-киназы Y27632 (3 мкМ) [22].

В ряде экспериментов после окончания второй зависимости “концентрация–
эффект” на метоксамин проводили отмывку канала с растворителем, на 20 мин до-
бавляли L-NNA (100 мкМ) и проводили зависимость “концентрация–эффект” на
ацетилхолин (диапазон концентраций 10 нМ–10 мкМ, длительность действия каждой
концентрации 1 мин) на фоне предсокращения артерии метоксамином (10 мкМ).

При обработке результатов из значения силы при каждой концентрации вазоак-
тивного вещества вычитали значение “пассивной” силы, соответствующее полно-
му расслаблению гладкой мышцы препарата (в растворе для препаровки после
окончания процедуры определения оптимального растяжения препарата). Полу-
ченные значения активной силы выражали в % от максимальной силы сокращения
препарата, определенной по первой зависимости “концентрация–эффект” (для
метоксамина), или в % от уровня предсокращения препарата (для ацетилхолина).

В работе использовали норэпинефрин, метоксамин, ацетилхолин, XE991 фирмы
Sigma-Aldrich, Y27632 фирмы Tocris и L-NNA фирмы Alexis Biochemicals.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку результатов проводили в программе GraphPad Prism 7.0.

Нормальность распределения проверяли с использованием теста Шапиро–Уилка.
Использовали двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений или
t-критерий Стьюдента. Различия считали статистическими значимыми при р < 0.05.
Все данные представлены как среднее ± ошибка среднего, n – количество живот-
ных в группе.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка “острых” эффектов перинатальной гипоксии
Сразу после окончания проведения гипоксического сеанса оценивали “острые” эф-

фекты перинатальной гипоксии. Масса крысят составила 22 ± 1 г в группе “Контроль”
(n = 9) и 21 ± 1 г в группе “Гипоксия” (n = 9, p > 0.05). Внутренний диаметр арте-
рий, соответствующий давлению 100 мм рт. ст. (d100), составил 233 ± 8 мкм в группе
“Контроль” (n = 9) и 231 ± 8 мкм в группе “Гипоксия” (n = 9, p > 0.05). Максималь-
ная сила сокращения кольцевых сегментов артерий составила 8.2 ± 0.6 мН в группе
“Контроль” (n = 9) и 7.9 ± 0.7 мН в группе “Гипоксия” (n = 9, p > 0.05).

Сократительные ответы на метоксамин не различались между группами “Кон-
троль” и “Гипоксия” (рис. 1). Эндотелий-зависимое расслабление артерий на од-
нократную аппликацию ацетилхолина также не различалось между группами и со-
ставило 82 ± 6% (в группе “Контроль”, n = 9) и 85 ± 6% (в группе “Гипоксия”, n = 9,
p > 0.05).

Следующим этапом работы стала оценка выраженности путей, участвующих в
регуляции сократительных ответов артерий, характерных для раннего постнаталь-
ного периода. Для этого мы оценивали антиконстрикторное влияние NO по эф-
фектам ингибитора NO-синтаз L-NNA, антиконстрикторное влияние Kv7 каналов
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с помощью их блокатора XE991, проконстрикторное влияние Rho-киназы с использо-
ванием ингибитора Rho-киназы Y27632. L-NNA и XE991 вызывали увеличение сокра-
тительных ответов на метоксамин в артериях обеих групп животных (рис. 2a, b),
свидетельствуя о наличии выраженного антиконстрикторного влияния NO и Kv7
каналов соответственно. Y27632, напротив, приводил к уменьшению сократитель-
ных ответов артерий на метоксамин у животных обеих групп (рис. 2c), что говорит
о выраженном проконстрикторном влиянии Rho-киназы в артериях крысят групп
“Контроль” и “Гипоксия”. Однако как в присутствии L-NNA (рис. 2a), так и в
присутствии XE991 (рис. 2b) или Y27632 (рис. 2c) межгрупповых различий обнару-
жено не было.

Оценка “отставленных” эффектов перинатальной гипоксии

Далее была проведена оценка “отставленных” эффектов перинатальной гипо-
ксии. Усредненная масса 11–14-дневных крысят составила 28 ± 1 г в группе “Кон-
троль” (n = 9) и 27 ± 1 г в группе “Гипоксия” (n = 9, p > 0.05). Внутренний диаметр

Рис. 1. “Острое” влияние перинатальной гипоксии у 10-дневных крысят на сократительные ответы ар-
терий. Сократительные ответы подкожной артерии с интактным эндотелием на метоксамин. Числа в
скобках обозначают количество животных в группе.
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Рис. 2. “Острое” влияние перинатальной гипоксии у 10-дневных крысят на выраженность путей регуля-
ции сократительных ответов артерий. Сократительные ответы подкожной артерии с интактным эндоте-
лием на метоксамин в присутствии растворителя (Sol.) или ингибитора NO-синтаз L-NNA (а), блокато-
ра Kv7 каналов XE991 (b), ингибитора Rho-киназы Y27632 (c). Числа в скобках обозначают количество
животных в группе. * p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений).
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артерий, соответствующий давлению 100 мм рт. ст. (d100), составил 247 ± 6 мкм в
группе “Контроль” (n = 7) и 246 ± 8 мкм в группе “Гипоксия” (n = 8, p > 0.05). Мак-
симальная сила сокращения кольцевых сегментов артерий составила 12.7 ± 0.9 мН
в группе “Контроль” (n = 7) и 11.8 ± 0.4 мН в группе “Гипоксия” (n = 8, p > 0.05).

На следующем этапе было проведено сравнение сократительных ответов арте-
рий с интактным эндотелием у крысят контрольной и гипоксической групп на ме-
токсамин. Артерии обеих групп крысят демонстрировали выраженные ответы на
метоксамин, при этом межгрупповых различий обнаружено не было (рис. 3a). Кро-
ме того, нами не было обнаружено различий в реактивности на метоксамин арте-
рий с удаленным эндотелием (рис. 3b).

Для оценки эндотелиальной функции исследовали реакции расслабления арте-
рий на ацетилхолин. Ответы на ацетилхолин в отсутствие ингибиторов не различа-
лись между группами (рис. 3c). Более того, межгрупповых различий в реакции на аце-
тилхолин не наблюдалось и после блокады NO-синтаз с помощью L-NNA (рис. 3c),
что говорит об отсутствии различий во вкладе NO в эндотелий-зависимое расслаб-
ление артерий. Отметим, что ингибирование NO-синтаз приводило к существен-
ному уменьшению реакций артерий на ацетилхолин в обеих группах животных. Мак-
симальное расслабление на ацетилхолин при действии концентрации ацетилхолина
10 мкМ составило 82 ± 3% для контрольных крысят (n = 8) и 82 ± 4% для крысят из
группы “Гипоксия” (n = 8) в контрольных условиях (p > 0.05). В присутствии L-NNA
максимальное расслабление на 10 мкМ ацетилхолина составило 34 ± 11% для кон-
трольных крысят (n = 7) и 28 ± 13% для крысят из группы “Гипоксия” (n = 8) (p > 0.05).

Далее в работе было проведено сравнение выраженности ряда путей, принима-
ющих ключевое участие в регуляции сократительных ответов артерий, в ранний
постнатальный период. L-NNA вызывал сопоставимое увеличение сократительных
ответов на метоксамин в обеих группах (рис. 4a), то есть после блокады NO-синтаз
различий между группами “Контроль” и “Гипоксия” не наблюдалось. XE991 вы-
зывал увеличение сократительных ответов артерий обеих групп, при этом в присут-
ствии XE991 реакции на метоксамин не различались (рис. 4b), что свидетельствует
в пользу сопоставимого антиконстрикторного эффекта Kv7 каналов у крысят групп
“Контроль” и “Гипоксия”. Y27632 вызывал значимое уменьшение сократительных
ответов артерий на метоксамин в обеих группах, однако в присутствии Y27632 со-
кратительные ответы артерий крысят из групп “Контроль” и “Гипоксия” не разли-
чались (рис. 4c).

Рис. 3. “Отставленное” влияние перинатальной гипоксии у 11–14-дневных крысят на вазомоторные от-
веты. Сократительные ответы подкожной артерии с интактным (а) и удаленным (b) эндотелием на ме-
токсамин. Реакции расслабления подкожной артерии с интактным эндотелием на ацетилхолин в отсутствие
блокаторов и в присутствии ингибитора NO-синтаз L-NNA (c). Числа в скобках обозначают количество жи-
вотных в группе. * p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В рамках данной работы нами было проведено исследование “острого” и “от-
ставленного” влияния гипоксии в 10-дневном возрасте на функционирование ар-
терий крысят в раннем постнатальном периоде. Как оказалось, кратковременная
нормобарическая гипоксия в возрасте 10 дней у крысят не приводит ни к “остро-
му”, ни к “отставленному” изменению функционирования системных артерий как
на уровне гладкомышечных, так и на уровне эндотелиальных клеток. Помимо изу-
чения сократительных реакций артерий на агонист α1-адренорецепторов и дилата-
торных реакций при стимуляции эндотелий-зависимого расслабления на ацетил-
холин, нами были рассмотрены ключевые анти- и проконстрикторные пути регу-
ляции сосудистого тонуса в раннем онтогенезе. Выбор этих ключевых путей
регуляции сосудистого тонуса не случаен, а объясняется как минимум двумя при-
чинами. Во-первых, согласно нашим предыдущим данным, вклад антиконстрик-
торного влияния NO и Kv7 каналов максимален в период раннего постнатального
онтогенеза [1, 6], так же как и проконстрикторное влияние Rho-киназы [7]. Во-
вторых, данные литературы свидетельствуют о том, что именно эти пути регуляции
сосудистого тонуса могут быть затронуты гипоксией.

Так, например, ранее в работах in vitro было продемонстрировано, что острая
аноксия в течение 60 мин с последующей реоксигенацией вызывает уменьшение
эндотелий-зависимого расслабления почечных артерий на ацетилхолин вслед-
ствие нарушения работы растворимой гуанилатциклазы, что уменьшает NO-зави-
симую компоненту вазодилатации [23]. Вместе с тем необходимо подчеркнуть, что
в описанной работе, помимо in vitro условий, использовали экстремальные условия
с 0%-ным содержанием О2, что существенно отличается от нашей работы, где, во-
первых, гипоксию моделировали in vivo, а во-вторых, содержание О2 было 8%. На-
ши данные об отсутствии “острого” влияния гипоксии на сосудистые реакции в
раннем онтогенезе согласуются с данными, полученными на куриных эмбрионах.
Показано, что у куриных эмбрионов практически сразу после кратковременного (в те-
чение 30 мин) гипоксического воздействия с концентрацией О2 10% сократительные
ответы артерий большого круга кровообращения и их эндотелий-зависимое расслаб-
ление оказываются неизменными по отношению к контрольной группе [24].

Уменьшение антиконстрикторной роли Kv7 каналов в малом круге кровообра-
щения было показано ранее при моделировании вызываемой гипоксией легочной

Рис. 4. “Отставленное” влияние перинатальной гипоксии у 11–14-дневных крысят на выраженность пу-
тей регуляции сократительных ответов артерий. Сократительные ответы подкожной артерии с интакт-
ным эндотелием на метоксамин в присутствии растворителя (Sol.) или ингибитора NO-синтаз L-NNA (а),
блокатора Kv7 каналов XE991 (b), ингибитора Rho-киназы Y27632 (c). Числа в скобках обозначают количе-
ство животных в группе. * p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений).
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гипертензии у взрослых крыс [25]. В наших экспериментах не было обнаружено
изменений в выраженности антиконстрикторного влияния Kv7 каналов в артериях
большого круга кровообращения ни сразу после окончания сеанса гипоксии, ни
спустя несколько дней.

Кроме того, увеличение проконстрикторной роли Rho-киназы в малом круге
кровообращения было продемонстрировано в работах по исследованию влияния
высокогорной гипобарической гипоксии в пренатальном и раннем постнатальном
онтогенезе, вызывающей развитие легочной гипертензии [26]. Помимо этого, увели-
чение проконстрикторного влияния Rho-киназы было показано в условиях аноксии в
экспериментах in vitro для коронарных артерий свиней [27]. Однако выбранный нами
режим гипоксического воздействия не оказывал влияния на степень вовлеченно-
сти Rho-киназы в регуляцию сократительных ответов артерий новорожденных
крыс ни сразу после окончания сеанса гипоксии, ни спустя несколько дней.

Таким образом, согласно представленным в данной работе результатам, кратко-
временная нормобарическая гипоксия на 10-й день жизни крысят не приводит ни
к “острым”, ни к “отставленным” изменениям в регуляции тонуса перифериче-
ских сосудов большого круга кровообращения в раннем постнатальном периоде.
Рассмотренные в работе антиконстрикторные и проконстрикторные пути регуля-
ции сокращения артерий также оказываются неизменными, несмотря на то, что в
ряде предыдущих работ было продемонстрировано изменение этих путей вслед-
ствие гипоксического воздействия. Вероятно, что подобные расхождения в резуль-
татах нашей и предыдущих работ могут быть объяснены различиями в длительности и
степени гипоксического воздействия, в типе исследуемого сосуда (принадлежит ли он
к малому или большому кругу кровообращения), в возрасте и виде животных.

Необходимо подчеркнуть, что согласно современным представлениям, на эта-
пах раннего онтогенеза в организме происходит закладка “правильности” разви-
тия различных систем и органов, включая сердечно-сосудистую систему. Иными
словами, в раннем онтогенезе происходит программирование развития сердечно-
сосудистой системы; при нарушениях формирования сердечно-сосудистой систе-
мы на ранних этапах онтогенеза могут закладываться различные заболевания, про-
являющиеся значительно позднее, уже во взрослом возрасте [28, 29]. В связи с
этим представляется важным исследование влияния различных воздействий и па-
тологий, включая перинатальную гипоксию, на состояние сердечно-сосудистой
системы не только в раннем онтогенезе, но и позднее, во взрослом возрасте, что
будет являться предметом дальнейших исследований.
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Vascular Effects of Perinatal Hypoxia in the Early Postnatal Period in Rats

A. A. Shvetsovaa, D. D. Khukharevaa, S. D. Simonenkoa, 
M. A. Khlystovaa, A. A. Borzykha, b, and D. K. Gaynullinaa, *

aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
bInstitute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

*e-mail: Dina.Gaynullina@gmail.com

The normal functioning of the vascular system in early ontogenesis can be altered by ad-
verse effects affecting the organism of the fetus / newborn during pregnancy, during or
after childbirth. However, at the moment there is not enough data on the “acute” (im-
mediately after exposure) and “delayed” (after several days) effects of short-term (within
several hours) perinatal normobaric hypoxia on the functioning of the peripheral vascu-
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lar system of the systemic circulation in early ontogenesis in mammals. The aim of this
work was to study the “acute” and “delayed” effects of a single normobaric hypoxia on
the functioning of the arteries of the systemic circulation in early postnatal ontogenesis.
The contractile responses of the saphenous artery of rats aged 10–14 days were studied
in isometric myograph. Acute normobaric hypoxia (8% O2) was simulated for 2 hours in
10-day-old rat pups. The selected hypoxia regimen did not lead to changes in arterial
contractile responses to the α1-adrenergic agonist methoxamine either immediately af-
ter exposure or several days later. Endothelium-dependent relaxation of arteries to ace-
tylcholine also did not differ between groups. Hypoxia did not change the contribution
of anticontractile pathways associated with nitric oxide and Kv7 channels, as well as the
pro contractile role of Rho-kinase. Thus, according to the presented results, short-term
normobaric hypoxia on the 10th day of life in rat pups does not lead to either “acute” or
“delayed” changes in the regulation of the tone of the peripheral arteries of the systemic
circulation in the early postnatal period.

Keywords: hypoxia, artery, Rho-kinase, nitric oxide NO, endothelium, smooth muscle
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При физиологически протекающей беременности натуральные киллеры (NK) и
Т-лимфоциты с функциями NK (NKT) являются ведущими эффекторами им-
мунной толерантности организма матери к полуаллогенному плоду, а также вы-
полняют фетотрофическую функцию. Молекулы Tim-3 (T-cell Ig and mucin do-
main-containing protein 3) и CD9 играют критическую роль в реализации иммуно-
регуляторной и фетотрофической функций NK и NKT, однако их экспрессия на
клетках периферической крови не изучена. Цель работы – исследовать экспрес-
сию Tim-3, CD9 на субпопуляциях NK и NKT периферической крови в разные
сроки физиологически протекающей беременности. Объектом исследования яв-
лялась периферическая кровь условно-здоровых женщин в I и III триместрах
физиологически протекающей беременности. Группу сравнения составили
условно-здоровые небеременные женщины в I фазе менструального цикла. Экс-
прессию молекул Tim-3, CD9 анализировали методом проточной цитофлюори-
метрии на регуляторных NK (CD16–CD56bright) и NKT (CD16–CD56+), цитотокси-
ческих NK (CD16+CD56dim/–) и NKT (CD16+CD56+). Установлено, что в I тримест-
ре беременности количество и соотношение регуляторных и цитотоксических NK и
NKT не менялось. Экспрессия Tim-3 увеличивалась на всех субпопуляциях NK и
NKT за исключением цитотоксических CD16+CD56dimNK. Экспрессия CD9 воз-
растала на всех субпопуляциях NK, а на NKT не отличалась от небеременных.
При этом на регуляторных NK и NKT в I триместре беременности выявлена пря-
мая корреляция экспрессии CD9 и Tim-3. В III триместре количество регулятор-
ных CD16–CD56brightNK увеличивалось, а цитотоксических CD16+CD56dimNK
и регуляторных CD16–CD56+NKТ снижалось по сравнению с небеременными.
Количество CD16+CD56–NK не менялось по триместрам беременности. Экс-
прессия Tim-3 усиливалась на всех субпопуляциях NK и цитотоксических NKТ,
а CD9 повышалась только на регуляторных NK. Таким образом, экспрессия моле-
кул Tim-3 и CD9 на разных субпопуляциях NK и NKT менялась по триместрам, что
играет важную роль в регуляции их фенотипа и функций при беременности.

Ключевые слова: натуральные киллеры, T-лимфоциты с функциями натуральных
киллеров, Tim-3, СD9, беременность
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ВВЕДЕНИЕ

Натуральные киллеры (NK) и T-лимфоциты с функциями NK (NKТ) при бере-
менности играют критическую роль в формировании иммунной толерантности ор-
ганизма матери к полуаллогенному плоду, а также выполняют фетотрофическую
функцию [1, 2]. NK-клетки относятся к эффекторам врожденного иммунитета [1, 2].
Более 90% NK периферической крови имеют фенотип CD16+CD56dim и обладают
высокой цитотоксической активностью в отношении опухолевых и вирус-инфи-
цированных клеток [1, 3]. И лишь около 10% от общего числа NK-клеток имеют
регуляторный фенотип CD16–CD56bright, основной функцией которых является
продукция широкого спектра цитокинов [1, 3]. При беременности изменение гор-
монального фона индуцирует трансформацию фенотипа NK периферической кро-
ви с цитотоксического на регуляторный и миграцию CD16–CD56brightNK в матку,
где они становятся доминирующей лимфоидной популяцией, о чем свидетельству-
ет сходный паттерн хемокиновых рецепторов периферических и децидуальных
CD16–CD56brightNK [1, 3]. Количество CD16+CD56dim NK периферической крови,
их цитотоксический потенциал, продукция интерферона-гамма (IFN-gamma) при
беременности снижаются, но увеличивается число интерлейкин (IL)-10-продуци-
рующих NK, что особенно выражено в I триместре беременности [4]. Повышенное
содержание цитотоксических CD16+CD56dimNK в периферической крови у женщин
ассоциировано с нарушением фертильности и спонтанными абортами [1, 3]. Иссле-
дования последних лет показали, что в периферической крови присутствует также
субпопуляция цитотоксических истощенных CD16+CD56–NK, которая характери-
зуется сниженной цитолитической и секреторной активностью [5–7]. Содержание
CD16+CD56–NK увеличивается при тяжелых вирусных инфекциях и связано со
снижением противовирусной защиты, однако изменения их количества и функций
при физиологической беременности не изучены [5–7].

В ранние сроки беременности количество децидуальных NK увеличивается до
70–90% от общего числа лимфоцитов в матке [8, 9]. Децидуальные NK продуциру-
ют ангиогенные факторы (VEGF, PLGF), моделируют рост спиральных артерий,
инвазию трофобласта, формирование иммунной толерантности в зоне фето-плацен-
тарного контакта [1, 2, 10]. Секретируя иммуносупрессорные цитокины – IL-10,
трансформирующий фактор роста (TGF-1beta), децидуальные NK индуцируют
формирование адаптивных Т-регуляторных клеток (aTreg) из наивных CD4+ T-лим-
фоцитов, которые за счет контактных взаимодействий и продукции IL-10, TGF-1
beta подавляют цитотоксические реакции против трофобласта [1, 2, 10, 11].

Децидуальные CD56brightCD16–NK отличаются от периферических регулятор-
ных CD56brightCD16NK высокой экспрессией молекул Tim-3 и CD9, которые регу-
лируют цитотоксическую и миграционную активность, продукцию ангиогенных
факторов [8, 9, 12–19]. “Сheck-point” молекула Tim-3 (T-cell Ig and mucin domain-
containing protein 3) присутствует на большинстве лимфоидных клеток, однако NK
обладают наибольшей экспрессией Tim-3, которая повышается при их трансфор-
мации в децидуальные [13, 14]. Экспрессия Tim-3 усиливается в ответ на актива-
цию клеток и ограничивает продукцию провоспалительных цитокинов, дегрануля-

Список используемых сокращений: Gal-9 – галектин-9; GM-CSF –  гранулоцитарно-макрофагальный
колониестимулирующий фактор; IL –  интерлейкин; INF –  интерферон; NK –  натуральные килле-
ры; NKT –  Т-лимфоциты с функциями натуральных киллеров; PLGF –  плацентарный фактор роста;
PSG –  гликопротеины, специфичные для беременности; TCR –  Т-клеточный рецептор; TGF –
трансформирующий фактор роста; Tim-3 –  иммуноглобулиновый и муциновый домен Т-клеток;
TNF –  фактор некроза опухоли; Treg –  регуляторные Т-клетки; VEGF –  фактор роста эндотелия со-
судов; БСА –  бычий сывороточный альбумин; МПК –  мононуклеарные клетки периферической
крови; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота.
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цию, цитотоксичность, повышает чувствительность к индуцированному апоптозу
[15, 16]. Лигандом для Tim-3 является галектин-9 (Gal-9), уровень которого в пери-
ферической крови нарастает при беременности [14], поскольку Gal-9 активно про-
дуцируется клетками трофобласта, Treg [17]. Молекула CD9 относится к семейству
тетраспонинов и регулирует адгезию и трансэндотелиальную миграцию лейкоци-
тов, а также экспрессию и активность других адгезионных молекул [19, 20]. Экс-
прессия CD9 изучена на децидуальных NK, но лишь в единичных исследованиях
выявлена на NK и других популяциях лимфоцитов периферической крови при бе-
ременности [20, 21]. Лигандами для CD9, в том числе, являются продуцируемые
клетками трофобласта ассоциированные с беременностью гликопротеины (“preg-
nancy specific glycoproteins”, PSG), концентрация которых нарастает в перифериче-
ской крови пропорционально сроку беременности [22]. Взаимодействие CD9 с
PSG регулирует продукцию цитокинов лейкоцитами в матке [22]. Все вышесказан-
ное подтверждает значимость молекул Tim-3 и CD9 для контроля функций NK,
однако их экспрессия разными популяциями NK периферической крови при бере-
менности не исследована.

NKT представляют гетерогенную минорную популяцию Т-лимфоцитов перифе-
рической крови, выделение которой основано на экспрессии Т-клеточного рецеп-
тора (TCR) и молекул NK клеток – CD56, CD16 [23–25]. К NKT относятся как ин-
вариантные (i) NKT, экспрессирующие инвариантный TCR и распознающие гли-
колипидные антигены, ассоциированные с молекулой CD1d, которая высоко
экспрессируется клетками трофобласта, так и NKТ-подобные клетки, включаю-
щие CD1d-независимые αβTCR Т-лимфоциты [26]. Критическая роль NKT в регу-
ляции иммунореактивности определяется способностью к быстрой и массивной
продукции цитокинов (INF-gamma, TNF-alpha, IL-4, IL-10), направляющих раз-
вития иммунного ответа по клеточно-опосредованному или гуморальному типу
[25–27]. Известно, что в ранние сроки физиологической беременности меняется
субпопуляционный состав и количество NKT в периферической крови [25, 28].
Выявлено повышение экспрессии активационного маркера CD69, продукции IL-4
и, напротив, снижение цитотоксичности и секреции INF-gamma [28–30]. Избы-
точное количество NKT и продукция INF-gamma в периферической крови в ран-
ние сроки беременности приводит к спонтанным абортам [25, 31, 32]. NKT не при-
сутствуют в эндометрии вне беременности [33], но в I триместре количество
CD56+CD16– NKT в матке значительно увеличивается [29], а к родам снижается [32].
В зоне фето-плацентарного контакта NKT выполняют фетотрофическую и регуля-
торную функцию, продуцируют INF-gamma и гранулоцитарно-макрофагальный
колониестимулирующий фактор (GM-CSF), стимулируют рост спиральных арте-
рий и развитие децидуальных макрофагов, пролиферацию децидуальных NK
in situ, подавляют клеточноопосредованные реакции [29]. Возможность миграции
CD56+CD16–NKT периферической крови в матку при беременности остается не
изученной. Развитие NKT происходит в тимусе, продуктивная функция которого
снижается при беременности вследствие стероид-индуцированной инволюции.
В единичных работах показана экспрессия Tim-3 [17, 34], CD9 [35] на NKT пери-
ферической крови, однако их роль в изменении фенотипа и функций NKT при бе-
ременности не исследована.

При физиологической беременности иммунореактивность организма матери
меняется по триместрам [36]. Первый триместр характеризуется наибольшей ча-
стотой спонтанных абортов, что связано с началом экспрессии молекул главного
комплекса гистосовместимости клетками трофобласта и “лютео-плацентарной
сменой” [37]. В третьем триместре изменения иммунореактивности организма ма-
тери связаны с подготовкой к родам. Все высказанное подтверждает значимость и
актуальность изучения трансформации фенотипа эффекторов иммунной толе-
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рантности по триместрам беременности. Цель работы – изучить экспрессию Tim-3
и CD9 на регуляторных и цитотоксических субпопуляциях NK, NKT периферической
крови женщин в I и III триместрах физиологически протекающей беременности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования
Исследовали периферическую кровь условно-здоровых небеременных (I фаза

менструального цикла) и женщин с физиологически протекающей беременностью
в I и III триместрах. Критериями включения являлось: наличие одной и более
успешно завершившихся беременностей; отсутствие патологий беременности в про-
шлом и настоящем; отсутствие острых и хронических соматических, эндокринных,
аутоиммунных, генетических заболеваний; отрицание диет, приема контрацептивных
и гормональных, противовоспалительных или антибактериальных препаратов; нали-
чие добровольного информированного согласия на использование биологического
материала. Клиническая и демографическая характеристика участников исследования
представлена в  табл. 1. Исследуемые группы не отличались по возрастному составу.

Анализ фенотипа клеток
Венозную кровь забирали из локтевой вены (утром, натощак) объемом 2 мл в ва-

куумные пробирки с этилендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА). Мононукле-
арные клетки периферической крови (PBMC) выделяли методом седиментации в
градиенте плотности фиколл-урографина (1.077 г/см3) по стандартной методике
[38]. Затем PBMC дважды отмывали в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), содержа-
щим 2 мМ ЭДТА и 0.1% бычьего сывороточного альбумина (БСА). Фенотип клеток
(1 × 106 клеток в пробе) анализировали методом проточной цитофлюориметрии на
проточном цитометре “CytoFlex S” (BeckmanCoulter, США) с использованием про-
граммы “CytExpert 2.0” (BeckmanCoulter, США). Окрашивание моноклональными
антителами проводили согласно инструкции производителя (табл. 2). Анализиро-
вали не менее 100 000 событий в каждой пробе. Для уменьшения неспецифическо-
го связывания и адгезии клеток окрашивание проводили в ФСБ, содержащем 2 мМ
ЭДТА и 0.1% БСА, без использования консервантов. Для контроля неспецифиче-
ского связывания и выделения негативного по флюоресценции окна использовали
соответствующие изотипические и негативные контроли. Стратегия гейтирования
представлена на рис. 1. В гейте PBMC оценивали: общее количество (total) NK-клеток
как процент CD56+-клеток в гейте CD3/CD14/CD19-негативных мононуклеаров [39].
Субпопуляции NK определяли по коэкспрессии молекул CD56 и CD16 в гейте
CD3/CD14/CD19 негативных мононуклеаров: регуляторные (regulatory) NK –
CD16–CD56bright, цитотоксические (cytotoxic) NK – CD16+CD56dim и CD16+CD56–

[17]. Общее количество (total) NKT оценивали как процент CD56+-клеток в гейте

Таблица 1. Клиническая и демографическая характеристика участников исследования

Данные представлены в виде медианы и межквартильного размаха, Me(Q1–Q3); n – количество прове-
денных исследований.

Исследуемые группы n Возраст Срок беременности, 
недель

Небеременные женщины 10 26 (21–29) –
Беременные, I триместр 12 26 (22–32) 12 (10–12)
Беременные, III триместр 12 30 (28–31) 30 (28–31)
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CD3+-лимфоцитов; регуляторные NKT – как процент CD16–CD56+, а цитотоксиче-
ские NKT – как процент CD16+CD56+-клеток в гейте CD3+лимфоцитов (рис. 1) [40].
Экспрессию молекул Tim-3, CD9 изучали на разных субпопуляциях NK и NKT
(рис. 1).

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использованием программы Prism 8.0.1.

Нормальность распределения оценивали по критерию Колмогорова–Смирнова.
Для анализа статистической значимости различий использовали t-тест для незави-
симых выборок. Взаимосвязь признаков оценивали, рассчитывая коэффициент
корреляции Пирсона (r). При множественных сравнениях использовали однофак-
торный или многофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим те-
стом Бонферрони. Данные в рисунках представлены в виде среднего значения
(Mean) и стандартной ошибки среднего (SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия Tim-3, CD9 на NK периферической крови 
в I и III триместрах беременности

Установлено, что общее число NK-клеток периферической крови в I триместре
беременности не менялось, а в III триместре снижалось по сравнению с небере-
менными женщинами (рис. 2а). Анализ субпопуляционного состава NK перифе-
рической крови показывает, что уменьшение общего числа NK-клеток связано со
снижением количества цитотоксических CD16+CD56dimNK в III триместре бере-
менности. Следует отметить, что цитотоксические CD16+CD56dimNK преобладают
среди NK периферической крови [9]. При этом количество цитотоксических
CD16+CD56dimNK в III триместре снижалось и по сравнению с небеременными и с
I триместром. Показано, что среди цитотоксических CD16+CD56dimNK присут-
ствует субпопуляция CD16+CD56–NK (рис. 1а, 2а), которая характеризуется как
цитотоксические истощенные NK со сниженной функциональной активностью
[5–7]. Процент CD16+CD56–NK достоверно не изменялся по триместрам бере-

Таблица 2. Характеристика моноклональных антител

Примечание: страна-производитель всех моноклональных антител – США.

Моноклональные 
антитела Флюорохром Клон Изотип Компания-

производитель

Live/Dead Zombie UV™ BioLegend

CD3 APC/Cy7 UCHT1 Mouse/IgG1, κ BioLegend

CD14 PE M5E2 Mouse/IgG2a, κ BioLegend

CD19 PE HIB19 Mouse/IgG1, κ BioLegend

CD56 (NCAM) Brilliant Violet 605™ HCD56 Mouse/IgG1, κ BioLegend

CD16 FITC 3G8 Mouse/IgG1, κ BioLegend

Tim-3 (CD366) APC F38-2E2 Mouse/IgG1, κ BioLegend

CD9 PerCP/Cyanine5.5 HI9a Mouse/IgG1, κ BioLegend

Изотипический контроль APC MOPC-21 Mouse/IgG1, κ BioLegend

Изотипический контроль PerCP/Cyanine5.5 MOPC-21 Mouse/IgG1, κ BioLegend
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Рис. 1. Стратегия гейтирования NK и NKT периферической крови. (a) 1 – выделение гейта PBMC по пара-
метрам площади прямого (FSC-A) и высоты бокового (SSC-H) светорассеивания; 2 – дискриминация
слипшихся клеток (дуплетов) по параметрам площади и высоты прямого светорассеивания (FSC-A/FSC-H);

3 – определение живых клеток LIVE/DEAD-ZOMBIE UV окрашиванием, 4 – выделение популяций CD3–

и CD3+-клеток в PBMC гейте, 5 – определение общего количества (total) NKT как процента CD56+-клеток

в гейте CD3+-лимфоцитов; 6 – выделение регуляторной субпопуляции (regulatory) NKT как процента

CD16–CD56+ и цитотоксической субпопуляции (cytotoxic) NKT как процента CD16+CD56+ клеток в гейте

CD3+лимфоцитов; 7 – определение общего количества (total) NK как процента CD56+-клеток в гейте
CD3/CD14/CD19-негативных PBMC; 8 – определение регуляторной субпопуляции (regulatory) NK как

процента CD16–CD56bright и цитотоксических субпопуляций (cytotoxic) NK как процента CD16+CD56dim

и CD16+CD56– в гейте CD3/CD14/CD19-негативных PBMC; (b, c) – оценка неспецифического связыва-
ния с использованием соответствующих изотипических МКА (isotype) для определения уровня экспрессии
молекул Tim-3, CD9. На рис. 1 представлены гистограммы одного репрезентативного эксперимента.
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менности (рис. 2а). Количество регуляторных CD16–CD56brightNK в I триместре не
отличалось от небеременных, но в III триместре их процент увеличивался по срав-
нению с I триместром (рис. 2а).

Экспрессия Tim-3 усиливалась в I триместре на регуляторных CD16–CD56brightNK,
цитотоксических истощенных CD16+CD56–NK и цитотоксических CD16+CD56dimNK,
но на последних недостоверно (рис. 2б), тогда как в III триместре экспрессия Tim-3
была повышена на всех субпопуляциях NK по сравнению с небеременными.

Экспрессия CD9 также менялась по триместрам беременности. Процент регуля-
торных CD9-позитивных CD16–CD56brightNK был выше и в I, и в III триместрах по

Рис. 2. Оценка (a) общего количества (total) NK (CD3–CD56+) и субпопуляций NK: цитоксической

(cytotoxic) (CD16+CD56dimNK), регуляторной (regulatory) (CD16–CD56brightNK) и CD16+CD56–NK.

(b) – оценка экспрессия молекул Tim-3, CD9 на цитоксических (cytotoxic) (CD16+CD56dimNK), ре-

гуляторных (regulatory) (CD16–CD56bright NK) и CD16+CD56–NK в I и III триместрах беременности.
Примечание: На рис. 2а и 2b данные представлены в виде среднего ± стандартной ошибки среднего
(Mean ± SEM); I – I триместр беременности, III – III триместр беременности; * p < 0.05, ** p < 0.01 по

t-тесту для независимых выборок по отношению к группе небеременных (NP); # p < 0.05 по отноше-
нию к I триместру, r – коэффициент корреляции Пирсона.
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сравнению с небеременными (рис. 2б). На цитотоксических CD16+CD56dimNK и
CD16+CD56–NK экспрессия CD9 была повышена в I триместре по сравнению с
небеременными (рис. 3a, b). В III триместре экспрессия CD9 на цитотоксических
CD16+CD56dimNK снижалась по сравнению с I триместром, а на CD16+CD56–NK
сохранялась повышенной, хотя и не отличалась достоверно от небеременных.

По данным корреляционного анализа экспрессия CD9 прямо коррелировала с
присутствием Tim-3 на регуляторных CD16–CD56brightNK (r = 0.7; p < 0.05) и цито-
токсических истощенных CD16+CD56–NK (r = 0.88; p < 0.05) у беременных в I три-
местре. Выявленная корреляция свидетельствует о возможной взаимосвязи экс-
прессии этих молекул для субпопуляций NK с низкой цитотоксической активностью.
А в III триместре экспрессия CD9 имела обратную зависимость с присутствием Tim-3
на цитотоксических CD16+CD56dimNK (r = –0.98; p < 0.05) и цитотоксических ис-
тощенных CD16+CD56–NK (r = –0.93; p < 0.05), что, по-видимому, связано с огра-
ничением миграционной активности Tim-3+ цитотоксических NK.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что в ранние
сроки беременности увеличивается экспрессия молекул Tim-3, CD9 на цитотокси-
ческих и регуляторных NK периферической крови, тогда как их общее количество
и соотношение не изменяется. В поздние сроки беременности общее количество
NK снижается за счет уменьшения числа цитотоксических клеток, а процент регу-
ляторных NK увеличивается, как и экспрессия CD9 на них. Экспрессия Tim-3
остается повышенной и на цитотоксических, и на регуляторных NK.

Экспрессия Tim-3, CD9 на NKT периферической крови 
в I и III триместрах беременности

Общее количество CD56+NKT в I триместре не отличалось от небеременных, а в
III триместре процент CD56+NKT достоверно снижался (рис. 3а). Число регуля-

Рис. 3. Оценка (a) общего количества (total) NKT (CD3+CD56+) и субпопуляций NKT: цитоксической

(cytotoxic) (CD16+CD56+ NKT), регуляторной (regulatory) (CD16–CD56+NKT). (b) – оценка экспрес-

сия молекул Tim-3, CD9 на цитоксических (cytotoxic) (CD16+CD56+NKT), регуляторных (regulatory)

(CD16–CD56+NKT) в I и III триместрах беременности. Примечание: На рис. 3а и 3b данные представле-
ны в виде среднего ± стандартной ошибки среднего (Mean ± SEM); I – I триместр беременности, III –
III триместр беременности; * p < 0.05, ** p < 0.01 по t-тесту для независимых выборок по отношению к группе

небеременных (NP); # p < 0.05 по отношению к I триместру, r – коэффициент корреляции Пирсона.
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торных CD16–CD56+NKT изменялось аналогично общему количеству NKT (рис. 3а).
Следует отметить, что в отличие от NK, в популяции NKT периферической
крови преобладают регуляторные CD16–CD56+NKT. Количество цитотоксиче-
ских CD16+CD56+NKT было сравнимо с небеременными и в I, и в III триместрах
беременности (рис. 3а).

Экспрессия Tim-3 увеличивалась в I триместре на цитотоксических
CD16+CD56+NKT и на регуляторных CD16–CD56+NKT, а в III триместре бере-
менности только на цитотоксических CD16–CD56+NKT (рис. 3b). Экспрессия CD9
как на регуляторных CD16–CD56+NKT, так и на цитотоксических CD16+CD56+NKT
не отличалась от небеременных, но в III триместре она снижалась на цитотоксиче-
ских CD16+CD56+NKT по сравнению с I триместром (рис. 3b). При этом в I три-
местре беременности экспрессия CD9 прямо коррелировала с количеством Tim-3
на регуляторных CD16–CD56+NKT (r = 0.98; p < 0.05), однако в III триместре, на-
против, была выявлена обратная зависимость (r = –0.87; p < 0.05).

Таким образом, в I триместре беременности количество и соотношение разных
субпопуляций NKT не изменялись, а экспрессия Tim-3 усиливалась на всех субпо-
пуляциях NKT. В III триместре беременности общее количество NKТ уменьша-
лось за счет снижения процента регуляторных NKТ, а процент цитотоксических
NKТ не изменялся, но экспрессия Tim-3 на них увеличивалась.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При физиологически протекающей беременности количество и функциональ-
ная активность NK и NKT периферической крови существенно меняются, что обу-
словлено изменением гормонально-цитокинового фона и необходимо для измене-
ния иммунореактивности организма матери c целью сохранения и развития полу-
аллогенного плода [1, 25, 28]. В матке нарастает количество регуляторных NK и
NKT, которые являются ведущими эффекторами иммунной толерантности в зоне
фето-плацентарного контакта и выполняют фетотрофическую функцию, модули-
руют рост спиральных артерий [1, 25, 28]. Децидуальные NK и NKT характеризу-
ются высокой экспрессией молекул Tim-3, CD9, которые играют критическую
роль в регуляции их функций [12–19]. Tim-3-сигналинг на NK угнетает их деграну-
ляцию, цитотоксичность, моделирует продукцию цитокинов [14, 41]. Экспрессия
CD9 необходима для взаимодействия с клетками эндотелия и трансэндотелиаль-
ной миграции, но также ограничивает дегрануляцию и влияет на продукцию цито-
кинов [19]. В поздние сроки физиологически протекающей беременности количе-
ство децидуальных NK и NKT снижается, а изменения иммунореактивности орга-
низма матери связаны с подготовкой к родам [42]. Учитывая критическую роль
Tim-3 и CD9 в регуляции функций NK и NKT, а также возможность пополнения
децидуальной популяции лимфоцитов клетками периферической крови, важно
изучить экспрессию Tim-3, CD9 на цитотоксических и регуляторных перифериче-
ских NK и NKT в разные сроки беременности.

В проведенном исследовании установлено, что в I триместре физиологически
протекающей беременности общее количество и соотношение регуляторных и ци-
тотоксических NK и NKT в периферической крови не менялось. Но экспрессия
Tim-3 увеличивалась на регуляторных и цитотоксических NKT, регуляторных
CD16–CD56brightNK и цитотоксических истощенных CD16+CD56–NK, кроме ци-
тотоксических CD16+CD56dimNK. Однако процент Tim-3+CD16+CD56dimNK также
увеличивался в I триместре, хотя и недостоверно. Повышение экспрессии Tim-3 на
всех изученных субпопуляциях NK и NKT в I триместре согласуется с угнетением
их цитотоксической активности и изменением спектра продуцируемых цитокинов
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(снижение выработки IFN-gamma, увеличение секреции IL-4), что характерно для
ранних сроков беременности [28–30]. Сходные закономерности экспрессии Tim-3
на периферических CD56+NK описаны в ранние сроки беременности и другими
авторами [14, 41]. Следует отметить, что именно регуляторная субпопуляция NKT
периферической крови способна к быстрой и массивной продукции поляризую-
щих цитокинов, направляющих развитие иммунного ответа по клеточноопосредо-
ванному или гуморальному типу [28–30]. Можно полагать, что увеличение экс-
прессии Tim-3 на них является одним из потенциальных механизмов, регулирующих
продукцию IFN-gamma в ранние сроки беременности, хотя данные механизмы для
NKT не исследованы [28–30].

