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ОБЗОРЫ

УНИКАЛЬНЫЕ СТРАТЕГИИ СТРЕКОЗ В ОХОТЕ И ИСКЛЮЧИТЕЛЬНО 
ВЫСОКИЙ УРОВЕНЬ ЭЙКОЗАПЕНТАЕНОВОЙ КИСЛОТЫ 

В ЛИПИДАХ МОЗГА: ЕСТЬ ЛИ СВЯЗЬ?
© 2024 г.   Р. Г. Парнова1, *
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Докозагексаеновая кислота (С22:6ω3) и в значительно меньшей степени эйкозапентаеновая (С20:5ω3) 
являются основными полиненасыщенными длинноцепочечными жирными кислотами омега‑3 ряда 
в  фосфолипидах мозга млекопитающих. Огромное количество проведенных за последние годы ис-
следований свидетельствует о важной роли омега‑3 жирных кислот в регуляции поведения, памяти, 
психического и  когнитивного развития у  человека и  животных. Показано, что докозагексаеновая 
и эйкозапентаеновая жирные кислоты необходимы для процессов нейро- и синаптогенеза, формиро-
вания новых нейронных сетей, стимуляции продукции нейротрофических факторов, нейрональной 
и синаптической пластичности. Дефицит поступления в организм омега‑3 кислот приводит к сниже-
нию пространственной памяти, когнитивного развития, способности к обучению, нарушению зрения, 
психомоторных функций. В контексте современных представлений о роли омега‑3 полиненасыщен-
ных жирных кислот в когнитивных процессах в данной работе автор обсуждает опубликованные ранее 
собственные данные о резком увеличении количества эйкозапентаеновой кислоты С20:5ω3 в составе 
различных фосфолипидов в мозгу взрослых стрекоз Aeschna grandis L. по сравнению с личинками, свя-
зывая этот феномен с изменением среды обитания, значительным усложнением поведения взрослых 
форм, развитием высокоэффективных стратегий преследования добычи и  переработки зрительной 
информации.

Ключевые слова: омега‑3 полиненасыщенные жирные кислоты, фосфолипиды, насекомые, мозг, пове-
дение, когнитивные способности
DOI: 10.31857/S0044452924010012, EDN: ZGAEBC 

ВВЕДЕНИЕ
Многочисленные публикации последних лет 

свидетельствуют об уникальных поведенческих 
стратегиях, которые используют стрекозы в  охо-
те на мелких летающих насекомых. В  отличие 
от  классического преследования, повторяющего 
движение жертвы, стрекозы используют тактику 
перехвата добычи, действуя с высокой точностью 
и скоростью [1–7]. В 2015 г. в журнале Nature была 
опубликована работа, в  которой авторами была 
применена сложная система оценки движения 
тела стрекозы и  поворота ее глаз, фиксирующая 
положение жертвы в  момент времени. Результа-
ты показали, что мозг стрекозы способен моде-
лировать траекторию движения летящего объек-
та, с огромной скоростью вычисляя ее изменения 
и рассчитывая угол атаки [1]. Стрекозы оказались 
первыми беспозвоночными, у которых была выяв-
лена способность к моделированию. Эта стратегия 
позволяет им добиваться поимки жертвы в  97% 

случаев [4]. В мозге стрекозы Hemicordulia tau бы-
ли идентифицированы зрительные нейроны, по-
лучившие название Small Target Motion Detector 
(STMD)  – детекторы движения малых мишеней 
[2, 8]. Эти нейроны, локализованные в  третьем 
нейропиле оптических долей, обеспечивают вы-
бор мелких движущихся объектов охоты из всего 
объема зрительной информации, оценивают их 
размеры и скорость передвижения, организуя по-
ведение перехвата жертвы с  учетом возможного 
изменения траектории ее движения. Проведенные 
авторами электрофизиологические эксперименты 
и  компьютерное моделирование позволили уста-
новить, что даже очень незначительные отклоне-
ния в  траектории движения одного выбранного 
целевого объекта при игнорировании изменений 
в  общем зрительном фоне драматически меняют 
ответы этих нейронов из-за сложных тормозных 
и  стимулирующих взаимодействий внутри ре-
цептивного поля.
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4	 ПАРНОВА	

Наблюдение за стрекозами в  природе и  экс-
периментальные исследования их физиологии 
свидетельствуют о  высокоорганизованной регу-
ляции процесса полета и  преследования жерт-
вы. Их полет характеризуется очень высокой 
скоростью (до 60 км в час), огромной точностью 
и быстрой маневренностью. Стрекозы способны 
летать в разных направлениях (вперед, вбок и на-
зад), менять угол наклона крыльев и  мгновенно 
зависать в  воздухе на длительное время, что не 
встречается у других насекомых. При этом в от-
личие от большинства других насекомых, каждое 
крыло иннервируется независимо, и  мышцы, 
приводящие в движение каждое крыло, работают 
отдельно. Сложные задачи идентификации, от-
слеживания, предсказания и  преследования це-
ли решаются с  помощью великолепно развитой 
зрительной системы. Большое число отдельно 
функционирующих омматидиев, число которых 
достигает 30000, маленький угол между ними, 
большой диаметр фасеток обеспечивают стреко-
зам отличное зрение и визуальный контроль про-
странства почти на 360 градусов, что позволяет 
великолепно различать мелкие движущиеся объ-
екты на пестром фоне среди многочисленных от-
влекающих факторов [9].

Сложный репертуар предсказательных стра-
тегий преследования, оптическое устройство 
сложных сферических глаз, скорость обработ-
ки зрительной информации при относитель-
но небольшом числе нейронов, нестандартная 
организация зрительно-моторных механизмов 
управления крыловыми мышцами позволяет 
предположить наличие у взрослых стрекоз не толь-
ко структурно-функциональных, но и  биохими-
ческих особенностей структуры ЦНС, связанных 
с  таким сложным поведением. И  такая особен-
ность стрекоз, отличающая их не только от других 
наземных насекомых, но и от собственной стадии 
личинки, есть – исключительно высокий уровень 
в мембранных липидах головного мозга содержа-
ния эйкозапентаеновой кислоты (ЕРА, С20:5ω3) 
[10]  – представителя длинноцепочечных поли-
ненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) омега‑3 
ряда, важнейших структурно-функциональных 
компонентов фосфолипидов мембран мозга всех 
позвоночных животных.

Многочисленные работы последних лет, по-
лученные главным образом на млекопитающих, 
свидетельствуют о  важной роли длинноцепо-
чечных омега‑3 ПНЖК в нейро- и синаптогене-
зе, формировании новых нейронных сетей, си-
наптической пластичности, памяти и поведения 
[11–16]. Целью данной статьи является попытка 
автора найти убедительные аргументы в  поль-
зу существования взаимосвязи между сложным 
поведением стрекоз и обработки зрительной ин-

формации с  высоким уровнем эйкозапентаено-
вой кислоты в липидах мозга.

Особенности состава ПНЖК в липидах 
наземных насекомых

Хорошо известно, что в тканях наземных на-
секомых, в отличие от наземных моллюсков или 
ракообразных, длинноцепочечные ПНЖК об-
наруживаются в крайне незначительных количе-
ствах или не обнаруживаются вообще, а спектр 
полиеновых жирных кислот представлен толь-
ко 18-атомными  – линолевой (С18:2ω6) и  аль-
фа-линоленовой (С18:3ω3) кислотами, присут-
ствующими в различных соотношениях [17–20]. 
Значительные количества арахидоновой кисло-
ты, принадлежащей к  омега‑6 ряду (С20:4ω6), 
удается выявить лишь при анализе отдельных 
классов фосфолипидов в некоторых органах на-
земных насекомых, таких как мозг [21], репро-
дуктивные ткани самцов и самок [22] и зритель-
ные органы [23]. Так же как у других животных, 
у  насекомых арахидоновая кислота является 
субстратом синтеза эйкозаноидов, регулирую-
щих процессы иммунной защиты, репродукции, 
функционирования выделительной системы 
[24]. Длинноцепочечные (С  ≥ 20)  ПНЖК оме-
га‑3 ряда, основными представителями которых 
у  позвоночных животных являются докозагек-
саеновая (DHA, C22:6ω3) и в значительно мень-
шей степени эйкозапентаеновая (ЕРА, С20:5ω3) 
кислоты, у  наземных насекомых практически 
отсутствуют. Некоторые авторы рассматривают 
этот факт как выработанную насекомыми в ходе 
эволюции стратегию защиты от повреждающе-
го воздействия окислительного стресса, к кото-
рому чрезвычайно чувствительны жирные кис-
лоты с  большим числом двойных связей [17]. 
Учитывая особенности организации трахейной 
системы насекомых, обеспечивающую прямую 
доставку кислорода к тканям, и исключительно 
высокую метаболическую активность при со-
вершении мышечной работы, показанную для 
многих насекомых [25], такая гипотеза кажется 
вполне обоснованной.

Липиды амфибиотических насекомых 
содержат большое количество ЕРА

В  отличие от наземных насекомых, липиды 
тканей амфибиотических или чисто водных ви-
дов насекомых содержат значительные количе-
ства ЕРА [26], получая ее из трофических цепей 
пресноводных экосистем, в которых основными 
продуцентами омега‑3 ПНЖК являются диато-
мовые, криптофитовые, динофитовые микрово-
доросли [27, 28]. Амфибиотические насекомые 
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аккумулируют ЕРА на личиночной стадии свое-
го развития, которая происходит в  водной среде. 
Имагинальные формы многих амфибиотических 
видов прекрасно освоили воздушное простран-
ство. И самый яркий пример в этом ряду – стреко-
зы. Их крыловые мышцы, как и у всех насекомых, 
снабжаются кислородом через трахейную систему, 
совершают интенсивную мышечную работу, в том 
числе при длительных перелетах и миграциях, и со-
держат при этом высокие количества ЕРА, име-
ющую в своей структуре 5 двойных связей [10, 26, 
29–31]. По этой причине стрекозы, благодаря от-
носительно крупным размерам тела и способности 
к дальним миграциям, рассматриваются как один 
из наиболее мощных источников экспорта омега‑3 
ПНЖК в  трофические цепи наземных экосистем 
[29, 31]. Высокий уровень ЕРА у активно летающих 
стрекоз и  других амфибиотических насекомых на 
стадии имаго противоречит гипотезе “стратегиче-
ской защиты от окислительного стресса” и  сви-
детельствует о  том, что имагинальные формы, по 
всей вероятности, обладают развитыми механиз-
мами защиты полиеновых жирных кислот от окис-
лительного повреждения.

ЕРА – основная жирная кислота омега 3 ряда 
в липидах мозга стрекоз

Хорошо известно, что в  мозгу различных мле-
копитающих, независимо от их систематической 
принадлежности, характера питания, образа жиз-
ни и способности к биосинтезу длинноцепочечных 
жирных кислот, количество и состав С20–22 оме-
га‑3 ПНЖК в фосфолипидах мозга очень схож [32]. 
Даже у  дельфинов, питающихся морской пищей, 
богатой омега‑3 кислотами, он мало чем отлича-

ется от такового у наземных травоядных или хищ-
ников. В фосфолипидах мозга всех исследованных 
млекопитающих среди ПНЖК омега‑3 ряда доми-
нирует С22:6ω3, а  содержание ЕРА составляет не 
более 1% [27].

Жирнокислотный состав фосфолипидов мозга 
имаго стрекозы Aeschna grandis L., обычного пред-
ставителя прибрежной энтомофауны Северного 
полушария, демонстрирует исключительно вы-
сокий уровень ЕРА и лишь следовые количества 
DHA во всех исследованных классах фосфолипи-
дов [10] (табл.  1). Исключение составляет лишь 
сфингомиелин, который, так же как у всех других 
животных, ввиду своей особой структуры и мем-
бранной локализации вообще не содержит ПНЖК 
[33]. Особенно высоко содержание ЕРА в плазма-
логенной и  диацильной формах фосфатидилэта-
ноламина (44 и 38% от суммы всех жирных кис-
лот соответственно), фосфатидилсерине (32%) 
и  фосфатидилинозите (28%). Такого количества 
ЕРА при анализе фосфолипидов целого мозга не 
обнаружено ни у одного из исследованных видов 
наземных животных. По сумме омега‑3 ПНЖК 
в фосфолипидах мозга стрекозы значительно пре-
восходят млекопитающих. Так, например, в диа-
цильной форме фосфатидилэтаноламина, одном 
из самых ненасыщенных фосфолипидов у  всех 
животных, суммарное количество омега‑3 ПНЖК 
(18:3 + 20:5 + 22:5 + 22:6) в  мозгу разных пред-
ставителей млекопитающих составляет пример-
но 20–25% от суммы всех жирных кислот [32], 
а в мозгу стрекозы – 38%, представленных исклю-
чительно ЕРА (табл. 1). Высокое содержание ЕРА 
обнаружено в  глазах стрекоз Sympetrum flaveolum 
[34], в то время как DHA практически отсутство-
вала, тогда как у  рыб и  млекопитающих ее со-

Таблица 1. Содержание суммарных и отдельных фосфолипидов (в мг фосфолипидов/г сырой ткани и в % от сум-
мы соответственно) и эйкозапентаеновой кислоты (в % от суммы всех жирных кислот) в головном мозгу личинки 
и имаго стрекозы Aeschna grandis L. (модифицировано по данным работы [10]). ND – не обнаружены

Фосфолипид Личинка (нимфа) Имаго
Суммарные фосфолипиды  
(мг/г сырой ткани) 18.4 ± 2.4 22.3 ± 0.8

Отдельные классы 
фосфолипидов

Количество 
фосфолипида
(% от суммы)

Содержание 
С20:5ω3

Количество 
фосфолипида 
(% от суммы)

Содержание 
С20:5ω3

фосфатидилхолин 41.1 ± 0.4 6.8 ± 1.2 32.7 ± 1.4 10.6 ± 2.2
фосфатидилэтаноламин 
(диацильная форма) 30.9 ± 0.3 10.4 ± 2.1 36.8 ± 0.2 37.8 ± 4.1

фосфатидилэтаноламин 
(плазмалогенная форма) 5.9 ± 0.1 29.3 ± 2.5 5.1 ± 1.1 44.3 ± 4.2

фосфатидилсерин 7.6 ± 0.2 8.5 ± 2.5 8.4 ± 0.3 32.0 ± 3.5
фосфатидилинозит 3.5± 0.1 15.0 ± 3.0 4.2 ± 0.2 28.4 ± 3.3
сфингомиелин 6.7 ±0.3 ND 10.1 ± 1.1 ND
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держание в  фоторецепторных клетках достигает 
очень высоких величин.

Переход стрекоз от стадии личинки к имаго 
сопровождается резким увеличением ЕРА 

в фосфолипидах мозга и значительным 
усложнения поведения

Удивительные результаты демонстрирует срав-
нение количества ЕРА в  фосфолипидах мозга 
взрослых стрекоз и  личинок (нимф) последнего 
возраста (табл. 1). Личинки стрекоз, представители 
трофических систем пресных водоемов, питаются 
пищей, богатой омега‑3 ПНЖК (мелкие беспозво-
ночные, мальки рыб), тогда как пищей взрослых 
стрекоз являются наземные насекомые  – мухи, 
мелкие чешуекрылые, комары, в которых эти жир-
ные кислоты практически отсутствуют [20]. Тем 
не менее, содержание ЕРА в фосфолипидах мозга 
взрослых особей оказывается значительно выше, 
чем у личинок. В диацильной форме фосфатидилэ-
таноламина и в фосфатидилсерине ее содержание 
почти в 4 раза выше у взрослых форм, чем у личи-
нок, в фосфатидилинозите и фосфатидилхолине – 
почти в  2 раза. Эта разница будет еще более вы-
раженной, если учесть количественные различия 
в  содержании отдельных классов фосфолипидов 
у личинки и имаго, например, увеличении количе-
ства фосфатидилэтаноламина- наиболее ненасы-
щенного фосфолипида, у взрослых форм (табл. 1).