В нашей работе показано, что экспрессия CD9 в ранние сроки беременности по-
вышалась на всех типах NK и не менялась на NKT. Увеличение экспрессии CD9 на
регуляторных NK находилось в прямой зависимости от присутствия Tim-3, что,
по-видимому, раскрывает один из потенциальных механизмов, способствующих
миграции периферических CD16–CD56brightNK с низкой цитотоксической актив-
ностью в матку на ранних сроках беременности. Децидуальные NK характеризуют-
ся коэкспрессией Tim-3 и CD9 [20]. Увеличение экспрессии CD9 в сочетании с
Tim-3 на цитотоксических NK, по-видимому, в большей мере ассоциировано с
угнетением их цитотоксической активности и, возможно, миграцией во вторичные
лимфоидные органы [43]. Отсутствие изменений в экспрессии CD9 на NKT в ран-
ние сроки беременности связано, по-видимому, с их ограниченной способностью
к миграции. Однако выявленная прямая корреляция между присутствием CD9 и
Tim-3 на регуляторных NKT свидетельствует о взаимосвязи экспрессии этих моле-
кул на клетках с ограниченной цитотоксичностью.

Таким образом, можно полагать, что увеличение экспрессии CD9 и Tim-3 на
NK-клетках и Tim-3 на NKT периферической крови в I триместре физиологически
протекающей беременности играет важную в регуляции их функциональная активно-
сти, а именно является одним из механизмов снижения их цитотоксичности, модули-
рует продукцию цитокинов, определяет миграцию регуляторных CD56brightCD16–NK
в матку [14, 41].

В III триместре физиологически протекающей беременности общее количество
NK и NKТ снижалось, причем для популяции NK за счет уменьшения числа цито-
токсических CD56dimCD16+NK, а среди NKТ снижался процент регуляторных
CD56+CD16+NKT. Количество же регуляторных CD56brightCD16–NK, напротив,
увеличивалось. Экспрессия Tim-3 усиливалась на всех субпопуляциях NK и цито-
токсических NKТ, а CD9 повышалась только на регуляторных NK.

Снижение количества цитотоксических CD56dimCD16+NK при увеличении экс-
прессия Tim-3 на них, а также на цитотоксических NKТ в поздние сроки беремен-
ности, по-видимому, является одним из механизмов системного угнетения цито-
токсической активности клеток крови при беременности [8, 44, 45] и может быть
обусловлено действием гормонов, продуцируемых плацентой. Так, прогестерон,
концентрация которого нарастает к концу беременности, усиливает апоптоз
NK-клеток [46]. Необходимо отметить, что цитотоксические NK обладают наи-
большей экспрессией рецепторов к прогеcтерону в отличие от регуляторных [41,
46]. Можно полагать, что экспрессия Tim-3 на NK и NKT периферической крови
усиливается под влиянием прогестерона, концентрация которого нарастает к кон-
цу беременности, поскольку в ряде экспериментальных работ выявлена зависи-
мость экспрессии Tim-3 на CD56+NK и CD56+NKT периферической крови от эф-
фектов прогестерона [34]. Экспрессия Tim-3 повышает чувствительность к апопто-
зу, что также может объяснять снижение количества NK и NKT периферической
крови в III триместре беременности [16]. Однако и другие гормоны, продуцируе-
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мые плацентой, а также цитокины влияют на функциональную активность NK и
NKT периферической крови. Показана прямая зависимость присутствия Tim-3 на
CD56+NK от увеличения концентрации TGF-1beta [14, 41]. Другими авторами
установлено, что белки беременности, продуцируемые трофобластом, модулируют
экспрессию Tim-3 и CD9 на периферических NK [20]. В наших предыдущих иссле-
дованиях показано, что инкубация NK периферической крови человека in vitro c
гормонами, продуцируемыми плацентой (эстрадиол, эстриол, прогестерон, хорио-
нический гонадотропин, лептин, грелин, кисспептин), в концентрациях, характер-
ных для разных триместров беременности, оказывала значимые модулирующие эф-
фекты на экспрессию CD16, молекул клеточной адгезии, продукцию перфорина и
гранзима, цитокинов, а также регуляторных микроРНК [46–48]. Экспрессия CD9
на цитотоксических NK в поздние сроки не отличалась от небеременных и имела
обратную зависимость с присутствием Tim-3, что, по-видимому, связано с ограни-
чением миграционной активности Tim-3+ цитотоксических NK.

Увеличение количества регуляторных NК также может быть обусловлено транс-
формирующим действием гормонов беременности и иммуносупрессорных цито-
кинов (TGF-1beta, IL-10), способствующих приобретению децидуально-подобно-
го фенотипа NK-клетками [47–49]. Повышенная экспрессия Tim-3 и CD9 сохраня-
лась на регуляторных NK периферической крови в поздние сроки беременности, что,
по-видимому, в большей степени ассоциировано с ограничением дегрануляции и
регуляцией продукцией цитокинов, чем с миграцией в матку [50]. Так, в единич-
ных работах показано, что секреция IL-2 была снижена у Tim-3+CD56dimNK по срав-
нению с Tim-3–CD56dimNK, тогда как Tim-3+CD56brightNK продуцировали больше
INF-gamma, чем Tim-3–CD56brightNK [41]. В III триместре экспрессия CD9 на всех
исследуемых субпопуляциях NK (кроме регуляторных) и NKT не отличалась от не-
беременных, что, по-видимому, характеризует уменьшение их миграционной ак-
тивности и согласуется с данными литературы о том, что максимальное количество
децидуальных NK и NKT регистрируется в I триместре беременности, а далее их
количество снижается [50].

Цитотоксические истощенные CD16+CD56–NK присутствуют в периферичеcкой
крови небеременных, и их процент достоверно не менялся ни в I, ни в III тримест-
рах физиологически протекающей беременности. Экспрессия Tim-3 на них была
повышена как в I, так и в III триместрах беременности, а CD9 только в ранние сро-
ки. Функции CD16+CD56–NK при физиологической беременности требуют даль-
нейшего изучения.

Снижение общего количества периферических NKТ в III триместре беременности
происходит за счет уменьшения числа регуляторных NKT, которые преобладают над
цитотоксическими, процент которых не меняется. Уменьшение числа регуляторных
NKT может объясняться стероид-зависимым угнетением продуктивной функции ти-
муса, где проходит дифференцировка NKТ, следствием чего является характерная для
беременности лимфопения [51]. Динамика субпопуляций регуляторных CD56+CD16–

NKТ и цитотоксических CD56+CD16+NKT по триместрам физиологической бере-
менности не изучена. В единичных работах описано изменение количества активиро-
ванных CD8+CD56+NKT в периферической крови в III триместре беременности [39]
и снижение общего количества CD56+NKT [44]. Повышенная экспрессия Tim-3 со-
хранялась на цитотоксических CD56+CD16+NKT, процент которых не изменялся,
что, по-видимому, связано с ограничением их цитотоксической активности.

Таким образом, экспрессия молекул Tim-3 и CD9 на разных субпопуляциях NK
и NKT менялась по триместрам, что играет важную роль в регуляции их фенотипа
и функций при беременности. Следует отметить, что экспрессия CD9 и Tim-3 ха-
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рактеризует приобретение децидуально-подобного проангиогенного фенотипа NK
клетками, свойственного и для NK в опухолевом микроокружении, где ведущую
роль в трансформации фенотипа играют иммуносупрессорные цитокины TGF-be-
ta и IL-10 [43, 52, 53].

В целом, можно заключить, что экспрессия изученных молекул на регуляторных
и цитотоксических популяциях NK и NKT периферической крови меняется по
триместрам беременности, что дополняет наше понимание механизмов регуляции
фенотипа и функций NK и NKT периферической крови. Модуляция экспрессии
исследованных молекул на NK и NKT периферической крови представляет один
из потенциальных терапевтических подходов в регуляции функций NK и NKT для
повышения эффективности вспомогательных репродуктивных технологий, а при
онкологических заболеваниях необходима для восстановления цитотоксической
функции клеток.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Исследование одобрено локальным этическим комитетом Института экологии и ге-

нетики микроорганизмов Уральского отделения РАН (протокол № 16 от 5.06.2022 г.) и
проведено в соответствии с этическими стандартами национального комитета по иссле-
довательской этике и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последующим изменениям
или сопоставимым нормам этики.

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ
Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (проект № 22-25-00694).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы подтверждают отсутствие конфликта интересов.

ВКЛАД АВТОРОВ
Идея работы и планирование эксперимента (Е.Г.О. и С.В.Ш.), сбор данных (О.А.Л.;

Н.В.К.; О.Л.Г.), обработка данных (Е.Г.О.; О.А.Л.; О.Л.Г.), написание и редактирование ма-
нускрипта (Е.Г.О.; О.А.Л.; Н.В.К.; О.Л.Г.; С.В.Ш.).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Saito S, Nakashima A, Myojo-Higuma S, Shiozaki A (2008) The balance between cytotoxic NK
cells and regulatory NK cells in human pregnancy. J Reprod Immunol 77(1): 14–22. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2007.04.007

2. Shojaei Z, Jafarpour R, Mehdizadeh S, Bayatipoor H, Pashangzadeh S, Motallebnezhad M (2022)
Functional prominence of natural killer cells and natural killer T cells in pregnancy and infer-
tility: A comprehensive review and update. Pathol Res Pract 238: 154062. 
https://doi.org/10.1016/j.prp.2022.154062

3. Di Santo JP (2008) Functionally distinct NK-cell subsets: developmental origins and biological
implications. Eur J Immunol 38(11): 2948–2951. 
https://doi.org/10.1002/eji.200838830

4. Veenstra van Nieuwenhoven AL, Bouman A, Moes H, Heineman MJ, de Leij LF, Santema J, Faas MM
(2002) Cytokine production in natural killer cells and lymphocytes in pregnant women com-
pared with women in the follicular phase of the ovarian cycle. Fertil Steril 77(5): 1032–1037. 
https://doi.org/10.1016/s0015-0282(02)02976-x

5. Wijaya RS, Read SA, Schibeci S, Han S, Azardaryany MK, van der Poorten D, Lin R, Yuen L,
Lam V, Douglas MW, George J, Ahlenstiel G. (2021). Expansion of dysfunctional CD56–CD16+

NK cells in chronic hepatitis B patients. Liver Int: Offic J Int Associat Study Liver, 41(5): 969–981. 
https://doi.org/10.1111/liv.14784

6. Orrantia A, Terrén I, Izquierdo-Lafuente A, Alonso-Cabrera JA, Sandá V, Vitallé J, Moreno S, Ta-
sias M, Uranga A, González C, Mateos JJ, García-Ruiz JC, Zenarruzabeitia O, Borrego F (2020)
A NKp80-Based Identification Strategy Reveals that CD56neg NK Cells Are Not Completely



584 ОРЛОВА и др.

Dysfunctional in Health and Disease. Science 23(7): 101298. 
https://doi.org/10.1016/j.isci.2020.101298

7. Cocker ATH, Liu F, Djaoud Z, Guethlein LA, Parham P (2022) CD56-negative NK cells: Fre-
quency in peripheral blood, expansion during HIV-1 infection, functional capacity and KIR ex-
pression. Front Immunol 13: 992723. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.992723

8. Whettlock EM, Woon EV, Cuff AO, Browne B, Johnson MR, Male V (2022) Dynamic Changes in
Uterine NK Cell Subset Frequency and Function Over the Menstrual Cycle and Pregnancy.
Front Immunol 13: 880438. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.880438

9. Koopman LA, Kopcow HD, Rybalov B, Boyson JE, Orange JS, Schatz F, Masch R, Lockwood CJ,
Schachter AD, Park PJ, Strominger JL (2003) Human decidual natural killer cells are a unique
NK cell subset with immunomodulatory potential. J Exp Med 198(8): 1201–1212. 
https://doi.org/10.1084/jem.20030305

10. Михайлова ВА, Белякова КЛ, Сельков СА, Соколов ДИ (2017) Особенности дифференци-
ровки NK-клеток: CD56dim и CD56bright NK-клетки во время и вне беременности.
Мед иммунол 19(1): 19–26. [Mikhailova VA, Belyakova KL, Selkov SA, Sokolov DI (2017) Fea-
tures of NK cell differentiation: CD56dim and CD56bright NK cells during and outside preg-
nancy. Med Immunol 19(1): 19–26. (In Russ)]. 
https://doi.org/10.15789/1563-0625-2017-1-19-26

11. Sotnikova N, Voronin D, Antsiferova Y, Bukina E (2014) Interaction of decidual CD56+ NK with
trophoblast cells during normal pregnancy and recurrent spontaneous abortion at early term of
gestation. Scand J Immunol 80(3): 198–208. 
https://doi.org/10.1111/sji.12196

12. Du X, Zhu H, Jiao D, Nian Z, Zhang J, Zhou Y, Zheng X, Tong X, Wei H, Fu B (2022) Human-
induced CD49a+NK Cells promote fetal growth. Front Immunol 13: 821542. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.821542

13. Khademi M, Illés Z, Gielen AW, Marta M, Takazawa N, Baecher-Allan C, Brundin L, Hannerz J,
Martin C, Harris RA, Hafler DA, Kuchroo VK, Olsson T, Piehl F, Wallström ET (2004) Cell Ig-
and mucin-domain-containing molecule-3 (TIM-3) and TIM-1 molecules are differentially
expressed on human Th1 and Th2 cells and in cerebrospinal f luid-derived mononuclear cells in
multiple sclerosis. J Immunol 172(11): 7169–7176. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.172.11.7169

14. Sun J, Yang M, Ban Y, Gao W, Song B, Wang Y, Zhang Y, Shao Q, Kong B, Qu X (2016) Tim-3
Is upregulated in NK cells during early pregnancy and inhibits NK cytotoxicity toward tropho-
blast in galectin-9 dependent pathway. PloS One 11(1): e0147186. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0147186

15. Zhu C, Anderson AC, Schubart A, Xiong H, Imitola J, Khoury SJ, Zheng XX, Strom TB, Kuchroo VK
(2005)The Tim-3 ligand galectin-9 negatively regulates T helper type 1 immunity. Nat Immu-
nol 6(12): 1245–1252. 
https://doi.org/10.1038/ni1271

16. Hou H, Liu W, Wu S, Lu Y, Peng J, Zhu Y, Lu Y, Wang F, Sun Z (2014) Tim-3 negatively medi-
ates natural killer cell function in LPS-induced endotoxic shock. PLoS One 9(10): e110585. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0110585

17. Meggyes M, Lajko A, Palkovics T, Totsimon A, Illes Z, Szereday L, Miko E (2015). Feto-maternal
immune regulation by TIM-3/galectin-9 pathway and PD-1 molecule in mice at day 14.5 of
pregnancy. Placenta 36(10): 1153–1160. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2015.07.124

18. Cerdeira AS, Rajakumar A, Royle CM, Lo A, Husain Z, Thadhani RI, Sukhatme VP, Karumanchi SA,
Kopcow HD (2013). Conversion of peripheral blood NK cells to a decidual NK-like phenotype
by a cocktail of defined factors. J Immunol (Baltimore, Md: 1950), 190(8): 3939–3948. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1202582

19. Reyes R, Cardeñes B, Machado-Pineda Y, Cabañas C (2018) Tetraspanin CD9: A key regulator
of cell adhesion in the immune system. Front Immunol 9: 863. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00863

20. Lee CL, Vijayan M, Wang X, Lam KKW, Koistinen H, Seppala M, Li RHW, Ng EHY, Yeung WSB,
Chiu PCN (2019) Glycodelin-A stimulates the conversion of human peripheral blood CD16-
CD56bright NK cell to a decidual NK cell-like phenotype. Hum Reprod 34(4): 689–701. 
https://doi.org/10.1093/humrep/dey378

21. Орлова ЕГ, Логинова ОА, Горбунова ОЛ, Каримова НВ, Ширшев СВ (2022) Особенности
экспрессии молекул Tim-3, CD9, CD49a лимфоцитами периферической крови при фи-
зиологической беременности. [Электронный ресурс] Вестн уральской мед акад науки
19(5): 461–473. [Orlova EG, Loginova ОА, Gorbunova ОL, Karimova NV, Shirshev SV (2022)
Features of TIM-3, CD9, CD49a molecule expressions by peripheral blood lymphocytes during
physiological pregnancy. [Online] Vestn Ural Med Akad Nauki 19(5): 461–473. (In Russ)]. 
https://doi.org/10.22138/2500-0918-2022-19-5-461-473



585ЭКСПРЕССИЯ МОЛЕКУЛ TIM-3 И CD9 НА НАТУРАЛЬНЫХ КИЛЛЕРАХ

22. Moore T, Dveksler GS (2014) Pregnancy-specific glycoproteins: complex gene families regulat-
ing maternal-fetal interactions. Int J Dev Biol 58(2–4): 273–280. 
https://doi.org/10.1387/ijdb.130329gd

23. Kronenberg M, Gapin L (2002) The unconventional lifestyle of NKT cells. Nat Rev Immunol 2:
557–568. 
https://doi.org/dx.doi.org/10.1038/nri854

24. Vitelli-Avelar DM, Sathler-Avelar R, Dias JC, Pascoal VP, Teixeira-Carvalho A, Lage PS, Elói-
Santos SM, Corrêa-Oliveira R, Martins-Filho OA (2005) Chagasic patients with indeterminate clin-
ical form of the disease have high frequencies of circulating CD3+CD16–CD56+ natural killer T cells
and CD4+CD25 high regulatory T lymphocytes. Scand J Immunol 62(3): 297–308. 
https://doi.org/10.1111/j.1365-3083.2005.01668.x

25. Yuan J, Li J, Huang SY, Sun X (2015) Characterization of the subsets of human NKT-like cells
and the expression of Th1/Th2 cytokines in patients with unexplained recurrent spontaneous
abortion. J Reprod Immunol 110: 81–88. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2015.05.001

26. Godfrey DI, MacDonald HR, Kronenberg M, Smyth MJ, Van Kaer L (2004) NKT cells: what’s in
a name? Nature Rev Immunol 4(3): 231–237. 
https://doi.org/10.1038/nri1309

27. Borzychowski AM, Croy BA, Chan WL, Redman CWG, Sargent IL (2005) Changes in systemic
type 1 and type 2 immunity in normal pregnancy and preeclampsia may be mediated by natural
killer cells. Eur J Immunol 35: 3054–3063. 
https://doi.org/10.1002/eji.200425929

28. Boyson JE, Rybalov B, Koopman LA, Exley M, Balk SP, Racke FK, Schatz F, Masch R, Wilson SB, Stro-
minger JL (2002) CD1d and invariant NKT cells at the human maternal-fetal interface. Proc
Natl Acad Sci U S A 9(21): 13741–13746. 
https://doi.org/10.1073/pnas.162491699

29. Shi Y, Ling B, Zhou Y, Gao T, Feng D, Xiao M, Feng L (2007) Interferon-gamma expression in
natural killer cells and natural killer T cells is suppressed in early pregnancy. Cell Mol Immunol
4(5): 389–394.

30. Southcombe J, Redman C, Sargent I (2010) Peripheral blood invariant natural killer T cells
throughout pregnancy and in preeclamptic women. J Reprod Immunol 87(1–2): 52–59. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2010.07.003

31. Van den Heuvel MJ, Peralta CG, Hatta K, Han VK, Clark DA (2007) Decline in number of ele-
vated blood CD3+ CD56+ NKT cells in response to intravenous immunoglobulin treatment
correlates with successful pregnancy. Am J Reprod Immunol 58(5): 447–459. 
https://doi.org/10.1111/j.1600-0897.2007.00529.x

32. Hosseini S, Shokri F, Pour SA, Khoshnoodi J, Jeddi-Tehrani M, Zarnani AH (2019) Diminished
frequency of menstrual and peripheral blood NKT-like cells in patients with unexplained recur-
rent spontaneous abortion and infertile women. Reprod Sci 26(1): 97–108. 
https://doi.org/10.1177/1933719118766261

33. Ito K, Karasawa M, Kawano T, Akasaka T, Koseki H, Akutsu Y, Kondo E, Sekiya S, Sekikawa K,
Harada M, Yamashita M, Nakayama T, Taniguchi M (2000) Involvement of decidual Vα14 NKT
cells in abortion. Proc Natl Acad Sci U S A 97(2): 740–744. 
https://doi.org/10.1073/pnas.97.2.740

34. Lajko A, Meggyes M, Polgar B, Szereday L (2018) The immunological effect of Galectin-9/TIM-3
pathway after low dose Mifepristone treatment in mice at 14.5 day of pregnancy. PLoS One 13(3):
e0194870. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194870

35. Trittel S, Vashist N, Ebensen T, Chambers BJ, Guzmán CA, Riese P (2019) Invariant NKT cell-me-
diated modulation of ILC1s as a tool for mucosal immune intervention. Front Immunol 10: 1849. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.01849

36. Ширшев СВ (2009) Иммунология материнско-фетальных взаимодействий. Екатерин-
бург. УрО РАН. [Shirshev SV (2009) Immunology of maternal-fetal interactions. Ekaterin-
burg. (In Russ)].

37. Szekeres-Bartho J (2009) Progesterone-mediated immunomodulation in pregnancy: its relevance to
leukocyte immunotherapy of recurrent miscarriage. Immunotherapy (5): 873–882. PMID: 
https://doi.org/10.2217/imt.09.5420636029

38. Gutierrez C (1979) Purification of human T and B cells by a discontinuous density gradient of
percoll. J Immunol Methods 29(1): 57–63. 
https://doi.org/10.1016/0022-1759(79)90125-x

39. De Andrés C, Fernández-Paredes L, Tejera-Alhambra M, Alonso B, Ramos-Medina R, Sánchez-
Ramón S (2017) Activation of Blood CD3+CD56+CD8+ T cells during pregnancy and multiple
sclerosis. Front Immunol 8: 196. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00196

40. Zhou J, Zhao X, Wang Z, Wang J, Sun H, Hu Y (2013) High circulating CD3+CD56+CD16+ nat-
ural killer-like T cell levels predict a better IVF treatment outcome. J Reprod Immunol 97(2):
197–203. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2012.12.006



586 ОРЛОВА и др.

41. Meggyes M, Miko E, Polgar B, Bogar B, Farkas B, Illes Z, Szereday L (2014) Peripheral blood
TIM-3 positive NK and CD8+ T cells throughout pregnancy: TIM-3/galectin-9 interaction
and its possible role during pregnancy. PloS One 9(3): e92371. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0092371

42. Williams PJ, Searle RF, Robson SC. Innes BA, Bulmer JN (2009) Decidual leucocyte populations
in early to late gestation normal human pregnancy. J Reprod Immunol 82(1): 24–31. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2009.08.001

43. Gemelli M, Noonan DM, Carlini V, Pelosi G, Barberis M, Ricotta R, Albini A (2022) Overcoming
resistance to checkpoint Inhibitors: natural killer cells in non-small cell lung cancer. Front On-
col 12: 886440. 
https://doi.org/10.3389/fonc.2022.886440

44. Meggyes M, Nagy DU, Saad Al Deen I, Parkanyi B, Szereday L (2023) CD8+ and CD8– NKT
cells exhibit phenotypic changes during pregnancy. Immunol Invest 52(1): 35–57. 
https://doi.org/10.1080/08820139.2022.2119863

45. Mikhailova VA, Kudryavtsev IV, Serebryakova MK, Milyutina YP, Demidova ES, Panina AN, Ba-
zhenov DO, Belikova ME, Selkov SA, Sokolov DI (2020) Trophoblast cell inf luence on peripheral
blood natural killer cell proliferation and phenotype in non-pregnant women and women in ear-
ly pregnancy. Immunobiology 225(3): 151910. 
https://doi.org/10.1016/j.imbio.2020.151910

46. Arruvito L, Giulianelli S, Flores AC, Paladino N, Barboza M, Lanari C, Fainboim L (2008) NK
cells expressing a progesterone receptor are susceptible to progesterone-induced apoptosis.
J Immunol 180(8): 5746–5753. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.180.8.5746

47. Shirshev SV, Nekrasova IV, Gorbunova OL, Orlova EG (2017) Hormonal regulation of NK cell
cytotoxic activity. Dokl Biol Sci 472(1): 28–30. 
https://doi.org/10.1134/S0012496617010021

48. Shirshev SV, Nekrasova IV, Gorbunova OL, Orlova EG, Maslennikova IL (2017) MicroRNA in
hormonal mechanisms of regulation of NK cell function. Dokl Biochem Biophys 474(1): 168–172. 
https://doi.org/10.1134/S160767291703005X

49. Mikhailova V, Grebenkina P, Khokhlova E, Davydova A, Salloum Z, Tyshchuk E, Zagainova V,
Markova K, Kogan I, Selkov S, Sokolov D (2022) Pro- and Anti-Inf lammatory Cytokines in the
Context of NK Cell-Trophoblast Interactions. Int J Mol Sci 23(4): 2387. 
https://doi.org/10.3390/ijms23042387

50. Van den Heuvel MJ, Chantakru S, Xuemei X, Evans SS, Tekpetey F, Mote PA, Clarke CL, Croy BA
(2005) Trafficking of circulating pro-NK cells to the decidualizing uterus: regulatory mecha-
nisms in the mouse and human. Immunol Invest 34(3): 273–293. 
https://doi.org/10.1081/imm-200064488

51. Shinomiya N, Tsuru S, Tsugita M, Katsura Y, Takemura T, Roku-tanda M, Nomoto K (1991) Thy-
mic depletion in pregnancy: kinetics ofthymocytes and immunologic capacities of the hosts.
J Clin Lab Immunol 34: 11–22.

52. Montaldo E, Vacca P, Chiossone L, Croxatto D, Loiacono F, Martini S, Ferrero S, Walzer T,
Moretta L, Mingari MC (2016) Unique eomes(+) NK cell subsets are present in uterus and de-
cidua during early pregnancy. Front Immunol 6: 646. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00646

53. Albini A, Gallazzi M, Palano MT, Carlini V, Ricotta R, Bruno A, Stetler-Stevenson WG, Noonan DM
(2021) TIMP1 and TIMP2 downregulate TGFβ induced decidual-like phenotype in natural
killer cells. Cancers (Basel) 13(19): 4955. 
https://doi.org/10.3390/cancers13194955

Tim-3, CD9 Molecule Expressions on Natural Killer (NK) and T-Lymphocytes 
with NK Functions (NKT) of the Peripheral Blood at Different Trimesters 
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Natural killer cells (NK) and T-lymphocytes with NK functions (NKT) are the leading
effectors of the mother’s immune tolerance to a semi-allogeneic fetus and have a fetal
trophic effect during physiological pregnancy. Tim-3 (T-cell Ig and mucin domain-con-
taining protein 3) and CD9 molecules play a critical role in the immunoregulatory and
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fetal trophic functions of NK and NKT, but their expression in peripheral blood cells has
not been studied. The aim of this work was to study the expression of Tim-3 and CD9 in
peripheral blood NK and NKT during physiological pregnancy. The object of the study
was the peripheral blood of healthy women in I and III trimesters of a physiological
pregnancy. The control group consisted of healthy non-pregnant women in the first
phase of the menstrual cycle. Expression of Tim-3, CD9 molecules was analyzed by flow
cytometry on regulatory NK (CD16–CD56bright) and NKT (CD16–CD56+), cytotoxic
NK (CD16+CD56dim/–) and NKT (CD16+CD56+). It was found that in the first tri-
mester of pregnancy, the total number and subpopulation composition of NK and NKT
cells did not change. Tim-3 expression increased in all NK and NKT subpopulations,
except for cytotoxic CD16+CD56dimNK. CD9 expression increased in all NK sub-
populations, but in NKT did not differ from non-pregnant. At the same time, a direct
correlation between CD9 and Tim-3 expressions was revealed in regulatory NK and
NKT in the first trimester of pregnancy. In the third trimester, the regulatory CD16–

CD56brightNK number increased, while cytotoxic CD16+CD56dimNK and regulatory
CD16–CD56+NKT decreased compared to non-pregnant women. The number of
CD16+CD56–NK did not change in I and III trimesters of a physiological pregnancy.
Tim-3 expression was upregulated in all NK and cytotoxic NKT subpopulations, while
CD9 was upregulated only in regulatory NKs. Thus, Tim-3 and CD9 molecule expres-
sions of s on different NK and NKT subpopulations changed during I and III trimesters
of a physiological pregnancy, which plays an important role in the regulation of their
phenotype and functions.

Keywords: natural killers, T-lymphocytes with natural killer functions, Tim-3, CD9,
pregnancy
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Известно, что в спинальных мотонейронах после поражения верхнего уровня
спинного мозга происходит деградация нейронов, сопровождающаяся дегенера-
цией аксонов. В настоящем исследовании функциональная целостность нервно-
мышечной передачи оценивалась методом стимуляционной механомиографии.
Мы продемонстрировали снижение модулирующей активности АТФ в холинер-
гическом синапсе вследствие травмы спинного мозга (модель контузионной
травмы спинного мозга) в сравнении с гиподинамией (модель антиортостатиче-
ского вывешивания задних конечностей). Продемонстрированная аномальная
модуляция пуринами нервно-мышечного перехода предоставляет доказатель-
ства дегенерации аксонов и предполагает, что транссинаптическая дегенерация
двигательных нейронов может происходить ниже уровня поражения спинного
мозга у пациентов с подобными травмами.

Ключевые слова: денервация, АТФ, Р2-рецепторы, скелетные мышцы, гипограви-
тационный двигательный синдром, травматический двигательный синдром, си-
напс, сурамин
DOI: 10.31857/S0869813923050059, EDN: XQROOK

ВВЕДЕНИЕ

Обзор исследований, рассматривающих изменения в двигательных единицах
вследствие действия различных повреждающих факторов, позволяет утверждать, что
преобразования в количестве и балансе возбуждающих и тормозных сигналов после
травмы спинного мозга реорганизуют управление мотонейронами. Похоже, что изме-
нения в ретроградной сигнализации наряду с событиями в проксимальном участке
аксона информируют тело мотонейрона о дистально расположенном повреждении,
чтобы активировать сложный клеточный ответ, который в конечном итоге направлен
либо на регенерацию, либо, в некоторых случаях, на гибель клеток [1, 2].

Повреждения спинного мозга человека, происходящие обычно на шейном и
грудном уровнях, приводят к прерыванию нисходящих путей к нижним двигатель-
ным нейронам [3] и к значительным функциональным и морфологическим наруше-
ниям двигательных единиц, расположенных каудальнее места повреждения [4, 5].
В ряде исследований была показана посттравматическая выживаемость мотоней-
ронов [6, 7], но структурные изменения их синаптических контактов с мышцами,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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вызванные глубокой потерей активности, до сих пор остаются малоизученными.
Восстановление после травм спинного мозга требует не только восстановления
связи между головным и спинным мозгом, но и стабилизации связей между двига-
тельными нейронами и мышцами [4].

В ряде исследований было показано, что периферическая нервная система не
остается интактной после травматического повреждения спинного мозга. С 60-х гг.
прошлого столетия методом клинической электромиографии зарегистрировано
наличие спонтанных потенциалов (фибрилляции и положительные острые волны)
после травмы спинного мозга у человека [8], что в дальнейшем более подробно бы-
ло описано на животных моделях [9].

При моделировании экспериментальной травмы спинного мозга также наблю-
дались изменения морфофункционального состояния скелетных мышц, подобные
постденервационным [10], к примеру, снижение мембранных потенциалов в по-
кое, снижение мембранной резистентности, распространение ацетилхолиновых
рецепторов (AChR) от области концевой пластинки, холинергическая гиперчув-
ствительность и гиперкалиемия при введении сукцинилхолина [5].

Существует несколько гипотез о том, чем можно объяснить такие результаты, од-
ной из возможных причин может быть нарушение функции нервно-мышечного си-
напса. Существуют данные об изменении аксонального транспорта нескольких ви-
дов веществ, участвующих в синаптической передаче у крыс с травмой спинного
мозга на грудном уровне [11], снижение транспорта ацетилхолина и холин-ацетил-
трансферазы, при увеличении переноса ацетилхолинэстеразы. Дальнейшие дополни-
тельные исследования позволили утверждать, что существует прямая связь между
ожидаемым снижением синаптической передачи при травме спинного мозга и умень-
шением плотности AChR за счет уменьшения их рециркуляции и синтеза [12, 13].

К тому же, зарегистрированное уменьшение амплитуды сокращений мышц ука-
зывает на потерю аксонов, которая может происходить из-за гибели тел нервных
клеток в спинном мозге и в ганглиях задних корешков или из-за того, что эти ней-
роны, лишенные синаптических входов и импульсной активности после травмы
спинного мозга, не могут поддерживать жизнеспособный аксон [14].

В дополнение к опосредованию (модуляторному действию) нейротрансмиссии,
АТФ была идентифицирована как мощный передатчик астроцитарной кальциевой
сигнализации [15, 16]. Астроциты высвобождают АТФ регулируемым путем, что
приводит к распространению межклеточных волн проникновения кальция в цито-
золь [17]. Астроцитарная кальциевая сигнализация, по-видимому, является общим
механизмом, с помощью которого астроциты реагируют на различные стимулы,
включая синаптическую активность, воздействие медиатора и травматическое по-
вреждение [18]. В свою очередь, сигналы астроцитарного кальция передаются сосед-
ним нейронам, тем самым модулируя их синаптическую силу [19]. Этот АТФ-зависи-
мый процесс распространения кальциевых волн происходит не только в головном
мозге, где он лучше всего изучен in situ, но также и в паренхиме спинного мозга [20,
21], где он может играть роль в распространении местного повреждения.

Известно, что вследствие повреждения тканей высвобождается большое коли-
чество молекул АТФ, непосредственно участвующих в механизмах развития остро-
го и хронического болевого синдрома, а также местного и генерализованного вос-
палительного процесса [22, 23]. При повреждении спинного мозга выброс АТФ
увеличивается в перитравматических областях в течение более чем 6 ч [24].

Среди АТФ-чувствительных пуринергических рецепторов рецептор P2X7 (P2X7R)
необычен тем, что может образовывать большие макромолекулярные поры при по-
вторяющемся или длительном воздействии высоких концентраций АТФ [25]. Роль
этого рецептора особенно важна при спинальной травме, поскольку он обильно
экспрессируется нейронами спинного мозга [24], которые, в свою очередь, реаги-
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руют на АТФ чрезмерным возбуждением, за которым следует необратимое увели-
чение Ca2+ и, в конечном счете, гибель клеток.

Также известны провоспалительные эффекты активации P2X7R: высвобожде-
ние интерлейкинов (включая IL-113) [26], супероксида и активация каспазы [27],
циклооксигеназы-2 и ФНО-а [28, 29].

На основании вышеизложенного, целью настоящего исследования было выбра-
но определение вовлеченности P2-сигнализации в нервно-мышечном синапсе на
модели травмы спинного мозга и гиподинамии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве объекта исследования использовали структуры опорно-двигательно-
го аппарата тазовых конечностей, имеющие принципиальное значение в организа-
ции двигательной активности (морфофункционально различные: камбаловидная
мышца, длинный разгибатель большого пальца ноги и диафрагма–соответствующие
нервно-мышечные синапсы–соответствующие спинальные двигательные центры).

Не менее чем за неделю до начала и во время экспериментов каждую крысу раз-
мещали в отдельной специализированной клетке при комнатной температуре
23°C, с циклом свет/темнота: 12 ч/12 ч, с доступом к воде и пище ad libitum. Все экс-
периментальные воздействия осуществляли в одинаковое время суток.

В зависимости от решаемых исследовательских задач животные были разделены
на следующие экспериментальные группы: группу с контузионной травмой спин-
ного мозга (как модель ограничения центростремительной и центробежной сигна-
лизации, сопровождающаяся ограничением функционального использования дви-
гательного аппарата); группу с воздействием моделируемой гипогравитации (как
модель ограничения действия осевой нагрузки и силы реакции опоры при сохране-
нии нервных влияний и возможности сократительной активности мышцы). Иден-
тичность каждой крысы в каждой экспериментальной группе оставалась закодиро-
ванной до конца эксперимента и анализа данных.

Контузионную травму спинного мозга осуществляли по модифицированной ме-
тодике Allen [30]. Под комбинированной внутримышечной анальгезией с исполь-
зованием золетила (Zoletil 50, “Virbac”, Франция), 0.5 мг/кг и ксилавета инъекци-
онного (XylaVET, “Pharmamagist Ltd”, Венгрия) 0.5 мл/кг в асептических условиях осу-
ществляли препарирование 7–8 грудных позвонков. Проводили ламинэктомию,
после чего позвоночный канал оголялся, становился доступным для осмотра и ма-
нипуляций в нем, а твердая оболочка спинного мозга оставалась интактной. Затем
устанавливали трубку высотой 20 см на корни дужек ламинэктомированного по-
звонка и опускали внутри нее груз массой 2.5 г с высоты 5 см. Падающий груз и
трубку после нанесения удара сразу же удаляли. После операции всем животным
вводили антибактериальный препарат энрофлон (0.1 мл, п/к), животных помеща-
ли в индивидуальные клетки, однократно подкожно вводили 5 мл 0.9%-ного раствора
хлорида натрия. В течение первых суток осуществляли дополнительный обогрев. В по-
слеоперационном периоде у животных с нарушением мочеиспускания механически
опорожняли мочевой пузырь дважды в день до восстановления его функции.

Для дополнительного контроля экспериментов на модели контузионной травмы
спинного мозга и исключения данных, которые могут быть получены при ограни-
чении движений нижних конечностей, было принято решение провести дополни-
тельные исследования в условиях моделируемой гипогравитации.

Для имитации гипогравитации была использована модель антиортостатическо-
го вывешивания задних конечностей крыс [31–33]. В такой экспериментальной
модели сведены к минимуму влияния таких нежелательных побочных факторов,
как фиксация и ограничение возможности перемещения в пространстве. Сохране-
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ние подвижности благоприятно сказывается на общем состоянии животного, сни-
мает беспокойство и агрессивность.

После проведения операции животных содержали в течение семи суток в оди-
ночных клетках с водой и кормом ad libitum. После семисуточного восстановления
животных предварительно наркотизировали, вводя внутрибрюшинно раствор эта-
минала натрия в дозе 40 мг/кг, обескровливали и выделяли m. soleus, m. extensor dig-
itorium longus, m. diaphragma с культями нервов.

Выделенные мышцы, зафиксированные за оба сухожильных конца, погружали в
небольшие резервуары объемом 10 мл, наполненные раствором Кребса (состав в мМ):
NaCl – 118.0, KCl – 4.75, CaCl2 – 2.5, NaHCO3 – 24.8, KH2PO4 – 1.18, MgSO4⋅7H2O –
1.18, глюкоза – 11, рН 7.4. Заданное значение температуры (20 ± 0.5°C) поддержи-
вали с помощью термостата. На мышцы изначально подавали нагрузку в 1 г, затем
оставляли в покое на полчаса для адаптации к среде.

Электростимуляцию проводили с помощью “всасывающего” электрода (suction
electrode). Культю нерва выделенной мышцы помещали в “всасывающий” элек-
трод оригинальной конструкции. Для раздражения использовали электростимуля-
тор Digitimer MultiStimul D330 (Великобритания). Мышцы стимулировали в тече-
ние 2 мин прямоугольными импульсами амплитудой 3 В и продолжительностью
0.5 мс при частоте 0.1 Гц. Силу сокращений мышц регистрировали с помощью дат-
чика двигательной активности Linton FСG-01 (Великобритания), аналоговый сиг-
нал преобразовывали системой̆ сбора данных Biopack MP100МSW (США). Все по-
лученные в течение двух минут ответы (12 сократительных ответов) усредняли и
обрабатывали как один результат. Рассчитывали их в процентах относительно ис-
ходных результатов, полученных в начале эксперимента. Через полчаса после фик-
сирования нервно-мышечной ткани проводили контрольную стимуляцию мышц
дважды с интервалом в пять минут, удостоверившись в стабильности сократитель-
ных ответов, начинали экспериментальные процедуры.

Рис. 1. Схема нанесения контузионной травмы.
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Для оценки эффектов пуринергических агонистов и антагонистов в ванночку до-
бавляли 100 мкМ АТФ и через 10 мин оценивали механические ответы мышцы. За-
тем мышцу промывали раствором Кребса и инкубировали с раствором сурамина в
концентрации 100 мкМ в течение 20 мин с последующим добавлением 100 мкМ
АТФ и вновь регистрировали механические ответы мышц. Для подтверждения си-
наптической природы эффектов АТФ в экспериментах нервно-мышечную ткань
инкубировали с сурамином в концентрации 100 мкМ, через 20 мин регистрировали
сократительные ответы мышц, возникающие в ответ на непрямую стимуляцию
электрическим током.

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы SPSS Sta-
tistics. Проверку соответствия полученных данных нормальному распределению про-
водили с помощью критерия Колмогорова. Рассчитывали средние арифметические
анализируемых параметров и стандартную ошибку. Статистическую значимость на-
блюдаемых изменений оценивали с помощью критерия Стьюдента для независимых и
попарно сопряженных выборок. Различия рассматривали как значимые при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При условиях, соответствующих нативным, усредненная по 10 экспериментам
сила сокращения камбаловидной мышцы крысы составила 2.48 ± 0.31 г, 7-дневная
ортостатическая разгрузка и контузионная травма спинного мозга оказывали об-
легчающее влияние на сократимость исследуемой мышцы, так, сила сокращения
составила 118.3 ± 5.0% (n = 8, р < 0.05) и 121.7 ± 3.9% (n = 10, р < 0.05) соответствен-
но от исходных значений интактной мышцы (рис. 2).

АТФ в концентрации 100 мкМ обратимо потенцировала амплитуду вызванных
стимуляцией электрическим полем сокращений интактной камбаловидной мыш-
цы – до 117.6 ± 5.2% (n = 10, р < 0.05, рис. 2). Ее эффект сохранялся и на объектах,
подвергшихся ортостатической разгрузке. Однако мы не получили достоверных
данных на контуженных животных, такое снижение модулирующей способности
АТФ согласуется с данными, полученными нами ранее на модели денервации [34].

Рис. 2. Зависимость силы сокращений m. soleus крыс, вызванных электрической стимуляцией, от экспе-
риментальных условий в контроле и добавлении в среду АТФ (100 мкМ), сурамина (100 мкМ) или их со-
четания. n = 8–10. * р < 0.05 от контрольных значений.

*

*

140

120

100

80
Intact Hypodynamia Contusion

Control

C
on

tr
ac

tio
n 

fo
rc

e 
in

 %
 o

f i
nt

ac
t m

us
cl

e 
co

nt
ro

l

ATP
Suramin
Suramin + ATP



593ВЛИЯНИЕ ТРАВМЫ СПИННОГО МОЗГА НА Р2-СИГНАЛИЗАЦИЮ

Неселективный антагонист Р2-рецепторов сурамин в концентрации 100 мкМ
никаких достоверных эффектов не проявил. При этом на его фоне почти полно-
стью угнеталось действие экзогенной АТФ (100 мкМ).

Усредненная по 12 экспериментам сила сокращения m. diaphragma интактных
крыс составила 1.51 ± 0.075 г (n = 12), что было принято за 100%. Ортостатическая
разгрузка и контузионная травма спинного мозга существенно не влияли на сокра-
тимость дыхательной мышцы.

Аппликация 100 мкМ АТФ на m. diaphragma обратимо усиливала контрактиль-
ную способность интактной мышцы до 114.6 ± 5.2% (n = 12, р < 0.05, рис. 3) и до
116.2 ± 6.1% (n = 7, р < 0.05, рис. 3) на диафрагме крыс, подвергшихся антиортоста-
тическому вывешиванию. На фоне контузии наблюдалось стойкое снижение мо-
дулирующей способности АТФ до статистически незначимых 106.9 ± 7.3% (n = 8,
р > 0.05, рис. 3).

Сурамин в концентрации 100 мкМ никаких достоверных эффектов не про-
явил. При этом на его фоне почти полностью угнеталось действие экзогенной
АТФ (100 мкМ).

Cила сокращения m. EDL интактных крыс составила 0.75 ± 0.039 г (n = 10), что
было принято за 100%. Гипогравитационная разгрузка усиливала сократимость ис-
следуемой мышцы, так, сила сокращения составила 121.1 ± 7.1% (n = 9, р < 0.05) от
исходных значений на интактной мышце (рис. 4). В противоположность этому
контузионная травма спинного мозга вызывала снижение силы сокращения до
86.6 ± 7.2% (n = 10, р < 0.05, рис. 4) от контроля на интактной мышце.

Аппликация 100 мкМ АТФ на m. EDL обратимо угнетала контрактильную способ-
ность интактной мышцы до 86.2 ± 3.9% (n = 10, р < 0.05, рис. 4) и до 108.6 ± 2.9% (n = 9,
р < 0.05, рис. 4) на m. EDL крыс, подвергшихся антиортостатическому вывешиванию.
На фоне контузии не наблюдалось значимой АТФ-индуцированной модуляции.

Сурамин в концентрации 100 мкМ никаких достоверных эффектов не про-
явил. При этом на его фоне почти полностью угнеталось действие экзогенной
АТФ (100 мкМ).

Рис. 3. Зависимость силы сокращений m. diaphragma крыс, вызванных электрической стимуляцией, от
экспериментальных условий в контроле и добавлении в среду АТФ (100 мкМ), сурамина (100 мкМ) или
их сочетания. n = 7–12. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Травма спинного мозга является основной причиной инвалидности, и в настоя-
щее время общепринятого лечения данного патологического состояния не суще-
ствует [1, 2, 4]. Снижение функциональной активности мышечной системы после
травм спинного мозга связано как с прямым механическим повреждением, так и со
вторичными патофизиологическими механизмами, вызванными первоначальной
травмой. Эти механизмы изначально включают обширное кровоизлияние в месте
повреждения и некроз клеточных компонентов центральной нервной системы. На
более поздних стадиях повреждения в спинном мозге наблюдается реактивный
глиоз [35]. Действия астроцитов, а также многих других клеток в этом ответе созда-
ют среду, которая крайне неблагоприятна для повторного роста аксонов, к тому же
происходит активация иммунной системы. Например, раннее привлечение ней-
трофилов, а на более поздних стадиях макрофагов, к месту повреждения вызывает
обострение травмы. Однако на хронических стадиях макрофаги и рекрутирован-
ные Т-хелперы потенциально могут обеспечивать трофическую поддержку ней-
ронных и ненейрональных компонентов поврежденной центральной нервной си-
стемы. В условиях активации такого количества повреждающих механизмов оли-
годендроциты оказываются очень уязвимыми. На хронических стадиях травмы
спинного мозга большое количество олигодендроцитов подвергается апоптозу в
местах, удаленных от места первичного повреждения [36]. Это приводит к оголе-
нию аксонов и ухудшению их проводящих способностей, что значительно усугуб-
ляет функциональные нарушения. За счет изучения молекулярных механизмов,
вызывающих апоптоз олигодендроцитов, и выявления потенциальных мишеней
для терапевтического вмешательства предотвращение этой волны апоптоза будет
иметь огромное значение для людей, живущих с травмой спинного мозга [35].

Травма спинного мозга связана с многократным увеличением высвобождения
АТФ, которое может продолжаться в течение 6 ч и более, с чем связано вторичное
повреждение и гибель мотонейронов вследствие увеличения концентрации цито-
зольного Ca2+ [37].

Рис. 4. Зависимость силы сокращений m. EDL крыс, вызванных электрической стимуляцией, от экспе-
риментальных условий в контроле и добавлении в среду АТФ (100 мкМ), сурамина (100 мкМ) или их со-
четания. n = 9–10. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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P2X-рецепторы – это АТФ-зависимые катионные каналы, которые опосредуют
быструю передачу возбуждения в различных областях головного и спинного мозга.
При этом некоторые подтипы рецепторов P2X обладают необычным свойством из-
менять свою ионную селективность при длительном воздействии АТФ. Кратковре-
менное воздействие АТФ индуцирует открытие каналов, проницаемых как для од-
но-, так и для двухвалентных катионов, тогда как более продолжительное воздей-
ствие приводит к прогрессирующему расширению пор канала с развитием
проницаемости для молекул размером до 700 Да [24].

Grafe и соавт. исследовали кинетику выхода АТФ и изменения амплитуды ПД
при механическом воздействии (сдавливании) А-волокон нерва. Это приводило к
увеличению экстраклеточного АТФ и одновременно к уменьшению амплитуды
ПД [38] и, по мнению авторов, АТФ активирует аксональные P2X рецепторы.

Поскольку распространение кальциевых волн опосредовано высвобождением
АТФ, возникает вопрос, может ли, в частности, травма спинного мозга быть связа-
на с чрезмерным высвобождением АТФ, и является ли АТФ вредным для нейронов
спинного мозга. Вероятнее всего, чрезмерное высвобождение АТФ может приве-
сти к гибели спинальных нейронов за счет активации нейрональных P2XR. Эта
идея основана на наблюдениях, что высвобождение АТФ и передача сигналов Ca2+

астроцитами запускаются травматическим повреждением [39–41]; травматическое по-
вреждение связано со снижением внеклеточного Ca2+, что усиливает как высвобожде-
ние астроцитарного АТФ, так и передачу сигналов Ca2+ [42–44] и увеличивает срод-
ство P2X7R [45], активация P2X7R напрямую опосредует гибель клеток [46], и нейро-
ны спинного мозга, включая двигательные нейроны, экспрессируют P2X7R [47].

Биолюминесцентная визуализация высвобождения АТФ у крыс, подвергшихся
экспериментальному ушибу спинного мозга, показала, что области, окружающие
травматическое повреждение, имеют аномально высокий и устойчивый характер
высвобождения АТФ, это указывает на то, что P2X7-опосредованная нейродегене-
рация способствует вторичному повреждению после травмы спинного мозга [24].

Даже при полной травме спинного мозга на уровне грудных сегментов (Тh7–
Тh9) электростимуляция ниже уровня травмы активирует двустороннюю ритмиче-
скую двигательную активность задних конечностей у животных [48, 49].

Как известно, P1- и P2-рецепторы присутствуют и в глиальных клетках: шванов-
ская клетка, олигодендроцит, астроцит и микроглия. Тип рецепторов зависит не
только от клетки, но и от ее физиологического состояния и клеточного цикла. В
астроцитах мозга обнаружено, что помимо P2Y1- и P2X7-рецепторов, активация
P2X2, P2X4, P2X5, P2Y2, P2Y4 и P2Y14 приводит к повышению концентрации
внутриклеточного кальция. У швановских клеток выявлена активация кальциевых
токов при стимуляции P2Y-рецепторов, а для активации P2X-рецепторов исполь-
зуемая концентрация АТФ должна быть на три порядка выше [50]. Наши результа-
ты показывают, что после травмы спинного мозга происходит значительное ухуд-
шение функции периферической нервной системы. Такое избыточное увеличение
внутриклеточных ионов кальция может вызывать эксайтотоксичность, когда по-
ступление ионов кальция в клетку активирует ряд ферментов (фосфолипаз, эндо-
нуклеаз, протеаз (кальпаины)), разрушающих цитозольные структуры и приводит
к запуску апоптоза клетки [51].

Механизмы, лежащие в основе угнетения функции периферической нервной
системы, важны для предотвращения ухудшения состояния и поддержания высо-
кого потенциала восстановления движений, особенно с помощью клеточной тера-
пии, направленной ̆ на восстановление поврежденного спинного мозга.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты демонстрируют, что нервно-мышечная передача и
функциональные свойства двигательных единиц могут быть сохранены после трав-
мы спинного мозга, это создает основу для функционального восстановления или
специальных фармакотерапевтических подходов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Проведенные эксперименты полностью соответствуют действующим национальным и

международным нормам в области этики. Все применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы ухода и использования животных были соблюдены.
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этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
рации и рекомендациям.
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It is known that in spinal motor neurons, after damage to the upper level of the spinal
cord, neuronal degradation occurs, accompanied by axon degeneration. In the present
study, the functional integrity of neuromuscular transmission was assessed by the meth-
od of stimulation mechanomiography. We demonstrated a decrease in the modulating
activity of ATP in the cholinergic synapse due to spinal cord injury (a model of spinal
cord contusion injury) in comparison with hypodynamia (a model of anti-orthostatic
hanging of the hind limbs). The demonstrated abnormal modulation of the neuromus-
cular junction by purines provides evidence of axon degeneration and suggests that trans-
synaptic degeneration of motor neurons may occur below the level of spinal cord injury
in patients with similar injuries.
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В настоящем исследовании представлено сравнение влияния на электрическую
активность ЭЭГ в диапазоне сверхмедленных частот двух видов воздействия:
ЭЭГ биоуправления по сверхмедленным колебаниям и тренировки вариабельно-
сти сердечного ритма. В исследовании приняли участие 17 здоровых испытуемых
в возрасте от 21-го до 50-ти лет с незначительно выраженными симптомами фи-
зиологического и/или психологического характера, не имевших в анамнезе нев-
рологических и психических заболеваний. Для оценки результатов тренинга
проводился анализ спектральной мощности медленных колебаний ЭЭГ во время
выполнения теста на внимание (Visual Go/NoGo), зарегистрированных до и по-
сле двадцати сеансов биоуправления. Как субъективная оценка физиологиче-
ского и психологического состояния, так и результаты выполнения зрительного
теста показали более выраженные положительные сдвиги под влиянием ЭЭГ
биоуправления по сравнению со случаями тренировки вариабельности сердеч-
ного ритма. Значительное повышение амплитуд в сверхмедленном диапазоне
наблюдалось только после ЭЭГ биоуправления.

Ключевые слова: ЭЭГ, биоуправление, электроэнцефалография, сверхмедленные
колебания потенциалов мозга, вариабельность сердечного ритма
DOI: 10.31857/S0869813923050047, EDN: XQOVEG

ВВЕДЕНИЕ

Сверхмедленные колебания потенциалов (СМКП) мозга представляют собой
совокупность сложноорганизованной периодической динамики электрической
активности нейронов частотой менее 0.5 Гц [1]. Первые результаты исследования
флуктуаций электрического потенциала мозга в диапазоне инфранизких частот у
животных и человека были описаны в работах Аладжаловой [2–4].

Несмотря на растущий в последнее время интерес к изучению СМКП мозга,
функциональная роль и механизмы, лежащие в основе этой низкочастотной ква-
зипериодической активности, остаются неясными. Существует несколько гипотез
о происхождении этого вида колебаний электрического потенциала мозга. Эти
волны предположительно связаны с регуляцией глобальной возбудимости зон моз-
га, координацией между его отдельными структурами, взаимодействием между
различными функциональными сетями на протяжении выполнения когнитивных
задач [5] и работой механизмов адаптации и регуляции функций организма [3, 4, 6, 7].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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В ряде работ была обнаружена связь разных видов СМКП с механизмами нейро-
гуморальной регуляции нормальных и патологических состояний головного мозга
[3, 4, 8, 9], а также корреляция СМКП частотой 0.1 Гц с локальными гемодинами-
ческими осцилляциями в мозге [10] и колебаниями BOLD сигнала в фМРТ [11, 12].
Предположение об ассоциации этих сигналов с церебральными вазомоторными
колебаниями подтвердилось, когда исследователи смогли обнаружить причинно-
следственную связь между низкочастотными колебаниями ЭЭГ и хорошо извест-
ными волнами Майера – флуктуациями кровяного давления, вариабельности сер-
дечного ритма и уровня насыщения крови кислородом, в диапазоне частот 0.05–
0.15 Гц с пиком 0.1 Гц [13–15]. Также было выявлено модулирующее влияние
СМКП на ритмическую активность ЭЭГ [7, 16].

Отклонения от ожидаемых распределений СМКП были выявлены при синдро-
ме дефицита внимания и гирерактивности, шизофрении, аутизме, депрессии, тре-
воге и других расстройствах головного мозга [17–20]. Эти данные подтверждают
гипотезу о нарушенной способности сохранять оптимальный уровень активации
коры головного мозга при психических расстройствах [21, 22] и согласуются с предпо-
ложением о снижении гибкости и способности задействовать функциональные сети
во время подготовки и выполнения действий [23].

Возникает предположение о том, что, изменяя параметры СМКП, можно вли-
ять на уровень функциональной активности мозга, механизмы регуляции его
функций, в частности нейрогуморальной регуляции как у здоровых людей, так и
при коррекции патологических состояний.

Активность мозга может модулироваться в режиме реального времени с помо-
щью биологической обратной связи по ЭЭГ (ЭЭГ-БОС) – относительно пассив-
ного подхода к интерфейсу мозг–компьютер, который позволяет обучаемому из-
менять функции мозга посредством обратной связи с потенциалами мозга, получае-
мыми от поверхностных электродов и представленными в виде потоков визуальных,
слуховых или тактильных сигналов.

Одна из методик управления сверхмедленными потенциалами мозга была раз-
работана американскими исследователями Othmer и соавт. в 2006 г. [24]. Для этой
цели было создано программное обеспечение Cygnet на базе усилителей сигналов
NeuroAmp. Управляемый параметр – скорость изменения разности потенциалов
между двумя электродами. Предполагалось, что в процессе биоуправления осу-
ществляется регуляция уровня общей возбудимости нейронов коры, а также меня-
ется функциональная взаимосвязь между зонами мозга, участвующими в процессе.

В ряде публикаций сообщается о положительном воздействии ЭЭГ-БОС по
сверхмедленным потенциалам мозга как у здоровых лиц, так и у пациентов с раз-
нообразными патологическими состояниями. Эти выводы базировались на дан-
ных тестов и опросников, то есть на клинических данных [24–30]. Более того, на
основании результатов исследований функциональной МРТ показано, что при
ЭЭГ-БОС по сверхмедленным потенциалам мозга изменяется паттерн взаимосвя-
зи различных зон мозга [31].

Однако при отсутствии исследований, включающих контрольную группу, оста-
ется открытым вопрос о возможной связи клинического улучшения с плацебо эф-
фектом данной процедуры. В нашей предыдущей работе [30] в качестве контроля
была взята группа испытуемых, выполняющих тренировку физиологического со-
стояния организма, не направленную на изменение параметров сверхмедленных про-
цессов – биологическая обратная связь по вариабельности сердечного ритма (ВСР).
В этом исследовании было показано, что суммарная мощность СМКП в диапазоне
0.01–0.5 Гц увеличивается после выполнения курса ЭЭГ-БОС по сверхмедленным
потенциалам мозга, но не изменялся в контрольной группе. В то же время деталь-
ный анализ спектральных характеристик СМКП в этой работе не проводился.
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Настоящее исследование является логическим ее продолжением, в котором основ-
ное внимание было сосредоточено на изучении особенностей пространственно-ча-
стотных изменений СМКП, связанных с данными видами биоуправления.

Цель настоящего исследования заключалась в том, чтобы детально изучить вли-
яние ЭЭГ-БОС по сверхмедленным потенциалам мозга и БОС по ВСР на спек-
тральные составляющие СМКП.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Участники
В исследовании приняли участие семнадцать здоровых испытуемых, которые

были распределены на две группы в случайном порядке. Девять из них вошли в Ос-
новную группу ЭЭГ-БОС по СМКП (6 мужчин и 3 женщины, возраст 21–50 лет,
средний 33.1 года), а семь (3 мужчины и 5 женщин, возраст 23–49 лет, средний воз-
раст 35.9 лет) прошли курс управления ВСР и были отнесены к группе Контроля.
Испытуемые были набраны среди студентов Санкт-Петербургского государствен-
ного университета и Первого Санкт-Петербургского государственного медицин-
ского университета им. акад. И.П. Павлова, научных сотрудников Института мозга
человека РАН, а также из числа добровольцев, пришедших по объявлению.

Все участники заполняли анкету-опросник, включающую субъективную оценку
физического и психического здоровья, а также сведения о ранее перенесенных за-
болеваниях. В исследования не включались лица, имевшие серьезные острые или
хронические заболевания на момент начала эксперимента, а также в анамнезе:
осложненный перинатальный период; аномалии психического и/или физического
развития; черепно-мозговые травмы с церебральными симптомами; судорожный
синдром; неврологические или психиатрические заболевания; прием медикамен-
тов. Ни у одного из участников не было официально диагностированных нервно-
психических расстройств.

Все испытуемые дали письменное согласие на участие в исследовании после
ознакомления с сущностью процедуры.

За 1–7 дней до начала курса биоуправления у каждого испытуемого регистриро-
вали ЭЭГ в процессе выполнения зрительного GO/NOGO теста на внимание. По-
вторная регистрация ЭЭГ в ходе GO/NOGO теста выполнялась после прохождения
20 сеансов биоуправления, через 1–7 дней после последнего сеанса. Результаты
второго теста были сопоставлены с исходными показателями.

ЭЭГ-БОС по СМКП
Для ЭЭГ-БОС по СМКП использовалась система Cygnet (BEE Medic), состоя-

щая из усилителя NeuroAmp II и программного обеспечения Cygnet, интегриро-
ванного с видео-обратной связью Somatic Vision, установленной на стандартном
персональном компьютере с монитором высокого разрешения.

Каждому из девяти участников Основной группы в начале каждого сеанса
ЭЭГ-БОС подбирались индивидуальные параметры для ЭЭГ-биоуправления (оп-
тимальная частота подкрепления) на основе отчета о субъективных ощущениях та-
ким образом, чтобы просмотр видеоигры на мониторе сопровождался ощущением
эмоционального и физиологического комфорта и не приводил к сонливости.

В течение сеанса последовательно использовались биполярные отведения P4-T4,
T4-Fp2, T3-T4 и T3-Fp1. Этот порядок размещения электродов является стандартным
и был разработан на основе многолетнего опыта разработчиков методики Othmer и
соавт. ЭЭГ-БОС по СМКП [32]. Общая продолжительность тренинга составляла
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40–60 мин, длительность сеанса в каждом отведении – 10–15 мин. Курс состоял из 20
сеансов, занятия проводились 2–3 раза в неделю на протяжении 6–8 нед.

Биологическая обратная связь по вариабельности сердечного ритма (ВСР)

Сеансы биоуправления параметрами ВСР у 7 участников Контрольной группы
проводились с использованием системы снятия стресса emWave PC, разработан-
ной Институтом HeartMath. Плетизмограф крепился на мочке уха участника и
предоставлял программному обеспечению информацию о сердечном ритме, обес-
печивая обратную связь по этому показателю в режиме реального времени. Испы-
туемые следовали инструкции поддерживать глубокое брюшное или диафрагмаль-
ное дыхание 5–7 полных дыхательных циклов в минуту, следуя методике обучения
программы emWave. Графики, отображаемые на мониторе компьютера, представ-
ляли собой спектр мощности ВСР, отражающий вагусные влияния на ритм сердца.
Участники практиковались в достижении более высокого уровня выраженности
дыхательной аритмии частоты сердечных сокращений по отношению к базовому
уровню, и эта цель обычно достигалась без труда. Сеансы длились 30 мин и прово-
дились 2–3 раза в неделю. Курс включал 20 сеансов управления ВСР общей про-
должительностью 7–8 нед.

ЭЭГ-исследование

Регистрация ЭЭГ проводилась с помощью 21-канального электроэнцефалогра-
фа Mitsar (Mitsar, Ltd, Россия) с использованием хлорсеребряных электродов, рас-
положенных согласно международной системе 10–20 в точках Fp1, Fp2, F7, F3, Fz, F4,
F8, Т3, C3, Cz, C4, T4, T5, P3, Pz, P4, T6, O1, O2, закрепленных с помощью электродной
пасты “Ten20”. Входные сигналы регистрировались относительно объединенного
ушного референта, с частотой квантования 250 Гц в полосе пропускания 0–50 Гц, с
сетевым фильтром 50 Гц. Заземляющий электрод располагался в точке Fpz. Сопро-
тивление электродов не превышало 5 кОм. Запись ЭЭГ проводилась во время вы-
полнения зрительного GO/NOGO теста [33]. Зрительные стимулы в виде изобра-
жений животных (Ж), растений (Р) и людей (Ч) предъявлялись в центре экрана мо-
нитора парами с помощью программы Psytask. Угловые размеры изображений –
порядка 3.8°. Длительность предъявления стимулов, межстимульные интервалы в
паре и интервалы между началами пар стимулов были фиксированными и состав-
ляли 100, 1000 и 3100 мс соответственно. Использовались четыре сочетания изобра-
жений: “Ж–Ж”, “Ж–Р”, “Р–Р” и “Р–Ч”. Изображения в парах стимулов “Ж–Ж”
или “Р–Р” были идентичными. С целью поддержания внимания в ходе выполне-
ния теста в пробах “Р–Ч” одновременно со вторым зрительным стимулом предъ-
являлись звуковые сигналы – последовательности быстро сменяющихся тонов
длительностью 20 мс и частотами 500, 1000, 1500, 2000 и 2500 Гц и звуковым давле-
нием порядка 70 дБ. Тест состоял из 400 проб длительностью 3000 мс, по 100 проб
для каждого из сочетаний изображений. Общая продолжительность теста – 21 мин.
Пары стимулов предъявлялись с равной вероятностью в псевдослучайном порядке.
Испытуемому давалось задание нажимать на кнопку как можно точнее и быстрее
только после предъявления пары изображений “Ж–Ж”. Пробы, в которых испы-
туемый неправильно выполнял задание, исключались из анализа. Анализ поведен-
ческих показателей и вызванных потенциалов в GO/NOGO тесте выполнялся тра-
диционным способом, подробно описанным ранее [33].

При анализе СМКП полученные записи ЭЭГ преобразовывались следующим
образом. Артефакты моргания глаз были скорректированы путем зануления неза-
висимых компонент ЭЭГ, соответствующих морганиям. Независимые компонен-
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ты оценивались для ЭЭГ в полосе пропускания 0.5–50 Гц. Метод согласуется с
описанным Vigario [34] и Jung и соавт. [35]. Для дальнейшего анализа ЭЭГ преобразо-
вывалась в полосу пропускания 0.01–0.5 Гц с помощью цифровой фильтрации.

Количественные показатели ЭЭГ обрабатывались с помощью программного
обеспечения WinEEG (Россия).

Для определения средней спектральной плотности в полосе частот 0.01–0.5 Гц
для каждого электрода, каждого испытуемого и каждого условия в отдельности ис-
пользовался метод мультизаострения Томсона (Thomson’s multitaper method). При
этом 20-минутная запись ЭЭГ разделилась на 256-секундные неперекрывающиеся
эпохи, для каждой из них отдельно вычислялись периодограммы и усреднялись по
эпохам. Также аналогичный анализ выполнялся для ЭЭГ, преобразованной в плот-
ность источников тока, которая с помощью поверхностных сферических сплайнов,
используя метод, предложенный Perrin и соавт. [36, 37], с параметрами: радиус го-
ловы – 10 см; 50 итераций; λ = 10–5; m = 4 [38, 39].

Статистический анализ изменений спектральной плотности и связанных с со-
бытиями вызванных потенциалов выполнялся с помощью основанного на класте-
рах анализа [40, 41], являющегося аналогом так называемого Statistical Parametrical
Mapping (SPM), адаптированного для многоканальной ЭЭГ. Преимущества этого
метода анализа, по сравнению с традиционно используемыми методами, следую-
щие. Прежде всего, этот метод позволяет эффективно решать проблему множе-
ственных сравнений путем автоматического выделения пространственно-частот-
ных областей интереса (кластеров) на основе временной и пространственной бли-
зости эффектов. При этом для формирования кластера использовалась
непараметрическая статистика Манна–Уитни, малочувствительная к выбросам. По-
рог статистической значимости эффектов для формирования кластера – p < 0.05.
Статистическая значимость выделенных кластеров также оценивалась непарамет-
рическим методом, использующим случайное перемешивание исходных данных. В
нашем случае перемешивание выполнялось 10000 раз. В дальнейшем рассматривались
только кластеры со статистической значимостью p < 0.01. Подробное описание осно-
ванного на кластерах анализа представлено в работе Maris и Oostenveld [40].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты выполнения зрительного GO/NOGO теста показали снижение ко-
личества пропусков значимых стимулов и ошибок ложных нажатий на кнопку при
предъявлении незначимых стимулов у 5 из 9 участников Основной группы. В 3 слу-
чаях количество пропусков или ложных нажатий увеличилось, а в 2 случаях оши-
бок не было допущено ни до, ни после курса. В Контрольной группе 4 из 8 участ-
ников допустили меньше пропусков, а 2 из них – меньше ложных нажатий. У 3 ис-
пытуемых наблюдалось увеличение количества пропусков или ложных нажатий, и
у 2 из них результаты не изменились. В то время как некоторый разброс индивиду-
альных данных затрудняет общую оценку динамики результатов, совокупные дан-
ные указывают на более выраженную тенденцию к положительным изменениям в
группе ЭЭГ-БОС по СМКП. Общее количество ошибок ложных нажатий снизи-
лось с 14 до 1 в Основной группе по сравнению со снижением с 5 до 4 в группе био-
управления параметрами ВСР. Количество ошибок пропуска значимых стимулов
сократилось с 60 до 20 в группе ЭЭГ-БОС по сравнению с увеличением с 15 до 24 в
группе биоуправления ВСР.

Среднее время реакции снизилось незначимо – на 2% в обеих группах, в то вре-
мя как вариабельность среднего времени реакции уменьшилась на 7% в Основной
группе и на 13% в Контрольной группе. Разница была незначительной. В целом, в
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данных зрительного GO/NOGO теста не удалось выявить существенных группо-
вых различий.

У 13 из 16 участников (76.5%) исходная ЭЭГ содержала ритмичные сверхмедлен-
ные колебания в диапазоне частот 0.06–0.12 Гц на фоне преобладающих более мед-
ленных колебаний потенциала. Локализации этих колебаний варьировались: у не-
которых испытуемых эпизоды ритмической активности 0.06–0.12 Гц были широко
распространены, без какого-либо определенного локального доминирования; в
некоторых случаях эти колебания наблюдались в лобно-центральной области, в то
время как в других они были обнаружены в задних областях мозга.

Результаты статистического сравнения связанных с событиями потенциалов,
полученных до и после курса биоуправления, с помощью основанного на класте-
рах анализа не выявили никаких статистически значимых различий. Иными слова-
ми, это означает, что даже если биоуправление влияет на связанные с событиями
потенциалы, то величина этого эффекта относительно небольшая.

Пост-тренинговые паттерны ЭЭГ у всех 9 испытуемых Основной группы выявили
значимое увеличение средней спектральной плотности в полосе частот 0.01–0.5 Гц по
сравнению с исходной ЭЭГ. В частности, с помощью основанного на кластерах
анализа было выявлено два статистически значимых кластера, описывающих уве-
личение мощности СМКП в диапазонах 0.004–0.179 и 0.114–0.423 Гц (p < 0.002 и
p < 0.005 соответственно). Напротив, в контрольной группе никаких статистически
значимых изменений мощности СМКП не было выявлено. Эти изменения мощ-
ности СМКП показаны на рис. 1а, b.

При аналогичном анализе спектров мощности для плотности источников тока
СМКП, основанный на кластерах анализ выявил один статистически значимый кла-
стер, описывающий увеличение мощности в Основной группе в диапазоне 0.01–0.5 Гц
(p < 0.0004). Для Контрольной группы также был обнаружен один статистически
значимый кластер, соответствующий относительно локальному уменьшению
мощности плотности источников тока СМКП в диапазоне 0.195–0.5 Гц (p < 0.002).
Рис. 2 иллюстрирует эти изменения мощности плотности источников тока СМКП.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

СМКП головного мозга человека были обнаружены 60 лет назад, когда были
разработаны специальные и дорогостоящие усилители для их регистрации. Не-
многие лаборатории могли себе позволить такие исследования. В начале 21-го века
интерес к СМКП возобновился в связи с появлением коммерчески доступных усили-
телей, а также в связи с обнаружением сверхмедленных процессов в BOLD-сигнале
функциональной магнитно-резонансной томографии. Было показано, что независи-
мые компоненты СМКП коррелируют с BOLD-сигналами, которые, в свою очередь,
обусловлены изменениями уровня возбуждения, измеряемого кожно-гальванической
реакцией, размером зрачка и другими показателями периферической нервной систе-
мы [1]. Нет единого мнения относительно временной организации СМКП: в некото-
рых исследованиях подчеркивается отсутствие пиков на спектрах ЭЭГ-ИСФ, в
других работах сообщается о заметных колебаниях с частотой около 0.1 или
0.02 Гц, а в некоторых подчеркиваются множественные дискретные сверхмедлен-
ные колебания [1].

Параметры СМКП в качестве нейромаркеров различения психически больных
от здоровых людей использовались в небольшом числе исследований. В частности,
в работе [42] было показано, что пространственно-временной паттерн СМКП яв-
ляется достаточно стабильным и воспроизводимым для специфических корковых
локализаций, тогда как мощность СМКП в этих локализациях была меньше у лю-
дей с выраженными симптомами невнимательности.
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Как сообщалось ранее [29, 30], после завершения 20 сеансов курса все девять
участников Основной группы отметили улучшение состояния своего здоровья.
Большинство из них сообщили о снижении реактивности на стрессовые факторы,
снижении внутреннего напряжения и повышении стабильности настроения. Так-
же они заметили увеличение уровня энергии и улучшение когнитивных функций.
Шесть из семи участников группы биоуправления параметрами ВСР также сооб-
щили о положительных изменениях своего состояния по окончании курса. Наблю-

Рис. 1. Спектры мощности СМКП. (a) – группа ЭЭГ-БОС по СМКП, (b) – группа биоуправления ВСР.
На графиках толстые линии – спектры мощности после тренинга, тонкие линии – до тренинга, пунк-
тирные линии – разностные кривые. Сплошные прямоугольники под графиками выделяют диапазоны
частот, в которых наблюдались статистически значимые различия мощности. На топограммах, распо-
ложенных в верхних углах, показано распределение разницы мощности (после тренинга минус до тре-
нинга) по поверхности головы. Маленькие круги внутри большого круга топографически соответству-
ют электродам, закрашенные круги обозначают электрода, для которых на частоте, указанной под топо-
граммой, наблюдаются статистически значимые различия мощности.
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даемое улучшение заключалось в повышении стрессоустойчивости и обретении
навыка лучше расслабляться. Один из участников контрольной группы не был уве-
рен в том, что курс произвел какие-либо заметные изменения в его состоянии.

В представленных выше результатах исследований было показано, что в после
курса тренинга ЭЭГ-БОС по сверхмедленным потенциалам мозга наблюдаемое
увеличение спектральной мощности СМКП неоднородно. В частности, низкоча-
стотные составляющие СМКП порядка 0.02 Гц преимущественно возрастают в
лобных и теменно-затылочных областях, тогда как пространственное распределе-
ние увеличения мощности высокочастотных (~0.1 Гц) осцилляций более широко и
захватывает центральные области. Более того, пространственные паттерны этих
изменений мощности СМКП различны. Эти особенности сохраняются при преоб-
разовании СМКП к плотности источников тока, что указывает на относительную
локальность источников этих процессов. В то же время в изменении спектральной

Рис. 2. Спектры мощности плотности источников тока СМКП. Обозначения те же, что на рис. 1.
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мощности плотности источников СМКП выявляются дополнительные эффекты.
В частности, в центральных областях мощность увеличивается в широком диапа-
зоне (до 0.5 Гц). Эти данные позволяют предположить, что в СМКП в диапазоне
0.01–0.5 Гц отражается протекание по крайне мере двух физиологических процес-
сов: более медленного и более быстрого. Частотные характеристики второго про-
цесса и BOLD-сигнала функциональной магнитно-резонансной томографии по-
хожи, что, в свою очередь, указывает на их возможную взаимосвязь. Напротив,
представляется сложным связать первый более медленный процесс с динамикой
BOLD-сигнала. Скорее всего, для выявления механизма этого процесса необходи-
мы дальнейшие исследования.

Использование преобразования СМКП в плотность источников тока позволило
выявить еще одну особенность. В частности, было показано, что в лобных областях
наблюдается уменьшение мощности СМКП в диапазоне 0.2–0.5 Гц после БОС по
ВСР, что также дополнительно указывает на различие гипотетических более мед-
ленного и более быстрого процессов.

Подводя итог, отметим, что в данной работе нами были пересмотрены и уточнены
результаты нашего предыдущего исследования [30], показавшего, что ЭЭГ-БОС с
использованием СМКП в качестве параметра биоуправления увеличивает мощ-
ность СМКП и улучшает состояние здоровья по многим показателям, включая по-
казатели внимания.

Проведенные исследования позволяют также утверждать, что описанные изме-
нения мощности СМКП являются специфическими, поскольку не наблюдаются в
контрольной группе, т.е. в группе испытуемых, выполнявших аналогические тре-
нировки БОС, в которых в качестве параметра биоуправления использовались не
показания СМКП, а ВСР.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
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The Changes of the Infra-Slow EEG Fluctuations 
of the Brain Potentials under Influence of Infra-Low Frequency Neurofeedback
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This study presents a comparison of the effect on EEG electrical activity in the range of
infraslow frequencies of two methods: infra-low frequency EEG biofeedback and heart
rate variability training. The study involved 17 healthy subjects aged 21 to 50 years with
minor symptoms of a physiological or psychological nature, who did not have a history
of neurological or psychiatric diseases. To evaluate the results of the training, we ana-
lyzed the spectral power of slow EEG oscillations during the performance of the attention
test (Visual Go/NoGo), recorded before and after twenty sessions of biofeedback. Both the
subjective assessment of the physiological and psychological state and the results of the visual
test showed more pronounced positive changes under the influence of EEG biofeedback
compared to the cases of heart rate variability training. A significant increase in the ampli-
tudes of oscillations in the infraslow EEG range was observed only after EEG biofeedback.

Keywords: neurofeedback, electroencephalogram, infra-slow EEG oscillations, heart rate
variability



РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2023, том 109, 
№ 5, с. 612–628

ДВИГАТЕЛЬНЫЕ СИНЕРГИИ В СИСТЕМЕ УПРАВЛЕНИЯ 
СЛОЖНЫМИ СПОРТИВНЫМИ РАВНОВЕСИЯМИ

© 2023 г.   С. А. Моисеев1, *, Е. А. Михайлова1

1Великолукская государственная академия физической 
культуры и спорта, Великие Луки, Россия

*E-mail: sergey_moiseev@vlgafc.ru

Поступила в редакцию 09.02.2023 г.
После доработки 24.03.2023 г.

Принята к публикации 26.03.2023 г.

В работе представлена структура двигательных синергий на мышечном и кине-
матическом уровнях их исследования при выполнении различных спортивных
равновесий. Рассматриваются особенности формирования и модификации си-
нергетических модулей в зависимости от реализуемой двигательной задачи.
Предпринята попытка объединения некоторых вычислительных аспектов, при-
меняемых в рамках различных концепций синергетического контроля. Инстру-
ментарий для выявления и анализа параметров синергий включал регрессион-
ный анализ и методы факторизации данных. Установлено, что разные по биомеха-
нической структуре равновесия могут быть реализованы с применением общих
паттернов пространственной организации кинематических синергий, однако на
мышечном уровне существование общих пространственных профилей актива-
ции не очевидно. Выявлено наличие нескольких разных временных паттернов
активации синергий в структуре каждого рассматриваемого равновесия, что мо-
жет быть связано с применением в ЦНС различных стратегий двигательного
контроля. На структуру кинематических синергий может оказывать влияние ис-
кусственное ограничение степеней свободы, не связанное с центральными про-
цессами управления. Показано, что включение понятия “пространство перемен-
ных” в положения о модульной организации способствует сближению существу-
ющих концепций двигательного контроля, основанных на синергии.

Ключевые слова: двигательные синергии, статическое равновесие, факторизация
данных, двигательный контроль, художественная гимнастика
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ВВЕДЕНИЕ

Взаимодействие элементов двигательной системы человека при управлении
сложными спортивными равновесиями может быть организовано по принципу си-
нергии. Одна из концепций, базирующаяся на понятии синергии, рассматривает
ее как способ снижения вычислительной нагрузки на структуры ЦНС посредством
уменьшения количества управляемых элементов, в частности объединения в моду-
ли с меньшей размерностью и управление такими образованиями посредством
центральных управляющих сигналов – концепция модульной организации. В ее
рамках проведено немало экспериментов на различных двигательных моделях,
представляющих фундаментальные направления исследований движений челове-
ка и животных. Предложен ряд методических подходов к изучению, обладающий

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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разработанным инструментарием для объективной оценки синергетических эф-
фектов, преимущественно, базирующийся на методах факторизации матриц [1].
Иная концепция синергизма основана на оценке вариабельности между испыта-
ниями как меры стабильности движения и его устойчивости к возмущениям – не-
контролируемое многообразие (uncontrolled manifold – UCM). Центральной идеей
теории является представление о том, что управляющая система контролирует много-
численные степени свободы (углы, усилия и мышечные активации) так, чтобы стаби-
лизировать важные для успешной реализации двигательной задачи переменные.
Под синергией здесь понимается такая совместная ковариация элементов системы
управления, которая обеспечивает динамическую стабильность [2, 3].

Наряду с приведенными выше концепциями нередко синергию рассматривают
как устойчивое функциональное образование, которое управляемая система за-
действует в случае необходимости с целью реализации конкретной двигательной
задачи, в том числе и для поддержания вертикальной позы. Классическим приме-
ром такого образования является “дыхательная” синергия, заключающаяся в изме-
нении величин углов некоторых суставов, компенсирующих смещение положения
центра масс в связи с дыхательным циклом [4]. В рамках концепции “естественных
синергий” приводятся синергии, выявленные на основе наблюдений за динами-
кой тазобедренного и коленного суставов, а также электроактивности мышц, обес-
печивающих движения в этих суставах – Н- и А-синергия [5]. Вполне вероятно су-
ществование множества различных синергий, связанных с задачей сохранения по-
зы, вовлекающих в активность обширные мышечные группы и сегменты тела. Их
изучение представляет интерес не только для понимания механизмов контроля
фундаментальной двигательной функции – позы, но и в прикладном аспекте по-
вышения результативности спортивной деятельности. Спортивные равновесия яв-
ляются оцениваемым элементом, поэтому точность их выполнения во многом
определяет результативность выступления. Равновесия в художественной гимна-
стике отличаются вовлечением большего числа сегментов тела и скелетных мышц,
в отличие от поддержания ортоградной позы, и особенности их синергетического
взаимодействия во многом остаются малоизученными.

В связи с вышесказанным целью работы явилось изучение пространственно-
временной структуры синергий на мышечном и кинематическом уровнях при вы-
полнении сложных спортивных равновесий. В работе предполагалось рассмотреть
следующие положения и вопросы: 1) является ли синергия устойчивым функцио-
нальным образованием с относительно стандартным набором управляемых эле-
ментов, либо она формируется и реализуется в соответствии с условиями двига-
тельной задачи; 2) использование методов факторизации данных для выявления
низкоразмерных управляемых модулей и поиск стабилизируемых параметров движе-
ния в пространствах переменных разных уровней изучения синергий позволит полу-
чить новые данные об особенностях пространственно-временного структурирования
межмышечного взаимодействия при реализации сложных спортивных равновесий.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследованиях приняли участие 4 гимнастки высокой спортивной квалифика-
ции. Они выполняли четыре вида равновесий: 1 – переднее с разноименной рукой
(далее по тексту “равновесие 1”), 2 – боковое с помощью руки (“равновесие 2”), 3 –
“стол” с помощью руки (“равновесие 3”), 4 – аттитюд с наклоном вперед и пово-
ротом туловища (“равновесие 4”). Каждое равновесие выполнялось в течение че-
тырех секунд по двенадцать реализаций с интервалом в одну минуту между ними.
Анализировали период от момента достижения конечной антропометрической точки
наивысшего положения по вертикальной оси (Z) и далее в течение четырех секунд.
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Применяли систему 3D-видеозахвата Qualisys (Швеция), включающую 8 высокоско-
ростных камер Oqus с частотой дискретизации 500 Гц. Светоотражающие маркеры
прикрепляли к основным антропометрическим точкам сегментов тела, соответ-
ствующим осям вращения в суставах. Из программного обеспечения (ПО) Qualisys
Track Manager (QTM) экспортировали вариационные ряды величин билатеральных
суставных углов: голеностопного, коленного, локтевого, плечевого (антропометриче-
ские точки: локтевая–плечевая–вертельная), плечевого (локтевая–плечевая правая–
плечевая левая), тазобедренного (плечевая–вертельная–верхнеберцовая), тазобедрен-
ного (плечевая–вертельная правая–вертельная левая). Перед экспортом к данным
применяли процедуру аппроксимизации кривой 2-ой степени, используя ПО QTM.

Синхронно с видеозахватом осуществляли запись шестнадцати электромиограмм
(ЭМГ) поверхностных билатеральных мышц туловища, верхних и нижних конечно-
стей: икроножножной медиальной (MG), передней большеберцовой (TA), прямой
бедра (RF), двуглавой бедра (BF), наружной косой мышцы живота (OE), выпрям-
ляющей позвоночник на уровне Т9 (ES), средней части прямой живота (RA), боль-
шой ягодичной (GM). Применяли биомонитор ME6000 (Финляндия). Частота
дискретизации составляла 2000 Гц. Для отведения ЭМГ применяли накожные од-
норазовые самоклеющиеся электроды с токопроводящим гелем и активной пло-
щадью контакта 2.5 см2, 36 × 45 мм (Swaromed, Австрия). Электроды накладыва-
лись биполярно, при этом активный располагался в области проекции двигатель-
ной точки исследуемой мышцы, а референтный прикреплялся по ходу ее волокон с
межэлектродным расстоянием 2 см, предусматривался дополнительный электрод
заземления на каждой мышце [6]. Процедура обработки интерференционных ЭМГ
включала предварительную фильтрацию полосовым фильтром 30–450 Гц, усреднение
в интервалах 0.002 с и повторную фильтрацию фильтром низких частот 15 Гц, приме-
няли ПО “Megawin”. Обработанные таким образом вариационные ряды ЭМГ экс-
портировали для дальнейшего анализа. Сопряжение работы биомонитора с систе-
мой Qualisys осуществлялось через штатный канал синхронизации.