По всей вероятности, ЕРА в  тканях взрослых 
стрекоз имеет личиночное происхождение [29, 31]. 
Способность к  длительному удержанию ценных 
для организма омега‑3 ПНЖК, полученных в ходе 
личиночного развития, была показана и у насеко-
мых с полным превращением, у которых на стадии 
куколки происходит полная структурная реоргани-
зация тканей. Так, если в пищевой рацион гусениц 
восковой моли Galleria melonella добавить ЕРА, то 
она обнаруживается в фосфолипидах бабочек [35]. 
Хотя способность взрослых стрекоз синтезиро-
вать ЕРА de novo из более коротких предшествен-
ников, таких как альфа-линоленовая кислота, не 
изучалась, наиболее вероятным представляется 
предположение, что в процессе подготовки линьки 
личинки на имаго происходит избирательное пере-
направление ЕРА в фосфолипиды ЦНС из других 
тканей. Основным донором ЕРА может являть-
ся пул жирных кислот, аккумулированных в  ходе 
длительного личиночного развития в жировом те-
ле, ключевом координаторе липидного метаболиз-
ма у насекомых [36], функционально аналогичном 
печени и жировой ткани позвоночных. По нашим 
данным содержание ЕРА в жировом теле личинки 
стрекозы A. grandis составляет 15.6% в фосфолипи-
дах и 6.8% в триацилглицеринах [10]. Показано, что 
под действием 20-гидроксиэкдизона, стероидного 

гормона, стимулирующего линьку и  метаморфоз 
насекомых, происходит усиление липолиза в  жи-
ровом теле, которое сопровождается увеличением 
содержания неэстерифицированных жирных кис-
лот в  гемолимфе. Максимальная интенсивность 
этих процессов, регулируемых изменением экс-
прессии генов, задействованных в  регуляцию ли-
пидного метаболизма, отмечается на стадии линь-
ки [36, 37].

Онтогенез стрекоз дает редкий пример услож-
нения поведения, способов получения и обработ-
ки сенсорной информации в  связи с  драматиче-
скими изменениями в  характере среды обитания, 
передвижения в пространстве, охраны территории, 
способов добывания и  характера пищи, которое 
обычно несвойственно насекомым с  неполным 
метаморфозом. Личинки стрекоз малоподвижны, 
имеют слаборазвитое зрение, живут в  мутной во-
де или зарываются в ил, в охоте используют выжи-
дательную стратегию, ориентируясь главным об-
разом на осязание и  обоняние, обеспечиваемыми 
развитыми антеннами [38]. Хотя структура основ-
ных центров мозга стрекоз принципиально схожа 
у личинок и имаго, и предполагается, что поступа-
ющая различными сенсорными путями информа-
ция обрабатывается одними и  теми же центрами 
мозга [39], у взрослых форм снижается количество 
обонятельных и  механочувствительных сенсилл, 
значительно падает доля обоняния и резко возрас-
тает роль зрения. Особое развитие приобретают 
грибовидные тела, основной ассоциативный центр 
мозга, отвечающий за зрение и координацию локо-
моции [40]. Показано, что зрительные доли, кото-
рые образуют фронтально-латеральные части про-
тоцеребрума, достигают у взрослых стрекоз 80% от 
общего объема надглоточного ганглия [41]. Оче-
видно, что кардинальное усложнение поведения 
у взрослых стрекоз по сравнению с личинкой долж-
но приводить к формированию новых нейронных 
сетей, обеспечивающих мгновенную переработку 
сложной зрительной информации и высокую ско-
рость управления локомоторными действиями, 
обеспечивающими высокоэффективную страте-
гию охоты. В пользу этого предположения свиде-
тельствуют также наши данные о  более высоком 
количестве общих фосфолипидов на грамм ткани 
мозга у взрослых форм по сравнению с личинкой 
(табл.  1), что косвенно указывает на возрастание 
массы мембранных структур  – числа отростков, 
а возможно и тел нейронов у взрослых стрекоз.

“Когнитивные эффекты” омега‑3 ПНЖК 
у позвоночных и беспозвоночных животных

Наблюдаемая избирательная аккумуляция ЕРА 
в  фосфолипидах нервной системы при переходе 
от стадии личинки к имаго, по всей вероятности, 
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важна для формирования новых нейронных сетей, 
обеспечивающих усложнение поведения. В пользу 
этого заключения свидетельствует огромный объ-
ем экспериментальных данных, полученный на 
млекопитающих, об аккумуляции в мозгу С20 оме-
га‑3 ПНЖК, главным образом DHA, в период пре-
натального развития [15, 16, 42, 43] и их важнейшей 
роли в созревании мозга ‒ обеспечении процессов 
нейрогенеза, нейрональной и синаптической пла-
стичности, формирования памяти и  поведения 
[11 ‒ 14]. Обратные процессы – старение организ-
ма, нейродегенерация, напротив, сопровождаются 
снижением содержания омега‑3 ПНЖК в структу-
рах мозга [44]. ЕРА и DHA задействованы в увели-
чении числа нейронов, стимуляции образования 
дендритных шипиков, синаптических контактов, 
разветвления и  роста отростков нервных клеток 
[45 ‒ 48]. Их действие связано с  поддержанием 
необходимой жидкостности липидного бислоя, 
регуляцией соотношения “упорядоченных” (ли-
пидных рафтов) и  “неупорядоченных” мембран-
ных доменов, увеличением экспрессии синаптиче-
ских белков [47, 48], обеспечением везикулярного 
транспорта в синапсах и регуляцией высвобожде-
ния нейротрансмиттеров [49], со стимуляцией 
продукции нейротрофического фактора мозга 
(BDNF) [50], а  также с  противовоспалительными 
и  многими другими эффектами. У  млекопитаю-
щих в эндотелиальных клетках гематоэнцефаличе-
ского барьера идентифицированы специфические 
белки-транспортеры Mfsd2a, обеспечивающие бы-
стрый транспорт ЕРА и  DHA в  составе лизофос-
фатидилхолина в мозг [51]. Особенно велика роль 
омега‑3 кислот у  млекопитающих в  гиппокампе, 
ответственным за формирование эмоций, консо-
лидацию пространственной памяти, необходимой 
для навигации. Недостаток омега‑3 ПНЖК в  ра-
ционе животных приводит к  уменьшению числа 
и размеров нейронов гиппокампа [52], нарушению 
функционирования G‑белок связанных рецепто-
ров и  потенциал-зависимых ионных каналов [53, 
54]. Дефицит этих жирных кислот вызывает умень-
шение поступления глюкозы в  структуры мозга 
[55], снижение пространственной памяти, поведе-
ния, способности к обучению, нарушению зрения, 
психомоторных функций [50, 52, 56], а у человека 
приводит к развитию болезни Альцгеймера [14].

Роль омега‑3 ПНЖК показана в  структурно-
функциональном развитии мозга птиц. При до-
бавлении DHA в  пищу птенцов происходит ее 
накопление в структурах мозга [57], что приводит 
к  ускорению их когнитивного развития [58, 59]. 
Нарушение синаптической функции при дефиците 
омега‑3 ПНЖК выявляется уже у беспозвоночных. 
Так, на свободноживущей нематоде Caenorhabdi-
tis elegans, способной синтезировать 20-атомные 
омега‑3 ПНЖК [60], с  помощью различных экс-

периментальных подходов было установлено, что 
у мутанта по гену fat3, кодирующего ∆6 десатура-
зу, ответственную за синтез жирных кислот с тре-
мя и  более двойными связями, было нарушено 
образование синаптических везикул и  снижена 
продукция нейротрансмиттеров [61]. На моделях 
дрозофилы показано, что экзогенные ЕРА и DHA 
оказывают нейропротективное действие, препят-
ствуя развитию ингибирующих эффектов бипи-
ридиновых гербицидов на экспрессию белков, 
обеспечивающих выживание нейронов и синапти-
ческую стабильность, а также на функционирова-
ние митохондрий в нейронах [62]. На медоносных 
пчелах было показано, что изменение величины 
соотношения омега‑3/омега‑6 жирных кислот 
в пище в пользу омега‑3 улучшает их способность 
к  обонятельному и  тактильному ассоциативному 
обучению [63].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изложенные выше факты позволяют предполо-

жить, что увеличение содержания ЕРА в фосфоли-
пидах мозга взрослых стрекоз по сравнению с  ли-
чинкой может являться важным, хотя, разумеется, 
не единственным механизмом, участвующим в обе-
спечении значительно более сложного поведения, 
предсказательных стратегий преследования добычи, 
переработки зрительной информации. По всей ве-
роятности, селективная аккумуляция ЕРА в струк-
турах мозга взрослых стрекоз, которая происходит 
даже при отсутствии ее поступления с пищей, при-
звана обеспечить формирование значительно более 
сложных нейронных сетей. У  млекопитающих эту 
функцию в процессе пренатального развития моз-
га выполняет, главным образом, DHA, содержание 
которой значительно выше, чем ЕРА. По какой-то 
причине у насекомых, в том числе и у амфибиоти-
ческих, в отличие от большинства беспозвоночных 
и позвоночных животных, DHA практически отсут-
ствует, и  даже при ее добавлении в  пищу, как это 
было показано на дрозофилах, она быстро метабо-
лизируется в  ЕРА [64]. Возможно, что увеличение 
ненасыщенности жирных кислот на одну двойную 
связь подвергает наземных насекомых большему 
риску окислительного стресса. Анализ генома дро-
зофил выявил отсутствие элонгаз и десатураз, необ-
ходимых для превращения ЕРА в ДГК [64].

В последнее время интерес клинической меди-
цины к  специфической роли ЕРА в  функциони-
ровании ЦНС сильно возрос. Хотя у млекопитаю-
щих она менее активно включается в липиды мозга 
и более интенсивно подвергается бета-окислению 
[65], обнаружены ее многочисленные самосто-
ятельные эффекты в  ЦНС, независимые от пре-
вращения ЕРА в DHA [11, 66, 67]. Введение в ди-
ету ЕРА приводило к  улучшению способности 
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крыс к обучению и значительно улучшала память 
у животных с моделью болезни Альцгеймера [49]. 
На нейронах гиппокампа и in vivo на моделях крыс 
с когнитивным дефицитом показано, что фосфа-
тидилэтаноламин, обогащенный ЕРА (особен-
но его плазмалогенная форма), действуя через 
BDGF/CREB сигнальный путь обладает антиа-
поптотическим действием, стимулирует экспрес-
сию белков синаптических окончаний, количество 
дендритов и  образование дендритных шипиков 
[66]. Доказано, что именно ЕРА обладает терапев-
тическим потенциалом у человека при лечении де-
прессии, биполярных расстройств, шизофрении 
и  других психических заболеваний [68–70], в  ос-
нове которого лежит обеспечиваемая этой жирной 
кислотой модуляция синаптической пластичности 
[11]. Тем не менее, понять специфичность функ-
ций ЕРА на моделях млекопитающих довольно 
сложно ввиду потенциальной возможности ее ме-
таболического превращения в DHA. Наблюдаемое 
в ходе онтогенеза стрекоз резкое накопление ЕРА 
в  фосфолипидах мозга, сопровождающееся зна-
чительным усложнением поведения насекомых, 
можно рассматривать как удивительный “при-
родный эксперимент”, демонстрирующий корре-
ляцию количества ЕРА в липидах мозга и степень 
когнитивного развития в отсутствие других длин-
ноцепочечных жирных кислот омега‑3 ряда.
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UNIQUE HUNTING STRATEGIES OF THE DRAGONFLIES 
AND EXCEPTIONALLY HIGH LEVEL OF EICOSAPENTAENOIC ACID 

IN BRAIN LIPIDS: IS THERE A CONNECTION?
R. G. Parnovaa, #

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the RAS, Saint-Petersburg, Russia
# e-mail: rimma_parnova@mail.ru

Docosahexaenoic acid (C22:6ω3) and, to a much lesser extent, eicosapentaenoic acid (C20:5ω3) are the main 
polyunsaturated long-chain omega‑3 fatty acids in mammalian brain phospholipids. A huge number of studies 
conducted in recent years indicate the important role of omega‑3 fatty acids in the regulation of behavior, mem-
ory, mental and cognitive development in humans and animals. It has been shown that docosahexaenoic and 
eicosapentaenoic fatty acids are necessary for the processes of neuro- and synaptogenesis, the formation of new 
neural networks, stimulation of the production of neurotrophic factors, neuronal and synaptic plasticity. A de-
ficiency of omega- 3 acids leads to a decrease in spatial memory, cognitive development, learning ability, visual 
impairment, and psychomotor functions. In the context of modern concepts on the role of omega‑3 polyunsatu-
rated fatty acids in cognitive processes, in this paper the author discusses his own previously published data on a 
sharp increase in the amount of eicosapentaenoic acid C20:5ω3 in various brain phospholipids of the dragonfly 
Aeschna grandis L. adult compared to the larvae, linking this phenomenon with a significant complication of the 
behavior of adult forms, the development of highly effective strategies for pursuing prey and processing visual 
information.

Keywords: omega‑3 polyunsaturated fatty acids, eicosapentaenoic acid, brain, phospholipids, insects, behavior, 
cognition
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Персонализированный подход к  диагностике и  лечению артериальной гипертонии требует ком-
плексного анализа особенностей патогенетических механизмов, лежащих в основе заболевания. Для 
определения специфических метаболомных маркеров различных гипертензивных состояний были ис-
следованы четыре группы экспериментальных животных: крысы WAG (нормотензивный контроль); 
крысы НИСАГ (ISIAH) с  наследственной стресс-индуцированной артериальной гипертонией (АГ); 
крысы с АГ, индуцированной эндотелиальной дисфункцией, вызванной введением L-NAME; крысы 
с  АГ, вызванной введением дезоксикортикостерона на фоне солевой нагрузки. Образцы сыворотки 
крови крыс анализировали методом ЯМР‑спектроскопии. Проведённый метаболомный анализ дал 
возможность дифференцировать гипертензивные состояния различного генеза с помощью метаболом-
ных биомаркеров сыворотки крови. Для крыс с ДОКА‑солевой гипертонией характерно повышенное 
содержание холина. Гипертония, связанная с эндотелиальной дисфункцией, индуцированной введе-
нием L-NAME, сопровождалась снижением уровней тирозина, серина и глицина. Для крыс НИСАГ 
характерно повышение концентраций орнитина (цикл мочевины и оксида азота), валина, лейцина, 
изолейцина, мио-инозитола, глутамата, глутамина (метаболизм глюкозы).

Ключевые слова: артериальная гипертония, метаболом, биомаркеры, крысы НИСАГ, ДОКА‑солевая 
гипертония, эндотелиальная дисфункция
DOI: 10.31857/S0044452924010021, EDN: ZGACPP

ВВЕДЕНИЕ
Ввиду разнообразия механизмов патогенеза 

артериальной гипертонии (АГ) возникает необ-

ходимость разработки персонализированной ди-
агностики и  терапии заболевания. Один из ме-
тодов, которые позволяют комплексно оценить 
патологические изменения в  организме  – это 
метаболомное исследование. Метаболом рассма-
тривается как совокупность низкомолекулярных 
веществ (метаболитов), детектируемых в исследу-
емом образце. Знание о метаболических путях, ле-
жащих в основе того или иного типа артериальной 
гипертонии, позволит более рационально прово-
дить ее терапию [1].

Способы моделирования артериальной гипер-
тонии для изучения особенностей различных ги-
пертензивных состояний практически настолько 
же разнообразны, как патогенетические механиз-

Сокращения: АД  – артериальное давление; АГ  – артериаль-
ная гипертония; WAG  – Wistar Albino Glaxo (линия крыс); 
НИСАГ  – наследственная индуцированная стрессом арте-
риальная гипертония (линия крыс, также ISIAH – Inherited 
Stress-Induced Arterial Hypertension); L-NAME  – Nω-Nitro-
L‑arginine methyl ester; DOCA  – deoxycorticosterone acetate; 
NMDA – N‑methyl D‑aspartate; eNOS – endothelial nitric oxide 
synthase; NO – nitric oxide, оксид азота; GPCR – G protein–
coupled receptor; РААС  – ренин-ангиотензин-альдостеро-
новая система; ацетил-КоА – ацетилкофермент А; SCFA – 
short-chain fatty acids; ВСАА  – branched-chain amino acids; 
IP3R – inositol trisphosphate receptor.
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мы самого заболевания. Однако, можно выделить 
две основные группы: патофизиологические и ге-
нетические модели. К патофизиологическим моде-
лям относятся, например, хирургические (перевяз-
ка почечной артерии), гормон-индуцированные 
(введение ангиотензина-II, кортикостероидов), 
индуцированные диетой (солевые нагрузки) и др. 
Генетические модели воспроизводят АГ, которая 
развивается либо спонтанно (линии крыс GH, 
SHR, SPSHR), либо в провокационной среде (со-
лечувствительные крысы DS, соле-гормон-чув-
ствительные крысы SBH, стресс-чувствительные 
крысы НИСАГ/ISIAH) [2]. В нашем исследовании 
были использованы три модели АГ: две патофи-
зиологические модели АГ – ДОКА‑солевая и вы-
званная введением L-NAME (ингибитора синтеза 
NO), и одна генетическая модель – крысы линии 
НИСАГ(ISIAH).