Для регистрации кинезиограмм применяли стабилоанализатор Стабилан-01
(Россия) с частотой дискретизации 50 Гц. Его синхронизация с используемой ап-
паратурой осуществлялась посредством автоматической подачи метки, предусмот-
ренной в программе “StabMed”. Вариационные ряды траекторий перемещений об-
щего центра массы по сагиттальной и фронтальной осям экспортировали для даль-
нейшего анализа. Временные ряды, содержащие данные о перемещениях центра
массы по двум осям, были экстраполированы до частоты дискретизации 500 Гц в
системе Statistica при помощи модуля “Time/Series-Forecasting” путем добавления
константы С (x = x + c) с нулевым значением.

Синхронизированные вариационные ряды относительно единой точки отсчета
формировали в системе Statistica (StatSoft, Inc., version 10) матрицу исходных данных
(X), размерностью (I × J), где I – число отчетов (измерений), а J – число независимых
переменных (вариационных рядов ЭМГ, суставных углов, кинезиограмм – всего 32).
Создавались дополнительные переменные, содержащие сведения, позволяющие
идентифицировать принадлежность данных (измерений) к различным испытуе-
мым, попыткам, равновесиям и пр. К данным в матрице применяли процедуру
стандартизации к единице стандартного отклонения. Общая схема обработки дан-
ных представлена на рис. 1.

На первом этапе обработки данных из матриц извлекали компоненты (синер-
гии) с помощью факторного анализа (FA) и метода главных компонент (PCA), оба
метода применялись как для снижения размерности, так и для классификации дан-
ных. Исходная матрица X разлагалась на произведение двух матриц: X = T × P + E, где
T – матрица счетов, P – матрица нагрузок, E – матрица остатков. Матрица нагру-
зок несет информацию о взаимосвязи или независимости переменных относитель-
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но новых, формальных переменных, полученных в процессе разложения матриц –
“весовые коэффициенты”, чем выше коэффициент, тем больше связь с новой компо-
нентой. Матрица счетов определяет временную организацию выявленных синергий и
представляет собой проекции исходных данных на подпространство главных компо-
нент – “коэффициенты активации”, т.е. процесс, показывающий изменение ак-
тивности синергий во времени [7]. Разложение матриц осуществляли в среде Statis-
tica, используя стандартные модули “Advanced/Multivariate – PCA” и “Mult/Explor-
atory – Factor”. Рассматривали компоненты, имеющие собственные значения
(eigenvalues) больше единицы и учитывающие не менее 10% общей дисперсии. Анали-
зировали следующие параметры: количество извлекаемых компонент (синергий),
процент общей дисперсии, учитываемый каждым фактором в общем наборе дан-
ных (VAF), весовые коэффициенты и коэффициенты активации.

На следующем этапе формировали новую матрицу, включающую коэффициен-
ты активации мышечных (МС), кинематических синергий (КинС) и стабилогра-
фические данные. Далее выполнялся регрессионный анализ с помощью стандарт-
ных модулей Statistica “Multiple Linear Regression” и “Nonlinear Estimation – Piece-

Рис. 1. Схема обработки экспериментальных данных. 1 – извлечение коэффициентов активации и весо-
вых коэффициентов из ЭМГ-данных, 2 – извлечение коэффициентов активации и весовых коэффици-
ентов из вариационных рядов величин основных суставных углов, 3 – извлечение данных из кинезио-
грамм и экстраполяция, 4 – регрессионный анализ (линейный и нелинейный), 5 – виды рассматривае-
мых спортивных равновесий: переднее с разноименной рукой (а), боковое с помощью руки (b), “стол” с
помощью руки (c), аттитюд с наклоном вперед и поворотом туловища (d).
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wise linear regression”. Предварительно осуществлялся анализ диаграмм рассеяния
с целью выявления наличия зависимости и ее формы. В обоих случаях осуществля-
ли анализ корреляционных матриц на предмет: мультиколлениарности; достовер-
ности получаемых β-коэффициентов; нормальности распределения остатков, со-
ответствия предсказанных и наблюдаемых значений [8]. В случае положительной
проверки по этим параметрам модель считали приемлемой. В качестве зависимых
и независимых переменных последовательно выступали вариационные ряды ко-
эффициентов активации извлеченных на предыдущем этапе МС, КинС и статоки-
незиограмм. При кусочно-линейном оценивании (регрессии) методом оценки яв-
лялся “Quasi-Newton”. При использовании обоих видов оценивания анализирова-
ли коэффициенты детерминации (R2).

Математико-статистическая обработка данных выполнена в Statistica 10.0 и
включала расчет среднего арифметического (M), медианы (Me), ошибки среднего
арифметического (SE), стандартного отклонения (SD), коэффициентов вариатив-
ности (CV). При сравнении вариационных рядов в некоторых условиях (оценка
схожести векторов коэффициентов регрессии, рядов предсказанных и наблюдае-
мых значений при регрессионном анализе) применяли анализ максимальных зна-
чений кросскорреляционных функций с учетом смещения относительно нуля, где
1 – полное соответствие, 0 – отсутствие взаимосвязи.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ извлеченных компонентов из набора ЭМГ-данных показал наличие от
четырех до шести мышечных модулей – синергий. Меньшее количество было по-
лучено при рассмотрении равновесия 3, а большее – при равновесии 4. Вариатив-
ность количества извлекаемых компонентов оценивалась как низкая и не превы-
шала 24.7% в среднем по группе. Качество реконструкции исходных данных оце-
нивалось как среднее, а при равновесиях 2 и 3 – как высокое (более 70%), при этом
отмечена очень низкая вариативность показателя. Были уставлены три кинемати-
ческих синергий при выполнении всех рассматриваемых равновесий, при этом
процент объясняемой дисперсии достигал высоких значений. В среднем он нахо-
дился в диапазоне от 82 до 92%. Вариативность данного показателя также была
очень низкой – CV составляли не более 8.9%.

Пространственно-временная структура мышечных синергий. На рис. 2a приведе-
ны образцы записей ЭМГ основных скелетных мышц при выполнении одного из
равновесий. Следует отметить, что электроактивность большинства мышц имела
волнообразный характер, с отчетливо выраженными всплесками активности в раз-
ных периодах упражнения. Некоторые мышцы, например, передняя большеберцо-
вая правая, прямая живота правая и ряд других проявляли низкую электроактив-
ность, не превышающую 15 мкВ.

Структура первой извлеченной МС включала активацию ряда скелетных мышц,
имеющих весовые коэффициенты в одном диапазоне. Например, в первом равно-
весии таковыми являлись икроножные, передние большеберцовые мышцы обеих
нижних конечностей, а также мышцы бедра правой (рис. 2ba). Во втором равнове-
сии этой же синергии можно выделить активность тех же мышц, а также косой
мышцы живота и выпрямляющей позвоночник левой стороны, кроме того, пря-
мой живота и большой ягодичной левой стороны тела (рис. 2bb). Следует отметить,
что вариативность весовых коэффициентов мышц, включенных в структуру пер-
вой МС, преимущественно оказывалась средней, однако регистрировались и низ-
кие CV, например, у двуглавой мышцы бедра левой нижней конечности (равнове-
сие 1), но не более 12.9%. Отмечались и мышцы, проявляющие высокую вариатив-
ность включения в структуру мышечных модулей, например, косая мышца живота
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левой стороны тела – 98.1%. В структуре второй выявленной МС можно выделить
совместную активацию прямой живота и большой ягодичной мышц правой сторо-
ны (равновесие 1). Второе равновесие характеризовалось преимущественной акти-
вацией мышц бедра правой нижней конечности. Совместную активацию мышц
бедра левой ноги и икроножной правой можно выделить в структуре этой же МС
при выполнении третьего равновесия. Четвертое равновесие характеризовалось
активацией мышц голени правой нижней конечности. Таким образом, простран-
ственная структура мышечных синергий, определяемая весовыми коэффициентами,
позволяет выделить в структуре каждой из них не менее двух мышц, имеющих коэф-
фициенты в одном диапазоне. Это наблюдается при рассмотрении всех равновесий.
Большинство мышц в структуре выделенных синергий обладали средней вариативно-
стью их включения в структуру модулей, однако присутствовали и более стабильные,

Рис. 2. Образец ЭМГ (a) (интерференционная слева, отфильтрованная справа) и весовые коэффициен-
ты первой мышечной синергии (b) при выполнении различных равновесий. а, b, c, d – равновесия 1, 2,
3, 4 соответственно. Данные представлены в виде M ± SE ± SD. 1 – MGR, 2 – TAR, 3 – MGL, 4 – TAL,
5 – RFR, 6 – BFR, 7 – OER, 8 – ESR, 9 – RFL, 10 – BFL, 11 – OEL, 12 – ESL, 13 – RAR, 14 – GMR, 15 –
RAL, 16 – GML. На рис. b по оси ординат – весовые коэффициенты. R – правая сторона, L – левая сторона.
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характеризующиеся низкими CV. Весовые коэффициенты других выделенных факто-
ров в большинстве случаев не достигали высоких значений, однако в их структуре тоже
можно было выделить мышцы, имеющие значения в одном диапазоне.

Сравнение векторов весовых коэффициентов мышечных синергий показало сред-
нее и высокое сходство некоторых выделенных факторов при выполнении разных
равновесий. Например, высокие коэффициенты были установлены между факто-
ром 4 и 3 в первом равновесии, фактором 4 и факторами 3 и 2 третьего и четвертого
равновесия соответственно. Наибольшее количество значимых средних взаимо-
связей было выявлено между разными факторами равновесий 1 и 4, а также между
третьим и четвертым равновесиями. Таким образом, в разных по биомеханической
структуре упражнениях присутствуют схожие пространственные синергетические
паттерны межмышечного взаимодействия.

Основные временные профили мышечных синергий представлены на рис. 3.
При анализе первого фактора равновесия 1 и 2 установлено преимущественное
возрастание активности в первой половине упражнения, а затем спад активности в

Рис. 3. Временные профили активации мышечных синергий при выполнении различных спортивных
равновесий. Равновесия: переднее с разноименной рукой (a), боковое с помощью руки (b), “стол” с по-
мощью руки (c), аттитюд с наклоном вперед и поворотом туловища (d). а, b, c, d – номер фактора (МС).
По оси абсцисс – прогресс движения. По оси ординат – у.е.
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последней четверти (рис. 3а). При реализации равновесия 3 выявлено два разных
паттерна активации, первый характеризовался явно выраженным пиком активно-
сти в середине упражнения, второй имел наивысший пик активности в начале и
резко снижался к середине упражнения (рис. 3ca).

Четвертое равновесие также имело два разных временных синергетических про-
филя активации. Один из них имел явную тенденцию к возрастанию от начала к
окончанию упражнения, причем еще один профиль имел ту же тенденцию, но ха-
рактеризовался не плавным нарастанием, а волнообразным (рис. 3da). Другие вы-
явленные профили активации мышечных синергий имели те же закономерности,
что и в первой выявленной синергии. Чаще всего регистрировались два разных
профиля активации, различающиеся направлением основного пика активации, в
редких случаях таких пиков регистрировалось два, но не более. Анализ воспроиз-
водимости временных профилей активации мышечных синергий показал наличие
средней взаимосвязи между попытками. Так, например, при выполнении первого
равновесия коэффициенты кросскорреляционных функций составляли в среднем
0.56 ± 0.04, а максимальные значения достигали 0.63, что оценивается как средний
уровень. При сопоставлении реализаций равновесия 2 также выявлен средний уро-
вень соответствия – 0.54 ± 0.02. В первом и во втором упражнениях вариативность
была низкой – 12.5 и 6.6% соответственно. При сравнении коэффициентов актива-
ции МС упражнений 1 и 2 выявлено среднее соответствие их профилей активации –
0.64 ± 0.04, а вариативность оценивалась как низкая – СV не превышали 18.4%.

Пространственно-временная структура кинематических синергий. В структуре
первого равновесия было выявлено синергетическое взаимодействие ряда сустав-
ных углов, характеризующееся высокими весовыми коэффициентами и низкой ва-
риативностью. Так, в первый компонент (синергию) оказались включены плече-
вой, тазобедренный суставы правой стороны, а также коленный, локтевой, плече-
вые и тазобедренный суставы левой стороны тела (рис. 4ad). Коэффициенты
вариативности их включения в структуру КинС не превышали 12.2%, а весовые ко-
эффициенты достигали 0.87. Другие суставы демонстрировали высокую вариатив-
ность и низкие весовые коэффициенты. Второй и третий компоненты чаще включали
не более двух суставных углов с высокими весовыми коэффициентами. Второе равно-
весие характеризовалось включением в кинематическую синергию плечевого и тазо-
бедренного суставов правой стороны и тазобедренных левой. Весовые коэффициен-
ты последних составляли в среднем по группе 0.94 ± 0.01 и 0.92 ± 0.03 соответ-
ственно, а вариативность оценивалась как очень низкая (CV = 3.1 и 6.8%). КинС
третьего равновесия определялась вовлечением голеностопного правого, локтево-
го и плечевого суставов левой стороны (рис. 4cd). Для четвертого равновесия были
характерны высокие весовые коэффициенты коленного, локтевого и тазобедрен-
ного суставов правой, а также плечевого и локтевого левой стороны тела. Таким
образом, в структуре первой кинематической синергии, как правило, оказывались
задействованы суставы с высокими весовыми коэффициентами и высокой воспро-
изводимостью включения в синергию при многократных повторениях движения
даже при межиндивидуальном их рассмотрении.

При рассмотрении временнhй структуры кинематических синергий можно от-
метить несколько особенностей. Во-первых, в большинстве случаев регистрируют-
ся множественные пики активации, причем, они приходятся на разные периоды
выполнения упражнения (рис. 4). Например, в первой синергии первого равнове-
сия такие пики отмечены в первой и последней четвертях, а в третьем равновесии
они приходились на вторую и третью четверть (рис. 4ca). Коэффициенты актива-
ции четвертого равновесия демонстрировали множественные пики во всех перио-
дах движения (рис. 4da). Вторая особенность заключалась в наличии во временной
структуре двух или трех разных профилей активации. Например, третье равновесие
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демонстрировало три разных профиля, а коэффициенты их кросскорреляционных
функций свидетельствовали о низком (0.10 ± 0.02) и среднем сходстве (0.63 ± 0.01).
Третья особенность заключалась в том, что некоторые временные профили акти-
вации имели среднее или высокое сходство, но реализовывались в различные вре-
менные периоды движения, на что указывают значения коэффициентов кросскор-
реляционных функций с учетом смещения максимума относительно нуля. Причем,
чаще всего, высокое сходство наблюдалось при сопоставлении не всего временного
отрезка движения, а его отдельных периодов (условных). Например, фрагменты
временных профилей активации КинС второго равновесия (компонент 3), соот-
ветствующие второй половине упражнения, демонстрировали высокое или сред-
нее сходство, где коэффициенты кросскорреляции составляли 0.79 ± 0.03. Первый
компонент третьего равновесия показывал сходство двух профилей в первой поло-
вине упражнения – 0.63 ± 0.02 (рис. 4bc).

Анализ зависимостей мышечных, кинематических синергий и показателей устойчи-
вости. Исходя из задач работы, был проведен регрессионный анализ и проанали-
зированы коэффициенты детерминации регрессионных моделей с целью установ-
ления характера зависимостей между мышечными, кинематическими синергиями
и показателями статокинезиограмм. Наряду с этим проведен анализ сходства век-
торов линейной и нелинейной регрессии. Установлено, что при выполнении всех
равновесий наибольшие коэффициенты детерминации при линейном оценивании
были получены при оценке влияния кинематических модулей (коэффициенты ак-

Рис. 4. Пространственно-временная структура кинематических синергий. Равновесия: переднее с раз-
ноименной рукой (a), боковое с помощью руки (b), “стол” с помощью руки (c), аттитюд с наклоном
вперед и поворотом туловища (d). а, b, c – компоненты 1, 2, 3 соответственно. d – весовые коэффициен-
ты первой КинС. На рис. а, b, c по оси абсцисс – прогресс упражнения, по оси ординат – у.е. На рис. d по
оси абсцисс – суставные углы: 1 – голеностопный пр., 2 – коленный пр., 3 – локтевой пр., 4 – плечевой
(лпб) пр., 5 – плечевой (лпп) пр., 6 – тазобедренный (пбк) пр., 7 – тазобедренный (пбб) пр., 8 – голено-
стопный лев., 9 – коленный лев., 10 – локтевой лев., 11 – плечевой (лпб) лев., 12 – плечевой (лпп) лев.,
13 – тазобедренный (пбк) лев., 14 – тазобедренный (пбб) лев. По оси ординат – весовые коэффициенты.
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тивации КинС) на первую мышечную синергию. Например, во втором равновесии
R2 составляли 0.60 ± 0.05, в третьем – 0.68 ± 0.04 (рис. 5a). Коэффициенты вариа-
тивности здесь составляли в первом случае 14.5%, во втором – 11.3%. Также уста-
новлено влияние мышечных модулей (мышечных синергий) на кинематические
синергии 1 и 2. Самые высокие R2 были получены при рассмотрении третьего рав-
новесия – 0.72 ± 0.04 (CV = 10.2) и 0.70 ± 0.02 (CV = 5.9) соответственно (рис. 5ac).
Отмечена средняя взаимосвязь мышечных и кинематических модулей с характери-
стиками стабилографии, в среднем коэффициенты детерминации не превышали 0.5, а
коэффициенты вариативности в некоторых случаях, например, в процессе второго
равновесия достигали 86.6%, что оценивается как высокая вариативность.

При использовании нелинейного оценивания зависимостей были получены
схожие результаты с полученными методом линейной оценки, однако коэффици-
енты детерминации оказывались более высокими. Сходство результатов оценки
было продемонстрировано при анализе кросскорреляционных функций, которые

Рис. 5. Коэффициенты детерминации при анализе зависимостей между мышечными, кинематически-
ми синергиями и показателями статокинезиограмм. (a) – линейная регрессия, (b) – нелинейное оцени-
вание. а, b, c, d – равновесия 1, 2, 3, 4 соответственно. По оси абсцисс (зависимая переменная – незави-
симые переменные): 1) МС1 – КинС, 2) МС1 – КинС, 3) МС3 – КинС, 4) СТАБ X – КинС, 5) СТАБ Y –
КинС, 6) КинС1 – МС, 7) КинС2 – МС, 8) КинС3 – МС, 9) СТАБ X – МС, 10) СТАБ Y – МС. Сплош-
ная линия – векторы регрессии. rmax – коэффициент кросскорреляционной функции при сравнении

векторов линейной и нелинейной регрессии.
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оценивались в большинстве равновесий как высокие, например, при третьем рав-
новесии величина rmax составляла 0.86 (рис. 5a, bc). При нелинейном оценивании
также наибольшие коэффициенты детерминации были получены при оценке зави-
симостей между мышечными модулями с первой и второй кинематическими си-
нергиями. Например, во втором равновесии в среднем по группе R2 составляли
0.82 ± 0.02 при очень низкой вариативности, не превышающей 5%. При реализа-
ции третьего равновесия коэффициенты детерминации были 0.82 ± 0.02, а CV со-
ставлял 4.2%, что оценивается как очень низкий показатель. В большинстве равно-
весий показано высокое влияние кинематических и мышечных модулей (синер-
гий) на показатели статокинезиограмм. Практически во всех оцениваемых
движениях коэффициенты детерминации были высокими и чаще низковариатив-
ными. Например, в первом равновесии R2 при оценке влияния мышечных модулей
на изменения перемещений общего центра массы по сагиттальной и фронтальной
осям составляли 0.74 ± 0.02 и 0.72 ± 0.01 соответственно, а CV не превышали 5%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе планировалось продвинуться в понимании того, является ли
синергия функциональным образованием с относительно стандартным набором
элементов, или она генерируется при каждой реализации стереотипного двига-
тельного действия. Одно из положений, раскрывающее данный вопрос, постули-
рует наличие основных (фундаментальных) синергий на мышечном уровне, явля-
ющихся “строительными блоками” ряда движений. Проведена обширная работа с
целью выявления таких блоков при реализации различных двигательных задач, на-
пример, простых и сложных манипуляций верхними конечностями [9, 10]. Было
показано, что сочетание различных наборов основных мышечных модулей, выяв-
ленных методом неотрицательной матричной факторизации ЭМГ-данных, позво-
ляет осуществлять широкий спектр произвольных движений руками в разных
плоскостях. Рассмотрение кинематических синергий, извлеченных методом глав-
ных компонент из обширных вариаций движений кисти, позволило выделить не
менее двенадцати модулей, среди которых было отмечено три основных, задей-
ствованных практически во всех изучаемых захватах [11]. Постулируется, что огра-
ниченное количество двигательных (кинематических) модулей, инициируемых
единым активационным сигналом, могут являться основой для выполнения разно-
образных захватов кистью [12]. При анализе пространственной организации пат-
тернов мышечной активности были выявлены общие синергии, задействованные в
задачах сохранения вертикальной позы и при ходьбе [13]. Результаты наших иссле-
дований показывают наличие ряда суставов, имеющих низкую вариативность
включения в кинематические синергии и высокие весовые коэффициенты в струк-
туре извлекаемых компонент. Включение многих суставных углов в КинС оказы-
вается схожим при выполнении разных равновесий. Это свидетельствует о том, что
разные по биомеханической структуре движения могут быть реализованы с приме-
нением единых (общих) паттернов пространственной организации кинематиче-
ских синергий. При рассмотрении взаимодействия элементов на мышечном уров-
не также можно отметить включение одних и тех же мышц в общие мышечные мо-
дули (синергии), однако не столь явное, как на кинематическом. Ввиду того, что в
большинстве случаев регистрируются невысокие весовые коэффициенты в струк-
туре выделяемых факторов, наряду со средней их вариативностью при межиндиви-
дуальном рассмотрении, существование общих мышечных модулей для реализа-
ции различных равновесий весьма сомнительно.

В постоянно изменяющихся условиях одна и та же задача может решаться со-
вершенно разными способами, оперируя огромным количеством возможных ком-
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бинаций мышечных усилий. Управление множеством параметров системы в про-
цессе управления движением и выбор наиболее оптимальных из них для достижения
конкретной двигательной задачи определяет тактику (стратегию) двигательного кон-
троля [14]. Вполне вероятно, что управление по такому принципу может осуществ-
ляться и на уровне синергий. В этом случае управляемыми элементами будут яв-
ляться низкоразмерные мышечные и кинематические модули, а стратегия контро-
ля будет заключаться в выборе наиболее целесообразных для успешной реализации
двигательной задачи. Стратегии контроля равновесий могут быть определены при
рассмотрении количества извлекаемых компонент и динамики активности синер-
гии во времени (коэффициенты активации). Одна из стратегий контроля опреде-
ляет привлечение к основным синергиями дополнительных, ранее не задейство-
ванных. Это было продемонстрировано при сопоставлении количества модулей в
задачах сохранения равновесия в обычной стойке и на неустойчивой опоре, либо
на одной ноге [15–18]. Стратегия привлечения дополнительных синергий, вероят-
но, способствует усилению надежности реализации двигательной задачи. Мы на-
блюдали подобную картину, когда наряду с основными синергиями (четыре мы-
шечные и три кинематические, регистрируемые при всех равновесиях у всех испы-
туемых), регистрировались дополнительные, например, одна мышечная при
выполнении равновесий 1 и 2, а при реализации четвертого равновесия были выяв-
лены две такие синергии. Анализ коэффициентов активации выделенных нами
модулей на мышечном и кинематическом уровнях показал наличие двух и более
различных временных паттернов активации в структуре каждого равновесия, при-
чем некоторые профили были схожими у разных (высокие значения кросскорреля-
ционных функций) испытуемых, например, в первой мышечной синергии. Подоб-
ная картина наблюдалась в ряде исследований при рассмотрении временных пат-
тернов мышечных синергий в структуре локомоторного цикла. Наличие разных
стратегий межмышечного взаимодействия, приводящих к образованию двух и бо-
лее различных синергетических паттернов, связывают с использованием различ-
ных механизмов обеспечения локомоторной активности – путем модуляции про-
должительности и величины мышечной синергетической активности, либо путем
выборочной активации других мышечных синергий, ранее не задействованных в
двигательном акте [19]. Возможно, в процессе удержания сложного статического
равновесия могут быть задействованы те же механизмы и стратегии контроля, ис-
пользуемые управляющей системой при контроле локомоций.

При обсуждении природы наблюдаемых синергетических эффектов часто под-
нимается вопрос о соотношении биомеханических ограничений на кинематиче-
ском уровне и управления структурой разнообразных движений на нейрональном
уровне, иначе говоря, насколько регистрируемые параметры моторного выхода от-
ражают реальные процессы управления в структурах ЦНС. Представляется заман-
чивым привлечь к объяснению полученных нами закономерностей в структуре ки-
нематических синергий естественное (не связанное с процессами управления в
ЦНС) ограничение степеней свободы, например, в коленном и голеностопном су-
ставах при выполнении некоторых рассматриваемых равновесий. При их выполне-
нии создаются условия, когда суставы приведены в положение максимального раз-
гибания, при этом рука фиксирует положение названных суставов, препятствуя их
сгибанию. В известной монографии Бернштейна подобные условия обозначаются
как “заморозка” некоторых степеней свободы [20]. Несмотря на то, что “замороз-
ка” означала включение в активность скелетных мышц, стабилизирующих поло-
жение сустава (коактивация мышц антагонистов), естественная “заморозка” сте-
пеней свободы может определять пространственно-временную структуру некото-
рых выделяемых компонент – синергий. Например, тазобедренные и плечевой
суставы правой стороны имели высокие весовые коэффициенты и низкую вариа-
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тивность в структуре первой КинС, т.е. определяли компонентный ее состав. Эти
суставы находились в течение удержания равновесия в максимально зафиксиро-
ванном положении вследствие искусственного уменьшения степеней свободы,
проще говоря, удержание ноги рукой препятствовало ее разгибанию. Таким обра-
зом, на структуру КинС может оказывать влияние искусственное ограничение сте-
пеней свободы, не связанное с центральными процессами управления. Напротив,
суставы опорной ноги (коленный и голеностопный) имели высокие весовые коэф-
фициенты в структуре второй синергии, характеризуемой более вариативной вре-
менной структурой. В этом случае множественные пики коэффициентов актива-
ции и высокая вариативность профилей активации синергий как на мышечном,
так и на кинематическом уровнях могут указывать на центральный способ управ-
ления координационной структурой движения.

Прежде чем перейти к обсуждению возможности объединения некоторых вы-
числительных аспектов, применяемых в рамках разных концепций синергетиче-
ского контроля, необходимо уточнить определение понятия синергия. В одном
случае под синергией понимают совместную работу элементов системы, например,
одновременное возрастание или снижение амплитуды электроактивности мышц или
изменение суставных углов, т.е. любых регистрируемых параметров движения. Одно-
временно активируемые элементы (мышцы, сегменты тела и пр.) образуют модули
(синергии), активируемые общим управляющим сигналом. Согласно этой концеп-
ции, снижается вычислительная нагрузка на структуры ЦНС и тем самым обеспе-
чивается более эффективное управление системой с избыточным числом элемен-
тов. Обращает на себя внимание характерная черта модульного принципа органи-
зации, заключающаяся в том, что управляющая система рассматривается как
вычислительная. Методический подход в рамках модульной концепции использу-
ет инструменты определения модулей, их структуры и имеет количественные еди-
ницы измерения. Преимущественно для таких целей применяют методы фактори-
зации данных, однако используют и менее распространенные методы, например,
анализ межмышечной когерентности [21].

Иной подход к определению синергии рассматривает управляющую систему не
как вычислительную, а как оптимизирующую, использующую множество степе-
ней свободы для реализации конкретной двигательной задачи. Система применяет
такую конфигурацию элементов управляемой системы, которая способствует ста-
билизации важной переменной двигательного контроля. Например, эффективное
межмышечное взаимодействие и соотношение величин суставных углов обеспечи-
вает стабилизацию конечного эффектора (системы прицеливания) в системе стре-
лок–оружие [22]. Такой подход основан на регистрации дисперсии при многократ-
ных реализациях стереотипного двигательного действия и вычислении коэффици-
ентов в пространствах переменных, различающихся по уровню значимости для
управляющей системы (концепция UCM). Измерение синергии в этом случае осу-
ществляется в относительных величинах и позволяет определить характер взаимо-
действия элементов синергии (сильная, слабая синергия), ее наличие, а также
вклад каждого элемента системы в стабилизацию важной для реализации двига-
тельной задачи переменной контроля [23].

Очевидно, что применение вычислительных подходов концепции UCM для
определения синергий на мышечном уровне целесообразно только в том случае,
если рассматривать ее как ковариацию мышечной активности, направленную на
стабилизацию совместного результирующего усилия, т.е. в пространстве других
переменных (динамических). Рассмотрение межмышечного взаимодействия в рамках
подхода модульной организации не предусматривает выделение разных пространств
переменных и соответственно результаты не могут быть сопоставимы с таковыми в
рамках другой концепции. Аналогичная ситуация возникает и при отдельном рассмот-
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рении синергетических эффектов на кинематическом уровне. Одним из возможных
решений, в какой-то мере сближающем основные положения двух рассмотренных
концепций двигательного контроля, может быть использование методов снижения
размерности данных (факторизации) для выявления низкоразмерных управляемых
модулей (определения их структуры) и поиск стабилизируемых переменных контро-
ля в пространствах переменных двух уровней изучения синергий – мышечном и
кинематическом.

Концепция UCM предполагает выявление пространства важных для реализации
двигательной задачи параметров и менее важных [24]. Вероятно, к первым могут
быть отнесены те, на стабилизацию которых направлена стратегия контроля. По-
лученные нами данные с помощью линейной регрессии показывают высокое вли-
яние мышечных синергий на кинематические модули, однако ни мышечные, ни
кинематические модули не были связаны с показателями статокинезиограмм. Из
этого следует, что стратегия поддержания равновесий направлена на стабилиза-
цию некоторых кинематических профилей активации (кинематических синергий)
посредством включения всех низкоразмерных мышечных модулей. В описанных
ранее подходах, рассматривающих синергию как устойчивое структурное форми-
рование, направленное на стабилизацию важной переменной, в качестве которой
выделяют некоторые характеристики движения (величина суставного угла, пере-
мещение антропометрической точки, динамика мышечного напряжения и др.),
однако сами низкоразмерные управляемые модули не рассматриваются в качестве
объекта контроля. Это четко прослеживается в работах, направленных на изучение
механизмов поддержания позной устойчивости. Так, обнаруживается стратегия,
связанная со стабилизацией голеностопного, коленного и тазобедренного суставов
[15, 25]. Такие выводы основаны на результатах наблюдений за мышечной актив-
ностью и ее связью с изменениями величин суставных углов при стоянии на движу-
щейся опоре. Подобные наблюдения изложены в рамках концепции “естественных
синергий”, в которой выявлена специфика мышечной активности, компенсирующая
колебания в тазобедренном и коленном суставах – Н- и А-синергия [5]. Известна си-
нергия, выявленная с применением подхода UCM, включающая координацию мно-
жества суставов нижних конечностей в связи с изменениями ориентации головы [26].
Проведенный нами анализ зависимостей мышечных и кинематических модулей пока-
зал, что, управление равновесиями связано с преимущественной стабилизацией кине-
матических модулей посредством активации основных мышечных синергий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Организация элементов управляемой системы в форме синергии при реализа-
ции сложных спортивных равновесий может включать общие паттерны межмы-
шечного взаимодействия, таким образом, в управлении разными по биомеханиче-
ской структуре упражнениями могут быть задействованы единые мышечные моду-
ли. Однако условия реализации двигательной задачи диктуют выбор наиболее
эффективной стратегии двигательного контроля, заключающейся в модуляции про-
должительности и величины мышечной синергетической активности или выборочной
активации других мышечных синергий, ранее не задействованных в движении, что
выражается в формировании разных временных профилей их активации.

Активность мышечных синергий направлена на преимущественную стабилиза-
цию кинематических модулей, определяющих сочетанное изменение ряда сустав-
ных углов. Однако на структуру кинематических синергий может оказывать влия-
ние искусственное ограничение степеней свободы, не связанное с центральными
процессами управления. Наряду с этим отмечается низкое влияние мышечных си-
нергий на показатели вертикальной устойчивости. Такие закономерности, вероят-
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но, отражают наиболее эффективную стратегию ЦНС по поддержанию равновесия
при реализации сложных спортивных упражнений в художественной гимнастике.
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Motor Synergies in the Control System of Complex Sports Balance Postures

S. A. Moiseeva, * and E. A. Mikhaylovaa

aVelikiye Luki State Academy of Physical Education and Sports, Velikiye Luki, Russia
*e-mail: sergey_moiseev@vlgafc.ru

The paper presents the motor synergies’ structure at the muscular and kinematic levels
of their study during performing various sports balance postures. The features of the for-
mation and modification of synergetic modules depending on the motor task are consid-
ered. An attempt is made to combine some computational aspects applied according of
various concepts of synergetic control. The tools for identifying and analyzing synergy
parameters included regression analysis and data factorization methods. It has been es-
tablished that differing in biomechanical structure balance exercises can be realized us-
ing common patterns of kinematic synergies spatial organization, however, at the mus-
cular level, the existence of common spatial activation profiles is not obvious. The pres-
ence of several different time patterns of synergy activation in the structure of each
balance exercise has been revealed, which may be associated with various motor control
strategies in the central nervous system. The structure of kinematic synergies may be in-
fluenced by artificial degrees of freedom restriction, unrelated to central control processes.
It is shown that the inclusion of the concept of “variables’ area” in the motor control
modular organization theory contributes to the convergence of existing motor control
concepts based on synergy principle.

Keywords: motor synergies, static balance, data factorization, motor control, gymnastics
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Цель работы – выяснить эффективность внутривенной трансплантации мезен-
химных стволовых клеток человека (МСКч), проведенной на 7-е сут после ише-
мии/реперфузии (И/Р) головного мозга, для восстановления функциональной
активности КАТФ-каналов церебральных артерий. С помощью установки для
прижизненной визуализации пиальных сосудов исследовали реакцию артерий
на воздействие блокатора КАТФ-каналов глибенкламида (GB), активатора этих
же каналов пинацидила (PI), ацетилхолина (ACh), и AСh на фоне действия GB
(ACh/GB) через 14 и 21 сут после И/Р головного мозга (12-минутная окклюзия
обеих сонных артерий с управляемой гипотензией) и внутривенной трансплан-
тации МСКч, проведенной на 7-е сут после ишемического воздействия. Уста-
новлено, что на 14-е сут после И/Р число сузившихся артерий на GB уменьши-
лось в 1.5–1.8 раза по сравнению с ложнооперированными крысами. К 21-м сут
после И/Р констрикторная реакция полностью восстановилась кроме артерий
диаметром более 40 мкм. В группе клеточной терапии констрикторная реакция
на GB была полностью восстановлена до уровня ложнооперированных крыс у
артерий диаметром менее 40 мкм уже к 14-м сут после И/Р; у более крупных со-
судов не восстановилась до 21-х сут. Число дилатаций на ACh/GB по сравнению
с чистым AСh у ложнооперированных крыс понижено в 1.6–1.8 раза на 14-е сут и
в 1.6–6.6 раза на 21-е сут. У И/Р животных на 14-е сут число дилатаций на
ACh/GB по сравнению с чистым AСh статистически значимо повышено у арте-
рий диаметром более 20 мкм в 1.5–1.7 раза, а через 21 сут у артерий диаметром
более 40 мкм в 1.2 раза. После введения МСКч GB блокировал AСh-опосредо-
ванную дилатацию у артерий диаметром менее 40 мкм и на 14-е, и на 21-е сут после
И/Р. У сосудов диаметром более 40 мкм функциональная активность КАТФ-каналов
не восстановилась до 21 сут. Делается заключение, что И/Р коры головного мозга
крыс снижает вклад КАТФ-каналов в поддержание базального тонуса пиальных ар-
терий и практически полностью выключает данные каналы из формирования
AСh-опосредованной дилатации на протяжении 21 сут постишемического периода.
Внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут после И/Р, приводит
к восстановлению участия КАТФ-каналов гладкомышечных клеток в поддержа-
нии базального тонуса и осуществлении AСh-опосредованной дилатации пиальных
артерий диаметром менее 40 мкм уже через 14 сут после перенесенной И/Р.

Ключевые слова: ишемия/реперфузия, головной мозг, пиальные артерии, внутри-
венная трансплантация, мезенхимные стволовые клетки, КАТФ-каналы
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ВВЕДЕНИЕ

Ишемия/реперфузия (И/Р) головного мозга приводит к развитию эндотелиаль-
ной дисфункции в церебральных артериях [1] и ухудшению эндотелий-зависимой
вазодилатации [2]. Один из основных каскадов эндотелий-зависимой вазодилата-
ции: NO (оксид азота) → cGMP (циклический гуанозин монофосфат) → протеин-
киназа G (PKG). PKG активирует кальций-активируемые калиевые каналы и
КАТФ-каналы, что приводит к гиперполяризации гладкомышечных клеток, их рас-
слаблению и дилатации артерий [3]. Ухудшение способности церебральных арте-
рий к расширению может быть вызвано повреждением КАТФ-каналов, экспресси-
руемых как в сосудистых эндотелиальных, так и гладкомышечных клетках [4, 5]. В
последние годы КАТФ-каналы рассматриваются в качестве мишеней терапевтиче-
ского воздействия, направленного на сохранение нейронов и кардиомиоцитов по-
сле И/Р [6, 7]. Восстановление функциональной активности КАТФ-каналов церебраль-
ных сосудов после ишемического повреждения с помощью клеточной терапии – мало
разработанный, но очень перспективный метод. В многочисленных работах было до-
казано, что трансплантация мезенхимных стволовых клеток (МСК) подавляет ткане-
вое воспаление [8, 9], окислительный стресс [10, 11] после И/Р головного мозга,
активирует ангиогенез в ишемизированной ткани и оказывает протекторное воз-
действие на мозговые структуры [12, 13]. Применительно к практическому исполь-
зованию клеточной терапии нужно разработать методики трансплантации, уда-
ленные от события транзиторной ишемии или другого повреждения головного
мозга, для того чтобы подготовить клеточный материал. Процедура разморозки
МСК, помещенных заранее на хранение в криобанк, и наращивания определен-
ной клеточной массы требует не менее 7 сут [14]. В литературе имеются данные о
повышении проницаемости гематоэнцефалического барьера в течение первых
7 сут после И/Р [15], что в этот отрезок постишемического периода позволяет
МСК после венозной трансплантации мигрировать в головной мозг [16].

Цель исследования – выяснить эффективность внутривенного введения ме-
зенхимных стволовых клеток человека (МСКч), проведенного на 7-е сут после
И/Р, для восстановления функциональной активности КАТФ-каналов церебраль-
ных артерий.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на животных из ЦКП “Биоколлекция Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН для исследования интегративных механизмов деятельности
нервной и висцеральных систем” (Санкт-Петербург).

Животные. Эксперименты проведены на крысах-самцах Wistar (n = 68). Живот-
ных содержали в стандартных условиях вивария при естественном освещении и
свободном доступе к воде и пище.

Ишемия/реперфузия. Для воспроизведения глобальной ишемии мозга исполь-
зовали технику окклюзии двух сосудов с управляемой гипотензией, известную в
англоязычной литературе как “2-vessel occlusion + hypotention model”, с автор-
скими модификациями [17]. У наркотизированных хлоралгидратом (внутрибрю-
шинно, 43 мг/100 г массы тела) крыс производили пережатие обеих сонных арте-
рий на 12 мин с одновременной управляемой гипотензией (снижение и строгое
поддержание артериального давления (АД) на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забо-
ра/реинфузии крови в гепаринизированный шприц). Прямое измерение средне-
го АД производили через катетер в бедренной артерии, соединенный с датчиком
DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, Сингапур), подключенным к компьюте-
ру, работающему с оригинальной программой визуализации значений АД, разра-
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ботанной в нашей лаборатории. Расчет среднего АД в реальном времени произ-
водился программой по классической формуле:

где Pср – среднее артериальное давление (мм рт. ст.), Pс – систолическое давление
(мм рт. ст.), Pд – диастолическое давление (мм рт. ст.).

По окончании периода ишемии производили полную реинфузию забранной крови.
После ушивания операционных ран и выхода из наркоза (на подогреваемых столи-
ках) животных возвращали в клетки обычного содержания.

МСК и их трансплантация. Для внутривенной трансплантации использовали
МСК человека, полученные от одного донора. Выделение МСК из костного мозга,
их культивирование и фенотипирование проводили в ООО “Транс-Технологии”
по стандартным, общепринятым методикам с минимальными изменениями [18]. В
частности, для культивирования МСКч использовали питательную среду α-МЕМ
(Hyclone, Новая Зеландия), с добавлением 20% сыворотки крови эмбрионов коров
(Gibco, США) и 100 мкг/мл пенициллина/стрептомицина (Gibco, США). Феноти-
пирование МСКч проводили методом проточной цитофлуориметрии на проточ-
ном цитофлуориметре FACSscan (Beckton Dickinson, США). МСКч окрашивали с
помощью антител против позитивных маркеров CD90, CD105, CD44, CD73 и ан-
тител против негативных маркеров CD45, CD34, CD14, CD11b, HLA-DR и 7AAD
(Beckton Dickinson, США). Для трансплантации использовали МСКч на 2–3 пассажах.
Внутривенная трансплантация была проведена на 7-е сут после И/Р головного мозга.
Каждому животному было введено 5 млн МСКч в 30 мкл культуральной среды.

Все последующие хирургические и экспериментальные действия были проведе-
ны на наркотизированных (золетил (20 мг/кг, внутрибрюшинно), Virbac, Фран-
ция) крысах; эвтаназия проведена путем введения увеличенной дозы золетила.

Группы животных представлены в табл. 1. Группа 1: контрольная группа – лож-
нооперированные (ЛО) крысы Вистар, которые подвергались оперативному вме-
шательству, но без проведения И/Р. Исследования функциональной активности
КАТФ-каналов пиальных артерий у данной и всех последующих групп на отдельных
подгруппах животных (острые опыты) были проведены через 14 и 21 сут после хи-
рургического воздействия. Группа 2: крысы Вистар, которым была проведена И/Р
головного мозга. Группа 3: крысы Вистар, которым была проведена И/Р головного
мозга и на 7-е сут внутривенно введены МСКч.

Визуализация и мониторинг микрососудистой сети. Для проведения прижизнен-
ного исследования реакций пиальных артерий в теменной области черепа живот-

= + )ср д с д 1/3 –  ,(P P P P

Таблица 1. Группы экспериментальных животных

Группа Воздействие
14-е сутки после И/Р 21-е сутки после И/Р

масса (г) АД (мм рт. ст.) масса (г) АД (мм рт. ст.)

1
Ложноопери-

рованные крысы
(n = 19)

303 ± 13 133 ± 5 330 ± 12 135 ± 2

2 Крысы после И/Р
(n = 17) 256 ± 5 133 ± 5 318 ± 4 124 ± 4

3

Крысы 
после И/Р

и трансплантации 
МСКч
(n = 20)

340 ± 4 128 ± 4 337 ± 8 132 ± 3
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ного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2). Твердую мозговую оболочку в пределах
отверстия удаляли, тем самым открывая поле для дальнейшего исследования. По-
верхность мозга непрерывно орошали раствором Кребса (pH 7.4), температура ко-
торого составляла 37°C. На протяжении всего эксперимента контролировали сред-
нее АД, показатели которого в течение всего эксперимента оставались примерно
на одном уровне. Температуру тела животных в течение всего опыта поддерживали на
уровне 38°C. Визуализацию пиальных артерий проводили с помощью оригинальной
установки, включающей в себя стереоскопический микроскоп MC-2ZOOM (“Мик-
ромед”, Россия), цветную камеру – видеоокуляр для микроскопа DCM-510 (Scope-
tek, Китай) и персональный компьютер. На статических изображениях с помощью
компьютерной программы для цитофотометрии “Photo M” (авторская разработка
Черниговского, http://www.t_lambda.chat.ru) измеряли диаметры пиальных артери-
альных сосудов. В ходе эксперимента у каждого животного было исследовано от 40
до 120 пиальных артерий. Все исследованные пиальные артерии были разбиты на
группы: более 40 мкм, 20–40 мкм, менее 20 мкм. Исследования реактивности сосу-
дов были проведены через 14 и 21 сут после И/Р головного мозга. Диаметр артерий
фиксировали в стандартных условиях при непрерывном орошении поверхности мозга
раствором Кребса и при орошении мозга раствором ацетилхолина (AСh) (10–7 М,
8 мин) (Sigma-Aldrich, США), блокатором КАТФ-каналов раствором глибенклами-
да (GB) (Glybenclamide, Sigma-Aldrich, 10 мкМ, 10 мин), в растворе диметилсульфок-
сида (DMSO, Sigma-Aldrich, США) или активатором КАТФ-каналов раствором пина-
цидила (Pinacidil monohydrate, Sigma-Aldrich, 200 мкМ, в растворе DMSO, 5 мин).
Концентрация DMSO в применяемом растворе глибенкламида (GB) и пинациди-
ла (PI) не превышала 0.1%. Ранее проведенные исследования показали, что DMSO в
такой концентрации не оказывает влияния на тонус церебральных артерий [19].
Исследование реакции сосудов на воздействие AСh проводили в отсутствие и на
фоне блокады КАТФ-каналов (предварительное орошение поверхности мозга рас-
твором GB в течение 10 мин с последующим добавлением AСh в раствор блокато-
ра). Фоновую реакцию на воздействие AСh в каждой группе анализировали по все-
му массиву сосудов и принимали за 100%. Проверка по критерию Краскела–Уол-
леса показала отсутствие значимых различий между отдельными животными в
фоновых реакциях на воздействие AСh внутри каждой из исследованных групп.
Относительно этого уровня оценивали изменение диаметра пиальных артерий при
воздействии AСh на фоне блокатора КАТФ-каналов GB.

О результатах воздействия судили по количеству расширившихся или сузивших-
ся артерий. Изменение числа сосудов, расширившихся/сузившихся в ответ на воз-
действие, выражали в процентах относительно общего числа исследованных сосу-
дов в группе. Реакцию (ΔД) оценивали как разность между значениями диаметра
после (Д2) и до (Д1) воздействия Ach, отнесенную к диаметру сосуда Д1 перед воз-
действием, %:

Считали, что реакция на воздействие отсутствует, если изменения диаметра не
превышали 5.0 ± 0.5%. Это значение, как мы предварительно установили, реги-
стрируется в покое в отсутствие каких-либо воздействий. Данные по каждой груп-
пе сосудов, полученные на разных животных, усреднялись для отдельной экспери-
ментальной группы крыс и использовались для статистических сравнений.

Статистическая оценка данных. Математическая обработка полученных данных
проведена с использованием пакета статистических программ Microsoft Excel 2003
и программы InStat 3.02 (“GraphPad Software Inc.”, США). Данные представлены в
виде среднего арифметического значения и его ошибки. Проверка эксперимен-

( )Δ = ×Д Д2 – Д1 /Д1  100.
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тальных данных на нормальное распределение проведена с использованием крите-
рия Колмогорова–Смирнова. Сравнение средних данных независимых выборок при
нормальном характере распределения вариант в совокупности данных (выборке) рас-
считывали при помощи дисперсионного анализа с последующим попарным сравне-
нием групп согласно критерию Тьюки. При распределении вариант в выборке, отлич-
ном от нормального, при сравнении групп применяли критерий Краскела–Уоллиса с
последующим попарным сравнением групп согласно U-критерию Манна–Уитни. До-
стоверным уровнем отличий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ культуры МСКч методом проточной цитофлуориметрии показал, что она
состояла на 99.7% из CD90+, CD73+, CD105+, CD44+-клеток (собственно МСК), на
0.3% CD45+, CD34+-клеток (клетки гемопоэтического ряда) и на 0.5% из CD14+,
CD11b+, HLA-DR+. 7AAD+-клеток (нежизнеспособных) было не более 0.9–1%.

Рис. 1. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие ACh. (a) – 14-е сут
после И/Р, (b) – 21-е сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие
И/Р, косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут после И/Р была проведена
внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – группы сосудов, по вертикали – число сосудов,
расширившихся в ответ на воздействие ACh, % от общего числа реакций на ACh в группе. * – измене-
ния значимы по сравнению с соответствующими значениями у животных, перенесших И/Р; # – изме-
нения значимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс после И/Р, которым на 7-е сут
после И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч; + – изменения значимы у крыс после
И/Р, которым на 7-е сут после И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч по сравнению
с соответствующими значениями у крыс после И/Р без клеточной терапии (*, #, + р < 0.05, ** р < 0.01,
+++ р < 0.001, критерий Тьюки).
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На рис. 1 представлена дилататорная реакция пиальных артерий в ответ на воз-
действие ACh. Через 14 сут после И/Р (группа № 2) число расширившихся на ACh
артерий всех исследованных диаметров было в среднем в 1.8 раза меньше, чем у ЛО
(рис. 1a). В группе № 3 (введение МСКч на 7-е сут после И/Р) через 14 сут после
И/Р число ACh-опосредованных дилатаций артерий диаметром более 20 мкм было
в 1.2–1.5 раза меньше, чем в группе ЛО. У артерий диаметром менее 20 мкм число
дилатаций достоверно не отличалось от такового у ЛО. По сравнению с группой № 2 у
артерий диаметром 20–40 мкм число дилатаций было в 1.4 раза больше. Через 21 сут в
группе № 2 число вызванных ACh дилатаций было меньше в 1.2–1.8 раза по срав-
нению с ЛО крысами (рис. 1b). В группе № 3 дилататорная реакция на ACh пиаль-
ных артерий всех исследованных диаметров не отличалась от реакций у ЛО живот-
ных (рис. 1b).

Констрикторная реакция пиальных артерий разного диаметра на воздействие
глибенкламидом (GB) представлена на рис. 2. У ЛО животных на действие GB умень-
шением диаметра ответило 57.3 ± 6.4% мелких артерий и около 46% пиальных артерий
диаметром более 20 мкм. В этой группе не было выявлено статистически значимой

Рис. 2. Число пиальных артерий, ответивших констрикцией на воздействие глибенкламида. (a) – 14-е сут
после И/Р, (b) – 21-е сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие
И/Р, косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут после И/Р была проведена
внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – группы сосудов, по вертикали – число сосудов,
сузившихся в ответ на воздействие GB, % от общего числа реакций на GB в группе. * – изменения зна-
чимы по сравнению с соответствующими значениями у животных, перенесших И/Р; # – изменения
значимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс после И/Р, которым на 7-е сут после
И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч (*, # р < 0.05, ** р < 0.01, критерий Тьюки).
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разницы в реактивности пиальных артерий внутри одного калибра (более 40 мкм, 20–
40 мкм, менее 20 мкм) на разных сроках послеоперационного периода, поэтому
для сравнения с другими экспериментальными группами представлены усреднен-
ные данные по всем результатам в течение эксперимента с 14-ти до 21-х сут.

Через 14 сут после И/Р у крыс из группы № 2 на воздействие GB сужением отве-
тило в 1.5–1.8 раза меньше пиальных артерий по сравнению с ЛО группой (рис. 2а).
В группе № 3 число сузившихся артерий диаметром более 40 мкм было в среднем в
1.7 раза меньше, чем в группе № 1 (т.е. столько же, сколько у крыс из группы № 2);
артерии диаметром менее 40 мкм реагировали на GB так же, как сосуды у ЛО жи-
вотных. Через 21 сут после И/Р у крыс из группы № 2 и 3 число сузившихся артерий
диаметром более 40 мкм под влиянием GB было в 1.3–1.6 раза меньше, чем у ЛО крыс.
У артерий меньшего диаметра не наблюдали статистически значимой разницы в
констрикторной реакции на GB во всех экспериментальных группах (рис. 2b).

Дилататорная реакция пиальных артерий разного диаметра у ЛО крыс на воз-
действие пинацидила (PI) представлена на рис. 3 в виде усредненных данных по
всем результатам в течение эксперимента с 14-ти до 21-х сут (объяснения см. вы-

Рис. 3. Число пиальных артерий, ответивших дилатацией на воздействие пинацидила. (a) – 14 сут после
И/Р, (b) – 21 сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие И/Р,
косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут после И/Р была проведена внутри-
венная трансплантация МСКч. По горизонтали – группы сосудов, по вертикали – число сосудов, рас-
ширившихся в ответ на воздействие PI, % от общего числа реакций на PI в группе. * – изменения зна-
чимы по сравнению с соответствующими значениями у животных, перенесших И/Р; # – изменения
значимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс после И/Р, которым на 7-е сут после
И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч (*, # р < 0.05, **, ## р < 0.01, *** р < 0.001, U-крите-
рий Манна–Уитни).
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ше). На воздействие PI расширением ответило 82 ± 4.9% пиальных артерий диа-
метром менее 20 мкм. Число расширившихся артерий более крупных диаметров
составило около 60%.

Через 14 сут после И/Р головного мозга у крыс из группы № 2 число дилатаций на
PI было в 2–2.6 раза меньше, чем в ЛО группе (рис. 3а). У крыс, которым на 7-е сут по-
сле И/Р были введены МСКч, расширением ответило в 1.4–1.5 раз меньше, чем в
ЛО группе. При этом число дилатаций было выше, чем у крыс из группы № 2 в 1.4 раза
(артерии диаметром более 40 мкм), в 1.7 раза (артерии диаметром 20–40 мкм), в 1.8 ра-
за (артерии диаметром менее 20 мкм). Через 21 сут после И/Р у артерий диаметром
более 40 мкм не было выявлено статистически значимой разницы по числу дилата-
ций на PI во всех экспериментальных группах (рис. 3b). Число расширившихся ар-
терий диаметром 20–40 мкм у крыс из группы № 2 было меньше, чем в группах № 1
и 3 в 1.2–1.5 раза. Число дилатаций у артерий менее 20 мкм группах № 2 и 3 было
ниже примерно в 1.5 раза по сравнению с ЛО.

Функциональную активность КАТФ-каналов пиальных артерий оценивали срав-
нением числа дилататорных реакций на воздействие ACh и AСh на фоне GB
(ACh/GB) (рис. 4). У ЛО животных GB подавлял дилататорную реакцию на ACh: на
действие ACh/GB расширением ответило в 1.6–1.8 раза меньше пиальных артерий,
чем на чистый ACh.

Через 14 сут после И/Р головного мозга у крыс из группы № 2 число расширив-
шихся пиальных артерий с исходным диаметром более 20 мкм на воздействие

Рис. 4. Число пиальных артерий, ответивших дилатацией на воздействие ацетилхолина на фоне введе-
ния глибенкламида. (а) – 14 сут после И/Р, (b) – 21 сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая за-
ливка – крысы, перенесшие ишемию, косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут
после И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч. Линия – дилататорная реакция сосу-
дов в группе на введение ACh без применения GB, принятая за 100%. По горизонтали – группы сосудов,
по вертикали – число сосудов, расширившихся в ответ на воздействие ACh, % от общего числа реакций
на ACh в группе. * – изменения значимы по сравнению с реакцией на ACh без применения GB; # – из-
менения значимы по сравнению с соответствующими значениями у ЛО крыс (*, # р < 0.05, **, ## р < 0.01,
критерий Тьюки).
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ACh/GB было больше, чем на ACh в 1.5–1.7 раза, а у артерий с диаметром менее
20 мкм примерно одинаковым (рис. 4a). У крыс, которым на 7-е сут после И/Р бы-
ли трансплантированы МСКч, число дилатаций на ACh/GB было больше, чем на
чистый ACh у сосудов диаметром более 40 мкм. Число дилатаций на действие
ACh/GB у артерий диаметром 20–40 мкм было меньше в 1.4 раза, чем на чистый
ACh; у артерий диаметром менее 20 мкм – в 2.9 раза. Через 21 сут после И/Р у крыс
из группы № 2 число расширившихся пиальных артерий диаметром более 40 мкм на
воздействие ACh/GB было выше, чем на чистый ACh примерно в 1.2 раза; диаметром
менее 40 мкм – одинаковым. В группе клеточной терапии артерии диаметром более
40 мкм реагировали одинаково на ACh и ACh/GB. У сосудов меньшего диаметра GB
подавлял дилататорную реакцию на ACh в той же степени, что и у ЛО крыс (рис. 4b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

И/Р приводит к угнетению ACh-опосредованной дилатации пиальных артери-
альных сосудов, которое сохраняется на протяжении 21-го дня после восстановле-
ния кровотока (рис. 1). Развитие сосудистой дисфункции после ишемии и последу-
ющей реперфузии может быть связано с нарушением активности ионных каналов.
Важным механизмом, обеспечивающим вазодилатацию мозговых сосудов, является
активация АТФ-чувствительных калиевых каналов [4]. После И/Р головного мозга
усиливается выработка активных форм кислорода и азота, включая супероксид и
оксид азота (NO), которые могут быстро реагировать с образованием пероксинит-
рита (ONOO−). С одной стороны, пероксинитрит и другие радикалы могут активи-
ровать КАТФ-каналы и кальций-чувствительные калиевые каналы большой прово-
димости, что, в свою очередь, приводит к гиперполяризации клеточной мембраны,
расслаблению гладкомышечных клеток и увеличению диаметра артерий [20]. С
другой стороны, они могут окислять и нитрозилировать сульфгидрильные группы в
составе молекул КАТФ-каналов и соответственно понижать их функциональную ак-
тивность [21]. Восстановление функции КАТФ-каналов – одно из основных направ-
лений коррекции церебральной циркуляции после И/Р, поскольку эти каналы игра-
ют значимую роль в регуляции базального тонуса и реактивности артерий [22]. Акти-
вация КАТФ-каналов приводит к снижению внутриклеточной концентрации Ca2+,
гиперполяризации клеточной мембраны, расслаблению гладкомышечных клеток и
увеличению диаметра артерий. Напротив, ингибирование КАТФ-каналов сопровожда-
ется входом Ca2+ в гладкомышечные клетки через кальциевые каналы, высвобожде-
нию Ca2+ из внутриклеточных депо, деполяризации мембраны гладкомышечных кле-
ток, уменьшению диаметра артерий и увеличению сосудистого сопротивления [23].

В представленной работе мы показали, что И/Р головного мозга существенно
влияет на функциональную активность КАТФ-каналов. Через 14 сут после И/Р
уменьшение диаметра в ответ на введение блокатора КАТФ-каналов наблюдается
только у 30% пиальных артерий (рис. 2а), тогда как у контрольных животных этот
показатель составляет в среднем 60%. Уменьшение числа сузившихся на воздей-
ствие GB артерий после И/Р может быть связано со снижением плотности КАТФ-
каналов в гладкомышечных клетках. Косвенным доказательством этому может
служить тот факт, что применение в наших экспериментах активатора КАТФ-кана-
лов пинацидила (PI) через 14 сут после И/Р привело к расширению в среднем тоже
только 30% пиальных артерий. Эти данные позволяют предположить, что для под-
держания базального артериального тонуса на 14-е сут после И/Р практически все
КАТФ-каналы находятся в активном состоянии, т.е. отсутствует резерв для контро-
ля реактивности артерий при эндогенном/экзогенном воздействии (рис. 3а). Уча-
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стие КАТФ-каналов в формировании базального сосудистого тонуса пиальных ар-
терий восстанавливается к 21-м суткам после И/Р (исключая самые крупные арте-
рии диаметром более 40 мкм) (рис. 2b). Далее мы продемонстрировали, что
внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут после И/Р, привела
к восстановлению роли КАТФ-каналов в поддержании тонуса сосудистой стенки на
14-е сут после И/Р для пиальных артерий диаметром менее 40 мкм (рис. 2а). В более
крупных артериях восстановления не произошло. Через 14 сут после ишемического
воздействия в ответ на воздействие GB сужалось только около 30% сосудов, так же, как
и у животных, перенесших И/Р без клеточной терапии. При этом на воздействие PI
расширением ответило в среднем 40–60% пиальных артерий, что подтверждает струк-
турную целостность КАТФ-каналов (рис. 3а). К 21-м суткам после И/Р в группе клеточ-
ной терапии у пиальных артерий диаметром более 40 мкм участие КАТФ-каналов в под-
держании базального тонуса сосудистой стенки также не восстановилось (рис. 2b).

После И/Р головного мозга изменяется вклад КАТФ-каналов в осуществлении
ACh-опосредованной дилатации. У животных из группы № 2 в наших эксперимен-
тах блокада КАТФ-каналов не уменьшала число дилатаций на ACh ни на 14-е, ни на
21-е сут после И/Р (рис. 4). Через 14 сут после И/Р введение GB увеличивало число
ACh-опосредованных дилатаций пиальных артерий всех исследованных диамет-
ров. Мы можем предположить, что после И/Р GB не уменьшает, а, напротив, уси-
ливает калиевый ток, что, вероятно, и является причиной повышения числа дила-
таций на ACh/Gb по сравнению с чистым AСh. Увеличение тока катионов К+ про-
ходит через SUR1-TRPM4-каналы, которых нет в сосудах головного мозга в
обычном состоянии, но они активируются при различных патологических состоя-
ниях, в частности при гипоксии. В литературе есть данные, что GB препятствует
открытию SUR1-TRPM4-каналов, но не влияет на уже открытые каналы [24]. Так-
же причиной извращения дилататорной реакции на ACh на фоне введения GB может
быть то, что эффективность блокаторов КАТФ-каналов зависит от внутриклеточного
уровня Mg-АДФ, который значительно возрастает при ишемии и гипоксии [25]. Че-
рез 21 сут после И/Р число дилатаций на ACh на фоне блокады КАТФ-каналов досто-
верно не изменялось (рис. 3), это может свидетельствовать о том, что в этот отрезок
постишемического периода КАТФ-каналы практически не участвуют в осуществле-
нии ACh-опосредованной дилататорной реакции пиальных артерий. В группе кле-
точной терапии снижение роли КАТФ-каналов в ACh-опосредованной дилатации
отмечалось только у артерий диаметром более 40 мкм. У артерий меньшего диамет-
ра уже к 14-м суткам после И/Р блокирование КАТФ-каналов снижало ACh-опосре-
дованную дилатацию в той же мере, что и у ЛО крыс. В последние годы показано, что
МСК могут предотвращать гибель эндотелиальных клеток, поддерживая функцио-
нальную активность сигнальных путей, регулирующих клеточный цикл [26]. В лите-
ратуре представлены данные о том, что в условиях ишемии в головном мозге может
происходить передача неповрежденных митохондрий от трансплантированных
МСК в эндотелиальные клетки сосудистой стенки, тем самым улучшая их функци-
онирование [27]. Как известно, митохондриальные КАТФ-каналы также участвуют в
формировании вазодилататорной реакции [28]. Следовательно, это еще один выяв-
ленный механизм влияния МСК на реактивность артериальных сосудов, который
вполне может реализоваться в условиях И/Р головного мозга.

Также мы можем предположить, что после трансплантации МСКч, проведен-
ной на 7-е сут после И/Р, в ткани ишемизированной области имела место актива-
ция ангиогенеза. Согласно литературным данным, МСК секретируют факторы,
способствующие неоваскуляризации ткани: фактор роста фибробластов 2 (FGF-2),
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), трансформирующий ростовой фактор
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(TGFβ), интерлейкины IL-6, IL-8, ангиогенин, фактор роста гепатоцитов (HGF),
тромбоцитарный фактор роста (PDGF BB) [12, 13]. Показано, что после внутри-
венной трансплантации МСК в ишемизированной тканевой зоне головного моз-
га наблюдали повышение уровня VEGF и фактора, индуцируемого гипоксией
(HIF-1α) [29]. HIF-1α стимулирует в ишемизированной ткани повышение экс-
прессии генов, обеспечивающих адаптацию клеток к гипоксии, регулирующих со-
судистый тонус, клеточную пролиферацию и апоптоз [30]. В литературе пред-
ставлены экспериментальные данные, показывающие увеличение плотности це-
ребральной сосудистой сети в 1.5–2 раза через 7 сут после введения МСК [27, 31].
В нашей работе с помощью МСКч функция КАТФ-каналов быстрее всего восста-
навливалась у самых мелких артерий диаметром менее 20 мкм, которые могут
быть не нативными, а вновь образованными сосудами. С другой стороны, нельзя
исключать и протекторное воздействие МСКч на клетки сосудистой стенки. Как
уже говорилось выше, МСК могут уменьшать негативное воздействие воспале-
ния и окислительного стресса непосредственно в стенке сосудов, сохраняя тем
самым жизнеспособность эндотелиальных и гладкомышечных клеток [32, 33]. За
счет протекторного воздействия МСКч, скорее всего, восстанавливалась функ-
ция КАТФ-каналов в сосудах диаметром 20–40 мкм.

Итак, внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут после И/Р,
позволила полностью восстановить участие КАТФ-каналов в поддержании базаль-
ного тонуса и их функциональную активность у пиальных артерий диаметром ме-
нее 40 мкм, т.е. именно в том участке церебральной сосудистой сети, который при-
нимает основное участие в кислородном транспорте между кровью и тканью [34].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

И/Р коры головного мозга крыс снижает вклад КАТФ-каналов в поддержании ба-
зального тонуса пиальных артерий и практически полностью выключает данные кана-
лы из формирования AСh-опосредованной дилатации на протяжении 21 сут постише-
мического периода. Внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут по-
сле И/Р, приводит к восстановлению вклада КАТФ-каналов ГМК в поддержание
базального тонуса и осуществление AСh-опосредованной дилатации пиальных ар-
терий диаметром менее 40 мкм уже через 14 сут после перенесенной И/Р.
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Recovery of the Functional Activity of KATP-Channels of Pial Arteries
after Ischemia/Reperfusion Using Cell Therapy

I. B. Sokolovaa, * and O. P. Gorshkovaa
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This study aims to examine the efficiency of intravenous transplantation of human mes-
enchymal stem cells (hMSCs) performed 7 days after cerebral ischemia/reperfusion
(I/R) for recovery of the functional activity of KATP-channels of cerebral arteries. Using a
device for intravital visualization of pial vessels, the reaction of arteries to the KATP-channel
blocker glibenclamide (GB), the activator of the same channels of pinacidil (PI), acetyl-
choline (ACh), and ACh against a background of GB action (ACh/GB) 14 and 21 days
after I/R and intravenous hMSC transplantation performed 7 days after ischemic expo-
sure. On exposure to GB 14 days after I/R, 1.5–1.8 times fewer arteries narrowed than in
the sham–operated (SO) rats. By day 21 after I/R, the constriction reaction was com-
pletely restored, except for arteries with a diameter more 40 μm. In the cell–therapy
group, the constrictor response to GB was completely recovered to the level of SO ani-
mals in arteries with a diameter less than 40 μm by 14 day after I/R exposure; in arteries
with a diameter of more than 40 μm, the constriction reaction did not recover until 21 days.
The number of dilations per ACh/GB compared to a clear ACh in SO rats was reduced in
1.6–1.8 times on 14 day after I/R and in 1.6–6.6 after 21 days. In I/R animals on 14 day,
the number of dilatations per ACh/GB compared to clear ACh was significantly in-
creased in arteries with a diameter of more than 20 μm by 1.5–1.7 times, and after
21 days in arteries with a diameter of more than 40 μm by 1.2 times. After the introduc-
tion of hMSC, GB blocked ACh–mediated dilation in arteries less than 40 μm in diam-
eter both on days 14 and 21 after I/R. In arteries with a diameter of more than 40 μm the
functional activity of KATP-channels did not recover until 21 days. Conclusion. I/R of
the rat cerebral cortex reduces the contribution of KATP-channels to maintaining the
basal tone of the pial arteries and almost completely excludes these channels from the
formation of ACh–mediated dilation during 21 days of the postischemic period. Practi-
cally did not participate in the dilatory response. Intravenous transplantation of hMSC,
performed 7 days after I/R, results in restoration of participation of SMC KATP-chan-
nels in maintaining the basal tone and ACh–mediated dilatation of pial arteries with a
diameter less than 40 μm already 14 days after I/R.

Keywords: ischemia/reperfusion, brain, pial arteries, intravenous transplantation, mesen-
chymal stem cells, KATP-channels
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В острых опытах при перфузии изолированных легких кроликов Сhinchilla изу-
чали изменения легочной микрогемодинамики в условиях эмболизации легоч-
ной артерии на фоне действия этосуксимида, мибефрадила, хлорохина и нифе-
дипина. В ответ на применение блокаторов Ca2+-каналов T-типа этосуксимида и
мибефрадила давление в легочной артерии, прекапиллярное и легочное сосуди-
стое сопротивления уменьшались примерно в равной степени, а посткапилляр-
ное сопротивление не изменялось. В условиях применения хлорохина давление в
легочной артерии, прекапиллярное и легочное сосудистое сопротивления сни-
жались больше, чем в ответ на применение этосуксимида и мибефрадила и антаго-
ниста Са2+-каналов L-типа нифедипина; посткапиллярное сопротивление умень-
шалось. В случае применения хлорохина на фоне инфузии блокатора KATP-каналов
глибенкламида большинство показателей легочной микроциркуляции снижа-
лось практически в такой же степени, как и в ответ на применение мибефрадила,
а посткапилярное сопротивление не изменялось. На фоне действия хлорохина в
ответ на эмболизацию легочной артерии сопротивление сосудов легких, пре- и
посткапиллярное сопротивления возрастали менее выражено, чем при тромбо-
эмболии в условиях применения этосуксимида, мибефрадила и нифедипина.
При моделировании тромбоэмболии на фоне применения хлорохина в условиях
блокады KATP-каналов глибенкламидом исследуемые гемодинамические пока-
затели увеличивались в такой же степени, как и на фоне действия нифедипина.
Таким образом, хлорохин проявляет свойства блокатора Са2+-каналов L- и T-ти-
па, а также активатора KATP-каналов, тогда как этосуксимид оказывает блокиру-
ющее влияние преимущественно на Ca2+-каналы T-типа гладкомышечных клеток
легочных артериальных сосудов. Сдвиги коэффициента капиллярной фильтрации в
указанных условиях в большей степени зависят от изменений прекапиллярного со-
противления, чем от проницаемости эндотелия сосудов легких.

Ключевые слова: тромбоэмболия легочной артерии, коэффициент капиллярной
фильтрации, этосуксимид, мибефрадил, хлорохин, нифедипин
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ВВЕДЕНИЕ

В клинических рекомендациях Европейского общества кардиологов отмечено,
что у пациентов с тромбоэмболией легочной артерии основной причиной смерти
является острая правожелудочковая сердечная недостаточность на фоне повыше-
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ния сопротивления сосудов легких [1]. Однако в предлагаемой тактике лечения не
указаны способы снижения легочного сосудистого сопротивления, поскольку, по
мнению авторов, вазодилататоры уменьшают давление в легочной артерии, но мо-
гут усугубить системную гипоперфузию вследствие отсутствия специфичности
действия на сосуды легких. Поэтому, как подчеркнуто в обзорной работе [2], даль-
нейшие исследования механизмов легочной вазодилатации при указанной патоло-
гии являются обоснованными и значимыми как в экспериментальных, так и в кли-
нических исследованиях.

Из физиологической литературы известно, что концентрация внутриклеточного
кальция является ключевой в регуляции процессов сокращения и расслабления
гладкомышечных клеток легочных сосудов [3]. Вместе с тем применение существу-
ющих в настоящее время антагонистов кальция в условиях тромбоэмболии прак-
тически ограничено из-за, как отмечено выше, отсутствия их специфичности в от-
ношении сосудов легких. Из литературы также известно, что в ответ на легочную
тромбоэмболию имеет место развитие гипоксической вазоконстрикции [4]. В ра-
боте [5] показано, что при моделировании гипоксической легочной вазоконстрик-
ции активируются кальциевые каналы L- и T-типа. В исследовании [6] рассматри-
вается вопрос о преимущественной роли кальциевых каналов T-типа гладкомы-
шечных клеток в развитии констрикторных реакций сосудов легких в указанных
условиях. Кроме того, потенциалзависимые Са2+-каналы T-типа эндотелия участ-
вуют в расслаблении легочных артериальных сосудов [7]. Важно также отметить,
что Cav3.2-каналы Т-типа регулируют функцию тромбоцитов и тромбообразова-
ние [8]. Нами поэтому было высказано предположение, что для снижения легоч-
ного сосудистого сопротивления в условиях тромбоэмболии легочной артерии
можно использовать блокаторы Са2+-каналов T-типа. Одним из блокаторов указан-
ных каналов в нейронах головного мозга является противоэпилептический препарат
этосуксимид [9]. Вопрос же о влиянии этого препарата на гладкомышечные клетки
легочных сосудов в литературе не освещен. Однако в работе [10] показано, что это-
суксимид вызывал у крыс вазодилатацию мозговых артерий и уменьшал констрик-
торные реакции последних в ответ на применение норадреналина и серотонина.
Следует также отметить, что противомалярийный препарат хлорохин уменьшает ле-
гочную гипоксическую вазоконстрикцию у крыс, что обусловлено блокадой потен-
циалзависисимых Са2+-каналов L-типа, депо-управляемых Са2+-каналов, а также
рецептор-зависимых Са2+-каналов гладкомышечных клеток артериальных сосудов
легких [11]. Сведения же о влиянии хлорохина на Са2+-каналы Т-типа в литературе
практически отсутствуют. Так, в работе [12] показано, что хлорохин может акти-
вировать Cav3.2 кальциевые каналы T-типа кожных афферентных нервов. Гид-
роксихлорохин уменьшает стимулирующее действие тромбина на активацию
тромбоцитов в присутствии эндотелиальных клеток [13]. Целью работы явилось
проведение сравнительного анализа изменений легочной микрогемодинамики в
условиях перфузии изолированных легких при экспериментальной тромбоэмбо-
лии легочной артерии на фоне применения этосуксимида, хлорохина, мибефра-
дила и нифедипина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на 43 кроликах Сhinchilla массой 3.5–4.5 кг (питом-
ник “Рапполово”, Ленинградская область) под наркозом (уретан + хлоралоза (Sig-
ma Chemical Co., США) 500 и 50 мг/кг соответственно, внутрибрюшинно). Внача-
ле животных переводили на искусственную вентиляцию легких (частота дыхания
30–40 циклов/мин, дыхательный объем 15–20 см3/кг) с помощью аппарата “Фаза-9”
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(Россия), затем вскрывали грудную клетку. Изолированные легкие перфузировали
in situ двухканальным насосом постоянного расхода (136 мл/мин) (ФБГНУ “ИЭМ”).
Капиллярное гидростатическое давление и коэффициент капиллярной фильтрации
определяли с помощью методики волюмометрии экстракорпорально циркулирующей
крови [14]. Величину перфузионного давления в легочной артерии, левом предсер-
дии и экстракорпоральном резервуаре измеряли тензодатчиками MLT0699 (AD In-
struments, Австралия). Контроль газового состава и кислотно-щелочного состоя-
ния крови осуществляли газоанализатором ABL-50 (Radiometer, Дания) [14].

Проведено 6 серий экспериментов. В первой серии (7 кроликов, группа сравне-
ния) осуществляли эмболизацию легочной артерии путем введения в нее 10–15 эм-
болов цилиндрической формы диаметром 0.8 мм и длиной 1–1.5 мм. Для изготов-
ления эмболов в начале эксперимента у животных забирали кровь из левой ярем-
ной вены в катетер длиной 15 см, внутренним диаметром 0.8 мм и шприц объемом
1 мл. Сформировавшийся кровяной сгусток удаляли из шприца и катетера, а затем
изготовляли из него эмболы [14]. Во второй серии тромбоэмболию моделировали
на фоне применения этосуксимида, в третьей и четвертой – соответственно мибе-
фрадила и хлорохина. В пятой серии опытов вначале при помощи микродозатора
(ФБГНУ “ИЭМ”) начинали инфузию блокатора KATP-каналов – глибенкламида
(3 мг/кг/мин) [15] в течение 5 мин, затем на фоне инфузии применяли хлорохин и
моделировали легочную эмболию. В шестой серии применяли антагонист кальци-
евых каналов L-типа нифедипин. Этосуксимид (40 мг/кг) [16] и хлорохин
(50 мг/кг) [11] вводили в легочную артерию в 5 мл физиологического раствора
(0.9%-ный раствор хлорида натрия) медленно в течение 1 мин, и после стабилиза-
ции гемодинамических параметров через 5 мин вводили эмболы. Мибефрадил и
нифедипин вводили в легочную артерию путем инфузии при помощи микродоза-
тора (ФБГНУ “ИЭМ”) соответственно (1 мкг/кг/мин) [17] и (5 мкг/кг/мин) [18], после
начала инфузии через 5 мин моделировали тромбоэмболию. Различия способов введе-
ния указанных препаратов обусловлены особенностями их фармакокинетики [19, 20].

Этосуксимид (Mibe GmbH Arzneimittel, Германия), мибефрадил (Sigma Chemical
Co., США), хлорохин (Alkaloida Chemical Company Zrt, Венгрия) растворяли в фи-
зиологическом растворе. Глибенкламид (ООО “Фармасинтез-Тюмень”) растворя-
ли в 2 мл диметилсульфоксида (ОАО “Марбиофарм”), далее 2 мл раствора добав-
ляли к 8 мл физиологического раствора. Диметилсульфоксид можно вводить внут-
ривенно [21]. В предварительных опытах применение диметилсульфоксида без
глибенкламида не вызывало достоверных сдвигов легочной микроциркуляции. Нифе-
дипин (ООО “Озон Фарм”) растворяли в 95%-ном этиловом спирте (10 мг/мл), а за-
тем добавляли к физиологическому раствору до необходимой концентрации [22].
Учитывая фоточувствительность нифедипина, приготовление его раствора прово-
дилось при слабом освещении (мощность лампы 3 Вт, длина волны 590 нм), инфу-
зия осуществлялась в условиях светоизоляции фольгой микродозатора и катетера.
Концентрацию катехоламинов в плазме крови, оттекающей от легких, определяли
методом Фолина–Чокалтеу. Для отделения плазмы 3 мл гепаринизированной кро-
ви центрифугировали (центрифуга LMC-3000, Латвия, 1000 об./мин) в течение
20 мин. Для осаждения белков 0.1 мл плазмы добавляли к 1 мл 5%-ного раствора
трихлоруксусной кислоты и снова центрифугировали (2000 об./мин) в течение
10 мин. Затем к супернатанту добавляли 4 мл 10%-ного раствора карбоната натрия
и 0.5 мл реактива Фолина–Чокалтеу. Через 5–10 мин определяли концентрацию
катехоламинов на фотометре КФК-3-01 (Россия) при длине волны 650 нм после
предварительной калибровки фотометра стандартным 0.1%-ным раствором адре-
налина (Россия) [23, 24]. Реактив Фолина–Чокалтеу, трихлоруксусная кислота и
карбонат натрия были приобретены в “Ленреактив” (Россия). В конце опытов на
электронных весах МАССА-К BK-300 (Россия) измеряли массу легких кроликов.
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Электрические сигналы измеряемых показателей легочной микрогемодинами-
ки записывали на жесткий диск компьютера IBM PC после аналого-цифрового
преобразования платой L-Сard L-783 с последующим определением расчетных па-
раметров и анализом по программе АСТest (версия 1.6.59, ООО “Лаборатория ав-
томатизированных систем”, Россия). Изменения параметров микроциркуляции
легких и концентрации катехоламинов сравнивали на 5-й мин после применения ука-
занных выше препаратов и эмболов при достижении максимальных сдвигов давления
в легочной артерии. Полученные результаты статистически обрабатывали с помощью
программы Axum 5.0 (Math Soft Inc., США). Гипотезу отличий сдвигов исследуемых
показателей от нуля проверяли с использованием t-критерия Стьюдента. Определяли
линейный коэффициент корреляции Пирсона между величинами прекапиллярно-
го сопротивления и коэффициентом капиллярной фильтрации. Достоверными
считали отличия при p < 0.05. Проверку опытных данных на нормальное распреде-
ление проводили с использованием критерия Колмогорова–Смирнова.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В табл. 1 представлены исходные значения исследуемых показателей легочной мик-
роциркуляции и концентрации катехоламинов в проведенных сериях экспериментов.

Из данных таблицы следует, что различия между исходными значениями иссле-
дуемых показателей микрогемодинамики легких кроликов в опытах были в основ-
ном статистически недостоверными.

Таблица 1. Исходные значения показателей микроциркуляции перфузируемых легких кро-
ликов в проведенных опытах

Исходные значения показателей представлены в виде M ± m, где М – средняя арифметическая значений
показателей, m – стандартная ошибка среднего значения. n – количество животных.

Показатель,
размерность

Исходные значения в сериях экспериментов

I
n = 7

II
n = 8

III
n = 7

IV
n = 8

V
n = 6

VI
n = 7

Перфузионное давление в ле-
гочной артерии, мм рт. ст. 30 ± 2 19 ± 2 21 ± 2 22 ± 1 26 ± 2 21 ± 3

Давление в левом предсердии, 
мм рт. ст. 5.6 ± 0.3 5.0± 0.1 4.5 ± 0.3 4.5 ± 0.3 4.5 ± 0.3 5.0 ± 0.1

Капиллярное гидростатиче-
ское давление, мм рт. ст. 8.9 ± 0.4 8.3 ± 0.2 7.8 ± 0.3 8.0 ± 0.3 7.9 ± 0.3 8.7 ± 0.1

Легочное сосудистое сопро-
тивление, дин × с × см–5 239 ± 8 137 ± 6 161 ± 8 171 ± 8 210 ± 11 157 ± 6

Прекапиллярное сопротивле-
ние (Ra), дин × с × см–5 207 ± 7 105 ± 7 129 ± 9 137 ± 8 177 ± 11 120 ± 6

Посткапиллярное сопротив-
ление (Rv), дин × с × см–5 32 ± 4 32 ± 2 32 ± 3 34 ± 2 33 ± 2 37 ± 3

Отношение Ra/Rv 6.5 ± 0.5 3.3 ± 0.1 4.0 ± 0.3 4.0 ± 0.3 5.4 ± 0.3 3.2 ± 0.1

Коэффициент капиллярной 
фильтрации, 
л/мин/100 г/мм рт. ст.

0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01

Масса легких, г 26 ± 4 17 ± 2 17 ± 3 16 ± 2 16 ± 3 18 ± 2

Концентрация катехолами-
нов, мкг/л 365 ± 26 370 ± 32 383 ± 22 374 ± 30 Не опре-

дел. 387 ± 20
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Применение этосуксимида и блокатора Ca2+-каналов T-типа мибефрадила при-
водило к практически одинаковым сдвигам исследуемых показателей микрогемо-
динамики легких, большинство из которых уменьшалось (табл. 2).

Так, депрессорные сдвиги давления в легочной артерии составили соответствен-
но –11 ± 2% (p < 0.01) и –10 ± 2% (p < 0.01). Прекапиллярное сопротивление
уменьшалось соответственно на –19 ± 3% (p < 0.01) и –15 ± 3% (p < 0.01) от исход-
ного уровня. Капиллярное гидростатическое давление и посткапиллярное сопро-
тивление при этом не изменялись (табл. 2). Следовательно, этосуксимид, как и ми-
бефрадил, оказывал преимущественное влияние на Ca2+-каналы T-типа гладкомы-
шечных клеток легочных артериальных сосудов.

В ответ на применение хлорохина давление в легочной артерии, прекапилляр-
ное и легочное сосудистое сопротивления снижались в большей степени, чем на
фоне действия этосуксимида, мибефрадила и нифедипина. Вместе с тем постка-
пиллярное сопротивление на фоне применения хлорохина и нифедипина умень-
шалось практически одинаково, соответственно на –18 ± 6% (p < 0.05) и –18 ± 5%
(p < 0.05) (табл. 2). Поскольку большее снижение давления в легочной артерии, ле-
гочного сосудистого сопротивления и прекапиллярного сопротивления в ответ на
применение хлорохина по сравнению с депрессорными эффектами мибефрадила и
нифедипина не могло быть объяснено только его блокирующим действием на
кальциевые каналы, нами было высказано предположение, что хлорохин мог акти-
вировать калиевые каналы.

Таблица 2. Направленность и величина изменений показателей микроциркуляции перфузи-
руемых легких кроликов в ответ на применение блокаторов кальциевых каналов T- и L-типа

Изменения показателей микроциркуляции в процентах к исходному уровню для животных в группе
сравнения или к фону после применения препаратов представлены в виде M ± m, где М – средняя ариф-
метическая значений показателей, m – стандартная ошибка среднего значения. Цифры со знаком (–) –
снижение показателя; * – p < 0.05; ** – p < 0.01. Отсутствие звездочки – недостоверные изменения пока-
зателя. n – количество животных.