ДОКА‑солевая гипертония  – это модель АГ, 
вызванной солевой нагрузкой и  введением син-
тетического минералокортикоида  – дезоксикор-
тикостерона ацетата (DOCA). Гипертензивные 
состояния, связанные с гиперпродукцией минера-
локортикоидов и задержкой соли, являются одной 
из причин формирования гипертензивного стату-
са у  людей [3]. Также одним из важных механиз-
мов развития гипертонической болезни является 
эндотелиальная дисфункция с нарушениями про-
дукции оксида азота, воспроизводимого в  нашей 
модели АГ путем введения L-NAME [4]. Крысы 
линии НИСАГ/ISIAH (наследственная индуциро-
ванная стрессом артериальная гипертония/ Inher-
ited Stress-Induced Arterial Hypertension) получена 
путем многолетней генетической селекции на по-
вышение АД в  условиях эмоционального стресса 
из аутбредной популяции крыс Вистар [5]. Значе-
ние эмоционального стресса как важнейшего фак-
тора патогенеза гипертонической болезни хорошо 
документировано [6–9].

Цель данного исследования  – определить ме-
таболомные биомаркеры, специфические для 
трёх изучаемых моделей АГ, соответствующих 
аналогичным формам гипертонической болезни 
человека.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные
Исследование было проведено на 3–4-месяч-

ных самцах крыс, по 10 в  каждой группе. Всего 
групп было четыре: 1)  контрольные нормотен-
зивные крысы линии WAG (Wistar Albino Glaxo); 
2)  крысы линии НИСАГ (ISIAH) с  наследствен-
ной индуцированной стрессом артериальной ги-
пертонией; 3) крысы с артериальной гипертонией, 
связанной с  эндотелиальной дисфункцией (вве-

дение ингибитора эндотелиальной NO‑синтазы – 
L-NAME); 4) крысы с артериальной гипертонией, 
индуцированной введением дезоксикортикостеро-
на в сочетании с солевой нагрузкой (ДОКА‑соле-
вая гипертония). Экспериментальные животные 
содержались в  стандартных условиях конвенци-
онального вивария Института цитологии и  гене-
тики СО РАН, получали полнорационный корм 
(“Чара”, Россия) и питьевую воду ad libitum.

Фармакологически индуцированная 
артериальная гипертония

Моделирование гипертензивных состояний 
осуществляли с  помощью фармакологического 
воздействия, руководствуясь протоколами, опу-
бликованными ранее другими исследователями 
[10, 11]. Для моделирования гипертонии, свя-
занной с  эндотелиальной дисфункцией, крысам 
линии WAG перорально вводили раствор инги-
битора эндотелиальной NO‑синтазы (L-NAME, 
Nω-Nitro-l-arginine methyl ester, N‑омега-нитро-
L‑аргинин метиловый эфир; Sigma Aldrich, США) 
в дозе 30 мг/кг массы тела в течение двух недель 
[10]. Для получения ДОКА‑солевой гипертонии 
крысам линии WAG подкожно вводили DOCA 
(deoxycorticosterone acetate, дезоксикортикосте-
рона ацетат; Sigma Aldrich, США) в дозе 25 мг/кг 
массы тела раз в  4 дня на фоне постоянной со-
левой нагрузки  – 1% раствор NaCl в  поилках  – 
в течение трёх недель [11]. На протяжении всего 
эксперимента гипертензивный статус животных 
контролировали с  помощью регулярных изме-
рений АД. Кроме того, в  течение недели перед 
забором образцов крови ежедневно регистриро-
вали показатели потребления корма и  выделе-
ние фекалий с использованием индивидуальных 
метаболических клеток для грызунов (Tecniplast, 
Италия).

Мониторинг артериального давления (АД) 
и получение сыворотки крови

АД измеряли два раза в  неделю с  использова-
нием прибора для неинвазивного измерения АД 
(BIOPAC, США) методом tail-cuff (с помощью хво-
стовой манжеты). При измерении АД также кон-
тролировали динамику массы тела животных. Об-
разцы сыворотки крови получали при эвтаназии 
экспериментальных животных методом декапи-
тации (забор крови у всех крыс производили в од-
но и то же время суток, животные в течение всего 
эксперимента получали воду и корм ad libitum). Со-
бранную периферическую кровь отстаивали в  те-
чение 1 часа для формирования первичного сгуст-
ка, затем центрифугировали (+4 °C, 3000  об/мин, 
20 мин), полученную сыворотку крови хранили 
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при –70 °C. Далее исследование образцов проводи-
лось в  ЦКП “Масс-спектрометрические исследо-
вания” Международного томографического цен-
тра СО РАН.

Экстракция метаболитов из образцов 
сыворотки крови

Для получения небелкового экстракта метабо-
литов сыворотки крыс использовали подобран-
ное на основе проведённых ранее исследований 
[12] оптимальное соотношение объёмов сыворот-
ки и  экстрагирующего раствора: сыворотка/мета-
нол/хлороформ = 1/1/1. Образцы экстрагировали 
при –20 °C в течение 30 мин, затем центрифугиро-
вали (+4 °C, 12000 об/мин, 30 мин) и отбирали на-
досадочную жидкость. Супернатант был высушен 
на вакуумном испарителе и хранился при –70 °C.

Количественный метаболомный 
анализ образцов сыворотки крови крыс 

(ЯМР‑спектроскопия)
Высушенные экстракты растворяли в  дейте-

рированном фосфатном буфере (0.05 М, рН  7.4), 
содержащем натриевую соль 3-триметилсилил‑1-
пропан-сульфокислоты (DSS, 20 мкМ) в качестве 
внутреннего стандарта. Спектры регистрировали 
на ЯМР‑спектрометре AVANCE III HD600  МГц 
(Bruker BioSpin, Германия), оснащённом зондом 
TXI 1H‑13C/15N/D ZGR5 мм. Спектры были по-
лучены с использованием одноимпульсной после-
довательности zgpr с  подавлением сигнала воды, 
время сбора данных 6.7 с. Спектры для каждого об-
разца регистрировали путем суммарного накопле-
ния 64 спектров.

Анализ полученных данных
Для обработки спектров применялась програм-

ма MestReNova v12.0. Идентификация метаболитов 
проводилась с использованием Human Metabolome 
Database и  собственных данных о  метаболомном 
составе биологических жидкостей человека и жи-
вотных [13]. Концентрации метаболитов в раство-

ре определялись путем интегрирования сигналов 
в  спектре относительно сигнала DSS, a затем пе-
ресчитывались в  значения концентраций в  сыво-
ротке крови (в  единицах нмоль/мл). Полученные 
концентрации метаболитов анализировали с при-
менением R-Studio и пакета программ Statistica 12: 
непараметрические критерии Краскела–Уоллиса 
и Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на мно-
жественные сравнения. Значения при р < 0.05 счи-
тали статистически значимыми. Данные на графи-
ках приведены в виде медиан с указанием границ 
первого и третьего квартилей.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Формирование фармакологически индуцирован-

ной артериальной гипертонии привело к  повыше-
нию АД с 134.3 ± 1.42 до 192.0 ± 2.96 мм. рт. ст. у груп-
пы L-NAME, с 137.5 ± 1.07 до 184.2 ± 1.19 мм. рт. ст. 
у группы DOCA. АД крыс НИСАГ(ISIAH) состав-
ляло 205.9 ± 2.12 мм.рт.ст., АД контрольных нормо-
тензивных крыс WAG – 135.9 ± 1.21 мм. рт. ст. Масса 
тела экспериментальных животных, а также уровни 
потребления корма и выделения фекалий не имели 
достоверных отличий (табл. 1).

Метаболизм холина
Концентрация холина значительно повыше-

на в  сыворотке крови крыс с  ДОКА‑солевой ги-
пертонией (рис. 1). Холин выполняет в организме 
многочисленные функции: является предшествен-
ником нейромедиатора ацетилхолина, входит в со-
став клеточных мембран, участвует в метаболизме 
липидов [14]. В митохондриях холин преобразует-
ся в  бетаин, который участвует в  метилировании 
гомоцистеина с образованием метионина; бетаин, 
в  свою очередь, превращается в  диметилглицин 
[15]. Также холин является основным продуктом 
фосфолипазы D [16], которая участвует в  меха-
низмах воспаления и дестабилизации коронарной 
бляшки [17]. Повышенный уровень холина в плаз-
ме ассоциирован с риском возникновения острого 
коронарного синдрома [18].

Таблица 1. Физиологические параметры (АД, масса тела, потребление корма, выделение фекалий) эксперименталь-
ных животных в день забора образцов сыворотки крови

Физиологические параметры
Группы животных

WAG ISIAH L-NAME DOCA
АД, мм.рт.ст. 135.9 ± 1.21 205.9 ± 2.12 192.0 ± 2.96 184.2 ± 1.19
Масса тела, г 325.16 ± 6.17 323.35 ± 5.76 324.45 ± 4.35 328.2 ± 6.18
Суточное потребление корма, г 16.0 ± 1.5 15.3 ± 0.9 17.3 ± 1.36 15.8 ± 0.6
Суточное выделение фекалий, г 6.67 ± 0.42 7.67 ± 0.43 7.70 ± 0.50 7.10 ± 0.18

Данные приведены в виде Mean ± SEM.
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Биомаркеры почечной дисфункции
У  всех трёх гипертензивных групп животных 

наблюдается сниженный уровень триптофана по 
сравнению с нормотензивным контролем (рис. 1). 
Триптофан  – незаменимая аминокислота, мета-
болизм которой в  организме происходит по трём 
путям: индольному, кинурениновому и серотони-
новому. Метаболиты индольного и кинурениново-
го путей участвуют в образовании активных форм 
кислорода, способствуя индукции оксидативного 
стресса и  обострению воспаления [19]. В  когорте 
больных, у которых впервые диагностировали раз-
личные сердечно-сосудистые заболевания, было 
обнаружено снижение уровней триптофана и кину-
ренина в плазме крови [20]. Снижение концентра-
ции триптофана в  сыворотке крови наблюдалось 
у  больных с  хронической почечной недостаточ
ностью  – при этом концентрации метаболитов 
кинуренинового пути были повышены [21]. Бы-
ло показано, что производные триптофана, обра-
зующиеся в  кишечнике, являются лигандами Ah-
рецептора [22]. Ah-рецептор модулирует действие 
Т‑хелперов 17 типа, участвующих в развитии гипер-
тонии на фоне повышенной солевой нагрузки [23].

Метаболизм тирозина
Из фенилаланина под действием фермента 

фенилаланингидроксилазы образуется тирозин, 
который, в  свою очередь, под действием тиро-
зингидроксилазы превращается в дигидроксифе-
нилаланин (ДОФА) – начальное звено в синтезе 
катехоламинов. Катехоламины (дофамин, адре-
налин, норадреналин) играют заметную роль 
в регуляции АД, воздействуя как на сократимость 
сосудов, так и на реабсорбцию натрия в почке [24, 
25]. Наиболее выраженные изменения в метабо-
лизме тирозина по сравнению с нормотензивным 
контролем наблюдаются у  крыс с  моделирован-
ной эндотелиальной дисфункцией (L-NAME)  – 
снижение концентраций фенилаланина и  тиро-
зина (рис. 1).

Метаболизм глицина
У крыс группы L-NAME по сравнению с кон-

тролем достоверно снижены концентрации 
глицина и  серина в  сыворотке крови (рис.  2). 
L‑серин под действием гидроксиметилтранс-
феразы превращается в  глицин, а  также может 
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Рис. 1. Межгрупповые различия (ISIAH, L-NAME, DOCA vs WAG) в концентрациях метаболитов, связанных с метабо-
лизмом холина (холин, бетаин), с почечной функцией (триптофан), с метаболизмом тирозина (фенилаланин, тирозин).
Критерий Манна–Уитни, * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
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находиться in vivo в  другом изомерном состо-
янии  – в  виде D‑серина [26]. Как глицин, так 
и D‑серин являются коагонистами ионотропных 
NMDA‑рецепторов и,  активируя их совместно 
с глутаматом, способствуют вазодилатации за счёт 
увеличения продукции оксида азота эндотелиаль-
ной NO‑синтазой eNOS [27, 28].

Цикл Кребса
Группы L-NAME и  DOCA отличаются пони-

женными концентрациями цитрата и  сукцината 
(рис.  2). Сукцинат может связываться с  рецепто-
ром, сопряжённым с G‑белком (GPR91), активи-
руя РААС и  вызывая повышение АД [29]. Связь 
цитрата крови с регуляцией АД не настолько оче-
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Рис. 2. Межгрупповые различия (ISIAH, L-NAME, DOCA vs WAG) в концентрациях метаболитов, связанных с метабо-
лизмом глицина (глицин, серин), циклом Кребса (цитрат, сукцинат), с окислительным метаболизмом (карнитин, аце-
тилкарнитин).
Критерий Манна–Уитни, * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
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видна: исследователи отмечали снижение его уров-
ня в моче крыс SHR со спонтанной гипертензией, 
связывая это с  нарушением кислотно-щелочного 
баланса [30, 31].

Окислительный метаболизм
Крысы, которым вводили DOCA, имеют по-

ниженные по сравнению с крысами линии WAG 
концентрации карнитина и  ацетилкарнитина 
(рис.  2). L‑карнитин принимает участие в  окис-
лении длинноцепочечных жирных кислот, взаи-
модействуя с ацетил-КоА с образованием ацетил-
карнитина [32].

Метаболиты микробиоты кишечника
Обнаруживаемые в  крови короткоцепочечные 

жирные кислоты (SCFA, short-chain fatty acids) 
и  их производные  – формиаты, ацетаты, бутира-
ты, изобутираты, валераты – в основном являют-
ся побочными продуктами метаболизма кишечной 
микробиоты. Их участие в  регуляции АД может 
осуществляться через рецепторы, сопряжённые 
с  G‑белком  – Gpr41, Gpr43, Gpr109a, Olfr78 [33], 
либо эпигенетически – ацилирование короткоце-
почечных жирных кислот модифицирует гистоны 
и  регулирует гены, ответственные в  том числе за 
развитие метаболического синдрома и  регуляцию 
АД [34]. Группа крыс НИСАГ/ISIAH отличается от 
нормотензивного контроля повышенным содер-
жанием изобутирата (рис. 3).

Цикл мочевины и оксида азота
Аспартат в  цикле мочевины превращает-

ся в  аргинин, который затем либо под действи-
ем NO‑синтазы образует оксид азота, либо с  по
мощью аргиназы распадается с  образованием 
мочевины и орнитина. Орнитин затем может под 
действием карбамоилтрансферазы превращаться 
в  цитруллин, который вместе с  аспартатом снова 
может образовать аргинин. Концентрация орнити-
на достоверно повышена в сыворотке крови крыс 
НИСАГ (рис. 4).

Метаболизм глутамата
Орнитин также является продуктом метабо-

лизма глутамата, который образуется в  митохон-
дриях из глутамина. Глутамин является важным 
источником аммиака, который образуется при 
его дезаминировании до глутамата  – таким обра-
зом, глутамин участвует в поддержании кислотно-
щелочного баланса [35]. Глутамат, связываясь 
с  NMDA‑рецепторами, усиливает уязвимость 
β-клеток поджелудочной железы при повышенном 

уровне глюкозы [36], а повышенная концентрация 
глутамата в плазме крови ассоциирована с диабе-
том 2 типа [37]. Концентрации глутамата и глута-
мина достоверно повышены в  сыворотке крови 
крыс НИСАГ по сравнению c контрольной груп-
пой WAG (рис. 4).