Показатель

Изменение показателей относительно 
исходного уровня после применения:

этосукси-
мида

мибефра-
дила хлорохина

глибенкла-
мид +

+ хлорохин
нифе-

дипина

II серия
n = 8

III серия
n = 7

IV серия
n = 8

V серия
n = 6

VI серия
n = 7

Перфузионное давление в ле-
гочной артерии –11 ± 2** –10 ± 2** –18 ± 3** –11 ± 3* –10 ± 2**

Давление в левом предсердии 0 ± 2 0 ± 2 0 ± 2 0 ± 2 0 ± 2
Капиллярное гидростатиче-
ское давление –1 ± 2 –1 ± 2 –8 ± 2** –1 ± 2 –7 ± 2*

Легочное сосудистое сопро-
тивление –15 ± 2** –12 ± 2** –23 ± 4** –14 ± 5* –13 ± 4*

Прекапиллярное сопротивле-
ние (Ra) –19 ± 3** –15 ± 3** –24 ± 3** –16 ± 6* –11 ± 3**

Посткапиллярное сопротивле-
ние (Rv) 0 ± 2 0 ± 2 –18 ± 6* 0 ± 3 –18 ± 5*

Отношение Ra/Rv –18 ± 3** –15 ± 3** –8 ± 3* –16 ± 6* 13 ± 5*
Коэффициент капиллярной 
фильтрации –1 ± 2 –1 ± 2 –20 ± 7* –10 ± 5 –1 ± 2

Концентрация катехоламинов –5 ± 3 –10 ± 3* –13 ± 4* Не определяли –3 ± 2
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С целью проверки предположения о возможном активирующем влиянии хлоро-
хина на KATP-каналы были проведены опыты с его применением на фоне инфузии
глибенкламида – блокатора KATP-каналов. (В ответ на инфузию глибенкламида
давление в легочной артерии повышалось на 7–10%, т.е. эффект был противополо-
жен таковому в случае применения никорандила – активатора KATP-каналов [14]).
Из данных табл. 2 следует, что в условиях применения хлорохина в сочетании с
глибенкламидом показатели легочной микроциркуляции снижались практически
в такой же степени, как и в ответ на применение мибефрадила. Можно поэтому по-
лагать, что на фоне действия глибенкламида могло проявляться блокирующее вли-
яние хлорохина на Са2+-каналы T-типа. При этом не было отмечено уменьшения
капиллярного гидростатического давления и посткапиллярного сопротивления
(табл. 2). Следовательно, на фоне применения глибенкламида не проявлялись ак-
тивирующие эффекты хлорохина на KATP-каналы, особенно гладкомышечных клеток
легочных венозных сосудов. Сдвиги коэффициента капиллярной фильтрации в усло-
виях применения указанных препаратов были взаимосвязаны с величиной прекапил-
лярного сопротивления: коэффициент корреляции составил 0.76 ± 0.02 (p < 0.01).

При моделировании тромбоэмболии легочной артерии на фоне применения ан-
тагонистов кальциевых каналов T- и L-типа практически все исследуемые гемоди-
намические показатели возрастали меньше, чем в группе сравнения (табл. 3).

Таблица 3. Характер и величина изменений показателей микроциркуляции перфузируемых
легких кроликов при тромбоэмболии легочной артерии на фоне применения блокаторов
кальциевых каналов T- и L-типа

Изменения показателей представлены в виде M ± m, где М – средняя арифметическая значений показателей,
m – стандартная ошибка среднего значения. Цифры со знаком (–) – снижение показателя; * – p < 0.05;
** – p < 0.01. Отсутствие звездочки – недостоверные изменения показателя. n – количество животных.

Показатель

Изменение показателей при тромбоэмболии легочной артерии

в группе 
сравне-

ния
n = 7

на фоне применения

этосукси-
мида
n = 8

мибе-
фрадила

n = 7

хлорохи-
на

n = 8

глибенкла-
мид + хло-

рохин
n = 6

нифе-
дипина

n = 7

Перфузионное давление в 
легочной артерии 90 ± 10** 47 ± 3** 37 ± 5** 17 ± 3** 26 ± 3** 26 ± 3*

Давление в левом предсер-
дии –4 ± 2 0 ± 2 0 ± 2 –1 ± 2 1 ± 2 0 ± 2

Капиллярное гидростати-
ческое давление 17 ± 4** 16 ± 2** 16 ± 3* 8 ± 3* 16 ± 2** 15 ± 2**

Легочное сосудистое со-
противление 111 ± 18** 68 ± 5** 48 ± 6** 22 ± 3** 33 ± 4** 36 ± 7**

Прекапиллярное сопро-
тивление (Ra) 120 ± 22** 77 ± 6** 51 ± 8** 22 ± 4** 31 ± 3** 34 ± 5**

Посткапиллярное сопро-
тивление (Rv) 53 ± 6** 40 ± 3** 37 ± 3** 21 ± 6* 39 ± 3** 43 ± 6**

Отношение Ra/Rv 43 ± 7** 26 ± 6** 12 ± 4* 1 ± 2 –7 ± 2* –8 ± 3*

Коэффициент капилляр-
ной фильтрации 25 ± 4** 30 ± 3** 21 ± 6* 10 ± 7 14 ± 4** 14 ± 6*

Концентрация катехола-
минов (относительно ис-
ходного уровня)

14 ± 3** 10 ± 2** –4 ± 3 –4 ± 2 Не опреде-
ляли 10 ± 3*
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Однако наименее выраженные приросты давления в легочной артерии, легочно-
го сосудистого сопротивления, капиллярного гидростатического давления, пре- и
посткапиллярного сопротивлений в указанных условиях имели место на фоне при-
менения хлорохина по сравнению с таковыми на фоне действия этосуксимида, ми-
бефрадила и нифедипина (табл. 3). В опытах также отмечено, что при эмболизации
легочной артерии после применения хлорохина в сочетании с блокатором KATP-ка-
налов глибенкламидом исследуемые гемодинамические показатели увеличивались
практически в такой же степени, как и при моделировании тромбоэмболии на фо-
не применения антагониста Са2+-каналов L-типа – нифедипина (табл. 3). Следо-
вательно, в указанных условиях на фоне блокады KATP-каналов проявлялось бло-
кирующее действие хлорохина на Са2+-каналы L-типа. В ответ на эмболизацию
легочной артерии на фоне действия антагонистов кальция была особенно выраже-
на взаимосвязь между изменениями коэффициента капиллярной фильтрации и
сдвигами прекапиллярного сопротивления: коэффициент корреляции составил
0.99 ± 0.01 (p < 0.01) (рис. 1).

Можно поэтому полагать, что сдвиги коэффициента капиллярной фильтрации в
указанных условиях в большей степени зависят от изменений прекапиллярного со-
противления, чем от проницаемости эндотелия при блокаде кальциевых каналов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как отмечено выше, применение существующих в настоящее время антагони-
стов кальция в условиях тромбоэмболии легочной артерии с целью снижения ле-
гочного сосудистого сопротивления практически ограничено из-за отсутствия их
специфичности в отношении сосудов легких [1]. Вместе с тем в работе [2] рассмат-
ривается возможность применения гидралазина, который, с одной стороны, тор-
мозит индуцируемое инозитол-трифосфатом высвобождение Ca2+ из саркоплазма-
тического ретикулума в гладкомышечных клетках, а с другой – усиливает открытие
Ca2+-зависимых калиевых каналов, способствуя вазодилатации.

Рис. 1. Зависимость изменений коэффициента капиллярной фильтрации (CFC) от сдвигов прекапил-
лярного сопротивления (Ra) при тромбоэмболии легочной артерии на фоне применения блокаторов

Са2+-каналов T- и L-типа.
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Нами было высказано предположение о возможности применения блокаторов
Ca2+-каналов Т-типа для уменьшения легочного сосудистого сопротивления при
эмболизации легочной артерии. Это предположение базируется на том, что в
указанных условиях имеет место развитие легочной гипоксической вазокон-
стрикции [4], в которой участвуют механизмы, опосредованные активацией
Ca2+-каналов Т-типа [5, 6]. В качестве потенциальных блокаторов Ca2+-каналов
Т-типа мы применили противоэпилептический препарат этосуксимид и противо-
малярийный препарат хлорохин. Эффекты указанных препаратов на микроцирку-
ляцию легких при моделировании тромбоэмболии легочной артерии в литературе
не освещены, поскольку эти лекарственные средства традиционно не рассматрива-
ются как вазодилататоры. Следует также отметить, что большинство исследований
веществ с потенциальным действием на гладкомышечные клетки выполняется,
как правило, на изолированных колечках легочных сосудов, не уделяя существен-
ного внимания вопросам микрогемодинамики.

Результаты проведенных экспериментов показали, что в ответ на применение
этосуксимида, как и блокатора Ca2+-каналов T-типа мибефрадила, исследуемые
показатели легочной микроциркуляции уменьшались примерно в равной степени,
за исключением капиллярного гидростатического давления и посткапиллярного
сопротивления, которые не изменялись (табл. 1). Можно поэтому полагать, что
этосуксимид, как и мибефрадил, оказывал блокирующее влияние в основном на
Ca2+-каналы T-типа гладкомышечных клеток легочных артериальных сосудов.
Вместе с тем обратил на себя внимание тот факт, что концентрация катехоламинов
в случае применения мибефрадила уменьшалась на 10 ± 3% (p < 0.05), тогда как на
фоне действия этосуксимида она достоверно не изменялась. Это могло быть обуслов-
лено блокирующими влияниями мибефрадила на Ca2+-каналы N-типа симпатических
терминалей легочных сосудов. В литературе имеются сведения о торможении мибе-
фрадилом высвобождения катехоламинов из симпатических нервов сердца [25].

В случае применения хлорохина давление в легочной артерии, прекапиллярное
и легочное сосудистое сопротивления снижались в большей степени, чем в ответ
на применение этосуксимида, мибефрадила и нифедипина. Концентрация катехо-
ламинов уменьшалась на 13 ± 4% (p < 0.05), т.е. практически на такую же величину,
как и в условиях инфузии мибефрадила (–10 ± 3%, p < 0.05) (табл. 1). Нельзя по-
этому исключить, что хлорохин, как и мибефрадил, мог оказывать блокирующий
эффект на Ca2+-каналы N-типа симпатических терминалей легочных сосудов. Од-
нако проверка указанного предположения нуждается в проведении специальных
нейрофизиологических исследований.

Как отмечено выше, на фоне действия хлорохина давление в легочной артерии,
легочное сосудистое сопротивление и прекапиллярное сопротивление уменьша-
лись более выражено, чем в случае применения этосуксимида, мибефрадила и ни-
федипина, что не может быть объяснено только блокирующим действием хлорохи-
на на кальциевые каналы. Нами было высказано предположение, что хлорохин мог
также активировать калиевые каналы. В литературе имеются сведения о значимо-
сти KATP-каналов в развитии легочной гипоксической вазоконстрикции и легоч-
ной гипертензии [26, 27]. В ранее проведенных исследованиях нами было показа-
но, что при моделировании легочной тромбоэмболии в условиях применения актива-
тора KATP-каналов никорандила констрикторные реакции легочных артериальных
сосудов были меньше, чем в контроле, а констрикторные реакции венозных сосудов
устранялись [14]. Вместе с тем литературные данные о влиянии хлорохина на кали-
евые каналы противоречивы. Так, в работе [28] показано, что хлорохин блокировал
BKCa-каналы гладкомышечных клеток трахеи, что, однако, не может способствовать



651ВЛИЯНИЕ БЛОКАТОРОВ КАЛЬЦИЕВЫХ КАНАЛОВ

вазодилатации. В исследовании [29] отмечено, что применение указанного препарата,
возможно, вызывает активацию KATP-каналов сенсорных нервных окончаний в коже.

Результаты опытов, в которых хлорохин применяли на фоне инфузии блокатора
KATP-каналов глибенкламида показали, что в этом случае большинство показате-
лей легочной микроциркуляции снижалось практически в такой же степени, как и
в ответ на применение мибефрадила (табл. 2). Следовательно, на фоне действия
глибенкламида могло проявляться блокирующее влияние хлорохина на Са2+-кана-
лы T-типа. Поскольку в указанных условиях капиллярное гидростатическое давле-
ние и посткапиллярного сопротивление не уменьшались, можно полагать, что на
фоне применения глибенкламида не проявлялись активирующие эффекты хлоро-
хина на KATP-каналы гладкомышечных клеток легочных венозных сосудов.

Наше предположение об активирующем влиянии хлорохина на KATP-каналы
подтвердилось также в опытах с моделированием тромбоэмболии легочной арте-
рии. В случае эмболизации последней на фоне действия хлорохина давление в ле-
гочной артерии, сопротивление сосудов легких, капиллярное гидростатическое
давление, пре- и посткапиллярное сопротивления возрастали в меньшей степени
по сравнению с приростами указанных показателей в условиях тромбоэмболии на
фоне применения этосуксимида, мибефрадила и нифедипина (табл. 3). Однако
при легочной тромбоэмболии на фоне применения хлорохина в сочетании с блока-
тором KATP-каналов глибенкламидом исследуемые показатели микроциркуляции
повышались практически на такие же величины, как и при моделировании указан-
ной патологии на фоне применения антагониста Са2+-каналов L-типа – нифедипина,
но менее выражено, чем в условиях действия этосуксимида и мибефрадила (табл. 3).
Следовательно, при эмболизации легочной артерии на фоне блокады KATP-каналов
проявлялось блокирующее действие хлорохина на Са2+-каналы L-типа.

Обратил на себя внимание тот факт, что концентрация катехоламинов при эм-
болизации легочной артерии на фоне применения мибефрадила и хлорохина была
на 4% меньше исходного уровня (статистически не достоверно), тогда как в группе
сравнения этот показатель возрастал на 14 ± 3% (p < 0.05). Это можно объяснить,
как отмечено выше, блокирующими влияниями указанных препаратов на Ca2+-ка-
налы N-типа симпатических терминалей сосудов легких. Вместе с тем при тромбо-
эмболии на фоне применения этосуксимида концентрация катехоламинов увели-
чивалась на 10 ± 2% (p < 0.01), т.е. практически на такую же величину, как и в груп-
пе сравнения, это свидетельствует о том, что Ca2+-каналы T-типа симпатических
терминалей практически не регулируют высвобождение катехоламинов [30]. В от-
вет на эмболизацию легочной артерии на фоне применения нифедипина концен-
трация катехоламинов увеличивалась на 10 ± 3% (p < 0.05). Полученные данные
также свидетельствуют об отсутствии значимости Ca2+-каналов L-типа симпатиче-
ских терминалей в высвобождении из последних катехоламинов, что отмечено и в ра-
боте [31]. Вместе с тем в литературе имеются сведения о наличии Cav1.2- и Cav1.3- ка-
налов L-типа в нейронах верхнего шейного ганглия [32]. Можно предположить,
что при применении антагонистов кальция L-типа в целостном организме их эф-
фекты на легочную микроциркуляцию в условиях тромбоэмболии будут опреде-
ляться не только влиянием на кальциевые каналы гладкомышечных клеток сосу-
дов легких, но и на нейроны симпатических вегетативных ганглиев.

Сдвиги коэффициента капиллярной фильтрации в ответ на применение блока-
торов кальциевых каналов T- и L-типа были взаимосвязаны с изменениями прека-
пиллярного сопротивления: коэффициент корреляции составил 0.76 ± 0.02 (p < 0.01).
Особенно выражено эта взаимосвязь проявилась при моделировании тромбоэмбо-
лии легочной артерии, когда коэффициент корреляции между величинами изме-
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нений коэффициента капиллярной фильтрации и прекапиллярного сопротивления
составил 0.99 ± 0.01 (p < 0.01) (рис. 1). Можно поэтому полагать, что сдвиги коэффи-
циента капиллярной фильтрации в указанных условиях, в основном, зависят от из-
менений прекапиллярного сопротивления, чем от проницаемости эндотелия. Вместе
с тем в работе [33] показано, что блокада Ca2+-каналов L-типа нифедипином способ-
ствует уменьшению проницаемости легочных сосудов при воздушной эмболизации
легочной артерии. Кроме того, в литературе имеются сведения о значимости кальци-
евых каналов T-типа в регуляции проницаемости эндотелия легочных сосудов [34].

Таким образом, проведенное исследование позволило установить, что в ответ на
применение этосуксимида, как и блокатора Ca2+-каналов T-типа мибефрадила,
давление в легочной артерии, прекапиллярное и легочное сосудистое сопротивле-
ния уменьшались примерно в равной степени, а посткапиллярное сопротивление
не изменялось. В случае применения хлорохина давление в легочной артерии, пре-
капиллярное и легочное сосудистое сопротивления снижались более выражено,
чем в ответ на применение этосуксимида, мибефрадила и блокатора Ca2+-каналов
L-типа нифедипина; посткапиллярное сопротивление также уменьшалось. Если
хлорохин применяли на фоне инфузии блокатора KATP-каналов глибенкламида, то
большинство показателей легочной микроциркуляции снижалось практически в
такой же степени, как и в ответ на применение мибефрадила, а посткапиллярное
сопротивление не изменялось. При моделировании легочной тромбоэмболии на
фоне действия хлорохина повышение давления в легочной артерии, сопротивле-
ния сосудов легких, пре- и посткапиллярного сопротивлений было менее выра-
женным, чем при тромбоэмболии в условиях применения этосуксимида, мибефра-
дила или нифедипина. В ответ на эмболизацию легочной артерии на фоне приме-
нения хлорохина в условиях блокады KATP-каналов глибенкламидом исследуемые
показатели микроциркуляции легких возрастали в такой же степени, как и на фоне
действия нифедипина. Следовательно, хлорохин проявляет свойства блокатора
Са2+-каналов L- и T-типа, а также активатора KATP-каналов, тогда как этосукси-
мид оказывает блокирующее влияние в основном на Ca2+-каналы T-типа гладкомы-
шечных клеток легочных артериальных сосудов. Величина коэффициента капилляр-
ной фильтрации в указанных условиях зависит в большей степени от изменений пре-
капиллярного сопротивления, чем от проницаемости эндотелия сосудов легких.
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The Impact of T- and L-Type Calcium Channels Blockers on Pulmonary
Microhemodynamics in Experimental Model of Pulmonary Thromboembolism

V. I. Evlakhova, *, I. Z. Poyassova, and T. P. Berezinaa

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia
*e-mail: viespbru@mail.ru

In acute experiments on isolated perfused rabbit’s Сhinchilla lungs changes of pulmo-
nary microhemodynamics were studied in case of pulmonary embolization in the com-
parison group and after pretreatment with ethosuximide, mibefradil, chloroquine and
nifedipine. In response to administration of T-type Ca2+-channel blockers ethosuximide
and mibefradil, pulmonary artery pressure, precapillary and pulmonary vascular resis-
tance decreased approximately to the same extent, postcapillary resistance did not
change. After pretreatment with chloroquine pulmonary artery pressure, precapillary
and pulmonary vascular resistance decreased more than in response to the administra-
tion of ethosuximide and mibefradil and the antagonist of L-type Ca2+-channels nifed-
ipine; postcapillary resistance decreased. In the case of chloroquine administration
combined with infusion of the KATP- channel blocker glibenclamide, most parameters
of pulmonary microcirculation decreased almost to the same extent as in response to mib-
efradil administration, and postcapillary resistance did not change. After pretreatment
with chloroquine in response to pulmonary embolization, pulmonary vascular resistance,
pre- and postcapillary resistance increased less pronounced than with thromboembolism
after pretreatment with ethosuximide, mibefradil and nifedipine. When modeling throm-
boembolism after pretreatment with chloroquine combined with KATP-channels blocker
glibenclamide, the studied hemodynamics parameters increased to the same extent as af-
ter nifedipine pretreatment. Thus, chloroquine exhibits the properties of L- and T-type
Ca2+-channels blocker, as well as an activator of KATP-channels, whereas ethosuximide
has a blocking effect mainly on T-type Ca2+-channels of smooth muscle cells of pulmo-
nary arterial vessels. Shifts of capillary filtration coefficient under these conditions de-
pend more on changes of precapillary resistance than from the changes of permeability
of endothelium of pulmonary vessels.

Keywords: pulmonary thromboembolism, capillary filtration coefficient, ethosuximide,
mibefradil, chloroquine, nifedipine
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Изменения в кишечном микробиоме признаются важным компонентом разви-
тия ожирения как у взрослых, так и у детей. Одним из значимых факторов фор-
мирования кишечной микробиоты в период новорожденности является вид
вскармливания, который может оказывать и пролонгированный эффект на мик-
робное сообщество. Кроме того, грудное молоко способствует формированию
толерантности к микробиоте кишечника мукозального барьера, одним из ком-
понентов которого являются трефоиловые факторы (TFF2 и TFF3). Целью рабо-
ты стало изучение состава кишечной микробиоты и содержания трефоиловых
факторов в крови у детей и подростков с ожирением в зависимости от типа вскарм-
ливания на первом году жизни. Обследовано 93 ребенка без ожирения (Группа 1) и
92 с ожирением (Группа 2). Проводилось исследование уровня TFF2 и TFF3 в
сыворотке крови, а также определение таксономического состава микробиома
кала методом метагеномного секвенирования гена 16S рРНК. В целом состав ки-
шечной микробиоты у Группы 1 и 2 был схож. Однако для Группы 2 была харак-
терна меньшая представленность [Prevotella], Epulopiscium и Haemophilus и боль-
шая – Clostridium и Catenibacterium. Ни ожирение, ни вид вскармливания на пер-
вом году жизни не оказали влияния на сывороточную концентрацию TFF2 и
TFF3. При этом вид вскармливания оказывает пролонгированное влияние на
кишечную микробиоту, причем у детей Группы 2 такое влияние было менее вы-
ражено. В Группе 1 естественный тип вскармливания на первом году жизни при-
вел к формированию у детей полной толерантности мукозального барьера к мик-
робиому, чего не происходило при смешанном и искусственном вскармливании.
В Группе 2 большая часть ассоциаций “TFF–кишечный микробиом” носила по-
ложительный характер, что указывает на неблагоприятное взаимодействие ки-
шечной стенки и микробиома. Таким образом, тип вскармливания представля-
ется слабым, но значимым фактором формирования кишечного микробиома у
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детей и подростков, который также оказывает влияние на становление толерант-
ности мукозального барьера к кишечной флоре.

Ключевые слова: дети, ожирение, тип вскармливания, кишечный микробиом, тре-
фоиловые факторы TFF2 и TFF3
DOI: 10.31857/S0869813923050096, EDN: XRFVGC

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день ожирение в детском возрасте является одной из серьезных
проблем здравоохранения, носит глобальный характер и затрагивает как развиваю-
щиеся, так и развитые страны [1]. Несмотря на то, что известно достаточно много
причин и факторов, способствующих развитию ожирения, поиск новых взаимо-
связей, в том числе влияние микробиоты кишечника, является перспективным на-
правлением научных исследований [2]. При этом большинство исследований фо-
кусируют свое внимание на изменениях таксономического состава микробиома на
уровне филумов. Вместе с тем более подробное исследование микробиома на уров-
не семейств и родов позволит получить детальную информацию о закономерно-
стях изменений микробного сообщества.

В последнее время человеческий организм рассматривают как метаболическую
химеру (суперорганизм, холоорганизм), в котором кишечная микробиота является
важнейшим “метаболическим органом” [3]. Поэтому очевидно, что изменение
таксономического состава микробного сообщества кишечника приведет к измене-
нию метаболической активности микробиоты и соответственно всего “суперорга-
низма” [4]. Важным компонентом в формировании системы “суперорганизма” явля-
ется слизистая оболочка кишечника, барьерные и иммунные механизмы которой
обеспечивают симбиотическое взаимодействие макроорганизма с микробиотой.

Одним из компонентов мукозального барьера являются трефоиловые факторы
(trefoil factors, TFFs), которые представляют собой группу пептидов, синтезирую-
щихся и выделяющихся эпителием слизистых оболочек [5]. Была обнаружена вза-
имосвязь между уровнем экспрессии TFFs и заболеваниями желудочно-кишечного
и урогенитального трактов [6, 7]. В частности, содержание TFFs взаимосвязано с
уровнями лептина и грелина у детей с эрозивным гастродуоденитом [8].

На процесс формирования “суперорганизма” значительное влияние оказывает
вскармливание грудным молоком в период новорожденности. Грудное молоко яв-
ляется не только источником микробиоты с высоким разнообразием, но и создает
среду для формирования нормального микробного сообщества кишечника [9]. В
формировании таксономического состава микробиома кишечника новорожден-
ных значительную роль играют компоненты грудного молока, такие как олигоса-
хариды, иммунные факторы, бактерии и бактериальные метаболиты, нутриенты
[10]. Учитывая, что олигосахариды и секреторный иммуноглобулин А грудного мо-
лока обеспечивают формирование периферической толерантности к микробному
сообществу [10, 11], то вероятно, тип вскармливания влияет и на выработку факто-
ров мукозального барьера, в том числе трефоиловых пептидов. При этом вскарм-
ливание оказывает очень длительный эффект, вплоть до подросткового возраста,
что было показано на примере микробиоты ротовой полости [12].

Таким образом, детальное исследование микробного сообщества и трефоиловых
факторов у детей с ожирением представляет особый интерес.

Целью настоящей работы стала характеристика особенностей состава микро-
биоты толстого кишечника на уровне семейств и родов, а также содержания трефо-
иловых факторов в крови детей и подростков с ожирением в зависимости от типа
вскармливания на первом году жизни.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведено проспективное одномоментное исследование на базе Детской го-
родской больницы № 1, г. Ростов-на-Дону; ООО “Центр Молекулярного Здоровья”,
г. Москва; Казанского (Приволжского) федерального университета и Российского на-
ционального исследовательского университета им. Н.И. Пирогова в период 2019–
2020 гг. Были обследованы 185 детей от 10 до 18 лет, средний возраст которых со-
ставил 13.1 ± 4.1 лет. Критерии включения: подписанное родителями добровольное
информированное согласие и отсутствие приема анти-, про- и пребиотических
препаратов за 3 мес. до включения в исследование. Критерии исключения: тяже-
лые соматические заболевания (хроническая сердечная недостаточность, хрониче-
ская печеночная недостаточность, хроническая почечная недостаточность), любые
заболевания желудочно-кишечного тракта, а также все острые патологии. На основа-
нии клинических рекомендаций “Ожирение у детей” [13] у 92 детей было диагности-
ровано ожирение I–III степени. Таким образом, были сформированы две клиниче-
ские группы: Группа 1, состоящая из 93 детей без ожирения, и Группа 2, включавшая
92 ребенка с ожирением. В обеих группах обязательно учитывался тип вскармливания
на первом году жизни. Характеристика исследуемых групп приведена в табл. 1.

У всех обследуемых было проведено изучение анамнеза, жалоб на момент обра-
щения, общеклинический осмотр и отбор образцов кала и крови. В сыворотке кро-
ви проводилось определение содержания трефоиловых факторов 2-го и 3-го типов
(TFF2 и TFF3 соответственно) методом иммуноферментного анализа с использо-
ванием коммерческих наборов Cloud-Clone Corp (США).

Метагеномный анализ сообщества кишечника осуществляли на базе Междис-
циплинарного центра коллективного пользования Казанского федерального уни-
верситета. ДНК из образцов кала выделяли с использованием набора QIAamp DNA
stool mini kit (QIAGEN GmbH, Германия). Секвенирование вариабельного участка
v3–v4 гена 16S рРНК проводили на платформе MiSeq (Illumina, Inc., США). Полу-
ченные последовательности генов 16S рРНК были проанализированы с помощью
программы QIIME v.1.9.1 (Knight and Caporaso labs., США) с использованием рефе-
ренсной базы данных Greengenes v.13.8 (Second Genome, Inc., США) с 97.0%-ным
порогом сходства между последовательностями. Относительная представленность
бактериальных таксонов в общем пуле ридов указана в долях (от 0 до 1), которые были
рассчитаны на основе количества картированных ридов для каждого таксона. В после-
дующий статистический анализ были включены идентифицированные семейства и
роды, выделенные у 25.0% и более детей хотя бы одной из исследуемых групп.

Статистическая обработка данных проводилась при помощи программы Med-
Calc (MedCalc Software Ltd, Бельгия). Полученные массивы данных были провере-

Таблица 1. Характеристика обследуемых групп

* – различия достоверны по сравнению с Группой 1 (p < 0.05).

Показатель Группа 1 Группа 2

Пол, ♂/♀ 60.2%/39.8% 47.8%/52.2%

Возраст, лет 13.0 [11.0–15.0] 13.0 [11.0–15.0]

Индекс массы тела, кг/м2 20.2 [19.4–21.1] 27.0 [25.8–28.7]*

Естественное вскармливание 19 (20.4%) 28 (30.4%)

Смешанное вскармливание 40 (43.0%) 51 (55.4%)

Искусственное вскармливание 34 (36.6%) 13 (14.1%)*
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ны на нормальность распределения с использованием критерия Шапиро–Уилка.
Преимущественно полученные данные не подчинялись нормальному распределе-
нию, в связи с чем для их описания были использованы медианы [25; 75 перценти-
ли]. Для сравнения содержания трефоиловых факторов и долей отдельных таксо-
нов между исследуемыми группами использовался непараметрический критерий
Манна–Уитни. Сравнение трех подгрупп (в зависимости от типа вскармливания)
выполняли с использованием теста Крускала–Уоллиса, а в случае его положитель-
ного результата (р < 0.05) проводился апостериорный тест по Коноверу. Кроме то-
го, сравнивали частоту выделения ДНК отдельных таксонов из образцов кала ме-
тодом Хи-квадрат анализа. Выявление взаимосвязи между долями таксонов кишечно-
го микробиома и содержания трефоиловых факторов в сыворотке проводилось с
расчетом коэффициента корреляции Спирмена (rs). Коэффициенты корреляции при-
нимались во внимания, если они по модулю были более 0.3 (умеренный уровень
связи по шкале Чэддока) при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В микробном сообществе кишечника детей и подростков была идентифициро-
вана ДНК, принадлежащая к 83 семействам и 142 родам. При этом ДНК лишь 35 се-
мейств и 50 родов выделялась более чем у 25.0% детей Группы 1 и/или Группы 2. Одна-
ко на долю исследуемых 35 семейств приходилось 0.919 [0.893; 0.934] у Группы 1 и 0.928
[0.897; 0.949] у Группы 2, что указывает на полноту описания микробного сообщества.
Основными семействами кишечного микробиома у детей обеих групп были Lachno-
spiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidaceae и Prevotellaceae, суммарно на долю которых
в Группе 1 приходилось 0.721 [0.643; 0.722] и 0.708 [0.634; 0.780] в Группе 2 (рис. 1).

В целом таксономический состав кишечного микробиома был схож у детей ис-
следуемых групп. Однако сравнение долевого содержания семейств и родов у здо-

Рис. 1. Таксономический состав кишечного микробиома на уровне филумов и их основных семейств.
Actin – Actinomycetaceae; Bifid – Bifidobacteriaceae; [Barn] – [Barnesiellaceae]; Porph – Porphyromonada-
ceae; Rik – Rikenellaceae; Prev – Prevotellaceae; Bact – Bacteroidaceae; Erys – Erysipelotrichaceae; Veill –
Veillonellaceae; Rum – Ruminococcaceae; Lach – Lachnospiraceae.
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ровых детей и детей с ожирением были выявлены статистически значимые измене-
ния в содержании ряда семейств и родов (табл. 2).

Большинство выявленных различий демонстрировали снижение доли от-
дельных таксонов в микробной популяции у детей с ожирением. Снижение ро-
дов [Prevotella] (семейство [Paraprevotellaceae]), Epulopiscium (семейство Lachnospir-
aceae) и Haemophilus (семейство Pasteurellaceae) было результатом более редкого
выявления ДНК данных таксонов в образцах от детей Группы 2. Подобное может быть
следствием меньшего разнообразия кишечного микробиома, характерного для детей с
ожирением [14]. При этом у детей Группы 2 чаще выделялась ДНК Catenibacterium (се-
мейство Erysipelotrichaceae) из образцов кала. У детей с ожирением также была по-
вышена доля, приходящаяся на семейство Clostridiaceae и его род Clostridium. Было
показано, что Clostridium позитивно взаимосвязано с высокими уровнями липидов
сыворотки, мочевой кислоты, артериального давления, объемом талии и индексом
массы тела у взрослых [15]. Следует отметить, что в исследование были включены
только здоровые дети без признаков метаболических нарушений. Возможно, выяв-
ленное у детей повышение Clostridium является одним из первых “маркеров” пере-
рождения микробной флоры, характерное для метаболических нарушений [16].

Анализ содержания трефоиловых факторов у детей и подростков исследуемых
групп показал, что ожирение у них не сопровождается изменением сывороточного
TFF2, однако у таких пациентов присутствовала тенденция к снижению TTF3 в
сыворотке крови (p = 0.10) (рис. 2).

Известно, что TFF2 синтезируется слизистой оболочкой желудка и 12-перстной
кишки [17]. Он стабилизирует муциновый слой, вступая во взаимодействие с му-
цином Muc6 и повышая его вязкость, тем самым обеспечивая эффективную защи-
ту от соляной кислоты желудочного сока [17, 18]. TFF3 синтезируется преимуществен-
но бокаловидными клетками толстого кишечника, но также и слизистой бронхов и
урогенитального тракта, слюнными, поджелудочной и щитовидной железами, макро-
фагами и лимфоидной тканью. Он взаимодействует с иммуноглобулин-G-связываю-

Таблица 2. Изменения в содержании отдельных таксонов кишечного микробиома у детей
исследуемых групп

Примечание. Здесь и далее: для удобства восприятия данные по долям отдельных таксонов в общем пуле
бактериальной ДНК микробиома кишечника ×103. % – частота выделения ДНК таксона из образцов;
* – р ≤ 0.05.

Филумы Группа 1 Группа 2

Семейства % Доля (×103) % Доля (×103)

Bacteroides [Odoribacteraceae] 100 5.00 [3.00; 9.00] 98.9 4.00 [2.00; 7.00]*

Firmicutes Clostridiaceae 98,9 5.00 [3.00; 10.00] 98.8 8.00 [5.00; 13.00]*

Proteobacteria Pasteurellaceae 67.7 0.14 [0.00; 0.50] 48,9* 0.00 [0.00; 0.38]*

Роды % Доля (×103) % Доля (×103)

Bacteroides [Prevotella] 31.2 0.00 [0.00; 0.07] 18.5* 0.00 [0.00; 0.00]*

Firmicutes Clostridium 96.8 1.80 [1.10; 2.90] 96.7 2.40 [1.60; 4.60]*

Epulopiscium 29.0 0.00 [0.00; 0.07] 5.4* 0.00 [0.00; 0.00]*

Catenibacterium 16.1 0.00 [0.00; 0.00] 30.4* 0.00 [0.00; 2.40]*

Proteobacteria Haemophilus 66.7 0.14 [0.00; 0.44] 47.8* 0.00 [0.00; 0.36]*
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щим белком (IgG-Fc-binding protein, FCGBP), и комплекс TFF3–FCGBP прини-
мает участие в мукозальном иммунном барьере, обеспечивая связывание и клиренс
различных микроорганизмов [19]. Оба пептида способны связываться с хеморецеп-
торами CXCR4 и CXCR7, активируя хемотаксис, играют роль в регуляции проли-
ферации и апоптоза клеток, реституции слизистых оболочек, в ангиогенезе и явля-
ются частью хронического воспалительного ответа [5].

Отмеченная нами тенденция к снижению уровня TFF3 в сыворотке крови на
первый взгляд не согласуется с результатами исследований, демонстрирующими
повышение TFF3 при метаболическом синдроме, сахарном диабете II типа и его
осложнениях [20]. Кроме того, было показано, что инсулин и глюкоза усиливают экс-
прессию TFF3 [21]. Учитывая, что у обследуемых нами детей с ожирением отсутство-
вали гипергликемия, метаболический синдром, почечные и печеночные нарушения,
становится понятным отсутствие повышения концентрации TFF3 в сыворотке.

De Giorgio и соавт. показали, что у мышей, нокаутированных по гену tff2, отме-
чается более низкий уровень лептина в сыворотке и повышенная транскрипция
Агути-подобного белка в гипоталамусе [22]. Эти животные характеризовались по-
вышенными аппетитом, расходом энергии и фекальной экскрецией триглицери-
дов, локомоторной активностью, были устойчивы к индуцированному диетой
ожирению, что проявлялось меньшей прибавкой в массе тела и сниженным отло-
жением жира [22]. Напротив, животные, нокаутированные по гену tff3 характери-
зуются повышенной чувствительностью к развитию колита и определенным двига-
тельным дефицитом. Если предположить, что сниженный уровень TFF3 в сыворотке
крови у детей и подростков с ожирением является результатом низкой конститутив-
ной экспрессии гена tff3 у этих детей, то данный факт можно расценивать как эле-
мент их наследственной предрасположенности к ожирению.

Несмотря на схожее содержание трефоиловых факторов у детей в обеих группах, у
детей с ожирением наблюдались изменения во взаимоотношениях “TFFs–таксоны
кишечной микробиоты” (табл. 3). У здоровых детей отсутствовали значимые ассоциа-
ции “TFF2–кишечная микробиота”, тогда как при ожирении у детей была отмечена
негативная корреляция с долей, приходящейся на семейство Cerasicoccaceae.

Интересно также, что выявленные у здоровых детей и подростков взаимосвязи
таксонов кишечного микробиома с TFF3 носили негативный характер. При ожи-

Рис. 2. Содержание трефоиловых факторов в сыворотке у исследуемых групп, нг/мл.
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рении, напротив, все выявленные корреляции между TFF3 и кишечным микро-
биомом носили позитивный характер. С чем связано изменение знака во взаимо-
отношении “TFF3–кишечный микробиом” у Группы 2 неясно, но, возможно, это
отражает негативные изменения в мукозальном барьере у детей с ожирением [23].
Негативная ассоциация Christensenella с уровнем TFF3 согласуется с данными Hiip-
pala и соавт., показавшими, что содержание TFF3 в кале отрицательно коррелирует
с представленностью Christensenellaceae [24].

Была проанализирована взаимосвязь типа вскармливания и таксономического
состава кишечного микробиома у обследуемых групп. Примечательно, что харак-
тер вскармливания в грудном возрасте оказал пролонгированный эффект на мик-
робиоту кишечника (на уровне родов и семейств) детей и подростков с нормальной
массой тела и с ожирением. У здоровых детей из Группы 1 вид вскармливания в
грудном возрасте, не затронув основные доминантные семейства и роды, оказал
влияние на содержание минорных таксономических групп (табл. 4). Достаточно
неожиданным фактом является значительное число различий между искусственным и
смешанным вскармливанием, а естественный тип вскармливания занимал в боль-
шинстве случаев “промежуточное” положение между смешанным и искусственным.

Группа детей с естественным вскармливанием отличалась от остальных групп
только значимо меньшим содержанием [Eubacterium], принадлежащего к семей-
ству Erysipelotrichaceae. Было показано, что высокие уровни Erysipelotrichaceae ха-
рактерны для лиц с ожирением и ассоциированы с дислипидемией [25]. Кроме то-
го, [Eubacterium] biforme отрицательно коррелирует с уровнем физической активно-
сти у здоровых взрослых [26]. Таким образом, меньшее содержание [Eubacterium]
можно рассматривать как потенциально благоприятный фактор, снижающий риск
развития ожирения у детей после естественного вскармливания.

У детей и подростков без ожирения, находившихся на первом году жизни на
смешанном типе вскармливания, наблюдалось критическое снижение Veillonella в
кишечном микробиоме. Значение этого явления однозначно трактовать не пред-
ставляется возможным, так как, с одной стороны, была показана высокая пред-
ставленность этого рода у взрослых с ожирением [26], а с другой – его увеличение
после длительной физической нагрузки и положительная ассоциация с выносли-
востью спортсмена [27].

Искусственный тип вскармливания приводил к меньшей “заселяемости” желу-
дочно-кишечного тракта представителями Butyricimonas и практически полному
отсутствию Methanobacteriaceae (Methanobrevibacter). Содержание Butyricimonas
также может оказывать влияние на метаболический профиль, поскольку Lee и со-
авт. показали, что пребиотическое применение B. virosa способствует снижению
массы тела, уровня глюкозы и резистентности к инсулину [28]. При этом уменьше-

Таблица 3. Корреляционные взаимосвязи между содержанием трефоиловых факторов в сы-
воротке и отдельными семействами и родами кишечной микробиоты

Группа 1 Группа 2

TFF2 Не выявлено значимых корреляций (rs ≥ 0.3, 
p ≤ 0.05)

Cerasicoccaceae (rs = –0.466, p = 0.038, 
n = 20)

TFF3 Clostridiaceae (rs = –0.326, p = 0.002, n = 92)
Cerasicoccaceae (rs = –0.426, p = 0.034, n = 25)
Christensenella (rs = –0.459, p = 0.032, n = 22)

Coprobacillus (rs = 0.521, p = 0.027, n = 18)
Slackia (rs = 0.442, p = 0.027, n = 25)
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ние представителей домена Archaea – Methanobacteriaceae (Methanobrevibacter) по-
сле искусственного вскармливания может играть протективную роль в развитии
ожирения, так как было показано, что метан-продуцирующие археи способствуют
ожирению у мышей [29].

Также у детей после искусственного вскармливания наблюдалось большое со-
держание Pasteurellaceae (Haemophilus) по сравнению с детьми, имеющими сме-
шанный тип вскармливания в анамнезе. Было показано, что обилие Haemophilus в
кишечнике детей негативно коррелирует с уровнем инсулина и индексом инсули-
норезистентности HOMA-IR у детей с тяжелым ожирением [30]. Таким образом,
большее обилие Haemophilus и меньшее – Methanobacteriaceae (Methanobrevibacter)
как результат искусственного вскармливания может рассматриваться в качестве
факторов, потенциально снижающих риск развития ожирения у таких детей.

У здоровых детей и подростков, находившихся на первом году жизни на искус-
ственном типе вскармливания, наблюдалось снижение Christensenellaceae, Verru-
comicrobiaceae (Akkermansia) и Butyricimonas в сравнении с группой смешанного
вскармливания, что потенциально можно рассматривать как факторы, повышаю-
щие риск развития ожирения. Было показано, что обилие Christensenellaceae в ки-

Таблица 4. Выявленные различия в содержании отдельных таксонов у детей Группы 1 в зави-
симости от типа вскармливания в первый год жизни

Примечание. % – частота выделения ДНК таксона из образцов; 1 – H-критерий Краскела–Уоллиса; * –
различия в доле данного таксона, обнаружены между отмеченными типами вскармливания (р ≤ 0.05); † –
доля таксона при отмеченном типе вскармливания отличается его долей при двух других типах вскарм-
ливания (р ≤ 0.05).