Метаболизм глюкозы
Как видно из рис.  5, у  крыс НИСАГ по срав-

нению с  остальными экспериментальными груп-
пами повышены концентрации валина, лейцина, 
изолейцина в  сыворотке крови: это так называе-
мые протеиногенные аминокислоты с разветвлен-
ным строением алифатической боковой цепи 
(ВСАА, branched-chain amino acids). Они прини-
мают участие в  метаболизме глюкозы, активируя 
комплекс mTORC1, который фосфорилирует суб-
страт инсулинового рецептора IRS‑1 [38, 39]. Так-
же лейцин, изолейцин и валин участвуют в гипо-
таламической регуляции метаболизма глюкозы 
в  печени [40]. Глюкоза и  её метаболит глицерол 
имеют пониженные концентрации в  сыворотке 
крови крыс, которым вводили L-NAME и DOCA. 
У крыс НИСАГ/ISIAH по сравнению с остальны-
ми группами достоверно повышен уровень мио-
инозитола  – миметика инсулина, эффективно 
снижающего уровень глюкозы после приёма пи-
щи [41]. Мио-инозитол также может участвовать 
в  регуляции АД путём воздействия на инозитол-
трифосфатные рецепторы (IP3R). Активация 
IP3R рецепторов приводит к  высвобождению 
ионов Ca2+ в  гладкомышечных стенках сосудов, 
увеличивая их сократимость [42].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Крысы с  ДОКА‑солевой гипертонией отлича-

лись повышенной концентрацией холина. Ввиду 
многообразия биологических функций холи-
на дать однозначную интерпретацию на основе 
имеющихся данных затруднительно. Показано, 
что метаболизм холина связан с  активацией про-
теинкиназы С  и  макрофагальным воспалением 
[43]. В пользу гипотезы о роли воспаления в пато
генезе ДОКА‑солевой гипертонии говорит то, что 
введение ингибиторов инфильтрации уменьша-
ло сердечный фиброз у  крыс с  данной моделью 
гипертонии [44, 45]. В  продолговатом мозге крыс 
с  ДОКА‑солевой гипертонией была обнаружена 
повышенная холинергическая активность, кото-
рую исследователи связали с активностью симпа-
тической нервной системы [46].

Гипертензивный статус крыс с индуцированной 
введением L-NAME эндотелиальной дисфункци-
ей характеризовался сниженными концентрация-
ми тирозина, серина и глицина в сыворотке кро-
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ви. Показано, что в  плазме крыс, получавших 
L-NAME, повышены концентрации катехолами-
нов (дофамин, адреналин, норадреналин) и  их 
производных (дигидроксифенилуксусная кис-
лота, дигидроксифенил гликоль)  – и  в  условиях 
стресса концентрации адреналина, дигидрокси-
фенилуксусной кислоты и дигидроксифенил гли-
коля возрастают ещё больше [47]. Это согласуется 
со снижением содержания в крови тирозина, ко-

торый является предшественником всех катехол
аминов.

Серин и  глицин также можно рассматривать 
в  качестве биомаркеров: в  подробном исследова-
нии, посвящённом механизмам их действия на 
уровень АД крыс с L-NAME‑гипертонией и SHR, 
было обнаружено, что глицин оказывает двоякий 
эффект, воздействуя на NMDA‑рецепторы: сни-
жает АД у нормотензивного контроля, но повыша-
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Рис. 3. Межгрупповые различия (ISIAH, L-NAME, DOCA vs WAG) в концентрациях метаболитов, связанных с деятель-
ностью микробиоты кишечника (изобутират, формиат, 3-метил‑2-оксовалерат, 3-гидроксибутират, 2-гидроксиизобути-
рат, 3-гидроксиизобутират, ацетат, ацетоацетат, ацетон).
Критерий Манна–Уитни, * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
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ет его у гипертензивных крыс. L‑серин же в данном 
случае действовал без участия NMDA‑рецепторов, 
а через активируемые кальцием калиевые каналы, 
понижая АД у всех исследуемых животных [48].

Повышенная концентрация орнитина в  кро-
ви крыс НИСАГ может свидетельствовать о  пре-
обладании активности аргиназы над активностью 

NO‑синтазы. Показано, что ингибирование арги-
назы с  помощью норвалина приводило к  сниже-
нию АД у крыс НИСАГ [49].

Повышенные у  крыс НИСАГ концентрации 
лейцина, изолейцина, валина, мио-инозитола, глу-
тамата и глутамина, вероятнее всего, связаны с на-
рушением метаболизма глюкозы и  инсулиноре-

120

Ornithine Glutamate Glutamine
C

on
ce

n
tr

at
io

n
, 
n
m

ol
/m

l

100

80

60

40 C
on

ce
n
tr

at
io

n
, 
n
m

ol
/m

l

1000

900

800

700

600C
on

ce
n
tr

at
io

n
, 
n
m

ol
/m

l

250

300

200

150

100

WAG ISIAH L-NAME DOCA WAG ISIAH L-NAME DOCA WAG ISIAH L-NAME DOCA

Рис. 4. Межгрупповые различия (ISIAH, L-NAME, DOCA vs WAG) в концентрациях метаболитов, связанных с циклом 
мочевины и оксида азота (орнитин), а также глутамата и глутамина.
Критерий Манна–Уитни, * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
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зистентностью. У  гипертензивных крыс НИСАГ 
по сравнению с крысами Wistar понижен уровень 
иммунореактивного инсулина при высокой кон-
центрации свободных жирных кислот в  крови, 
снижена толерантность к  глюкозе, наблюдают-
ся изменения в метаболизме глюкозы и липидов: 
в  печени повышена активность гексогеназы, но 
снижено содержание гликогена [50]. Высокие 
концентрации изобутирата, ацетоацетата и ацето-
на можно отнести к активности кишечной микро-
биоты, однако прямых доказательств их влияния 
на уровень АД у крыс НИСАГ на данный момент 
нет.

Таким образом, проведённый метаболомный 
анализ дал возможность дифференцировать гипер-
тензивные состояния различного генеза с  помо-
щью характерных биомаркеров сыворотки крови. 
ДОКА‑солевую гипертонию отличает повышение 
концентрации холина. Артериальная гипертония, 
связанная с  эндотелиальной дисфункцией, инду-
цированной введением L-NAME, характеризуется 
сниженными уровнями тирозина, серина и  гли-
цина, что свидетельствует о  нарушении баланса 
синтеза катехоламинов и  изменении регуляции 
сократимости стенок сосудов. Для наследствен-
ной индуцированной стрессом артериальной ги-
пертонии крыс НИСАГ характерны нарушения 
цикла мочевины и оксида азота (повышенный уро-
вень орнитина), нарушения метаболизма глюкозы 
(маркеры – валин, лейцин, изолейцин, мио-ино-
зитол, глутамат, глутамин).
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L-NAME hypertension alters endothelial and smooth 
muscle function in rat aorta: prevention by trandolapril 
and verapamil. Hypertension 26(5): 744–751.
https://doi.org/10.1161/01.HYP.26.5.744

5.	 Markel AL (1992) Development of a new strain of rats 
with inherited stress-induced arterial hypertension. In 
Genetic Hypertension. (Ed.J.  Sassard), Colloque IN-
SERM John Libbey Eurotext Ltd 218: 405–407.

6.	 Redina OE, Markel AL (2018) Stress, genes, and hyper-
tension. Contribution of the ISIAH rat strain study. Curr 
Hyperten Rep 20: 1–10.
https://doi.org/10.1007/s11906-018-0870-2

7.	 Kulkarni S, O’Farrell I, Erasi M, Kochar MS (1998) Stress 
and hypertension. Wisconsin Med J 97(11): 34–38.

8.	 Hudzinski LG, Frohlich ED, Holloway RD (1988) Hyper-
tension and stress. Clin Cardiol 11(9): 622–626.
https://doi.org/10.1002/clc.4960110906

9.	 Freeman ZS (1990) Stress and hypertension – critical re-
view. Med J Austral 153(10): 621–625.
https://doi.org/10.5694/j.1326-5377.1990.tb126276.x

10.	 Fürstenau CR, da Silva Trentin D, Gossenheimer AN, Ra-
mos DB, Casali EA, Barreto-Chaves MLM, Sarkis JJF 
(2008) Ectonucleotidase activities are altered in serum 
and platelets of L-NAME‑treated rats. Blood Cell Mol 
Diseas 41(2): 223–229.
https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2008.04.009



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

	 ПОИСК МЕТАБОЛОМНЫХ МАРКЕРОВ ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ СОСТОЯНИЙ...	 21

11.	 Chan V, Hoey A, Brown L (2006) Improved cardiovascu-
lar function with aminoguanidine in DOCA‐salt hyper-
tensive rats. British J Pharmacol 148(7): 902–908.
https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0706801

12.	 Snytnikova OA, Khlichkina AA, Sagdeev RZ, Tsen-
talovich YP (2019) Evaluation of sample preparation pro-
tocols for quantitative NMR‑based metabolomics. Me-
tabolomics 15: 1–9.
https://doi.org/10.1007/s11306-019-1545-y

13.	 Zelentsova EA, Yanshole LV, Snytnikova OA, Yan-
shole VV, Tsentalovich YP, Sagdeev RZ (2016) Post-mor-
tem changes in the metabolomic compositions of rabbit 
blood, aqueous and vitreous humors. Metabolomics 12: 
1–11.
https://doi.org/10.1007/s11306-016-1118-2

14.	 Hollenbeck CB (2012) An introduction to the nutrition 
and metabolism of choline. Central Nervous Syst Agent 
Med Chem 12(2): 100–113.
https://doi.org/10.2174/187152412800792689

15.	 Corbin KD, Zeisel SH (2012) Choline metabolism pro-
vides novel insights into non-alcoholic fatty liver disease 
and its progression. Curr Opin Gastroenterol 28(2): 159.
https://doi.org/10.1097/MOG.0b013e32834e7b4b

16.	 Morris AJ, Frohman MA, Engebrecht J (1997) Mea-
surement of phospholipase D activity. Analyt Biochem 
252(1): 1–9.
https://doi.org/10.1006/abio.1997.2299

17.	 O’Brien KD, Pineda C, Chiu WS, Bowen R, Deeg MA 
(1999) Glycosylphosphatidylinositol-specific phospho-
lipase D is expressed by macrophages in human athero-
sclerosis and colocalizes with oxidation epitopes. Circu-
lation 99(22): 2876–2882.
https://doi.org/10.1161/01.CIR.99.22.2876

18.	 Danne O, Möckel M, Lueders C, Mügge C, Zschunke GA, 
Lufft H, Müller C, Frei U (2003) Prognostic implications 
of elevated whole blood choline levels in acute coronary 
syndromes. American J Cardiol 91(9): 1060–1067.
https://doi.org/10.1016/s0002-9149(03)00149-8

19.	 Kwiatkowska I, Hermanowicz JM, Mysliwiec M, Pawlak 
D (2020) Oxidative storm induced by tryptophan metab-
olites: missing link between atherosclerosis and chronic 
kidney disease. Oxidat Med Cell Longevity ID6656033.
https://doi.org/10.1155/2020/6656033

20.	 Konje VC, Rajendiran TM, Bellovich K, Gadegbeku CA, 
Gipson DS, Afshinnia F, Mathew AV (2021) Tryptophan 
levels associate with incident cardiovascular disease in 
chronic kidney disease. Clin Kidney J 14(4): 1097–1105.
https://doi.org/10.1093/ckj/sfaa031

21.	 Saito K, Fujigaki S, Heyes MP, Shibata K, Takemura M, 
Fujii H, Wada H, Noma A, Seishima M (2000) Mecha-
nism of increases in L‑kynurenine and quinolinic acid in 
renal insufficiency. Am J Physiol-Renal Physiol 279(3): 
F565–F572.
https://doi.org/10.1152/ajprenal.2000.279.3.F565

22.	 Roager HM, Licht TR (2018) Microbial tryptophan catab-
olites in health and disease. Nat Communicat 9(1): 3294.
https://doi.org/10.1038/s41467-018-05470-4

23.	 Wilck N, Matus MG, Kearney SM, Olesen SW, Forslund 
K, Bartolomaeus H, Müller DN (2017) Salt-responsive gut 

commensal modulates TH17 axis and disease. Nature 
551(7682): 585–589.
https://doi.org/10.1038/nature24628

24.	 Guimarães S, Moura D (2001) Vascular adrenoceptors: an 
update. Pharmacological reviews 53(2): 319–356.

25.	 Missale C, Nash SR, Robinson SW, Jaber M, Caron MG 
(1998) Dopamine receptors: from structure to function. 
Physiol Rev 78(1): 189–225.
https://doi.org/10.1152/physrev.1998.78.1.189

26.	 De Koning TJ, Klomp LW (2004) Serine-deficiency syn-
dromes. Curr Opin Neurol 17(2): 197–204.
https://doi.org/10.1097/00019052-200404000-00019

27.	 Brawley L, Torrens C, Anthony FW, Itoh S, Wheeler T, 
Jackson AA, Clough GF, Poston L, Hanson MA (2004) 
Glycine rectifies vascular dysfunction induced by dietary 
protein imbalance during pregnancy. J Physiol 554(2): 
497–504.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2003.052068

28.	 Le Maistre JL, Sanders SA, Stobart MJ, Lu L, Knox 
JD, Anderson HD, Anderson CM (2012) Coactivation of 
NMDA receptors by glutamate and D‑serine induces di-
lation of isolated middle cerebral arteries. J Cerebr Blood 
Flow Metabol 32(3): 537–547.
https://doi.org/10.1038/jcbfm.2011.161

29.	 Sadagopan N, Li W, Roberds SL, Major T, Preston GM, 
Yu Y, Tones MA (2007) Circulating succinate is elevated 
in rodent models of hypertension and metabolic disease. 
Am J Hypertens 20(11): 1209–1215.
https://doi.org/10.1016/j.amjhyper.2007.05.010

30.	 Akira K, Masu S, Imachi M, Mitome H, Hashimoto M, 
Hashimoto T (2008) 1H NMR‑based metabonomic 
analysis of urine from young spontaneously hyperten-
sive rats. J Pharmaceut Biomed Analys 46(3): 550–
556.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2007.11.017

31.	 Lucas PA, Lacour B, McCarron DA, Drüeke T (1987) Dis-
turbance of acid-base balance in the young spontaneous-
ly hypertensive rat. Clin Sci 73(2): 211–215.
https://doi.org/10.1042/cs0730211

32.	 Carrero JJ, Grimble RF (2006) Does nutrition have a role 
in peripheral vascular disease? British J Nutrit 95(2): 
217–229.
https://doi.org/10.1079/BJN20051616

33.	 Pluznick JL (2017) Microbial short-chain fatty acids and 
blood pressure regulation. Current hypertension reports 
19: 1–5. 
https://doi.org/ 10.1007/s11906-017-0722-5

34.	 Chen XF, Chen X, Tang X (2020) Short-chain fatty acid, 
acylation and cardiovascular diseases. Clin Sci 134(6): 
657–676.
https://doi.org/0.1042/CS20200128

35.	 Gstraunthaler G, Holcomb T, Feifel E, Liu W, Spitaler N, 
Curthoys NP (2000) Differential expression and acid-base 
regulation of glutaminase mRNAs in gluconeogenic 
LLC-PK(1)-FBPase(+) cells. Am J Physiol 278: F227–
F237.
https://doi.org/10.1152/ajprenal.2000.278.2.F227

36.	 Huang XT, Li C, Peng XP, Guo J, Yue SJ, Liu W, Zhao FY, 
Han JZ, Huang YH, Li Y, Cheng QM, Zhou ZG, Chen C, 



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

22	 СЕРЯПИНА и др.	

Feng DD, Luo ZQ (2017) An excessive increase in gluta-
mate contributes to glucose-toxicity in β-cells via activa-
tion of pancreatic NMDA receptors in rodent diabetes. 
Scientif rep 7(1): 44120.
https://doi.org/10.1038/srep44120

37.	 Liu X, Zheng Y, Guasch-Ferré M, Ruiz-Canela M, Tole-
do E, Clish C, Liang L, Razquin C, Corella D, Estruch R, 
Fito M, Gómez-Gracia E, Arós F, Ros E, Lapetra J, Fiol M, 
Serra-Majem L, Papandreou C, Martínez-González MA, 
Hu FB, Salas-Salvadó J (2019) High plasma glutamate 
and low glutamine-to-glutamate ratio are associated with 
type 2 diabetes: case-cohort study within the PRED-
IMED trial. Nutrit Metabol Cardiovascul Diseas 29(10): 
1040–1049.
https://doi.org/10.1016/j.numecd.2019.06.005

38.	 Yoshizawa F (2012) New therapeutic strategy for amino 
acid medicine: notable functions of branched chain ami-
no acids as biological regulators. J Pharmacol Sci 118(2): 
149–155.
https://doi.org/10.1254/jphs.11R05FM

39.	 Yoon MS (2016) The emerging role of branched-chain 
amino acids in insulin resistance and metabolism. Nu-
trients 8(7): 405.
https://doi.org/10.3390/nu8070405

40.	 Arrieta-Cruz I, Su Y, Gutiérrez-Juárez R (2016) Suppres-
sion of endogenous glucose production by isoleucine and 
valine and impact of diet composition. Nutrients 8(2): 79.
https://doi.org/10.3390/nu8020079

41.	 Croze ML, Soulage CO (2013) Potential role and thera-
peutic interests of myo-inositol in metabolic diseases. 
Biochimie 95(10): 1811–1827.
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2013.05.011

42.	 Abou-Saleh H, Pathan AR, Daalis A, Hubrack S, Abou-
Jassoum H, Al-Naeimi H, Rusch NJ, Machaca K (2013) 
Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) receptor up-regulation 
in hypertension is associated with sensitization of Ca2+ 
release and vascular smooth muscle contractility. J Biol 
Chem 288(46): 32941–32951.
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.496802

43.	 Snider SA, Margison KD, Ghorbani P, LeBlond ND, 
O’Dwyer C, Nunes JR, Xu H, Bennett S, Fullerton MD 
(2018) Choline transport links macrophage phospholip-

id metabolism and inflammation. J Biol Chem 293(29): 
11600–11611.
https://doi.org/10.1074/jbc.RA118.003180

44.	 Kagitani S, Ueno H, Hirade S, Takahashi T, Takata M, 
Inoue H (2004) Tranilast attenuates myocardial fibrosis in 
association with suppression of monocyte/macrophage 
infiltration in DOCA/salt hypertensive rats. J Hypertens 
22(5): 1007–1015.

45.	 Ishimaru K, Ueno H, Kagitani S, Takabayashi D, Taka-
ta M, Inoue H (2007) Fasudil attenuates myocardial fi-
brosis in association with inhibition of monocyte/macro-
phage infiltration in the heart of DOCA/salt hypertensive 
rats. J Cardiovascul Pharmacol 50(2): 187–194.
https://doi.org/10.1097/FJC.0b013e318064f150

46.	 Kubo T, Fukumori R, Kobayashi M, Yamaguchi H (1996) 
Enhanced cholinergic activity in the medulla oblongata 
of DOCA‑salt hypertensive and renal hypertensive rats. 
Hypertens Res 19(3): 213–219.
https://doi.org/10.1291/hypres.19.213

47.	 Kvetňanský R, Pacák K, Tokarev D, Jeloková J, Ježová D, 
Rusnák M (1997) Chronic blockade of nitric oxide syn-
thesis elevates plasma levels of catecholamines and their 
metabolites at rest and during stress in rats. Neurochem 
Res 22: 995–1001.
https://doi.org/10.1023/A:1022426910111

48.	 Mishra RC, Tripathy S, Quest D, Desai KM, Akhtar J, 
Dattani ID, Gopalakrishnan V (2008) L-Serine low-
ers while glycine increases blood pressure in chronic 
L-NAME‑treated and spontaneously hypertensive rats. 
J Hypertens 26(12): 2339–2348.
https://doi.org/ 10.1097/HJH.0b013e328312c8a3

49.	 Gilinsky MA, Polityko YK, Markel AL, Latysheva TV, 
Samson AO, Polis B, Naumenko SE (2020) Norvaline re-
duces blood pressure and induces diuresis in rats with in-
herited stress-induced arterial hypertension. BioMed Res 
Internat 2020: 4935386.
https://doi.org/10.1155/2020/4935386

50.	 Shorin IP, Markel AL, Seliatitskaia VG, Pal’chikova NA, 
Grinberg PM, Amstislavskii SI (1990) Endocrine-meta-
bolic relations in rats with inherited stress-induced arte-
rial hypertension. Bull Exp Biol Med 109(6): 768–770.
https://doi.org/10.1007/BF00841441

SEARCH FOR METABOLOMIC MARKERS OF HYPERTENSIVE 
CONDITIONS OF DIFFERENT GENESIS: EXPERIMENTAL STUDY

А. А. Seryapina a,#, А. А. Sorokoumova a, Yu. К. Polityko a, c, L. V. Yanshole b, 
Yu. P. Tsentalovich b, М. А. Gilinsky c, and А. L. Markel a, d

a Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russia

b Institute “International Tomographic Center”, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
c Federal State Budgetary Scientific Institution “Research Institute of Neuroscience and Medicine”, Novosibirsk, Russia

d Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia
#E‑mail: seryapina@bionet.nsc.ru

A personalized approach to the diagnosis and treatment of arterial hypertension requires a comprehensive analysis 
of the pathogenetic mechanisms underlying the disease. To determine specific metabolomic markers of various 
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hypertensive conditions, four groups of experimental animals were studied: WAG rats (normotensive control); 
ISIAH rats with inherited stress-induced arterial hypertension (AH); L-NAME‑treated rats with hypertension 
induced by endothelial dysfunction; rats with hypertension caused by DOCA administration in combination 
with the salt loading. Rat blood serum samples were analyzed by NMR spectroscopy. The metabolomic analy-
sis differentiated the hypertensive conditions of various origins using group-specific blood serum metabolomic 
biomarkers. Rats with DOCA‑salt hypertension are characterized by increased concentration of choline. Hy-
pertension associated with endothelial dysfunction induced by L-NAME administration was accompanied by a 
decrease in the levels of tyrosine, serine and glycine. Distinctive features of ISIAH rats are increased concentra-
tions of ornithine (urea and nitric oxide cycle), valine, leucine, isoleucine, myo-inositol, glutamate, glutamine 
(glucose metabolism).

Key words: arterial hypertension, metabolome, biomarkers, ISIAH rats, DOCA‑salt hypertension, endothelial 
dysfunction
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Роль серотониновых рецепторов 5-НТ5A в  модуляции миниатюрной тормозной синаптической ак-
тивности исследована с  помощью внутриклеточной регистрации миниатюрных глицинергических 
тормозных постсинаптических потенциалов (глимТПСП) в  мотонейронах поясничных сегментов 
изолированного спинного мозга лягушки Rana ridibunda. В  среде, содержащей ТТх, СNQX, DAP5, 
bicucullinе, аппликация агониста серотониновых рецепторов 5-СТ (10 мкМ) с  высокой аффинно-
стью к 5-НТ5A приводила к подавлению частоты на 86%, а также исчезновению высокоамплитудных 
глимТПСП (200–500 мкВ) при сохранении редких потенциалов амплитудой около 100 мкВ, что свиде-
тельствует о возможности пре- и постсинаптического действия 5-СТ в такой концентрации, не исчер-
пывающегося его действием только на 5-НТ5A рецепторы. Добавление в среду метисергида, блокатора 
5-НТ1,2 рецепторов, снижало среднюю частоту глимТПСП на 67%, частоту высокоамплитудных собы-
тий в 5 раз и их среднюю амплитуду на 20%, что может свидетельствовать об участии 5-НТ5A рецепторов 
в пре- и постсинаптической модуляции в глимТПСП мотонейронов. Аппликация 1 мкМ 5-СТ приво-
дила к уменьшению частоты глимТПСП на 49% без заметного изменения амплитуды глимТПСП, а по-
следующее введение в раствор SB‑699551, селективного антагониста 5-НТ5A рецепторов, увеличивало 
частоту событий на 41%, что подтверждает участие 5-НТ5A рецепторов в пресинаптической модуляции 
глимТПСП. Иммунофлуоресцентное исследование показало, что супра- и интраспинальные 5-НТ+ ir 
нейроны дают обильные ветвления в поясничном отделе с возможностью образования аксосоматиче-
ских контактов с мечеными мотонейронами и аксодендритных контактов на проксимальных и дис-
тальных участках их дендритов. Также возможно образование контактов в перимедулярном сплетении, 
пронизанном дистальными дендритами мотонейронов и астроцитарными отростками. Это представ-
ляет структурную основу для пост-, пре- и экстрасинаптической модуляции активности мотонейронов 
серотонином. Возможность постсинаптической модуляции активности мотонейронов через 5-НТ5A 
рецепторы подтверждает точечноподобная флуоресценция 5-НТ5ARlike+ сигнала на дендритах и телах 
меченых мотонейронов, который присутствует в нейропиле, но отсутствует в перимедулярном сплете-
нии. Двойное мечение антителами к 5-НТ5A рецептору и Са 2+ -связывающему белку, парвальбумину 
(PV+ir), выявило локализацию 5-НТ5ARlike+ в миелиновой оболочке волокон дорсальных и вентроме-
диальных канатиков. На препаратах после длительной стимуляции вентральных корешков через вса-
сывающие электроды при мечении мотонейронов биоцитином обнаружен яркий 5-НТ5ARlike+ сигнал 
в миелине моторных аксонов, дорсальнокорешковых волокон, входящих в мозг в области дорсального 
рога и  отдельных волокон вентромедиального канатика. Обсуждается участие экстрасинаптических 
рецепторов 5-НТ5A в функционировании цепей обратной связи активности поясничных мотонейро-
нов, с возможным участием в этих цепях глиальных элементов.

Ключевые слова: спинальный мотонейрон, серотонинергическая иннервация, 5-НТ5A рецептор, миниа-
тюрная глицинергическая активность, лягушка
DOI: 10.31857/S0044452924010035, EDN: ZFYBEE 

ВВЕДЕНИЕ
Функциональное значение семейств и  подти-

пов серотониновых рецепторов, модулирующих 
моторный выход спинного мозга изучено недоста-
точно. Это касается 5-НТ5, одного из семейств се-

ротониновых рецепторов, обнаруженного в конце 
прошлого столетия [1]. Его два подтипа: 5-НТ5A R 
и 5-НТ5BR выявлены у  грызунов, у человека опи-
сан только один – 5-НТ5AR [2–4]. По данным ат-
ласа протеинов человека (НРА  – The version 21, 
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www.proteinatlas.org). экспрессия РНК 5-НТ5A ре-
цептора присутствует в  тормозных и  возбуждаю-
щих нейронах, а также в глиальных клетках, причем 
наибольший базовый уровень экспрессии отмечен 
в мозжечке, наименьший – в спинном мозге.

Распределение 5-HT5AR- like иммунореактив
ности в разных отделах мозга крысы было успеш-
но картировано иммуногистохимически [5]. С по
мощью световой и  электронной микроскопии 
в спинном мозгу крыс распределение 5-НТ5AR вы-
явлено иммуноцитохимически [6, 7]. Доли с  со-
авторами описано заметное присутствие 5-НТ5AR 
в нейронах дорсальных рогов и редкое – в неми-
елинизированных и  миелинизированных волок-
нах в области входа дорсальных корешков в мозг. 
Ими высказана гипотеза, что рецепторы 5-НТ5A 
согласно их обильному распределению в  нейро-
нах поверхностных пластин дорсального рога, воз-
можно участвуют в контроле ноцицепции. Кроме 
экспрессии 5-НТ5AR в  дорсальных рогах спинно-
го мозга показана экспрессия в дорсолатеральном 
моторном ядре поясничного сегмента L6. Сла-
бая экспрессия рецептора выявлена во всех груп-
пах мотонейронов пластинки IX других сегментов 
и в интермедиолатеральной области, что предпола-
гает постсинаптическое участие 5-НТ5AR в контро-
ле моторных и вегетативных функций [6].

Известно, что успешная расшифровка функции 
рецепторов возможна с применением селективных 
лигандов. Ранее была установлена высокая аффин-
ность агониста серотониновых рецепторов 5-СТ 
(5-carboxamidotryptamine) к 5-НТ5AR при изучении 
его путей сигнализации [3, 8–10], а  позже были 
разработаны селективные антагонисты, SВ699551 
[11, 12] и ASP5736 [13]. Исследования боли на кры-
сах в  моделях с  использованием формалинового 
и других тестов с параллельной оценкой экспрес-
сии 5-HT5AR в спинном мозгу и в спинномозговых 
ганглиях привели ряд авторов к констатации анти-
ноцицептивной роли 5-HT5AR [14–16]. В  резуль-
тате было сделано заключение, что 5-HT5AR могут 
служить терапевтической мишенью для разработ-
ки анальгетиков.

Другой аспект изучения 5-HT5AR – его функци-
ональное значение при регуляции возбудимости 
в сенсомоторных цепочках, например, в слуховой 
цепи при реакции вздрагивания, испуга в ответ на 
звуковой стимул. Пластичность реакции вздраги-
вания обычно изучается с  помощью определения 
преимпульсного торможения (PPI) [17]. Дефицит 
преимпульсного торможения связан с  нарушени-
ями обработки информации, особенно при ши-
зофрении [18, 19]. Важно отметить, что при этом 
заболевании обнаружены вариации генов 5-HT5A 
рецепторов, которые могут являться потенциаль-
ными клиническими мишенями [11, 20]. Сенсомо-
торные проявления участия 5-HT5AR в  регуляции 

возбудимости в  слуховой цепи успешно анализи-
ровались на низших позвоночных: фaрмакологи-
ческие и  электрофизиологические исследования 
функции 5-HT5AR с тестированием поведения про-
водились in vivo на золотой рыбке [17]. Экспрессия 
5-HT5AR документирована в  маутнеровском ней-
роне рыбки тиляпии [21]. Однако вопросы функ-
ционирования 5-HT5AR в нейронных цепях спин-
ного мозга, в СРG (Central Pattern Generator) и их 
роль в модуляции активности мотонейронов оста-
ются невыясненными.

Попытка раскрыть возможное участие 5-НТ5AR 
в модуляции тормозной глицинергической мини-
атюрной активности (глимТПСП) мотонейронов 
поясничного отдела спинного мозга предпринята 
нами на изолированном спинном мозге одного из 
представителей наземных тетрапод, взрослой озер-
ной лягушки Rana ridibunda.

Мы выполняли исследование с помощью двух 
подходов: электрофизиологического с  внутри-
клеточной регистрацией миниатюрных глици-
нергических тормозных постсинаптических по-
тенциалов (глимТПСП) мотонейронов лягушки, 
модулируемых лигандами серотониновой переда-
чи, и флуоресцентного иммуногистохимического 
для выявления серотонинергической иннерва-
ции, а также возможного присутствия в пояснич-
ных сегментах 5-HT5A R.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Электрофизиология

Электрофизиологические исследования со-
вместно с  фармакологическими тестами прово-
дили на суперфузируемых поясничных сегментах 
изолированного спинного мозга взрослых озер-
ных лягушек Rana ridibunda, животных обоего пола 
массой тела 70–160 г.

После эфирного наркоза животного проводили 
дорсальную ламинэктомию до зрительных бугров 
с непрерывным орошением по ходу операции фи-
зиологическим раствором, вырезали костную плас
тинку со спинным и продолговатым мозгом и по-
гружали в предварительную камеру с охлажденным 
раствором, где высвобождали корешки 8–10-го по-
ясничных сегментов. Затем переносили мозг в экс-
периментальную камеру. Поперечными разрезами 
выделяли сегменты толщиной около 2.5–3 мм, ко-
торые использовали последовательно. С помощью 
тонких иголок тестируемый срез фиксировали в ка-
мере с  дном, покрытым силгардом, ростральной 
поверхностью вверх. Нормальный суперфузирую-
щий раствор имел следующий состав в  мМ: NaCl 
98, KCl 2.0, NaHCO39.3, MgCl20.5, глюкоза 5, CaCl2 
1.1, Трис (pH  7.4–7.6) и  постоянно аэрировался 
карбогеном (98% О2 и  2% СО2). Температуру рас-
твора в камере поддерживали в диапазоне 15–18 °C.
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Внутриклеточное отведение от мотонейронов 
производили с  помощью стеклянных микроэлек-
тродов из боросиликатных трубочек (SUTTER 
INSTRUMENT), заполненных 3 М раствором KCl, 
с  диаметром кончика 1–1.5 мкм и  сопротивлени-
ем 10–20 МОм. Мотонейроны идентифицирова-
ли по антидромным потенциалам действия (АПД), 
вызываемым раздражением вентрального корешка 
(через всасывающий электрод одиночными сти-
мулами (0.1 мс, 10–15 мкА)). Уровень мембранно-
го потенциала покоя (МПП) измеряли цифровым 
вольтметром. Потенциалы регистрировали через 
аналогово-цифровой преобразователь на персо-
нальный компьютер с  выхода микроэлектродного 
усилителя с автоматической стабилизацией нулевой 
линии, разработанного в лаборатории. Записывали 
пробеги длительностью 250 мс с частотой 1 с‑1 при 
регистрации АПД (5–10 пробегов) и с частотой 3 с‑1 
при регистрации спонтанной (сПСП) и миниатюр-
ной постсинаптической активности мотонейронов 
(мПСП) по 300 пробегов. Время отведений активно-
сти мотонейронов длилось от одного (в случае бы-
строго установления стабильных показаний МПП, 
до двух часов. Обусловленные спонтанным выделе-
нием медиаторов мПСП регистрировали в услови-
ях блока проведения импульсов по пресинаптиче-
ским волокнам через 15–20 мин после добавления 
в суперфузирующий раствор 1.0 мкМ тетродотокси-
на (ТТх). Затем для выделения тормозной фракции 
мПСП в  раствор добавляли блокатор NMDA‑ре-
цепторов (D-AP5, 50 мкМ) и блокатор AMПA- и ка-
инатных рецепторов (CNQX, 25 мкМ), таким об-
разом исключая возбуждающую синаптическую 
активность, опосредованную глутаматом. Для вы-
деления глимТПСП апплицировали бикукуллин 
(20 мкМ) – избирательный антагонист ГАМКА‑ре-
цепторов, для идентификации глимТПСП – стрих-
нин (Str) (1мкМ), блокатор глициновых рецепторов.