Таксоны Естественное вскарм-
ливание (n = 19)

Смешанное вскармли-
вание (n = 40)

Искусственное 
вскармливание (n = 34) H1

Семейства % Доля (×103) % Доля (×103) % Доля (×103)

Christensenellaceae 78.9 0.64 [0.09; 1.95] 82.5 0.94* [0.11; 4.20] 67.6 0.21* [0.00; 1.87] 6.03

Methanobacteriaceae 36.8 0.00 [0.00; 0.14] 47.5 0.00* [0.00; 1.34] 14.7 0.00* [0.00; 0.00] 7.40

Pasteurellaceae 63.2 0.07 [0.00; 1.33] 52.5 0.07* [0.00; 0.22] 57.9 0.35* [0.07; 0.74] 11.75

Verrucomicrobiaceae 57.9 0.42 [0.00; 2.04] 60.0 0.93* [0.00; 10.70] 38.2 0.00* [0.00; 0.29] 6.14

Роды % Доля (×103) % Доля (×103) % Доля (×103)

Butyricimonas 94.7 2.43 [0.98; 4.77] 97.5 2.73 [1.50; 4.55] 79.4 1.48† [0.29; 2.42] 11.73

Methanobrevibacter 36.8 0.00 [0.00; 0.14] 45.0 0.00 [0.00; 1.28] 8.8 0.00† [0.00; 0.00] 8.24

Veillonella 73.7 0.07 [0.02; 0.34] 40.0 0.00† [0.00; 0.21] 73.5 0.14 [0.00; 0.63] 8.54

[Eubacterium] 68.4 0.14† [0.00; 0.37] 72.5 0.32 [0.00; 8.15] 82.4 0.63 [0.14; 4.90] 6.22

Haemophilus 63.5 0.07 [0.00; 1.30] 52.5 0.07* [0.00; 0.22] 85.3 0.34* [0.07; 0.66] 10.19

Akkermansia 57.9 0.42 [0.00; 2.04] 60.0 0.93* [0.00; 10.70] 38.2 0.00* [0.00; 0.29] 6.14
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шечнике положительно взаимосвязано с меньшим объемом висцеральной жиро-
вой ткани, благоприятным метаболическим профилем и обратно пропорциональ-
но индексу массы тела [31, 32]. Представитель рода Akkermansia – A. muciniphila на
сегодняшний день признается одним из основных таксонов кишечной флоры,
участвующим в регуляции углеводного и липидного обменов, иммунного ответа,
чье содержание негативно ассоциировано с индексом массы тела [33]. Выявленные
изменения могут обусловить большую подверженность детей после искусственно-
го вскармливания к развитию ожирения и метаболических нарушений [34].

У детей и подростков с ожирением влияние типа вскармливания в грудном воз-
расте также оказывало влияние на таксономический состав микробиома (табл. 5).
Однако количество таксонов, которые различались у детей Группы 2 в зависимо-
сти от типа вскармливания, было меньше, чем в Группе 1. Такое различие понятно,
так как у таких детей присутствует более “свежий” и актуальный фактор, влияю-
щий на кишечный микробиом, – ожирение.

В настоящее время активно обсуждается возможное влияние грудного вскарм-
ливания на развитие ожирения у детей, и есть основания полагать, что такой тип
вскармливания (при условии отсутствия избытка белка в грудном молоке) пред-
ставляет собой фактор, потенциально способный снижать риск развития ожире-
ния у детей [35].

У детей с ожирением, которые находились в первый год жизни на естественном
вскармливании, было отмечено снижение Christensenellaceae и Anaerotruncus и, на-
против, увеличение Alcaligenaceae (Sutterella). Учитывая, что обилие кишечных Chris-
tensenellaceae взаимосвязано с меньшим объемом висцеральной жировой ткани и бо-
лее низкими значениями индекса массы тела [31, 32], их недостаточное содержание в
кишечнике после естественного вскармливания можно рассматривать как фактор
риска развития ожирения у детей и подростков. Недавно было показано, что содер-
жание Anaerotruncus в кишечнике обратно пропорционально индексу массы тела [36].
Полученные нами данные показывают, что недостаточная обсемененность кишечни-

Таблица 5. Выявленные различия в долях отдельных таксонов у Группы 2 в зависимости от
типа вскармливания в первый год жизни

Примечание. % – частота выделения ДНК таксона из образцов; 1 – H-критерий Краскела–Уоллиса; † –
доля таксона при отмеченном типе вскармливания отличается его долей при двух других типах вскарм-
ливания (р ≤ 0.05).

Таксоны Естественное вскарм-
ливание (n = 28)

Смешанное вскарм-
ливание (n = 51)

Искусственное 
вскармливание (n = 13) H1

Семейства % Доля (×103) % Доля (×103) % Доля (×103)

Turicibacteraceae 53.6 0.07 [0.00; 0.27] 78.4 0.22† [0.07; 1.02] 38.5 0.00 [0.00; 0.91] 6.72

Christensenellaceae 67.9 0.21† [0.00; 1.64] 74.5 1.29 [0.02; 3.69] 92.3 1.34 [0.14; 4.25] 6.33

Alcaligenaceae 100 8.80† [4.08; 14.20] 96.1 3.78 [2.19; 7.46] 100 2.89 [1.82; 8.74] 9.13

Роды % Доля (×103) % Доля (×103) % Доля (×103)

Turicibacter 53.6 0.07 [0.00; 0.27] 78.4 0.22† [0.07; 1.02] 38.5 0.00 [0.00; 0.91] 6.72

Anaerotruncus 25.0 0.00† [0.00; 0.04] 47.1 0.00 [0.00; 0.14] 53.9 0.07 [0.00; 0.16] 4.80

Sutterella 100 8.43† [3.97; 13.70] 94.1 3.51 [2.01; 7.24] 100 2.82 [1.82; 8.74] 9.29
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ка представителями данного таксона после грудного вскармливания может рассмат-
риваться как фактор риска развития ожирения в детском и подростковом возрасте.

Интересным также выглядит в 2.5 раза большая представленность представите-
лей рода Sutterella семейства Alcaligenaceae у детей с ожирением, которые в младен-
честве находились на естественном вскармливании. Было показано, что Sutterella об-
ладает легкой провоспалительной активностью в желудочно-кишечном тракте [37], с
другой стороны, ряд работ демонстрируют положительное влияние этого таксона
на метаболизм глюкозы [38].

Особенностью детей с ожирением после смешанного вскармливания в грудном
возрасте было больше содержание семейства Turicibacteraceae и его рода Turicibacter.
Обращает внимание, что его частота выявления из образцов кала детей после смешан-
ного вскармливания была в 1.5 раза выше, чем после естественного вскармлива-
ния, и почти в 2 раза выше, чем после искусственного. Создается впечатление, что
дополнительные питательные компоненты при смешанном вскармливании и по-
следующее избыточное потребление калорий, приведшее к развитию ожирения,
способствовали закреплению Turicibacter в кишечном микробиоме.

Тип вскармливания не оказал статистически значимого влияния на уровень тре-
фоиловых пептидов в сыворотке крови ни у здоровых детей и подростков, ни у де-
тей с ожирением (рис. 3).

Однако изменился спектр корреляций уровня трефоиловых пептидов с содержа-
нием в микробиоме отдельных семейств и родов (табл. 6).

У детей без ожирения после естественного вскармливания отсутствовали взаи-
мосвязи “кишечный микробиом–TFF”, что может указывать на сформировавшу-
юся толерантность мукозального барьера желудочно-кишечного тракта к микробной
флоре. Вероятно, поступающие с грудным молоком многочисленные противовоспа-
лительные пептиды [39] предотвращают иммунный ответ на микробную контамина-
цию и формируют толерантность кишечной стенки как в верхних, так и нижних
отделах желудочно-кишечного тракта.

При этом у детей и подростков без ожирения со смешанным и искусственным
вскармливанием в анамнезе появляются единичные ассоциации “TFF2–таксоны
кишечного микробиома”, что может указывать на определенное снижение толе-
рантности мукозального иммунитета к отдельным представителям микробного со-

Рис. 3. Содержание трефоиловых факторов в сыворотке у исследуемых групп при различных типах
вскармливания в первый год жизни, нг/мл.
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общества. Интересно, что у детей Группы 1, в анамнезе которых был смешанный
тип вскармливания, присутствовала негативная взаимосвязь TFF2 и Odoribacter.
Учитывая, что синтез TFF2 стимулируется провоспалительными цитокинами, по-
явление подобной взаимосвязи может быть следствием противовоспалительного
действия Odoribacter splanchnicus на кишечную стенку [40–42]. Также у детей после
смешанного вскармливания наблюдалась положительная корреляция с обилием S24-7
(Muribaculaceae). Представители данного семейства являются основными потре-
бителями муцинов [43], что может объяснить появление позитивной ассоциации с
TFF2 – стабилизатором муцинового слоя.

Также смешанный и искусственный типы вскармливания, по-видимому, не приво-
дят к формированию полной толерантности в нижних отделах желудочно-кишечного
тракта и связаны с появлением взаимосвязи “TFF3–кишечный микробиом”. Сле-

Таблица 6. Выявленные корреляционные взаимосвязи между содержанием трефоиловых
факторов в сыворотке и отдельными семействами и родами кишечной микробиоты у иссле-
дуемых групп при различных типах вскармливания

Группа 1 Группа 2

Естественное вскармливание

n = 19 n = 28

TFF2 Не выявлено значимых корреляций (rs ≥ 0.3 
при p ≤ 0.05)

Mogibacteriaceae (rs = –0.471, p = 0.027, n = 22)
Prevotellaceae (rs = –0.402, p = 0.047, n = 25)
Prevotella (rs = –0.402, p = 0.047, n = 25)
Bifidobacteriaceae (rs = 0.370. p = 0.053, n = 28)
Bifidobacterium (rs = 0.370. p = 0.053, n = 28)
Clostridium (rs = 0.578, p = 0.002, n = 27)

TFF3 Не выявлено значимых корреляций (rs ≥ 0.3 
при p ≤ 0.05)

Oxalobacter (rs = –0.857, p = 0.014, n = 7)

Смешанное вскармливание

n = 40 n = 51

TFF2 S24-7 (rs = 0.406, p = 0.055, n = 23)
Odoribacter (rs = –0.361, p = 0.026, n = 38)

Не выявлено значимых корреляций (rs ≥ 0.3 
при p ≤ 0.05)

TFF3 Barnesiellaceae (rs = –0.456, p = 0.004, n = 39)
Clostridiaceae (rs = –0.407, p = 0.009, n = 40)
SMB53 (rs = –0.394, p = 0.038, n = 28)
Odoribacteraceae (rs = –0.343, p = 0.031, n = 40)
Victivallaceae (rs = –0.457, p = 0.057, n = 18)
Pasteurellaceae (rs = 0.491, p = 0.024, n = 21)
S24-7 (rs = 0.401, p = 0.058, n = 23)
Haemophilus (rs = 0.491, p = 0.024, n = 21)

Rikenellaceae (rs = 0.324, p = 0.020, n = 51)
Streptococcaceae (rs = 0.320, p = 0.025, n = 49)
Streptococcus (rs = 0.322, p = 0.0242, n = 49)
Slackia (rs = 0.662, p = 0.010, n = 14)
Coprobacillus (rs=0.700, p = 0.017, n = 11)

Искусственное вскармливание

n = 34 n = 13

TFF2 Coprobacillus (rs = 0.661, p = 0.038, n = 10) Anaerotruncus (rs = 0.750, p = 0.052, n = 7)

TFF3 Clostridiaceae (rs = –0.353, p = 0.044, n = 33)
Turicibacteraceae (rs = –0.395, p = 0.051, n = 25)
Turicibacter (rs = –0.395, p = 0.051, n = 25)

Lachnospira (rs = 0.629, p = 0.028, n = 12)
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дует отметить, что в основном такие связи носили негативный характер, это указы-
вает на протективное действие кишечной флоры на мукозальный барьер.

Обращает на себя внимание, что у детей и подростков с ожирением с естествен-
ным типом вскармливания в анамнезе, напротив, наблюдались многочисленные
корреляции TFF2 с таксонами кишечной флоры, носящие как положительный,
так и отрицательный характер.

С одной стороны, возможно предполагать, что у этих детей изначально после есте-
ственного вскармливания сформировались физиологические толерантные взаимоот-
ношения между микрофлорой верхних отделов желудочно-кишечного тракта и му-
козальной системой желудка и тонкой кишки. Однако в процессе развития ожирения
избыток высококалорийной пищи вызвал синдром избыточного бактериального ро-
ста, развивающийся у 72.4% детей с ожирением [44], и тонкий кишечник контами-
нировала флора, к которой в процессе грудного вскармливания толерантность не
была сформирована.

Возможен второй сценарий, при котором в силу различных причин естествен-
ное вскармливание не привело к формированию толерантности. К таким причи-
нам могут относиться перенесенные кишечные инфекции, особенности пищевого
поведения матери и химического состава грудного молока – дефицит в нем фу-
коолигосахаридов, секреторных иммуноглобулинов или избыток белка, который
не только способствует развитию ожирения [35], но и оказывает заметное влияние
на микробиом кишечника [45].

У детей с ожирением, имеющих в анамнезе смешанный и искусственный типы
вскармливания, выявленные взаимосвязи “TFF3–кишечный микробиом” носили
позитивный характер. Подобные взаимоотношения могут свидетельствовать о по-
тенциально неблагоприятном взаимодействии кишечной микрофлоры с мукозаль-
ным барьером толстой кишки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В целом, таксономический состав кишечной микробиоты детей и подростков с
ожирением схож с детьми без ожирения. Однако для детей с ожирением характер-
на меньшая представленность таких минорных родов, как [Prevotella], Epulopiscium
и Haemophilus и большая – Clostridium и Catenibacterium.

Нами не обнаружено изменений в содержании трефоиловых пептидов у детей и
подростков с ожирением. Подобное наблюдение может указывать на то, что дет-
ское ожирение без метаболических нарушений не сопровождается нарушениями
мукозальных барьеров желудочно-кишечного тракта.

Тип вскармливания не оказывал значимого влияния на содержание трефоило-
вых факторов у здоровых детей и подростков вне зависимости от наличия или от-
сутствия ожирения. Однако вид вскармливания оказывает пролонгированное вли-
яние на кишечную микробиоту вплоть до подросткового возраста. У детей и подрост-
ков без ожирения с искусственным вскармливанием в анамнезе специфические
изменения таксономического состава микрофлоры кишечника потенциально спо-
собны повышать риск развития ожирения. При этом у детей и подростков с ожире-
нием тип вскармливания продемонстрировал меньшее влияние на кишечный мик-
робиом, по-видимому, вследствие наличия у них более актуального влияющего
фактора – ожирения.

Естественный тип вскармливания у детей с нормальной массой тела приводил к
формированию полной толерантности мукозального барьера к микробной флоре,
на что указывает отсутствие ассоциаций “кишечный микробиом–трефоиловые
пептиды”. При этом для детей, имеющих смешанный или искусственный типы
вскармливания в анамнезе, подобные взаимосвязи были характерны. У детей без
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ожирения отсутствие связи “кишечный микробиом–трефоиловые пептиды”, оче-
видно, указывает на протективное действие кишечной флоры в отношении муко-
зального барьера. На фоне ожирения у детей большая часть выявленных корреля-
ционных связей “TFF–кишечный микробиом”, напротив, носила положительный
характер, что свидетельствует о неблагоприятном взаимодействии кишечной стен-
ки и бактериальной флоры.

Таким образом, тип вскармливания представляется слабым, но значимым фак-
тором формирования кишечного микробиома у детей и подростков, который так-
же оказывает влияние на становление толерантности мукозального барьера к ки-
шечной флоре.
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Changes in the gut microbiome are recognized as an important component of obesity in
both adults and children. One factor in the gut microbiome formation is the infant feed-
ing type, which may also have a prolonged effect on the microbial community. Breast
milk contributes to the formation of mucosal tolerance to the intestinal microbiota. In
turn, trefoil factors (TFF2 and TFF3) are important components of the mucosal barrier.
The aim was to study the composition of the gut microbiota and the trefoil factors level
in the blood of children and adolescents with obesity, depending on the infant feeding
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type. The study included 93 non-obese children (Group 1) and 92 obese children
(Group 2). Serum TFF2 and TFF3 levels were determined by enzyme immunoassay in
each study participant. The taxonomic composition of the fecal microbiome was deter-
mined by metagenomic sequencing of the 16S rRNA gene. In general, the taxonomic
composition of the gut microbiota in Groups 1 and 2 was similar. However, Group 2 had
less by [Prevotella], Epulopiscium and Haemophilus and more by Clostridium and Cateni-
bacterium. Neither obesity nor the infant feeding type of influenced the serum concen-
tration of TFF2 and TFF3. However, the infant feeding has a prolonged effect on the gut
microbiota, and in Group 2 this effect was less pronounced. In Group 1, breastfeeding
led to the formation of a complete mucosal tolerance to the microbiome, which did not
occur with mixed and bottle feeding. In Group 2, most of the “TFFs–gut microbiome”
associations were positive, indicating an unfavorable interaction between intestinal wall
and microbiome in obese children and adolescents. Thus, infant feeding type seems to
be a weak but significant factor in the gut microbiome formation in children and adoles-
cents, which also affects the formation of mucosal tolerance to the intestinal microbiota.

Keywords: children, obesity, infant feeding, gut microbiome, trefoil factors TFF2 and TFF3
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После черепно-мозговой травмы (ЧМТ) в ЦНС развивается воспаление, актив-
ным участником которого является система комплемента. Активированные
фрагменты комплемента инициируют воспаление, а в дальнейшем существенно
влияют на процессы репарации и регенерации. Цель работы – уменьшить нейро-
иммунные нарушения после экспериментальной ЧМТ путем блокирования из-
быточного воспаления на ранних этапах травматической болезни моноклональ-
ными антителами к С3-компоненту комплемента. Работа выполнена на 65 кры-
сах-самцах породы Wistar с использованием модели “падающего груза”. Для
коррекции нейровоспаления вводили препарат рекомбинантного моноклонального
антитела 3А8, специфичного к неодетерминанте С3-компонента комплемента кры-
сы, блокирующего активацию альтернативного пути комплемента (вводили в/в в
дозе 100 мг/кг массы). Как препарат сравнения использован препарат рекомби-
нантного рецепторного антагониста интерлейкина-1 человека (rIL-1RA), кото-
рый вводили п/к в дозе 50 мг/кг массы тела. Оба препарата вводили однократно
через 30 мин после ЧМТ (режим 1) или 24 ч после ЧМТ (режим 2). Исследовали
уровни кортикостерона в крови, цитотоксическую и пролиферативную актив-
ность лимфоцитов и поведенческие реакции в тесте “крестообразный лабиринт”.
Полученные данные свидетельствуют о том, что на 7-е сут после ЧМТ у крыс, полу-
чавших антитела 3А8 в режиме 1, уменьшилась посттравматическая потеря массы
тела, повысилась цитотоксическая активность спленоцитов и их пролиферативная
активность, а также увеличилась двигательная и исследовательская активности при
существенном снижении уровня тревожности. Введение rIL-1RA в указанных
режимах, как и совместное использование обоих препаратов, не имело суще-
ственного влияния на изученные параметры.
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ВВЕДЕНИЕ

Черепно-мозговая травма (ЧМТ) характеризуется первичным повреждением
мозга в результате прямого травматического воздействия, включающего поврежде-
ние нейронов, аксонов и глиальных клеток, а также разрывы кровеносных сосудов,
вызывающие кровоизлияние и последующую гипоксию [1]. Повреждение вызыва-
ет нарушение гематоэнцефалического барьера, а изменения в кровоснабжении приво-
дят к митохондриальному и последующему нарушению выработки энергии, высво-
бождению нейротрансмиттеров и свободных радикалов, активации и инфильтра-
ции иммунных клеток, апоптозу и высвобождению цитокинов [2, 3]. В этот период
инициируется вторичное повреждение головного мозга [4], опосредованное ней-
ровоспалением, вызванным в значительной степени неадекватными/неэффектив-
ными защитными реакциями организма [5].

Последствия ЧМТ в существенной степени зависят от выраженности и длитель-
ности нейровоспаления. Они могут проявляться как изменение личности, когни-
тивные проблемы, нарушения двигательных функций, иммунной дисфункции, а в
ряде случаев приводят к развитию эпилепсии и нейродегенерации [6–8].

Важной частью развивающейся воспалительной реакции в ЦНС является акти-
вация каскада комплемента в поврежденном мозге [9], которая повышает степень
активации клеток микроглии и астроглии. В ЦНС глиальные клетки и нейроны
конститутивно экспрессируют белки классического и альтернативного пути ком-
племента [10, 11], а также рецепторы для продуктов активации С3- и С5-компонен-
тов (анафилатоксинов): С3аR и С5аR [12–14]. Воспаление идет главным образом
через сигналинг по оси С5а–С5аR, в то время как ответ на взаимодействие С3а со
своим специфическим рецептором является более сложным. Кроме того, при травма-
тическом повреждении в условиях разрыва гемато-энцефалического и гематоликвор-
ного барьеров наблюдается дополнительный массивный приток сывороточных белков
системы комплемента, формируя “петлю усиления” нейровоспаления [15, 16].

На животных моделях ЧМТ показано, что активация C3-компонента запускает
устойчивый механизм активации микроглии и астроцитов, снижая плотность
дендритов и синапсов, ингибируя репаративную миграцию нейробластов через не-
сколько недель после ЧМТ [17]. На нейронах вблизи участка, поврежденного при
ЧМТ, локализованы компоненты C3d и C9, это указывает на то, что эти нейроны
являются мишенями для комплемента [18]. Экспериментальное блокирование всех
путей активации комплемента или только альтернативного пути обеспечивает зна-
чительное улучшение по широкому ряду показателей посттравматического восста-
новления, что указывает на ключевую роль альтернативного пути в развитии хро-
нической патологии после ЧМТ [16].

Необходимо отметить, что в ЦНС система комплемента участвует также в ре-
парации, защите и регенерации резидентных клеток [19]. Сравнение мышей с за-
блокированным геном C3 и контрольных мышей, подвергшихся ишемическому
инсульту, выявило значительное снижение нейрогенеза в субвентрикулярной зо-
не у мышей с нулевым уровнем C3 через 7 дней после повреждения [20]. Извест-
но, что после повреждения ЦНС астроциты продуцируют NGF (Nerve growth fac-
tor) в ответ на анафилатоксины C3a и C5a, а также интерлейкин-1β [21, 22].
В присутствии C3a продукция NGF увеличивается [23], что способствует выжи-
ванию нейронов, их прорастанию и регенерации [24]. Приведенные данные сви-
детельствуют, что активация комплемента в ЦНС может иметь как повреждаю-
щие, так и нейропротекторные эффекты. По-видимому, как и в случае других ре-
гуляторов, вовлечение активированных компонентов комплемента в регуляцию
разнонаправленных процессов может зависеть от их концентрации и контекста
(стадии воспалительной реакции и присутствия других регуляторов). Можно
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предположить, что на ранних этапах посттравматического периода ЧМТ исполь-
зование различных иммуномодулирующих подходов, связанных с угнетением
активности комплемента, применением противовоспалительных цитокинов, на-
пример, рецепторного антагониста IL-1 (IL-1RA) может быть целесообразно для
противодействия избыточному нейровоспалению.

Целью настоящего исследования было изучение возможности противодействия
развитию нейроиммунных нарушений, появляющихся у животных после экспери-
ментальной ЧМТ, путем блокирования избыточного воспаления на ранних этапах
травматической болезни моноклональными антителами к С3-компоненту компле-
мента, препаратом рекомбинантного цитокина IL-1RA или при одновременном
введении обоих препаратов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на 65 крысах-самцах породы Wistar массой 280–330 г, воз-
раст 18–22 недели. Животных содержали в условиях вивария при комнатной
температуре с 12-часовым циклом свет/темнота, свободным доступом к воде и
пище, на стандартной диете в соответствии с нормами содержания лабораторных
животных. Все процедуры с животными проводились в одно и то же время. В ка-
честве модели механической травмы головного мозга использовали модель “па-
дающего груза”, также известную как “модель ударного ускорения” в собствен-
ной модификации, вызывающую в основном диффузное повреждение мозга:
груз массой 115 г падал с высоты 120 см для нанесения травмы средней тяжести в
центр теменной части головы животного. Падение груза направлялось при помо-
щи цилиндрической трубы с внутренним диаметром 20 мм, которая была жестко
закреплена на штативе двумя держателями и центрирована над головой крысы.
Расстояние между концом трубы и головой животного составляло 7 см [25]. Пада-
ющий груз представляет собой металлический полый стержень диаметром 16 мм и
плоской ударной поверхностью (площадь ударной поверхности около 2 см2).
Наркотизированное животное помещалось на мягкой поролоновой прокладке
толщиной 3 см, голова крысы была защищена металлической пластиной, кото-
рая за счет фиксирующих ее резинок прижимала голову животного к поролону в
нужном для экспериментаторов положении. Таким образом, животное было за-
щищено от переломов свода черепа, и удар падающим грузом вызывал ударное
ускорение, достаточное для повреждения ткани головного мозга. О степени по-
вреждения головного мозга судили по развитию клонических, тонических судо-
рог в первые минуты посттравматического периода, увеличению времени выхода
из наркоза по сравнению с интактными животными (236 ± 42 с у травмирован-
ных животных, против 108 ± 17 с у интактных), снижению двигательной и иссле-
довательской активности в первые часы после травмы, снижению массы тела
травмированных крыс в последующие дни наблюдения.

Перед нанесением травмы животные получали наркоз: ингаляцию эфира осу-
ществляли путем загрузки лабораторных животных в стеклянную емкость (эксика-
тор) с притертой крышкой объемом 3.0 л – со стандартной дозой эфира (1 мл на
1.0 л воздуха) [26].

Системный (внутривенный) путь введения и временное окно инъекции выбира-
лись на основании нарушения гематоэнцефалического барьера в течение первых
24 ч после травмы [27, 28]. Это создает “временное окно” для достижения интрате-
кального компартмента периферически вводимым соединениям и проявления
фармакологических эффектов в ЦНС [29–31].

В эксперименте использовано рекомбинантное антитело 3А8, специфичное к
неодетерминанте С3-компонента комплемента крысы, которое обладало способ-
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ностью блокировать активацию альтернативного пути комплемента [32]. Препа-
рат, содержащий 100 мг антитела 3А8, и вспомогательные компоненты (натрия хлорид
18.8 мг, натрия дигидрофосфата дигидрат 6.64 мг, натрия гидрофосфатадодекагидрат
2.68 мг, полисорбат-80 0.2 мг, динатрияэдетат 0.36 мг, сахароза 20 мг) был лиофилизи-
рован. Перед использованием препарат регидратировали добавлением 1 мл ди-
стиллированной воды и вводили внутривенно однократно в дозе 100 мг/кг массы
через 30 мин после ЧМТ (режим 1) или 24 ч после ЧМТ (режим 2).

Рекомбинантный рецепторный антагонист интерлейкина-1 человека – IL-1ra –
(Регистрационное удостоверение, ЛСР-007452/10-300710) вводили подкожно в дозе
50 мг/кг массы тела животного в 0.5 мл изотонического раствора NaCl через 30 мин
после ЧМТ (режим 1) или 24 ч после ЧМТ (режим 2).

Отдельной группе животных после ЧМТ вводили оба препарата одновременно в
тех же дозах и тем же путем через 30 мин после ЧМТ (режим 1), или через 24 ч по-
сле ЧМТ (режим 2).

Контрольные животные получали изотонический раствор NaCl в те же сроки.
Отбор материала для исследования осуществлялся на 7-е сут после ЧМТ, так как

ранее нами было показано, что именно к этому сроку у животных развиваются
максимальные нарушения различных параметров [33].

В ходе проведения исследования были сформированы следующие эксперимен-
тальные группы:

1. Контрольные животные;
2. Животные, перенесшие ЧМТ (группа ЧМТ);
3. Животные, перенесшие ЧМТ, получавшие антитела к С3 компоненту компле-

мента (группа С3А8);
4. Животные, перенесшие ЧМТ, получавшие препарат рецепторного антагони-

ста IL-1 (группа IL-1Ra);
5. Животные, перенесшие ЧМТ, получавшие оба препарата (группа С3А8 + IL-1Ra).
В каждой серии экспериментов в каждой обозначенной группе животных было

по 7 крыс.
Определение гемолитической активности комплемента по альтернативному пути:

для оценки гемолитической активности комплемента по альтернативному пути
животных выводили из эксперимента путем мгновенной декапитации, собирали
кровь в пробирки с воронкой. Пробы крови для анализов отбирали дозатором, да-
лее осаждали и собирали сыворотку. В качестве мишени для комплемент-зависи-
мого лизиса использовали эритроциты кролика в соответствии с методом, описан-
ным [34]. Цельную кровь кролика смешивали с раствором Олсвера (30 мМ цитрат-
ный буфер pH 6.1, содержащий 71 мМ NaCl и 110 мМ глюкозы) в соотношении 9 : 1
и хранили не более 5 дней при температуре 4°C. Перед использованием из цельной
крови выделяли эритроциты, отмывали на центрифуге K-23D при 400 g в тече-
ние 10 мин в GVB/Mg-ЭГTA (4.5 мМ натрий-барбиталовый буфер, содержащий
0.15 М NaCl, 10 мМ Mg-ЭГТА, 0.05% желатин; pH 7.4) и использовали для ана-
лиза в конечной концентрации 108 эритроцитов/мл. Сыворотку разводили бу-
фером GVB/Mg-ЭГTA в 100 раз. Эритроциты смешивали с сывороткой крови
(конечная концентрация сыворотки при изучении альтернативного пути – 5%)
анализируемых образцов и инкубировали 30 мин при температуре 37°C. По окон-
чании инкубации реакцию останавливали добавлением ледяного PBS в соотно-
шении 7.5 : 1. В качестве положительного контроля (100%-ный лизис эритроци-
тов) использовали образцы, в которых на последнем этапе добавляли дистилли-
рованную воду. Пробы центрифугировали при 500 g в течение 5 мин при
комнатной температуре, и затем в супернатантах определяли гемоглобин: отби-
рали по 200 мкл супернатантов в планшет.
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Оптическую плотность гемоглобин-содержащих супернатантов измеряли на
спектрофотометре при длине волны 414 нм. Гемолитическую активность компле-
мента (ГАК) рассчитывали по формуле:

Функциональную активность лимфоцитов оценивали по показателям есте-
ственной цитотоксичности и пролиферативной активности спленоцитов.

Определение концентрации кортикостерона в крови животных проводилось с по-
мощью наборов для иммуноферментного анализа фирмы DRG Diagnostic (Герма-
ния) согласно протоколу, предложенному фирмой-производителем. Кровь после
мгновенной декапитации собирали из поврежденных сосудов шеи в пробирки с
помощью воронки и выделяли сыворотку путем центрифугирования при темпера-
туре 4–6°C.

Определение цитотоксической активности спленоцитов. Выделенные из селезен-
ки и отмытые спленоциты разводили в среде RPMI-1640 с добавлением 10% инакти-
вированной фетальной сыворотки (“Биолот”, Санкт-Петербург). Клетки (1 × 105/мл)
использовали для определения пролиферативной и цитотоксической активности.
В качестве мишеней (2 × 104 кл./лунку) для определения специфической цито-
токсичности спленоцитов крыс использовали клетки эритромиелолейкоза че-
ловека К-562 (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург), которые поддерживали
in vitro в среде RPMI-1640 с добавлением 10% фетальной сыворотки, 2 мМ глю-
тамина, 1.2 мМ HEPES (pH 7.3), 1.2% глюкозы и 0.08 мг/мл гентамицина (Sigma).

Определение пролиферативной активности спленоцитов в реакции бласттранс-
формации. Интенсивность пролиферации спленоцитов крыс оценивали по реак-
ции бласттрансформации лимфоцитов селезенки при добавлении к пробам лекти-
на Конканавалина А и рекомбинантного IL-1β (препарат Беталейкин ГосНИИ Особо
чистых биопрепаратов, Санкт-Петербург), и антитела к С3-компоненту компле-
мента (производства ГосНИИ Особо чистых биопрепаратов, Санкт-Петербург).

Изучение поведенческих реакций животных. Регистрация поведенческих реакций
животных после ЧМТ проводилась в тесте “крестообразный лабиринт” [35]. Реги-
стрировали и анализировали с использованием программного обеспечения Video-
Mot 2 (TSESystems, Германия) двигательную активность, учитывая общую длину
пробега. Исследовательская активность животных изучалась по параметрам време-
ни нахождения в центре и открытых рукавах лабиринта, количеству свисаний с ру-
кавов и вертикальных стоек. Оценка эмоционального состояния животных (тре-
вожность) проводилась по количеству актов фризинга (замирания) и груминга.
Длительность регистрации поведения каждого животного в тесте составляла 5 мин.

Статистическую обработку результатов проводили с использованием програм-
мы IBM SPSS Statistics 20.0. Количественные показатели оценивались на соответ-
ствие нормальному распределению с помощью критерия Шапиро–Уилка. Результаты
представлены в виде М ± SD, где М – среднее арифметическое значение, SD – стан-
дартное отклонение; либо, в случае ассиметричного распределения, в виде Me
[Min; Max], где Me – выборочная медиана, Min и Max – минимальное и макси-
мальное значения. При сравнении показателей в экспериментальных группах с по-
казателями контрольных животных, либо животных, не получавших лечения, ис-
пользовали t-критерий Стьюдента для независимых выборок. В случае несоответ-
ствия нормальному распределению использовали U-критерий Манна–Уитни. Для
учета множественных сравнений применяли поправку Холма–Бонферрони. Раз-
личия сравниваемых параметров считали значимыми при р < 0.05.

( )
( )

= ×
OD414 образца

ГАК 100%.
OD414 положит. контр
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты введения препаратов в режиме 1 (через 30 мин после ЧМТ) представ-
лены на рис. 1–5 и табл. 1.

О влиянии ЧМТ и препаратов С3А8 и IL-1RA на активность системы компле-
мента судили по его гемолитической активности в тесте АН50. Представленные на
рис. 1 данные свидетельствуют, что активность комплемента по альтернативному
пути была повышена на 7-е сут после ЧМТ у травмированных животных, а введе-
ние препарата С3А8 самостоятельно или совместно с IL-1RA снижало ее до уровня
контрольных животных.

Рис. 1. Гемолитическая активность комплемента сыворотки крови крыс на 7-е сут после ЧМТ и
введения препаратов антител к С3 компоненту комплемента (С3А8) и рецепторного антагониста

IL-1 (IL-1Ra) (М ± SD). * – p < 0.05 по сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по
сравнению с показателем у травмированных животных.
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Рис. 2. Изменения концентрации кортикостерона в сыворотке крови крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD).

* – p < 0.05 по сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показате-
лем у травмированных животных.
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ЧМТ явилась существенным стрессогенным событием, о чем свидетельствуют
повышение уровня кортикостерона в крови травмированных животных (рис. 2).
Существенных изменений уровня кортикостерона в группах животных, получавших
С3А8, мы не обнаружили, при том что после введения рецепторного антагониста IL-1
уровень кортикостерона был ниже, чем у травмированных нелеченых крыс.

В изученных группах животных наибольшее снижение массы наблюдалось у трав-
мированных крыс (рис. 3), в то время как минимальная потеря массы к 7-му дню по-
сле травмы отмечена у крыс, пролеченных С3А8 и препаратом IL-1RA в течение
30 мин после ЧМТ. Совместное введение одновременно двух препаратов в ранний
посттравматический период не повлияло существенно на снижение массы тела.

Пролиферативная активность спленоцитов и цитотоксичность естественных
киллеров существенно снижалась у травмированных нелеченых животных (рис. 4,

Рис. 3. Изменения массы тела крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD). * – p < 0.05 по сравнению с показа-

телем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показателем у травмированных животных.
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Рис. 4. Пролиферативная активность спленоцитов крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD). * – p < 0.05 по

сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показателем у травми-
рованных животных.
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рис. 5), однако введение препарата С3А8 самостоятельно или совместно с IL-1RA
усиливало пролиферативную активность, приближая ее к показателям контроль-
ных животных (рис. 4). При этом цитотоксическая активность ЕК-клеток коррек-
тировалась при введении только препарата С3А8 в указанном режиме.

Изучение поведенческих реакций, проведенных в тесте “крестообразный лаби-
ринт”, показало, что двигательная активность крыс на 7-е сут после ЧМТ суще-
ственно снизилась по сравнению с этим показателем у контрольных животных
(табл. 1). В группе крыс, получавших только С3А8, двигательная активность вос-
станавливалась и не отличалась от этого показателя у контрольных животных. В
группах сравнения, получавших препарат рецепторного антагониста IL-1 и ком-
плекс С3А8 + IL-1Ra, двигательная активность животных не улучшалась.

Исследовательская активность животных изучалась по параметрам времени на-
хождения в центре и открытых рукавах лабиринта, количеству свисаний с рукавов и
вертикальных стоек. На 7-й день после травмы показатели исследовательской актив-
ности у травмированных нелеченых животных не отличались существенно от кон-

Рис. 5. Цитотоксическая активность ЕК-клеток крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD). * – p < 0.05 по

сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по  сравнению с показателем у травми-
рованных животных.
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Таблица 1. Поведение крыс в крестообразном лабиринте на 7-й день после ЧМТ и введения
препаратов антител С3А8 и rIL-1RА, Me [Min; Max]

* – p < 0.05 по сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показате-
лем у травмированных животных.

Эксперименталь-
ные группы

(n = 7 в каждой 
группе)

Двигательная ак-
тивность (длина 

пробега, м)

Паттерны активного, 
поискового поведения Паттерн тревоги 

(фризинг + гру-
минг, шт.)свисания, 

стойки, шт.
открытый рукав, 

центр лабиринта, с

Контроль 2.02 [1.77; 2.12] 18.5 [12; 29] 62.0 [51; 95] 2.0 [1; 4]
ЧМТ 1.81 [1.38; 1.95]* 19.5 [16; 29] 47.0 [26; 73] 6.0 [4; 11]*
С3А8 2.11 [2.04; 2.15]# 20.0 [10; 27] 104.5 [79; 121]*# 2.5 [1; 4]#

IL-1RА 1.51 [1.18; 1.89]* 10.0 [5; 12]*# 21.5 [13; 36]*# 8.0 [5; 10]*
С3А8 + IL-1RА 1.70 [1.46; 1.97]* 10.5 [9; 18] 38.0 [19; 117] 3.0 [1; 4]#
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трольных, однако после введения крысам С3А8 исследовательская активность была
выше по параметрам времени нахождения в центре и в открытых рукавах, чем у кон-
трольных животных. Интересно, что введение препарата IL-1RA снижало показатели
исследовательской активности, тогда как его совместное применение с С3А8 не изме-
няло эти поведенческие параметры по сравнению с контрольными животными.

Оценка эмоционального состояния животных по количеству актов фризинга и
груминга показала, что тревожность крыс существенно возрастала на 7-й день по-
сле травмы. У крыс, пролеченных С3А8, тревожность достоверно снижалась. Вве-
дение препарата IL-1RA не снижало показателя тревожности (он не отличался су-
щественно от показателя травмированных животных), тогда как при совместном
применении IL-1RA с С3А8 показатель тревожности был существенно ниже, чем у
травмированных крыс.

При введении препаратов в режиме 2 (через 24 ч после ЧМТ) большинство пара-
метров, изученных в данном исследовании, не показали достоверных изменений
по сравнению с параметрами травмированных нелеченых животных. Только гемо-
литическая активность комплемента к 7-му дню после травмы была существенно
ниже у крыс, пролеченных С3А8 в режиме 2, чем у нелеченых крыс после ЧМТ
(38.3 ± 10.8 vs. 53.3 ± 4.7 соответственно, p < 0.05), и не отличалась от таковой при
введении С3А8 в режиме 1 (48.4 ± 8.3 vs. 53.3 ± 5.78; p > 0.05). При введении препа-
рата IL-1RA и при совместном введении С3А8 и IL-1RA достоверных изменений
исследованных параметров по сравнению с нелечеными животными не выявлено.

Представленные данные позволяют заключить, что однократная инъекция антител
С3А8 в кратчайший срок после травмы (30 мин) позволила на 7-й день после травмы
(период наиболее выраженных нарушений) существенно снизить гемолитическую ак-
тивность комплемента при активации по альтернативному пути, уменьшить посттрав-
матическую потерю массы тела крыс. При этом естественная цитотоксичность спле-
ноцитов и их пролиферативная активность была существенно более высокой. Также
поведенческие реакции у животных, пролеченных С3А8, были более физиологичны-
ми: сохранялась высокая двигательная и исследовательская активности при более низ-
ком уровне тревожности. Однако при введении препарата С3А8 в более поздний срок
(через 24 ч после ЧМТ) подобного позитивного эффекта не наблюдалось.

Однократное введение препарата IL-1RA снизило уровень кортикостерона
на 7-й день после травмы, позволило существенно снизить посттравматическую
потерю массы тела животных, но не повлияло на функциональную активность
лимфоцитов (по результатам тестов РБТЛ и определения NK-активности) и пове-
денческие характеристики. Интересно, что одновременное использование обоих
препаратов не усиливало их действия ни в одном из изученных тестов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенное ранее морфологическое исследование ткани мозга после ЧМТ в
использованной нами экспериментальной модели показало, что доля метаболиче-
ски неактивных тканей вплоть до 14-го дня после ЧМТ достигает 18–20% на срезах
коры головного мозга, доля клеток с поврежденной ДНК достигает 31–38%, при-
чем существенно поэтапно изменяется и степень активации микроглии. [36]. Раз-
вившееся в результате “ударного ускорения” диффузное повреждение ткани мозга
индуцирует защитную воспалительную реакцию, как общую, так и нейровоспале-
ние, что связано с повышенной продукцией про- и противовоспалительных цито-
кинов, таких как интерлейкин IL-6, IL-1, IL-8, IL-10 и фактор некроза опухоли-
альфа (TNFα) [37]. В частности, IL-1β активирует гипоталамо-гипофизарно-над-
почечниковую ось, индуцируя стресс-реакцию. [38]. Ранее показано, что ЧМТ яв-
ляется сильным стрессогенным фактором, а переносимый стресс связан с резкими
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колебаниями кортикостерона [39] и потерей массы тела [40]. Полученные в насто-
ящем исследовании данные об уровне кортикостерона на 7-й день после травмы
свидетельствуют, что после ЧМТ его уровень был существенно повышен (рис. 2),
но после введения препарата IL-1RA в режиме 1 этот показатель был снижен, что
соответствует представлениям о решающей роли цитокинов семейства IL-1 в ин-
дукции стресс-реакции. Введение препарата С3А8 в режимах 1 и 2 не повлияло на
уровень кортикостерона на 7-й день после травмы, что связано с другими задей-
ствованными противовоспалительными реакциями. Так, известно, что снижение
массы тела у травмированных животных обусловлено системной катаболической
реакцией, которая истощает как жировую, так и мышечную массу и обусловлена
существенным повышением уровня провоспалительных цитокинов, таких как
TNF, IL-1α, IL-6 [41]. Учитывая эту закономерность, можно утверждать, что суще-
ственно меньшее снижение массы тела у крыс, получавших С3А8 и rIL-1RA, по
сравнению с нелечеными травмированными животными свидетельствует о подав-
лении у них активности воспалительного процесса после ЧМТ. Однако иммуно-
тропное действие изучаемых препаратов, оцененное по их влиянию на функцио-
нальное состояние периферических лимфоцитов/спленоцитов, было различным.
Так, препарат С3А8, вводимый в режиме 1, позволил сохранить высокую пролифе-
ративную активность спленоцитов и цитотоксичность естественных киллеров, то-
гда как препарат rIL-1RA не имел такого действия.