Для проведения работы использовали следую-
щие вещества от фирмы Sigma (США): ТТх, стрих-
нин  – Str, серотонин, (5-hydroxytryptamine)  – 
5-НТ, (10 мкМ) и  лиганды серотониновых 
рецепторов: агонист 5-НТ рецепторов  – 5-СТ 
с  высокой аффинностью к  5-НТ5A рецептору 
(1 и  10  мкМ); высокоселективный антагонист 
5-НТ5A рецепторов  – SВ699551 (3-cyclopentyl-N-
[2-(dimethylamino)ethyl]-N-[(4’-{[(2-phenylethyl)
amino]methyl}-4-biphenylyl)methyl]propanamide 
dihydrochloride), (10 мкМ); антагонист 5-НТ1,2 ре-
цепторов – метисергидмалеат (МS) [8β(S)]-9,10-
Didehydro-N-[1-(hydroxymethyl)propyl]-1,6-di- 
methylergoline‑8-carboxamide maleate, (10 мкМ).

D-AP5 и  CNQX получены от фирмы RBI 
(США); бикукуллин метахлорид – от фирмы Tocris 
bioscience (Великобритания).

Анализ параметров потенциалов проводи-
ли с  помощью компьютерных программ пакета 

POTENTL и программы Сlampfit 8.2 пакета Pclamp 
8.2 Axon instruments. Компьютерный анализ мПСП 
осуществляли с помощью программы Pick6, явля-
ющейся модифицированной программой Анкри 
[22], дополненной блоком селекции потенциалов 
по заданным амплитудным и временным характе-
ристикам. Статистический анализ и  графические 
построения выполняли с  помощью пакета про-
грамм Sigma Plot 2.0 и  12.0. Результаты представ-
лены в виде m ± SD или m ± SE. Значимость дей-
ствия лигандов выявляли с  помощью t-критерия 
Стьюдента, а также с помощью оценки распреде-
лений по Колмогорову–Смирнову.

Иммуногистохимия
Для иммуногистохимического изучения серото-

ниновой иннервации в экспериментальной камере 
подготавливали не только отдельные сегменты, но 
и  весь препарат изолированного спинного мозга 
с продолговатым мозгом. Маркирование мотоней-
ронов осуществляли двумя способами: ретроград-
ным и  антероградным. Ретроградное маркирова-
ние мотонейронов дало возможность выявлять 
моторные ядра и области распространения дендри-
тов мотонейронов, чтобы в них проследить распре-
деление серотониновых терминальных ветвлений. 
При ретроградном способе маркеры апплициро-
вали через всасывающий электрод на филаменты 
вентральных корешков вырезанного поясничного 
сегмента или одного из сегментов полного препа-
рата изолированного спинного мозга: декстран, 
конъюгированный с  флуоресцирующим родами-
ном (DRh) (Dextran Rhodamine Green, 3000 MW, 
Invitrogen, Molecular Probes, США), биоцитин (В) 
(Biocytin, SIGMA, США) или нейробиотин (NB), 
(Neurobiotin, Vector Labs, Burlingame, CA, США) 
в концентрации 1–5% в физиологическом раство-
ре. Биоцитин и нейробиотин апплицировали с по-
дачей чередующихся депо- и гиперполяризующих 
толчков тока через всасывающий электрод. Время 
аппликации маркеров на вентральный корешок 
в  камере с  протоком физиологического раствора 
составляло от 2-х до 4-х ч.

При антероградном мечении мотонейронов 
маркер, биоцитин или нейробиотин 3–10% в  2М 
КСl, инъецировали в  мотонейроны с  помощью 
внутриклеточных микроэлектородов с  диаметром 
кончика около 1 мкм. Мечение мотонейронов 
проводили после антидромной идентификации 
мотонейронов. Инъекция маркера осуществлялась 
подачей депополяризующих толчков тока силой 
3–5 нА, длительностью 60 мс с частотой 10 Гц или 
600 мс с частотой 1 Гц в течение 10–20 мин.

Для дальнейшего транспорта маркера в  дис-
тальные отделы дендритного дерева мотонейронов 
мозг, погруженный в  аэрированный физиологи-
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ческий раствор, помещали на ночь в холодильник 
(+4 °C), после чего сутки фиксировали в растворе 
параформальдегида 4% на 0.1 М фосфатном бу-
фере рН 7.4, затем последовательно погружали 
в  20%, затем 30% раствор сахарозы в  0.1 М фос-
фатном буфере на 1–3 дня для криопротекции тка-
ни. В  изопентане, охлажденном жидким азотом, 
блоки продолговатого мозга и  спинного замора-
живали. Фронтальные, сагиттальные и  горизон-
тальные срезы толщиной 14–50 мкм, готовили на 
криостате или на замораживающем микротоме. 
Реакции проводили либо на тонких (толщиной 
14–20 мкм) серийных срезах, смонтированных на 
стеклах (Superfrost® Plus, Menzel), либо на свобод-
ноплавающих (толщиной 40–50 мкм), в отдельных 
случаях также серийных, для изучения распростра-
нения ветвей дендритного дерева мотонейронов. 
В качестве первичных антител использовали кро-
личьи поликлональные антитела против серото-
нина (5-НТ) (Immunostar, cat# 20080, США) в раз-
ведении 1:20000 и  против 5-НТ5AR (Immunostar, 
cat# 24429, США) в разведении 1:200/400 в течение 
48 часов при t +4 °C. В части опытов без мечения 
мотонейронов для картирования в срезе клеточных 
элементов в раствор с антителом к 5-НТ добавля-
ли мышиное моноклональное антитело к  каль-
ций-связывающему белку, парвальбумину (PV), 
(Sigma, cat# P3088, США) в  разведении 1:1000. 
В  контрольной процедуре без введения первич-
ных антител (негативный контроль) проверяли их 
специфичность. Вторичные козьи антитела про-
тив Ig кролика, конъюгированные с  Alexa Fluor 
568 (Invitrogen, cat# A‑11036, США), применя-
ли для выявления 5-НТ, 5-НТ5AR, для выявления 
PV – козьи антитела против Ig мыши, конъюгиро-
ванные с Alexa Fluor 488 (Invitrogen, cat# A‑11029, 
США). Нейробиотин и биоцитин меченых внутри-
клеточно мотонейронов выявляли для флуорес-
центной микроскопии реактивом Alexa- Fluor 488, 
конъюгированным со стрептавидином (Invitrogen, 
Molecular Probes, США) или для изучения в свето-
вом микроскопе с авидин-биотин-пероксидазным 
комплексом (ABC; Vector) и реакцией Ni-DAB [23].

После завершения процедур выявления и  про-
мывки свободноплавающие срезы монтировали 
на стекла, заключали в  нефлуоресцирующую сре-
ду мовиоль (Mowiol, Calbiochem) или в энтелан под 
покровное стекло. Классические гистологические 
методы окрашивания по Нисслю и  импрегнации 
препаратов по Быстрому методу Гольджи [24] при-
меняли для получения общих морфологических 
характеристик срезов и выявления глиальных эле-
ментов (2 животных). Изучение препаратов прово-
дили на микроскопе фирмы Zeiss (AxioImager A1, 
Germany) и  конфокальном микроскопе Leica SP5 
MF, (Leica Microsystems, Германия). С  помощью 
программного обеспечения AxioVision AC проводи-

ли морфометрию структурных элементов в  срезах 
мозга. С  помощью программы ImageJ оценивали 
сравнительную плотность распределения 5-НТ вет-
влений. Для этого цветные изображения срезов по-
ясничного утолщения толщиной 40 мкм (по три от 
трех животных) переводили в черно-белый режим. 
Выбранную площадку 20×50 мкм помещали на бе-
лый фон изображения, а  затем устанавливали по 
разным участкам срезов с разной плотностью реак-
ции. Полученные значения плотности в условных 
единицах уровня серого усредняли по участкам, 
строили гистограмму для представления контраст-
ной неоднородности серотониновой иннервации 
поясничного отдела спинного мозга.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Электрофизиология

Результаты исследования участия 5-HT5A ре-
цепторов в  модуляции миниатюрной глицинер-
гической передачи, (глимТПСП) в  поясничных 
мотонейронах получены в  21 эксперименте на 
срезах спинного мозга 15 животных обоего пола. 
Мотонейроны идентифицировали по наличию ан-
тидромного потенциала (АПД) при раздражении 
вентрального корешка. В 6 нейронах в выборках по 
5–10 пробегов средние значения АПД составляли 
71.7 ± 7.5 мВ, (m ± SD, n = 6) со средними значе-
ниями быстрой (fAHP) и медленной следовой ги-
перполяризации (sAHP) 11.7 ± 3.7 и –2.4 ± 1.7 мВ, 
соответственно. В остальных мотонейронах анализ 
характеристик АПД не проводили. Установивший-
ся МПП мотонейронов перед проведением фарма-
кологических тестов составлял от –60 до –80 мВ, 
в среднем –67.6 ± 6.0 мВ (m ± SD, n = 21).

Исследование модуляции глимТПСП (в супер-
фузате, содержащем TTx, CNQX, D-AP5 и бикук-
кулин) проводили в 4-х сериях экспериментов I, II, 
III, IV (табл. 1): с вариацией концентрации для со-
поставления эффектов 5-СТ: 10 мкМ – серии I и II, 
1 мкМ – серия IV; с предварительным, до апплика-
ции 5-СТ, введением в раствор антагониста 5-НТ1,2 
рецепторов – 10 мкМ метисергид малеата (МS) – 
серия II; с аппликацией селективного антагониста 
5-HT5A рецепторов, 10 мкМ SВ699551-А, после до-
бавления в  перфузат 10 мкМ 5-HT и  антагониста 
5-НТ1,2 рецепторов – 10 мкМ метисергида (МS) – 
серия III; с аппликацией 1мкМ 5-СТ и последую-
щей аппликации 10мкМ SВ699551, селективного 
антагониста 5-HT5A рецепторов, – серия IV.

Выделенная фракция миниатюрной глицино-
вой активности 13 мотонейронов в  сериях экс-
периментов I  и  IV представляет собой колебания 
мембранного потенциала, амплитудой от 80 до 
1500  мкВ, в  среднем, 117.0 ± 45.5 мкВ (m  ±  SD, 
n = 13) и частотой событий от 1.0 до 16.8 с‑1, в сред-
нем 4.6 ± 4.4 с‑1 (m ± SD, n = 13) со следующими 
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значениями характеристик глимТПСП (m  ±  SD, 
n = 21): время нарастания (RT) 1.5 ± 0.2 мс, полу-
ширина (HW) 7.6  ±  1.8 мс; время спада (DT) 
8.0  ±  1.6  мс, (m  ±  SD, n  = 13). Класс высокоам-
плитудных миниатюрных потенциалов со сред-
ним значением амплитуды 216,9 ± 38.1 мкВ в этой 
выборке был немногочислен, частота событий со-
ставляла в среднем 0.1 ± 0.06 с‑1.

В серии I определяли действие 10 мкМ 5-СТ на 
глимТПСП шести поясничных мотонейронов. 

Средние значения характеристик миниатюрной 
глициновой активности мотонейронов не отли-
чались от приведенных выше данных двух серий. 
Действие раствора, содержащего 10 мкм 5-СТ, 
уже в  течение 5–10 мин приводило к  подавлению 
глимТПСП с сокращением частоты событий в сред-
нем на 85.7 ± 5.5% (m ± SE, n = 6) (рис. 1а). Через 
30 мин продолжения подачи раствора с  агонистом 
наблюдали полное исчезновение высокоамплитуд-
ных миниатюрных потенциалов. (рис. 1b, c).

Таблица 1. Серии экспериментов (I, II, III, IV) изучения действия лигандов серотониновых рецепторов, 5-СТ 
и SВ‑699551, на глимТПСП поясничных мотонейронов (n = 21) в срезах изолированного спинного мозга лягушки. 
Звездочкой обозначаются компоненты суперфузирующего раствора, а числами – концентрация лигандов

Серии
экспериментов

с числом
мотонейронов

Состав раствора
TTx, CNQX, 

D-AP5, 
bicuculline

TTx, CNQX, 
D-AP5, MS, 
bicuculline

TTx, CNQX, 
D-AP5, 5-HT, 
MS bicuculline

Агонист 5-НТ R Антагонист 5-НТ5AR

5-СТ (мкМ) SB‑699551 (мкМ)

I – 6 клеток * 10
II – 5 клеток * 10
III – 3 клетки * 10
IV – 7 клеток * 1 10

sPSP
(à)

(b) (c)
sPSP

gly mlPSP

gly mlPSP

gly mlPSP

5-CT

5-CT

4 mV

1 mV

10 s

10 µM 10 min
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Рис. 1. Параметры глимТПСП мотонейрона, частоты и амплитуды, при аппликации 10 мкМ 5-СТ (экспериментальная 
серия I); (а) – примеры регистрации (полные записи из 300 пробегов) общей спонтанной активности (сПСП), выделенной 
фракции миниатюрных глициновых тормозных постсинаптических потенциалов (глимТПСП) и глимТПСП через 10 мин 
аппликации 5-СТ, агониста 5-HT рецепторов, (10 мкМ) в поясничном мотонейроне спинного мозга лягушки; (b) – фраг-
менты (4 сек) записей активностей мотонейрона: сПСП, глим ТПСП, их подавления через 20 и 30 минут аппликации 5-СТ 
и восстановление спонтанной активности с появлением высокоамплитудных событий (более 1 мВ) через 20 мин после сме-
ны экспериментального раствора на нормальный состав; (c) – гистограмма уменьшения числа и амплитуды глимТПСП 
в мотонейроне при действии 5-СТ (10 мкМ) (красные столбики) по сравнению с контролем (белые столбики).
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Последующий отмыв тестового раствора рас-
твором нормального физиологического соста-
ва через 15–20 минут привел к появлению редких 
спонтанных постсинаптических потенциалов ам-
плитудой более 1 мВ.

В  следующей серии II экспериментов иссле-
довали возможность участия рецепторов семей-
ства 5-HT1 при действии 5-СТ. После предвари-
тельной аппликации 10 мкМ метисергид малеата 
(МS), смешанного блокатора серотониновых ре-
цепторов 5-HT1 и 5-HT2, аппликация 10 мкМ 5-СТ 
также приводила к  существенному подавлению 
глимТПСП (рис. 2).

Среднее значение снижения частоты событий 
в  пяти мотонейронах этой серии составляло  – 
66.8 ± 4.2% (m ± SE). Редкие высокоамплитудные 
глимТПСП со средней амплитудой 240.0 ± 31.3 
(m ± SD, n = 5) и частотой событий 0.1 ± 0.86 с‑1, 
при действии 5-СТ оставались в  незначительном 
числе, средняя частота событий уменьшалась до 
0.02 с‑1, средняя амплитуда уменьшалась на 20%, 
191.0 ± 38.0 (m ± SD, n = 5). Добавление в супер-
фузирующий раствор стрихнина 1 мкМ, блокатора 
глицинергической синаптической передачи, при-
водило к  их исчезновению уже через 5 мин про-
тока. Последующая смена раствора, содержащего 
блокатор передачи импульсов, 4 блокатора ионных 

каналов и лиганды серотониновых метаботропных 
рецепторов, на раствор нормального состава при-
водила к  появлению спонтанных постсинаптиче-
ских потенциалов мотонейронов.

В экспериментах серии III наблюдали влияние 
селективного антагониста 5-НТ5AR  – SВ699551 
10  мкМ на глимТПСП с  предварительной ап-
пликацией 10 мкМ 5-НТ и 10 мкМ MS (табл. 1, 
рис.  3). Этот протокол был выбран для оценки 
возможного возвращения синаптической актив-
ности после действия 5-НТ на глимТПСП при 
заблокированных рецепторах 5-HT1 \ 5-HT2 ан-
тагонистом MS.

В  первые минуты суперфузии раствором 
с  селективным антагонистом 5-HT5A рецепто-
ров 10 мкМ SВ‑699551 регистрировали его зна-
чительное подавляющее действие на частоту 
глимТПСП: –85.3 ± 7.8% (m ± SE, n = 3), с замет-
ным уменьшением числа высокоамплитудных со-
бытий в  одном мотонейроне от 0.38 с‑1 до 0.02 с‑1 
и их исчезновением в двух других. При дальнейшей 
суперфузии этим раствором отрицательная моду-
ляция сменялась положительной, что видно на ре-
гистрациях миниатюрной активности мотонейро-
на через 15 мин (рис. 3а, регистрации 7 и 8).

В  семи экспериментах серии IV, без предвари-
тельной аппликации MS, как и в серии I, вводили 
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Рис. 2. Действие 5-СТ (10 мкМ) на глимТПСП при дополнительном введении в суперфузирующий раствор антагониста 
5-HT1,2 рецепторов метисергида (MS) (10 мкМ) (экспериментальная cерия II). (а) – регистрации глимТПСП в одном из 
пяти мотонейронов. В растворе с 5-СТ наблюдается уменьшение числа глимТПСП, которые блокируются при последую-
щем введении в раствор стрихнина (Str). Отмыв препарата раствором нормального состава приводит к появлению спон-
танной синаптической активности мотонейрона. (b) – распределение вероятностей встречаемости различных интервалов 
частоты и амплитуды глимТПСП мотонейрона до- (Контроль-черная линия) и при действии 5-СТ (10 мкМ) (красная 
линия) в условиях присутствия метисергида в суперфузирующем растворе. (c) – сравнение действия 5-СТ (10 мкМ) в экс-
периментах без присутствия в растворе метисергида и с метисергидом показывает достоверное различие в подавлении 
частоты глимТПСП в поясничных мотонейронах (р < 0.05, непарный критерий t – Стьюдента).
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5-СТ, но в  концентрации на порядок меньшей  – 
1 мкМ. По сравнению с результатом экспериментов 
серии I, это приводило к меньшему снижению час
тоты событий глимТПСП (–48.6  +  8.0%, m  +  SE) 
(рис. 4).

Высокоамплитудные события присутствовали 
во всех 7 случаях, что видно на записи регистраций 
глимТПСП и  отражено на графике накопленных 
вероятностей частоты и амплитуды событий. При 

последующей аппликации в  раствор антагониста 
5-HT5A рецепторов SВ‑699551 в пяти эксперимен-
тах частота глимТПСП вырастала (от 10 до 112%) 
относительно значений уменьшенной частоты 
глимТПСП под действием 5-СТ (рис.  4а, 5)  Дей-
ствие антагониста 5-HT5A рецепторов SВ‑699551, 
увеличивающее частоту глимТПСП мотонейронов 
в этой серии экспериментов, в среднем составило 
41.0 + 16.4 (m ± SE).
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Рис. 3. Действие SВ‑699551, антагониста 5-HT5A рецепторов, на глимТПСП мотонейрона при суперфузии раствором без 
5-СТ, содержащим 5-НТ (10 мкМ) и метисергид (экспериментальная cерия III). (а) – фрагменты регистраций в мотоней-
роне: 1, 2 – бурной спонтанной глициновой активности; 3, 4 – глимТПСП после добавления в раствор ТТх – контроль; 
5–8 – глимТПСП при действии аппликации SВ‑699551 – в первые 5 мин и через 15 мин. (b) – распределения вероятно-
стей встречаемости различных интервалов частоты и амплитуды глимТПСП в контроле (черная линия) и через 5 мин 
действия антагониста SВ‑699551 (красная линия).
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Иммуногистохимия
Результаты иммуногистохимического исследо-

вания серотониновой иннервации в спинном моз-
ге лягушки получены на 16 животных обоего пола. 
С помощью иммунофлуоресцентного метода выяв-
лены серотониниммунореактивные нейроны озер-
ной лягушки: 5-НТ+ ir супраспинальные нейроны 
ядра шва продолговатого мозга и интраспинальные 
5-НТ+ ir нейроны спинного мозга (ISN). На гори-
зонтальных срезах дна ромбовидной ямки продол-
говатого мозга вдоль медиальной линии видны 2 
ряда мелких 5-НТ+ ir нейронов (рис.  6а,  b). Они 
окружены многочисленными 5-НТ+ ir терминаль-
ными ветвлениями. Латеральнее располагаются 
крупные нейроны гигантоклеточного ретикуляр-
ного ядра, имеющие PV+ir и 5-НТ –ir (рис. 6a, c). 
Все 5-НТ+ ir структуры в продолговатом мозгу бы-
ли также PV – ir.

Интраспинальные серотониновые нейроны 
(ISN) обнаружены в  вентромедиальной области 
серого вещества спинного мозга (рис. 6d – l). Они 
расположены вентральнее центрального канала на 

100–200 мкм и  латерально от медиальной линии 
на 50–200 мкм. Число ISN в  рострокаудальном 
направлении мозга вариирует. В  цервикальном 
сегменте III  – единичные нейроны, в  сегментах 
грудного отдела (IV -VII сегменты) они встречают-
ся часто, в 1 мм протяжённости мозга в рострокау-
дальном направлении до сотни. Они располагают-
ся в горизонтальном срезе мозга в виде 2х цепочек 
по обе стороны медиальной линии мозга без стро-
гой симметрии (рис.  6d). Зачастую можно видеть 
тесно расположенные несколько клеток, есть уда-
ленные друг от друга до 100 мкм.

В  поясничном утолщении на 1  мм длины сег-
ментов их насчитывается меньше, от 10 до 30 
(рис. 6h). Как и супраспинальные 5-НТ+ ir нейро-
ны ядер шва, ISN не имеют положительного сиг-
нала парвальбумина (PV– ir) (рис. 6g). Это мелкие 
округлые клетки, средний диаметр сомы которых 
составляет 18.2 + 3.07мкм (n = 90) (рис. 6f). Круп-
ное ядро с  хорошо различимым ядрышком зани-
мает большую часть сомы ISN (рис. 6i). На тонких 
поперечных срезах мозга толщиной 14 мкм видны 

gly mlPSP

1.0

0.8

0.6

5-CT 10

n = 6 n = 7

1

0.4

0.2

0.0

0 500 1000 1500 2000

0

–100

–90

–80

–70

–60

–50

–40

–30

–20

–10

200 400 600 800

Control

Control
Control

%

5-CT

(à)

(b) (c)

500 ms10 min

10 min

SB699

5-CT

1 mV

Amplitude, µVInvertal, ms

C
um

ul
at

iv
e 

pr
ob

ab
ili

ty

µM

Рис. 4. Действие 5-СТ и введенного в раствор антагониста 5-HT5A рецепторов SВ‑699551на глимТПСП (эксперименталь-
ная cерия IV). (а) – 5-СТ в малой концентрации (1мкМ) также подавляет частоту глимТПСП с незначительным влиянием 
на амплитуду глимТПСП, а антагонист 5-HT5A рецепторов восстанавливает тормозную активность (две нижние записи 
глимТПСП). (b) – распределение вероятностей встречаемости различных интервалов частоты и амплитуды глимТПСП 
в контроле (черная линия) и через 10 мин введения в раствор 5-СТ гистограмма (красная линия). (c) – снижение частоты 
глимТПСП при действии агониста серотониновых рецепторов 5-СТ в концентрациях 10 и 1 мкМ (n = 6 и 7 соответствен-
но) с достоверным различием эффектов (р < 0.05, непарный критерий t–Стьюдента).
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иногда 1–2 дендрита. На срезах мозга разной ори-
ентации толщиной 40–50 мкм, можно видеть их 
мультиполярными с  4–5 первичными дендрита-
ми, отходящими от сомы в  разных направлениях 
и  делящихся на ветви высших порядков (рис.  6j, 
k). Идентифицировать аксон с  его терминальны-
ми разветвлениями было затруднительно или не 
представлялось возможным. Следует отметить, что 
сома и  проксимальные дендриты ISN окружены 
многочисленными 5-НТ+ ir волокнами и утолще-
ниями (рис. 6g, j, k).

Серотониновые терминальные ветвления 
обильно пронизывают спинной мозг (рис. 7).

На фронтальных срезах поясничного отдела 
легко выделяются области с превалирующей серо-
тониновой иннервацией: в перимедулярном спле-
тении и в области вентральной комиссуры (рис. 7b, 
c). На препаратах с поясничными мотонейронами, 
выявленными внутриклеточной инъекцией ней-
робиотина и  реакцией Ni-DAB, прослеживаются 
тонкие дистальные дендриты мотонейронов в этих 
областях (рис. 7d). На препаратах с двойным флуо-
ресцентным иммуномечением 5-НТ+ ir ветвлений 
и  маркированных мотонейронов видно распреде-
ление серотониновых терминалей в моторном ядре 
вдоль профилей сом (рис. 7е, f). На сомах и прок-
симальных дендритах мотонейронов 5-НТ+ ir бу-
тоны встречаются с разной частотой (рис. 7e – h). 
Отмечаются возможные контакты серотонино-
вых волокон с  вентромедиальными дендритами 

(рис. 7i), направленными к центральному каналу, 
реже с дендритами, идущими в латеральном кана-
тике. Обнаружено, что контакты утолщений серо-
тониновых волокон с  мотонейронами возможны 
с  высокой степенью вероятности в  области пе-
римедулярного плексуса, самой богатой области 
ветвления серотониновых окончаний. Сюда всту-
пают, идут вдоль поверхности мозга, извиваясь 
и  переплетаясь, тончайшие дистальные дендриты 
мотонейронов (рис. 7j).

Так как у  низших позвоночных животных до-
кументирована экспрессия 5-HT5AR [21, 25, 26], 
а  присутствие 5-НТ5AR в  спинальных мотонейро-
нах показано у крыс, мышей [6, 7], мы примени-
ли кроличье поликлональное антитело 5-НТ5AR 
в экспериментах с двойным флуоресцентным им-
муномечением на препаратах с  моноклональным 
антителом к  кальцийсвязывающему белку пар-
вальбумину (PV) и с ретро- или антероградно мар-
кированными мотонейронами. Это пробное при-
менение поликлонального антитела для 5-НТ5AR 
без предварительной расшифровки аминокислот-
ной последовательности протеина у  озерной ля-
гушки, без использования животных с  нокаутом 
гена 5-НТ5AR. Сигнал флуоресценции в срезах моз-
га лягушки будет обозначен как положительный 
5-НТ5ARlike+ сигнал.

На фронтальных срезах поясничного утолще-
ния с двойным иммуномечением, к 5-НТ5AR и PV, 
сигнал5-НТ5ARlike+ обнаружен в срезах с большей 
яркостью в  белом веществе. Заметная флуорес-
ценция видна в миелине волокон, идущих в белом 
веществе дорсальных и  вентральных канатиков 
(рис. 8).

Совмещенное изображение 2х сигналов имму-
нореактивностей четко представляет PV + ir аксо-
плазму волокон, окруженную кольцами миелина 
с ярким 5-НТ5ARlike+сигналом.

На меченных биоцитином телах мотонейро-
нов выявлен положительный 5-НТ5ARlike+ сигнал 
в виде точек (рис. 9а – c).

На дорсально направленных дендритах мото-
нейронов также можно различить в виде точек или 
зерен 5-НТ5ARlike+ сигналы (рис.  9g, h, i), кото-
рые присутствуют и в нейропиле. Яркие, контраст-
ные 5-НТ5ARlike+ сигналы обнаружены после ре-
троградного мечения мотонейронов биоцитином 
с длительной антидромной стимуляцией вентраль-
ного корешка во время аппликации. Они отмечены 
стрелками на рис. 9a, d. Яркий сигнал виден в вен-
тральном канатике в  миелиновых оболочках ак-
сонов мотонейронов на всем пути до их выхода из 
мозга. Кроме того, в отдельных волокнах медиаль-
ного канатика заметно выделяются миелиновые 
колечки с красным 5-НТ5ARlike+ сигналом.

Неожиданно яркая флуоресценция видна в дор-
сальном роге в  области входа афферентов в  мозг, 
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Рис. 5. Гистограммы, представляющие действие лиган-
дов серотониновых рецепторов на частоту или мТПСП 
(Контроль 1) семи мотонейронов. Агонист 5-HTрецеп-
торов 5-СТ в концентрации (1 мкМ) уменьшает часто-
ту в среднем на –48.6 + 8.0% (Контроль 2), антагонист 
5-HT5A рецепторов SВ‑699551 восстанавливает частоту 
событий в среднем на 41.0 + 16.4% (m + SE).
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Рис. 6. Серотониниммунореактивные (5-НТ+ ir) нейроны в продолговатом и спинном мозге лягушки Rana ridibunda: 
(а – c) – три горизонтальных среза продолговатого мозга с двойным иммуномечением к 5-НТ (красный) и к PV (зеленый), 
представляющие расположение и сравнительные размеры 5-НТ+ ir нейронов и нейронов ретикулярного ядра парваль-
буминиммунореактивных (PV+ir) без иммунореактивности к серотонину (5-НТ – ir); (d) – схема-пример расположения 
интраспинальных серотониновых нейронов (ISN) в одном из горизонтальных срезов грудного отдела спинного мозга 
(горизонтальный план); (e) – сагиттальный срез грудного отдела спинного мозга с цепочкой часто повторяющихся ISN; 
(f)– гистограмма среднего диаметра сом ISN в грудных и поясничных сегментах; (g) – вентромедиальный участок фрон-
тального среза поясничного сегмента с ISN, имеющим ветвящиеся дорсальный и вентральный дендриты. Множество 
5-НТ+ir терминалей окружают нейрон. Как и супраспинальные серотониновые нейроны, ISN не имеет сигнала имму-
нореактивности к PV (PV- ir); (h) – расположение ISN в сагиттальном срезе поясничного утолщения (2 стрелки указы-
вают на тела ISN); (i) – изображение одного из ISN (жирная стрелка на риc. 6h) с хорошо различимыми крупным ядром 
и ядрышком; (j) – расположения двух ISN в сагиттальном срезе поясничного утолщения и фрагменты идущих рядом 
дендритов мотонейрона, меченого биоцитином (зеленый цвет). Стрелками отмечены возможные контакты 5-НТ+ir тер-
миналей с дендритами мотонейрона; (k, l) – расположения нескольких ISN на фронтальных срезах поясничного сегмента 
толщиной 14 и 40 мкм: по одному нейрону в половинах мозга или по два в одной и третьим в другой половине (сс – canalis 
centralis). Масштаб: (а), (d), (e), (h) – 200 мкм; (b), (c) – 100 мкм; (j), (k), (l) – 40 мкм; (i) – 30 мкм; (g) – 20 мкм.
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Рис. 7. Распределение серотониниммунореактивных элементов в поясничных сегментах и возможные контакты 5-НТ+ir 
терминалей с мотонейронами, меченными внутриклеточно инъекцией нейробиотина или аппликацией маркеров на вен-
тральный корешок: (а) – фронтальный срез поясничного сегмента IХ, окрашенный по Нисслю, для сравнительной ори-
ентации участков срезов с  5-НТ иммунореакцией (b); (b)  – фронтальный срез Х поясничного сегмента с5-НТ+ir; (c)  – 
гистограмма интенсивностей (в условных единицах от 0 до 2.0) сигнала 5-НТ+ir участков (1–8) поясничного утолщения 
спинного мозга: 1– перимедуллярное сплетение (маргинальный плексус); 2  – латеральный канатик; 3  – вентральная 
комиссура; 4 – дорсальный рог; 5 – интермедиальная зона; 6 – моторное ядро; 7 – область входа дорсальнокорешковых 
волокон; 8 – вентромедиальный канатик; (d) – изображение фрагмента поясничного сегмента IХ с мотонейронами, ме-
ченными внутриклеточной инъекцией нейробиотина и последующим выявлением DAB реакцией. Реконструкция по двум 
фронтальным серийным срезам. Слева видна сома мотонейрона с проксимальными и дистальными участками его дендрит-
ного дерева. Справа от медиальной линии видны дендриты мотонейрона, меченного внутриклеточно в правой половине 
мозга. Тончайшие дистальные дендриты мотонейрона слева ветвятся в перимедулярном плексусе (область 1 на гистограмме 
рис. 7c). В вентральной комиссуре (область 3 – на гистограмме), где располагаются ISN, простираются дендриты мотоней-
ронов, регистрируемых в обеих половинах спинного мозга; (e) – редкие 5-НТ+ir терминальные ветвления в моторном ядре 
фронтального тонкого среза мозга поясничного сегмента; (f) – 5-НТ+ir ветвления в моторном ядре на фронтальном срезе 
мозга толщиной 40 мкм другого препарата. Их возможные контакты видны на теле мотонейрона, меченого ретроградно 
декстран-родомином; (g – j) – участки сагиттальных срезов поясничного утолщения с возможными контактами 5-НТ+ir 
терминальных ветвлений на телах меченых биоцитином мотонейронов (g), проксимальных дендритах (h), дендритах выс-
ших порядков (i). Область наивысшей интенсивности 5-НТ+ir, перимедулярный плексус (j), пронизана тонкими дисталь-
ными дендритами многих мотонейронов, где предполагается высокая вероятность контактов с серотониниммунореактив-
ными синаптическими бутонами. Масштаб: (а), (b) – 500 мкм; (d) – 200 мкм; (g) – 100 мкм; (e), (h – j) – 50 мкм; (f) – 20 мкм.
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(à)