Система комплемента, наряду с цитокинами, активируется при ЧМТ и является
важным компонентом воспалительного/противовоспалительного ответа [15]. Со-
временные протеомные и транскриптомные исследования показали, что ЧМТ по-
вышает экспрессию генов белков, задействованных во всех путях активации ком-
племента [42]. Причем в развитие острой фазы ЧМТ особенно вовлечены ген и бе-
лок С3 [43]. Используя масс-спектрометрию, выявили, что среди 32 белков, резко
и хронически активируемых в сыворотке пациентов с тяжелой ЧМТ, было 5 белков
системы комплемента, включая центральный компонент С3 [44]. Протеомные данные
показали, что у грызунов именно компонент C3 является узловым белком в корти-
кальных сетях межбелковых взаимодействий на стадии потери массы тела после ЧМТ
[45]. Раскрывая механизмы влияния комплемента на развитие нейровоспаления,
определили, что астроциты, индуцируемые активированной микроглией, секрети-
руют комплемент С3 [46]. В свою очередь C3, активируясь, опсонизирует нейроны
и синапсы, что вызывает вторичное повреждение и снижение когнитивных функ-
ций как в острой, так и в хронической фазах после ЧМТ [46].

В соответствии с этими патогенетическими механизмами несколько исследова-
ний на животных показали, что ингибирование комплемента после ЧМТ оказыва-
ет нейропротекторное действие и улучшает результаты в поведенческих тестах и
гистологическую картину мозга [47–49]. В частности, при блокировании альтерна-
тивного пути активации комплемента у мышей, лишенных фактора В (fB–/–), по-
сле ЧМТ снижается потеря нейронов с сопутствующим усилением экспрессии ан-
тиапоптотического белка Bcl-2 и подавлением проапоптотического рецептора Fas
по сравнению с контрольными животными [50].

Полученные нами данные подтверждают эффективность ингибирования аль-
тернативного пути комплемента препаратом С3А8 для уменьшения неврологиче-
ских нарушений, выявляемых в поведенческих тестах (а именно повышение двига-
тельной и исследовательской активности при существенном снижении уровня тре-
вожности) в случае раннего (через 30 мин после ЧМТ) введения препарата.

Необходимо отметить, что отсутствие выраженного позитивного эффекта при
введении препарата rIL-1RA не свидетельствует о его неэффективности. Ранее на-
ми получены убедительные данные о нейропротективном действии данного препа-
рата (по результатам измерения потери массы тела, поведенческих тестов, гистоло-
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гических исследований ткани мозга, функциональной активности спленоцитов и
уровню кортизола) при другой схеме введения (подкожное введение в дозе 50 мг/кг
массы тела животного в 0.5 мл изотонического раствора NaCl через 1 ч после ЧМТ
и еще дважды в течение последующих двух суток, всего три инъекции) [51]. Эти ре-
зультаты позволяли рассчитывать, что совместное введение препаратов С3А8 и
rIL-1RA может обеспечить синергичный эффект за счет активации различных про-
тивовоспалительных механизмов, индуцируемых обоими препаратами. Однако
полученные результаты свидетельствуют о том, что в использованных нами режи-
мах 1 и 2 такой эффект не достигается. В совокупности, полученные нами данные сви-
детельствуют, что ингибирование комплемента препаратом С3А8 может давать пози-
тивные терапевтические эффекты при использовании в ранний период после ЧМТ.

Перспективными могут быть дальнейшие исследования для изучения возмож-
ных эффектов препарата при его повторных введениях в течение длительного пе-
риода, так как недавние исследования показали продолжающуюся активацию
комплемента до 6 мес. после ЧМТ и продолжающееся снижение когнитивных
функций, которое было обратимым при ингибировании комплемента даже при
введении ингибитора через 2 мес. после травмы [46, 52]. Поскольку в патогенезе
ЧМТ активно участвуют и классический, и лектиновый пути, ведутся изучения ин-
гибитора компонента С4 [15] и С1-ингибитора, оба воздействия приводят к инги-
бированию как классического, так и лектинового пути [53].

Возможно, что более комплексный подход, позволяющий регулировать различ-
ные пути активации комплемента в разные сроки после ЧМТ, позволит достигать
клинически значимых результатов, не допуская развития тяжелых посттравмати-
ческих нарушений и заболеваний у лиц, перенесших серьезную ЧМТ.

ВЫВОДЫ

1. Однократное введение через 30 мин после ЧМТ (режим 1) препарата моно-
клонального антитела 3А8 (С3А8), блокирующего активацию комплемента по аль-
тернативному пути, позволило на 7-й день после травмы снизить гемолитическую
активность комплемента в тесте АН50, уменьшить посттравматическую потерю
массы тела, повысить естественную цитотоксичность лимфоцитов и их пролифе-
ративную активность, а также усилить двигательную и исследовательскую актив-
ности при существенном снижении уровня тревожности у животных.

2. Введение препарата С3А8 через сутки после ЧМТ (режим 2) снижало уровень
активности комплемента в тесте АН50, но не приводило к позитивным изменени-
ям функциональной активности лимфоцитов и коррекции в поведенческих тестах.

3. Однократное в режиме 1 и 2 введение препарата rIL-1RA или его совместное
использование с препаратом С3А8 в обоих исследованных режимах не улучшало
состояние травмированных крыс по результатам всех исследованных параметров.
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After traumatic brain injury (TBI), inflammation develops in the CNS, an active partic-
ipant in which is the complement system. Activated complement fragments initiate in-
flammation, and subsequently significantly affect the processes of repair and regenera-
tion. The aim of the work is to reduce neuroimmune disorders after experimental TBI by
blocking excessive inflammation in the early stages of traumatic disease with monoclonal an-
tibodies to the C3 component of complement. The work was carried out on 65 male Wistar



688 СЕРЕБРЯНАЯ и др.

rats using the “falling weight” model. To correct neuroinflammation, a preparation of a
recombinant monoclonal antibody 3A8, specific for the C3 neodeterminant of the rat com-
plement component, blocking the activation of the alternative complement pathway was ad-
ministered (i.v., 100 mg/kg). As a reference drug, a recombinant human interleukin-1 recep-
tor antagonist (rIL-1RA) was used, which was administered s.c. (dose of 50 mg/kg). Both
drugs were administered once after 30 min of TBI (mode 1) or 24 hours after TBI (mode 2).
We studied the levels of corticosterone in the blood, the cytotoxic and proliferative activ-
ity of lymphocytes, and behavioral responses in the “plus maze” test. The obtained data
indicate that on the 7th day after TBI in rats treated with 3A8 antibodies in mode 1,
post-traumatic weight loss was decreased, the natural cytotoxicity of splenocytes and
their proliferative activity were increased, and motor and exploratory activity were in-
creased with a significant decrease in the level of anxiety. The introduction of rIL-1RA
in these regimens, as well as the combined use of both drugs, did not have a significant
effect on the studied parameters.

Keywords: traumatic brain injury, complement system, rIL-1RA, behavior, corticoste-
rone, splenocytes
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Адипокин лептин играет важную роль в регуляции репродуктивной системы. Он
стимулирует активность гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси, опосредован-
но действуя на нейроны, секретирующие гонадолиберин (GnRH), и модулирует
стероидогенную функцию семенников посредством связывания с лептиновыми
рецепторами в клетках Лейдига. Фрагмент лептина 116–122 (ФЛ), включающий
основные рецептор-связывающие детерминанты этого адипокина, нормализует
метаболические показатели у животных с диета-индуцированным ожирением.
Однако его способность влиять на стероидогенную функцию семенников, в том
числе посредством взаимодействия с GnRH-нейронами гипоталамуса, не изуче-
на. Целью работы было изучить эффекты однократного и трехдневного интрана-
зального введения ФЛ (200 мкг/крысу) на уровень тестостерона в крови и экс-
прессию стероидогенных генов в семенниках у половозрелых самцов крыс Ви-
стар, а также оценить стероидогенную активность ФЛ в условиях стимуляции
синтеза тестостерона хорионическим гонадотропином человека (ХГЧ, 15 МЕ/кры-
су, п/к) и при обработке животных ингибитором гонадной оси – антагонистом
GnRH-рецептора цетрореликсом (75 мкг/кг, п/к). Показано, что ФЛ повышает
уровень тестостерона в крови при однократном введении, а при трехдневном
введении усиливает стероидогенный эффект ХГЧ. ФЛ и ХГЧ повышали экспрес-
сию гена Star, кодирующего ключевой регуляторный белок стероидогенеза StAR.
Введение цетрореликса снижало уровень тестостерона и экспрессию Star, а также
компенсаторно усиливало экспрессию гена рецептора лютеинизирующего гормона.
В условиях обработки GnRH-антагонистом потенцирующее влияние ФЛ на
ХГЧ-индуцированную стимуляцию уровня тестостерона и экспрессии Star не было
выявлено. Таким образом, ФЛ способен стимулировать стероидогенез в семенниках
крыс и потенцировать стероидогенные эффекты ХГЧ. Поскольку его эффекты по-
давляются в присутствии GnRH-антагониста, то имеются основания считать, что
действие ФЛ реализуется за счет стимуляции гипоталамических GnRH-нейронов.

Ключевые слова: фрагмент лептина, стероидогенез, тестостерон, антагонист
GnRH-рецептора, рецептор лютеинизирующего гормона, хорионический гонадо-
тропин
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Стероидогенный статус и сперматогенез у мужчин зависят от функционирова-
ния гипоталамо-гипофизарно-тестикулярной (ГГТ) оси. Декапептид гонадолибе-
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рин (GnRH), рилизинг-фактор лютеинизирующего (ЛГ) и фолликулостимулирую-
щего (ФСГ) гормонов, экспрессируемый GnRH-продуцирующими нейронами гипо-
таламуса, стимулирует секрецию ЛГ и ФСГ аденогипофизом. Повышение уровня ЛГ
в крови приводит к повышению продукции тестостерона, основного мужского по-
лового гормона, клетками Лейдига семенников. Среди регуляторов тестикулярно-
го стероидогенеза особое место занимают адипокины, гормоноподобные веще-
ства, продуцируемые жировой тканью. Имеются данные об участии в регуляции
функций репродуктивной системы таких адипокинов, как лептин, адипонектин,
висфатин, апелин, резистин [1, 2].

В настоящее время наиболее обстоятельно изучено влияние на ГГТ ось анорек-
сигенного гормона лептина [2]. Показано, что лептин может напрямую или опо-
средованно воздействовать на гипоталамические, гипофизарные и перифериче-
ские звенья ГГТ оси, оказывая на них в основном стимулирующее влияние [3]. В то
же время установлено, что в условиях метаболических расстройств длительное по-
вышение уровня лептина в крови, ведущее к развитию лептиновой резистентно-
сти, наряду с такими факторами, как высокий уровень провоспалительных цито-
кинов, инсулиновая резистентность и гипергликемия, может негативно влиять на
секрецию GnRH, гонадотропинов и тестостерона, что является одной из причин
андрогенной недостаточности и снижения мужской фертильности [4]. В свою оче-
редь, пониженный уровень лептина в крови подростков может значительно замед-
лить наступление пубертатного периода, что обусловлено ослаблением лептиновой
сигнализации в различных звеньях ГГТ оси [5].

Способность лептина влиять на активность различных звеньев ГГТ оси обуслов-
лена присутствием в них функционально активных рецепторов лептина (ObRb) и
других компонентов лептинового сигнального каскада [3]. До сих пор нет единого
мнения о том, какое из звеньев ГГТ оси в наибольшей степени опосредует регуля-
торные эффекты лептина на репродуктивную систему. В соответствии с превали-
рующей в настоящее время концепцией, основной вклад в это вносит стимулирующее
воздействие лептина на GnRH-продуцирующие нейроны, которое опосредуется через
активацию кисспептин(KND)- и про-опиомеланокортин(POMC/CART)-экспрес-
сирующих нейронов и ингибирование нейропептид Y/агути-подобный пеп-
тид(NPY/AgRP)-экспрессирующих нейронов в гипоталамусе [6]. Необходимо от-
метить, что эти эффекты реализуются при воздействии на гипоталамические ней-
роны нормальных физиологических концентраций лептина, которые вызывают
стимуляцию секреции GnRH, и это приводит к повышению секреции ЛГ и ФСГ
гонадотрофами гипофиза и активации тестикулярного стероидогенеза. В семенни-
ках, где также присутствуют ObRb-рецепторы, лептин оказывает на тестикулярный
стероидогенез разнонаправленные эффекты. В физиологических концентрациях он
его усиливает, в то время как в условиях дефицита лептина или, напротив, в условиях
длительной гиперлептинемии, ассоциированной с лептиновой резистентностью,
лептиновые каскады в семенниках ослабляются [2]. Поскольку поиск регуляторов
тестикулярного стероидогенеза на основе лептина и его аналогов представляет
большой интерес для современной эндокринологии и андрологии, актуальной за-
дачей представляется как изучение их влияния на стероидогенный статус, так и по-
иск основных мишеней их действия среди компонентов ГГТ оси. Имеются данные
о том, что N-концевой фрагмент лептина 116–122 (ФЛ), соответствующий его
участку, ответственному за связывание с рецептором и его активацию, может быть
использован в качестве регулятора лептиновых сигнальных путей вместо полно-
размерной молекулы адипокина [7, 8]. Показан анорексигенный эффект этого ФЛ
на метаболические показатели у мышей с генетически-обусловленным и диета-ин-
дуцированным ожирением, что выражалось в снижении уровня глюкозы в крови, а
также в уменьшении массы тела и потребления корма [9, 10]. Однако данные о вли-



691МОДУЛИРУЮЩИЙ ЭФФЕКТ ФРАГМЕНТА ЛЕПТИНА 116–122

янии ФЛ на активность компонентов ГГТ оси и стероидогенный статус, а также о
возможных механизмах такого влияния в литературе отсутствуют.

Целью настоящей работы было изучить влияние однократного и трехдневно-
го интраназального введения ФЛ, миристоил-Ser-Cys-Ser-D-Leu-Pro-Gln-Thr-
амида, на уровень тестостерона в крови и экспрессию генов, ответственных за
тестикулярный стероидогенез, у самцов крыс, в том числе в условиях подавле-
ния секреции гонадотропинов с помощью антагониста рецептора GnRH цетро-
реликса и стимуляции тестикулярного стероидогенеза с помощью хориониче-
ского гонадотропина человека (ХГЧ).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Схема эксперимента. Для экспериментов использовали половозрелых самцов
крыс линии Вистар в возрасте 5 мес., содержащихся в стандартных условиях вива-
рия со свободным доступом к воде и корму. Животные были разделены на 8 групп
(в каждой n = 6). Фрагмент лептина, миристоил-Ser-Cys-Ser-D-Leu-Pro-Gln-Thr-
амид (“Atagenix Laboratories”, КНР) растворяли в физиологическом растворе и вво-
дили крысам из групп “ФЛ” и “ФЛ + ХГЧ”, “АНТ + ФЛ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ”
интраназально в дозе 200 мкг/крысу в течение трех дней, ежедневно в 11:00. Анта-
гонист рецептора GnRH, цетрореликса ацетат (Cetrorelix acetate) (Xingtai Yuanao
Technology Co, КНР) растворяли в физиологическом растворе и вводили крысам
из групп “АНТ”, “АНТ + ФЛ”, “АНТ + ХГЧ”, “АНТ + ФЛ + ХГЧ” подкожно в до-
зе 75 мг/кг в течение трех дней, ежедневно в 11:00. Крысам из групп “ФЛ + ХГЧ”,
“ХГЧ”, “АНТ + ХГЧ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ” в последний день эксперимента подкож-
но вводили ХГЧ (“Московский эндокринный завод”, Россия) в дозе 15 МЕ/крысу в
12:30 (через 90 мин после введения ФЛ). Животные из группы “Контроль” получа-
ли физиологический раствор вместо препарата. У животных из всех групп оцени-
вали базовый уровень тестостерона в крови, для чего у них забирали кровь из хво-
стовой вены в нулевой день эксперимента в 10:00, 12:00, 14:00 и 16:00 (под местным
наркозом с использованием 2–4%-ного раствора лидокаина), чтобы рассчитать
интегрированные значения концентрации гормона, учитывающие динамику его
изменения в течение эксперимента. Эти данные использовали для равномерного
распределения самцов по группам в соответствии с их андрогенным статусом. В
первый день введения ФЛ у крыс из групп “ФЛ” и “ФЛ + ХГЧ” забирали кровь в
10:00 (за час до введения), в 12:00 (через 60 мин) и 14:00 (через 180 мин), чтобы оце-
нить эффект однократного введения препарата на уровень тестостерона. На третий
день введения ФЛ у крыс забирали кровь до введения ФЛ и/или цетрореликса (в
10:00), через 90 мин после введения ФЛ и/или цетрореликса, через 90 и 180 мин по-
сле введения ХГЧ. Кроме того, у всех самцов были оценены метаболические пока-
затели до начала и в третий день эксперимента. Для определения уровня глюкозы ис-
пользовали глюкометр и тест-полоски “One-Touch Select Ultra” (“LifeScan”, США).
Также были получены образцы плазмы крови для определения уровня общего хо-
лестерина с помощью набора “Холестерин-1-Ольвекс (013.001)” (“Ольвекс”, Россия) и
уровня триглицеридов с помощью набора “Триглицериды-1-Ольвекс (017.001)”
(“Ольвекс”, Россия). Вслед за последним забором крови животные подвергались
общей анестезии с помощью хлоральгидрата (400 мг/кг), после чего их декапити-
ровали, извлекали ткани семенников и хранили их при –80°C до проведения экс-
периментов по оценке экспрессии генов.

Определение уровня тестостерона с помощью иммуноферментного анализа. Уро-
вень тестостерона в образцах плазмы крови самцов крыс определяли с помощью
твердофазного иммуноферментного анализа, используя наборы “ИФА-Тестосте-
рон” (“Алкор-Био”, Россия).
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Оценка генной экспрессии. Для анализа экспрессии генов из тканей семенников
выделяли тотальную РНК с помощью реагента “ExtractRNA” (“Евроген”, Россия),
затем получали кДНК с помощью реакции обратной транскрипции, используя на-
бор “MMLV RT Kit” (“Евроген”, Россия). ПЦР в реальном времени осуществляли
с помощью амплификатора “Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System”
(“Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.”, США) в инкубационной смеси,
содержащей кДНК, 0.4 мкМ прямого и обратного специфичных праймеров, реагент
“qPCR-HS SYBR + Low ROX” (“Евроген”, Россия). Для исследований использовали
последовательности комплементарных кДНК прямого и обратного праймеров для ге-
нов крысы Star, Cyp11a1, Lhr, кодирующих белки StAR, цитохром P450scc и рецеп-
тор ЛГ, а также Actb (β-актин) в качестве референсного гена (табл. 1) [11].

Статистическая обработка результатов. Статистическую обработку данных по
определению уровня тестостерона в крови проводили с помощью двухфакторного
дисперсионного анализа с апостериорным критерием Тьюки для попарного срав-
нения. Для статистической обработки данных по оценке генной экспрессии ис-
пользовали однофакторный дисперсионный анализ с апостериорным критерием
Тьюки для попарного сравнения. Для статистической обработки данных по опре-
делению массы тела крыс, а также уровней глюкозы, общего холестерина и тригли-
церидов использовали парный тест Стьюдента. Все статистические анализы про-
водили с использованием программы GraphPad Prism 8 (версия 8.0.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика метаболических показателей у самцов 
крыс при их обработке интраназально вводимым ФЛ

Трехдневное введение ФЛ самцам крыс не вызывало значимых изменений мас-
сы тела животных, а также уровней глюкозы, триглицеридов и общего холестерина
в крови (табл. 2).

Таблица 1. Последовательность использованных в работе прямого и обратного праймеров к
генам крысы

Название 
гена

Прямая последовательность 
праймера

Обратная последовательность 
праймера

Lhr CTGCGCTGTCCTGGCC CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA
Star AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC CACCTGGCACCACCTTACTT
Cyp11a1 TATTCCGCTTTGCCTTTGAG CACGATCTCCTCCAACATCC
Actb CTGGCACCACACCTTCTACA AGGTCTCAAACATGATCTGGGT

Таблица 2. Эффекты трехдневного интраназального введения фрагмента лептина 116–122,
миристоил-Ser-Cys-Ser-D-Leu-Pro-Gln-Thr-амида, на массу тела и уровни глюкозы, общего
холестерина и триглицеридов в крови самцов крыс

Образцы крови для анализа уровней глюкозы, триглицеридов и общего холестерина взяты через 6 ч по-
сле приема пищи. Данные представлены как M ± SEM, n = 12.

Масса тела, г Глюкоза, мМ Триглицериды, мМ Общий холесте-
рин, мМ

До введения ФЛ 380 ± 10 5.7 ± 0.2 0.89 ± 0.08 3.67 ± 0.17
После трехдневно-
го введения ФЛ

379 ± 12 5.6 ± 0.3 0.74 ± 0.07 3.47 ± 0.25
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Влияние интраназального введения ФЛ на уровень тестостерона в крови в норме, 
а также при обработке животных антагонистом GnRH-рецептора 

и хорионическим гонадотропином человека
Однократное интраназальное введение ФЛ приводило к повышению уровня те-

стостерона в крови крыс на 99% через 60 мин после введения препарата (рис. 1).
При этом уровень гормона оставался повышенным и через 180 мин, превосходя базо-
вый уровень на 61%. Трехдневное введение ФЛ не вызывало значимых изменений
уровня тестостерона в крови в течение всего исследованного периода (60–270 мин)
(рис. 2a). Однократное подкожное введение ХГЧ в дозе 15 МЕ/крысу приводило к
повышению уровня тестостерона на 243% через 180 мин после введения. Введение
ХГЧ крысам, которые в течение трех дней интраназально получали ФЛ, приводило
к более выраженному повышению уровня тестостерона, чем у интактных живот-
ных. Через 90 мин после введения ХГЧ (180 мин после введения ФЛ) уровень те-
стостерона был выше базовых значений на 340%, через 180 мин – на 773%. Тем са-
мым, трехдневное введение ФЛ в значительной степени потенцировало стимули-
рующий эффект ХГЧ на продукцию тестостерона в сравнении с интактными
животными, и эффект потенцирования составил 62 и 221% через 180 и 270 мин со-
ответственно (рис. 2a).

Трехдневное введение антагониста рецептора GnRH цетрореликса приводило к
значительному снижению уровня тестостерона. На третий день эксперимента че-
рез 180 и 270 мин после введения цетрореликса уровень гормона составил 36 и 25%
от его базовых значений (рис. 2b). В условиях обработки животных интраназально
вводимым ФЛ ингибирующие эффекты цетрореликса сохранялись, на что указы-
вало снижение уровня тестостерона до 48 и 32% от его базовых значений через 180
и 270 мин после введения препаратов. На третий день эксперимента уровень тестосте-
рона в группах “АНТ + ХГЧ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ” был снижен через 90 мин и нор-
мализовался через 180 мин после введения ХГЧ (270 мин после введения цетроле-
рикса и ФЛ соответственно) (рис. 2b). Введение ФЛ не приводило к ослаблению
ингибирующего эффекта цетрореликса на стероидогенез и существенно не влияло
на стероидогенный эффект ХГЧ (рис. 2b).

Рис. 1. Уровни тестостерона в крови крыс до и после однократного интраназального введения фрагмен-
та лептина 116–122, миристоил-Ser-Cys-Ser-D-Leu-Pro-Gln-Thr-амида. В нулевой день эксперимента
образцы крови из хвостовой вены крыс забирали в 10:00, 12:00 и 14:00 час (day 0). В день эксперимента
фрагмент лептина (ФЛ) вводили животным интраназально в 11:00, образцы крови забирали в 10:00 (до
введения) и через 60 и 180 мин после введения ФЛ (LF). * – отличия от точки “0 min” статистически
значимы при p < 0.05, M ± SEM, n = 12.
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Влияние трехдневного введения фрагмента лептина на экспрессию генов 
стероидогенеза в семенниках в норме и в условиях обработки 

антагонистом рецептора GnRH и ХГЧ
Исследовали экспрессию тестикулярных генов, кодирующих рецептор лютеи-

низирующего гормона (Lhr), белок StaR (Star) опосредующий скорость-лимитиру-
ющую стадию стероидогенеза (транспорт холестерина в митохондрии), и фермент

Рис. 2. Влияние трехдневного введения фрагмента лептина 116–122 и (или) антагониста рецептора
GnRH, а также однократного введения ХГЧ на уровень тестостерона в крови самцов крыс. (a) – Изме-
нение уровня тестостерона в крови у крыс, которые в течение трех дней получали интраназально
вводимый ФЛ и затем были однократно обработаны ХГЧ. ФЛ вводили интраназально в суточной
дозе 200 мкг/крысу (LF и LF+hCG – группы “ФЛ” и “ФЛ + ХГЧ”), ХГЧ вводили однократно, подкож-
но, в дозе 15 МЕ/крысу (hCG и LF + hCG – группы “ХГЧ” и “ФЛ + ХГЧ”). (b) – Изменение уровня те-
стостерона у крыс, которых в течение трех дней обрабатывали цетрореликсом и ФЛ и однократно ХГЧ. Цет-
рореликс вводили подкожно в суточной дозе 75 мкг/кг. ФЛ вводили группам ANT + LF и ANT + LF + hCG
(группы “АНТ + ФЛ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ”), как описано выше. ХГЧ вводили как описано выше
(ANT + hCG и ANT + LF + hCG – группы “АНТ + ХГЧ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ”). Образцы крови для
изучения уровня тестостерона были взяты из хвостовой вены крыс на третий день обработки ФЛ и
(или) цетрореликсом до введения обоих препаратов (1), через 90 мин после введения ФЛ и(или)
цетрореликса (2), через 180 мин после введения ФЛ и(или) цетрореликса и через 90 мин после введения
ХГЧ (3), через 270 мин после введения ФЛ и(или) цетрореликса и через 180 мин после введения ХГЧ (4).
* – отличия от базового уровня тестостерона (точка 1) при внутригрупповом сравнении, ** – отли-
чия от временной точки 180 мин после обработки ФЛ и (или) цетрореликсом или через 90 мин после
введения ХГЧ (точка 3) при внутригрупповом сравнении, # – отличия от аналогичной временной точки
в группе “Контроль” статистически значимы при p < 0.05, M ± SEM, n = 6.
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цитохром P450scc (Cyp11a1), катализирующий первую реакцию превращения холе-
стерина в тестостерон. Изучение генной экспрессии в тканях семенников показа-
ло, что на третий день через 270 мин после введения ФЛ экспрессия генов Lhr, Star и
Cyp11a1 существенно не менялась. В группе “ХГЧ” через 180 мин после однократной
инъекции гонадотропина повышение экспрессии генов Lhr, Star и Cyp11a1 было зна-
чимым в сравнении с контрольной группой и составило 172, 168 и 74% соответ-
ственно. Для генов Star и Cyp11a1 значимыми были различия и с группой “ФЛ”.
Трехдневное введение ФЛ не приводило к усилению стимулирующего эффекта
ХГЧ на экспрессию генов Lhr, Star и Cyp11a1 (рис. 3a).

Трехдневное введение цетрореликса значимо снижало экспрессию гена Star в
группах “АНТ” и “АНТ + ФЛ” до 62 и 65% от соответствующих значений в кон-
трольной группе (рис. 3b). Введение ХГЧ восстанавливало экспрессию гена Star до
контрольных значений в группах “АНТ + ХГЧ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ”. При этом
трехдневная обработка ФЛ не оказывала значимого влияния на эффекты цетрорелик-
са и ХГЧ на экспрессию гена Star. В группах “АНТ”, “АНТ + ФЛ” и “АНТ + ХГЧ” от-
мечали повышение экспрессии гена Lhr на 138, 83 и 183% соответственно. При
этом в группе “АНТ + ФЛ + ХГЧ” экспрессия Lhr была на 64% снижена относи-
тельно группы “АНТ + ХГЧ”. В группах, обработанных цетрореликсом, не было
обнаружено существенных изменений экспрессии гена Cyp11a1, но наблюдалась
тенденция к ее усилению (рис. 3b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Взаимосвязь энергетического метаболизма и функциональной активности ре-
продуктивной системы в последние годы активно изучается. Одним из важных ре-
гуляторов гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси является адипокин лептин, дей-
ствующий на клетки-мишени через рецепторы ObRb. Будучи анорексигенным
фактором, лептин снижает потребление пищи организмом, влияя на энергетиче-
ский гомеостаз и опосредованно регулируя широкий спектр физиологических и
биохимических процессов в организме [3].

Несмотря на доказанный терапевтический эффект полноразмерного лептина, в
том числе при его дефиците в условиях липодистрофии, применение этого адипо-
кина в клинике крайне ограничено, что обусловлено быстрой деградацией лептина
в кровотоке и тканях, а также тем, что длительное его использование приводит к раз-
витию лептиновой резистентности, что снижает фармакологическую эффективность
лептиновой терапии. Альтернативой являются укороченные аналоги лептина, наибо-
лее перспективным из которых является фрагмент 116–122 MA-[D-Leu4]-OB3.
Продемонстрированы его анорексигенные эффекты у ob/ob- и db/db-мышей с на-
рушенным лептиновым сигналингом, а также у мышей с диета-индуцированным
ожирением [9, 10]. По данным литературы, исследованный нами ФЛ способен
ослаблять потребление пищи, нормализовать толерантность к глюкозе и снижать
массу тела при ожирении [8]. В данном исследовании нами были использованы
самцы крыс без метаболических нарушений (табл. 2). Трехдневное интраназальное
введение ФЛ не влияло на основные метаболические показатели у крыс, такие как
масса тела, уровни глюкозы, общего холестерина и триглицеридов в крови, что, по
всей видимости, связано с нормальным метаболическим статусом животных, а
также с краткосрочностью их обработки ФЛ. В описанных выше работах объекта-
ми исследования были мыши с признаками явных метаболических расстройств
(ожирение, дислипидемия, нарушенная толерантность к глюкозе). Наряду с этим
продолжительность лечения составила 14 дней при использовании суточной дозы
20–100 мг/кг (п/ор), в то время как в нашем эксперименте крысы получали ФЛ в
суточной дозе 200 мкг/крысу в течение всего трех дней.
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Для оценки влияния ФЛ на компоненты ГГТ оси нами был выбран интрана-
зальный способ введения. При подобном способе введения ФЛ быстро проникает
через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) в гипоталамическую область, что поз-
воляет ему действовать непосредственно на гипоталамические компоненты лепти-
новой сигнальной системы [12]. По данным литературы ФЛ хорошо проникает че-
рез ГЭБ, при этом концентрация препарата в плазме крови имеет два пика: через 10

Рис. 3. Изменение экспрессии генов Lhr, Star и Cyp11a1 в ткани семенников крыс после введения фраг-
мента лептина 116–122, антагониста рецептора GnRH или ХГЧ. Ткани семенников были взяты на тре-
тий день эксперимента через 270 мин после введения ФЛ и(или) цетрореликса и через 180 мин после
введения ХГЧ. (a) – Изменение генной экспрессии в семенниках крыс в условиях трехдневного интра-
назального введения ФЛ, а также однократной стимуляции ХГЧ. ФЛ вводили интраназально в течение
трех дней в суточной дозе 200 мкг/крысу (LF и LF + hCG – группы “ФЛ” и “ФЛ + ХГЧ”), ХГЧ вводили
однократно, подкожно, в дозе 15 МЕ/крысу (hCG и LF + hCG – группы “ХГЧ” и “ФЛ + ХГЧ”). Сравне-
ние проводили с группой “Контроль” (Control), получавшей только физиологический раствор. (b) – Из-
менение генной экспрессии в семенниках крыс, которых в течение трех дней обрабатывали антагонистом
рецептора GnRH цетрореликсом и ФЛ, а также однократно вводили ХГЧ. Цетрореликс вводили подкожно в
суточной дозе 75 мкг/кг, ФЛ (ANT + LF и ANT + LF + hCG – группы “АНТ + ФЛ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ”)
и ХГЧ (ANT + hCG и ANT + LF + hCG – группы “АНТ + ХГЧ” и “АНТ + ФЛ + ХГЧ”) вводили, как
описано выше. * – отличия от группы “Контроль” (Control), # – отличия от группы “ФЛ” (LF), ** – от-
личия от группы “АНТ + ХГЧ” (ANT + hCG) статистически значимы при p < 0.05, M ± SEM, n = 6.
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и 60 мин. Исследователи предполагают, что первый пик связан с быстрым всасы-
ванием миристинилированного пептида через слизистую оболочку носа, в то вре-
мя как второй – с более медленным проникновением в кровь в ротоглотке [7].
Считается, что биодоступность препарата при интраназальном введении выше,
чем при пероральном и разных способах парентерального введения [7]. Основыва-
ясь на этих данных и наших предварительных результатах, нами была разработана
стратегия изучения эффективности влияния ФЛ на уровень тестостерона в крови и
стероидогенез в семенниках самцов крыс.

Нами впервые показано, что при однократном интраназальном введении ФЛ
стимулирует продукцию тестостерона, и максимальный эффект наблюдается уже
через 60 мин после его введения (рис. 1). Этот максимум по времени хорошо сов-
падает со скоростью проникновения ФЛ через ГЭБ в гипоталамус [7]. При этом
трехдневное введение препарата не приводило к изменениям уровня тестостерона
в крови, что может быть связано с затуханием краткосрочных стероидогенных эф-
фектов ФЛ на тестикулярный стероидогенез при многократном введении. Из дан-
ных литературы хорошо известно, что лептин может реализовать свои эффекты че-
рез опосредованную стимуляцию гипоталамических GnRH-продуцирующих ней-
ронов и, тем самым, регулировать и модулировать стероидогенез в семенниках [3].
Использование ХГЧ, стимулятора тестикулярного стероидогенеза, позволяет изу-
чить мишени и механизмы регуляторных эффектов ФЛ на активность ГГТ оси.

Ранее нами было показано, что метформин, широко известный антидиабетиче-
ский препарат, способен усиливать эффекты однократно вводимого ХГЧ, взятого в
относительно низкой дозе [11, 13, 14]. В рамках настоящего исследования мы изучили
способность обработки крыс интраназально вводимым ФЛ потенцировать стероидо-
генные эффекты ХГЧ, также взятого в относительно низкой дозе – 15 МЕ/крысу. Мы
показали, что трехдневная обработка крыс с помощью ФЛ вызывает значительное
усиление эффекта ХГЧ через 90 и 180 мин после введения гонадотропина в сравне-
нии с группой, получавшей только ХГЧ (рис. 2a). Регуляция синтеза тестостерона в
клетках Лейдига семенников осуществляется через активацию эндогенными гона-
дотропинами рецептора ЛГ, что ведет к стимуляции активности белка StAR, транс-
портирующего холестерин из цитоплазмы в митохондрии к месту начала синтеза
тестостерона, и цитохрома P450scc, который катализирует превращение холестери-
на в прегненолон. Синтезированный в этой реакции прегненолон затем диффун-
дирует в эндоплазматическую сеть и в серии последовательных реакций превраща-
ется в тестостерон [15]. Тем самым гены, кодирующие рецептор ЛГ (Lhr), белок
StAR (Star) и цитохром P450scc (Cyp11a1), являются ключевыми компонентами си-
стемы стероидогенеза. Нами показано, что обработка самцов крыс с помощью ХГЧ
приводит к повышению экспрессии генов Lhr и Cyp11a1 в семенниках (рис. 3a). В
то же время необходимо отметить, что значимых различий в уровне мРНК для ге-
нов Lhr и Cyp11a1 между группами “ХГЧ” и “ФЛ + ХГЧ” выявлено не было, что го-
ворит об отсутствии заметных эффектов ФЛ на их экспрессию.

Способность лептина и его фрагмента влиять на тестикулярный стероидогенез и
уровень тестостерона в крови обусловлена присутствием рецепторов лептина и ни-
жележащих компонентов лептинового сигналинга (трансдукторные IRS-белки, нере-
цепторная тирозинкиназа JAK2, Akt-киназа, транскрипционные факторы STAT3/5)
как в гипоталамических нейронах, так и в гонадотропах гипофиза и клетках Лейди-
га семенников [3]. Общепринято, что определяющую роль в регуляции ГГТ оси иг-
рают гипоталамические эффекты лептина [1, 3]. Однако данные о механизмах и
мишенях влияния ФЛ на эту ось, в том числе информация о вовлечении в это вли-
яние гипоталамических механизмов отсутствует. Для доказательства гипоталами-
ческих механизмов действия ФЛ нами было исследовано влияние антагониста
GnRH-рецептора цетрореликса на стероидогенные эффекты ФЛ. При этом цетро-



698 БАХТЮКОВ и др.

реликс вводили в течение трех дней как отдельно, так и совместно с ФЛ и ХГЧ. Сам
цетрореликс ожидаемо снижал уровень тестостерона в крови (рис. 2b) и экспрес-
сию гена Star, играющего ключевую роль в регуляции тестикулярного стероидоге-
неза (рис. 3b). При этом мы наблюдали компенсаторное повышение экспрессии
гена Lhr в семенниках, что может быть связано с необходимостью повысить плот-
ность рецепторов ЛГ на плазматической мембране клеток Лейдига в условиях де-
фицита ЛГ, вызванного введением цетрореликса [16]. Далее самцам крыс, получав-
шим в течение трех дней цетрореликс, и животным, которые, помимо этого, интрана-
зально получали ФЛ, на третий день однократно вводили ХГЧ в дозе 15 МЕ/крысу. В
ответ на ХГЧ, через 180 мин после введения гормона было продемонстрировано
восстановление до контрольных значений уровня тестостерона, сниженного при
обработке цетрореликсом (рис. 2b), но потенцирования стероидогенного эффекта
ХГЧ в группе с обработкой ФЛ (“АНТ + ФЛ + ХГЧ”) в этом случае выявлено не
было. В группе “АНТ + ФЛ + ХГЧ” не было выявлено заметного эффекта ФЛ на
стимуляцию гонадотропином экспрессии гена Star (рис. 3b). Таким образом, сде-
лан вывод, что на фоне ингибирования ГГТ оси цетрореликсом ФЛ утрачивает
способность усиливать стероидогенные эффекты ХГЧ, и это может указывать на
то, что основной мишенью ФЛ, как и в случае полноразмерного лептина, являются
компоненты лептиновой системы в гипоталамусе.

Таким образом, нами впервые показано, что ФЛ при однократном (но не трех-
дневном) интраназальном введении самцам крыс повышает у них уровень тесто-
стерона в крови. При этом трехдневное введение ФЛ потенцирует эффекты ХГЧ,
агониста рецептора ЛГ, на уровень тестостерона, хотя стимулирующие эффекты
гонадотропина на экспрессию генов Star и Lhr, играющих ключевую роль в регуля-
ции тестикулярного стероидогенеза, в присутствии ФЛ не меняются. Подавление
стимулирующих эффектов GnRH на секреторную активность гонадотрофов гипо-
физа с помощью цетрореликса, антагониста GnRH-рецепторов, приводило к сни-
жению уровня тестостерона в крови, а также к снижению экспрессии гена Star и
компенсаторному повышению экспрессии гена Lhr в семенниках крыс. В условиях
подавления ГГТ оси цетрореликсом, ФЛ не оказывал существенного влияния на
стероидогенные эффекты ХГЧ, и это может свидетельствовать в пользу того, что
мишенью действия ФЛ являются гипоталамические нейроны. В этой связи важно
отметить высокую доступность гипоталамических структур при интраназальном
способе введения ФЛ. Дальнейшие исследования фармакологической активности
и механизмов действия ФЛ 116–122, миристоил-Ser-Cys-Ser-D-Leu-Pro-Gln-Thr-ами-
да, как на мужскую, так и на женскую репродуктивную систему необходимы как для
более глубокого понимания функций лептиновой сигнальной системы в контроле
репродукции, так и для создания новых лекарственных средств для стимуляции ре-
продуктивных функций и лечения бесплодия.
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Modulating Effect of the Leptin Fragment 116–122 
on Testicular Steroidogenesis in Male Rats
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Adipokine leptin plays an important role in the regulation of the reproductive system.
It stimulates the activity of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis by indirectly act-
ing on GnRH-secreting neurons and modulates testicular steroidogenic function by
binding to leptin receptors in Leydig cells. A leptin fragment 116–122 (LF) including
the main receptor-binding determinants of this adipokine, normalizes metabolic pa-
rameters in animals with diet-induced obesity. However, its ability to inf luence the
steroidogenic function of the testes, including through interaction with GnRH neu-
rons of the hypothalamus, has not been studied. The aim of this work was to study the
effects of a single and three-day intranasal administration of LF (200 μg/rat) on the
blood testosterone level and the expression of steroidogenic genes in the testes in ma-
ture male Wistar rats. To evaluate the effect of LF on testicular steroidogenesis upon
stimulation with human chorionic gonadotropin (hCG, 15 IU/rat, s/c), a stimulator
of testosterone synthesis and an antagonist of the GnRH receptor cetrorelix (75 μg/kg,
s.c.) an inhibitor of testicular steroidogenesis. It has been shown that LF increases the
level of testosterone in the blood after a single injection, and after a three-day admin-
istration it enhances the steroidogenic effect of hCG. LF and hCG increased the ex-
pression of the Star gene encoding the key regulatory protein of steroidogenesis StAR.
Administration of cetrorelix reduced testosterone levels and Star expression, and com-
pensatory increased expression of the luteinizing hormone receptor gene. The potenti-
ating effect of LF on hCG-induced stimulation of testosterone levels and Star expres-
sion was not detected under conditions of GnRH antagonist treatment. Thus, LF is
capable of stimulating steroidogenesis in rat testis by itself and potentiating the ste-
roidogenic effects of hCG. Since its effects are suppressed in the presence of a GnRH
antagonist, there is reason to assume that the effect of LF is realized through stimula-
tion of hypothalamic GnRH neurons.

Keywords: leptin fragment, steroidogenesis, testosterone, GnRH receptor antagonist, lu-
teinizing hormone receptor, human chorionic gonadotropin
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