(b)

(c)

Рис.  8. Обнаружение 5-НТ5ARlike+ сигнала иммунореактивности в  поясничном утолщении спинного мозга лягушки 
(области срезов представлены на схемах): (а) – область входа волокон дорсального корешка в спинной мозг, где мало 
терминалей с 5-НТ+ ir, но видны отчетливые профили PV+ ir афферентных волокон (зеленый цвет) и повышенная ин-
тенсивность 5-НТ5ARlike+ сигнала (красный). Стрелки указывают на сечение аксоплазмы одного из крупных афферентов 
с PV+ ir (зеленый цвет), на сечение его миелиновой оболочки в виде кольца (красное) и на колокализацию двух изобра-
жений со вставкой увеличенного изображения профиля аксона; (b, c) – композиции изображений медиальной области 
дорсального канатика (b) и медиальной области вентрального канатика (c) также представляют присутствие 5-НТ5ARlike+ 
сигнала в миелине волокон с PV+ ir (указано стрелками). Масштаб – 50 мкм.
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Рис. 9. Ретроградно меченые биоцитином мотонейроны поясничных сегментов и 5-НТ5ARlike+ иммунореактивность на 
фронтальных срезах поясничного сегмента Х: (а) – фронтальный срез мозга при малом увеличении объектива с двумя 
сигналами флуоресценции: меченного биоцитином мотонейрона (зеленый) и 5-НТ5ARlike+ сигнала (красный) в нейро-
пиле. Яркий контрастный 5-НТ5ARlike+ сигнал (стрелки) виден в виде колец в медиальном канатике, в виде пятен, колец, 
полосок – в области входа афферентных волокон в дорсальный рог, в вентральном канатике по ходу моторных аксонов; 
(b) – раздельные изображения участка с флуоресцирующим маркированным мотонейроном и 5-НТ5ARlike+ флуоресцен-
цией; (c) – на совмещенном изображении видно присутствие 5-НТ5ARlike+ сигнала в виде зерен на соме и первичном 
вентральном дендрите мотонейрона (стрелка), в вентральной части серого вещества с яркой полоской миелиновой обо-
лочки аксона мотонейрона; (d – i) – композиция изображений другого среза с выделенной областью (g, h, i) дорсально 
направленных дендритов меченого мотонейрона. На совмещенном изображении (g) можно видеть 5-НТ5ARlike+ сигнал 
в виде зерен на тонких дендритах мотонейрона (стрелки). В перимедулярном сплетении 5-НТ5ARlike+ сигнал отсутствует 
(f - малые стрелочки). Масштаб: (а), (d), (e), (f) – 100 мкм; (b), (c), (g), (h), (i) – 50 мкм.
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сходная по яркости с  таковой миелина моторных 
аксонов (рис. 9а, d, f). Ширина светящихся полос, 
пятен миелина с 5-НТ5ARlike+ сигналом в дорсаль-
ном роге, (плоскость среза совпадает с траекторией 
входящих афферентов) достигает 10–15 мкм, что 
соответствует диаметру крупных дорсальнокореш-
ковых волокон, входящих в спинной мозг лягушки.

Не обнаружено структур, имеющих 5-НТ5ARlike+ 
сигнал, с характерной формой астроцитов, деталь-
но описанных ранее в  спинном мозге бесхвостых 
амфибий, [27, 28] и выявленных нами на гистоло-
гических препаратах с серебрением спинного мозга 
Rana ridibunda. Нет положительной 5-НТ5ARlike+ 
флуоресценции в  богатом астроцитарными от-
ростками перимедулярном сплетении (рис. 9f), хо-
тя в этой области нами показаны многочисленные 
переплетения дистальных дендритов меченых мо-
тонейронов и  самая высокая плотность 5-НТ+ ir 
терминальных ветвлений серотониновых волокон. 
(рис. 7b, c, j).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Электрофизиологические эксперименты
Рецептор 5-HT5A, для которого пока не суще-

ствует селективных агонистов, остается наименее 
изученным рецептором серотонина [29, 30]. Дан-
ные нашего комбинированного исследования при-
сутствия и функции 5-HT5A рецепторов в спинном 
мозге бесхвостых амфибий получены впервые, 
можно сделать выводы об их эволюционном зна-
чении.

Мы применили лиганды серотониновых рецеп-
торов, 5-СТ для активации 5-HT5AR и для их бло-
кирования -SB‑69955. 5-СТ  – известный агонист 
серотониновых рецепторов, который несмотря на 
то, что он имеет аффинность к другим типам 5-НТ 
рецепторов, и  в  настоящее время успешно слу-
жит инструментом для расшифровки структуры 
5-HT5AR [30]. SB‑699551, коммерческий антаго-
нист 5-HT5AR широко используется для исследо-
вания его функции при многих неврологических 
расстройствах, включая боль [11, 14–16].

В  нашей работе электрофизиологические экс-
перименты c фармакологическими тестами в  се-
рии I  в  первые 5 минут аппликации 10 мкМ аго-
ниста 5-СТ в суперфузирующий раствор показали 
быстрое уменьшение частоты глимТПСП пояс-
ничных мотонейронов и через 20–30 минут полное 
исчезновение высокоамплитудных миниатюрных 
потенциалов, свидетельствующее о  действии аго-
ниста на пре- и  постсинаптические 5-HT5A рецеп-
торы. По литературным данным у  крыс 5-HT5A 
рецепторы присутствуют в дорсальном роге и в мо-
тонейронах спинного мозга [6, 7], но столь бы-
стрый и значительный эффект агониста возможно 

вызван кооперативным действием 5-СТ на другие 
5-НТ рецепторы. 5-СТ проявляет разную селек-
тивность для Gi/o-связанных серотониновых ре-
цепторов: высока аффинность к  5-HT1A, 5-HT1B 
и  5-HT1D (pKi  =  7.9–8.1) и  относительно слабая 
к 5-HT1E, 5-HT1F, а также к 5-HT5A (pKi = 5.4–7.0) 
[30]. В работе Калининой с соавт. показано пода-
вляющее пресинаптическое действие 5-HT1B/D ре-
цепторов на глим ТПСП поясничных мотонейро-
нов спинного мозга лягушки [31]. На основании 
результатов этого исследования были проведены 
исследования с блокированием этих рецепторов.

Вторая серия (II) экспериментов с  предвари-
тельным введением в  раствор метисергида, сме-
шанного антагониста 5-HT1,2 рецепторов, и  по-
следующей аппликации такой же концентрации 
5-СТ дала не столь мощное подавление частоты 
глимТПСП по сравнению с  результатом первой 
серии (86% и 67%). Значительное подавление ча-
стоты высокоамплитудных событий отмечалось 
вновь, в 5 раз по сравнению с контрольным зна-
чением, а уменьшением их амплитуды, в среднем 
на 20%.

Сравнение действия агониста серотониновых 
рецепторов 5-СТ в  экспериментах серий I  (без 
метисергида в  растворе) и  II (с  метисергидом) на 
частоту событий показало статистически значи-
мое различие средних величин при блокировании 
5-НТ1, что может являться свидетельством преси-
наптического механизма подавления глимТПСП 
поясничных мотонейронов именно 5-HT5A рецеп-
торами (рис. 2в). Относительно исчезновения вы-
сокоамплитудных глимТПСП или уменьшения их 
амплитуды можно предположить участие постси-
наптических 5-HT5A рецепторов.

Аппликацию высокоселективного антагониста 
5-HT5A рецептора, SB‑699551, мы проводили для 
предварительной проверки возможности его при-
менения в  экспериментах, так как при разработ-
ке химического зонда для исследования функции 
5-HT5A рецептора при неврологических расстрой-
ствах, включающих боль, Капланом с  сотрудни-
ками были отмечены существенные сложности 
молекулы SB‑699551 [29]. В  наших трех опытах 
без введения в  раствор 5-СТ вектор действия 
SB‑699551 (10 мкМ) на глимТПСП поясничных 
мотонейронов, регистрируемых в растворе с 5-НТ, 
был время зависимым (серия III): в первые 5 минут 
после аппликации антагониста наблюдали резкое 
сокращение числа событий, но через 15–20 ми-
нут предполагаемая для него функция блокиро-
вания подавляющего действия 5-HT5A рецепторов 
на глимТПСП мотонейронов появлялась. Обнару-
женные нами, а также Калининой и Веселкиным 
[32] свидетельства физиологической (функцио-
нальной) активности применяемого антагони-
ста 5-HT5A рецептора в препарате спинного мозга 
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лягушки подтвердили возможность его использо-
вания в следующей серии экспериментов (IV). На 
порядок уменьшение концентрации 5-СТ в серии 
IV по сравнению с  концентрацией агониста в  се-
рии I  привело к  меньшему подавлению частоты 
глимТПСП (85.7 + 5.5% и –48.6 + 8.0%) и без значи-
мого изменения их средней амплитуды. Последую-
щая аппликация в  раствор антагониста 5-HT5AR, 
SB‑69955, увеличивала частоту глимТПСП в сред-
нем на 41.0 +/- 16.4%, что также может указывать 
на участие пресинаптических 5-HT5AR в  торможе-
нии глимТПСП.

Таким образом, эксперименты с  10 мкМ 5-СТ 
в растворе свидетельствуют о пре- и постсинапти-
ческом участии 5-HT5AR в подавлении глимТПСП 
мотонейронов, а меньшая концентрация агониста 
с  последующим введением антагониста SB‑69955 
о пресинаптическом участии 5-HT5AR в модуляции 
глициновых миниатюрных событий.

Обсуждения требует временная зависимость 
действия лигандов на глимТПСП. Уже в первые ми-
нуты суперфузии срезов мозга раствором с 10 мкМ 
агониста или антагониста 5-HT5AR регистрируются 
эффекты. Наблюдаемые эффекты одной направ-
ленности. Если действие агониста сразу оказывает-
ся подавляющим глимТПСП, что не противоречит 
предполагаемым механизмам его действия, то так-
же подавляющая функция антагониста в  началь-
ный период действия остается тайной. Ранее обна-
ружена гетерологичная десенсибилизация другого 
серотонинового рецептора человека, 5-HT7 [33]. 
Она вызывается стимуляцией как агонистом, так 
и  антагонистом 5-HT7R. Подобных сведений для 
HT5AR не имеется. Более того, при анализе фарма-
кологических средств и  биологических реакций, 
чувствительных к  фармакологическим обратным 
агонистам/антагонистам некоторые серотонино-
вые рецепторы, 5-HT5AR в  том числе, не рассма-
тривали, так как их молекулярная фармакология 
in vitro в системе коэкспрессии неясна [34].

Ожидаемые эффекты антагониста HT5AR появ-
ляются позже, через 15–20 минут его аппликации 
в раствор: увеличение частоты глициновых миниа-
тюрных событий. Относительно быстрого началь-
ного действия обоих лигандов на миниатюрную 
активность мотонейронов можно предположить, 
что оно возможно осуществляется в  поверхност-
ных структурах мозга лягушки  – в  перимедуляр-
ном сплетении. В  этой области, где множество 
обильных дистальных ветвлений дендритного де-
рева мотонейронов, а  по литературным данным 
имеются и  классические синаптические контак-
ты на тончайших дендритах [35], вполне веро-
ятно пре- и  постсинаптическое участие 5-HT5A 
рецепторов в  модуляции глимТПСП мотонейро-
нов. Такое предположение было выдвинуто нами 
по завершению серий фармакологических тестов 

и  выполнению первых иммуногистохимических 
экспериментов.

Иммуногистохимия
К  настоящему времени накопилось большое 

число исследований серотониновой иннервации 
спинного мозга земноводных (Urodella, Anurae). 
Трейсерные методы, флуоресцентная гистохимия, 
применение антител к  серотонину выявили рас-
пределение серотониновой иннервации в спинном 
мозге Rana catesbiana, R.pipiens, Xenopus laevis [36]. 
Однако на рисунках-схемах расположения и плот-
ности серотониновых ветвлений в спинном мозге 
обнаруживаются различия. Места обитания земно-
водных животных, питание, размножение различ-
ны. Это приводит к  разнообразным адаптацион-
ным приспособлениям особей разных видов, в том 
числе бесхвостых земноводных. Адаптации связа-
ны с  изменениями электрических характеристик 
нейронов, связей и  их модуляций. Проведенное 
нами флуоресцентное иммуногистохимическое 
исследование распределения 5-НТ+ir элементов 
в  спинном мозге озерной лягушки выявило кар-
тину, отражающую возможное интенсивное 5-НТ 
влияние на функционирование нервных цепей, 
составляющих центральные паттерн генераторы 
(CPG) и на активность мотонейронов.

Нами показаны источники серотонина не толь-
ко супраспинальные, 5-НТ+ir нейроны ядер шва, 
но и  интраспинальные 5-НТ+ir нейроны (ISN). 
Их значительное число располагается в торакаль-
ных сегментах, меньшее  – в  поясничном утол-
щении, как и у иглистого тритона Pleurodeles waltl 
[37]. На основании распределения ISN в спинном 
мозге тритона, авторы сделали вывод, что их вы-
сокая плотность в торакальном отделе не коррели-
рует с появлением конечностей, т. е. ISN тритона 
участвуют в  модуляции сокращения туловищных 
мышц (axial CPGs). По нашим данным у озерной 
лягушки R.  ridibunda на одном срезе области вен-
тральной комиссуры поясничного отдела ISN 
встречаются по два, имеют разветвленные отрост-
ки в  вентромедиальной области спинного мозга. 
Эта область пронизана дендритами и  аксонами 
поясничных мотонейронов, маркированных хло-
ридом кобальта, пероксидазой хрена, нейробио-
тином или биоцитином [38–40]. Однако контакты 
немаркированных ISN с  мотонейронами или ин-
тернейронами в  нашей работе идентифицировать 
не представлялось возможным.

Схема распределения терминальных полей 
нервных волокон, содержащих индоламин и  вы-
явленных с помощью флуоресцентной иммуноги-
стохимии в  поясничном сегменте спинного моз-
га лягушки R. pipiens, приведена Соллером [41]. 
Его сравнительная оценка уровня интенсивности 
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флуоресценции представлена в  пределах относи-
тельных значений 0–4. Мы, используя реактив 
фирмы Immunostar (anti‑5-НТ) и  применяя про-
грамму ImageJ для анализа и оценки яркости флу-
оресценции, получили данные о  более контраст-
ных её градациях в  поясничном отделе спинного 
мозга R. ridibunda. Например, измерен в 10 раз бо-
лее яркий сигнал в  латеральном перимедулярном 
сплетении по сравнению с  сигналом в  вентроме-
диальном канатике и в 4 раза – с сигналом обла-
сти моторного ядра (рис. 7b, c). Высоковероятной 
зоной контактов 5-НТ+ir волокон с  поясничны-
ми мотонейронами, с их тончайшими дистальны-
ми дендритами, может являться перимедулярное 
сплетение (рис.  7j). Эту область спинного мозга 
R. esculenta изучал Антал с соавт., реконструировал 
классические синаптические контакты неиденти-
фицированных терминалей с дендритами меченых 
мотонейронов по серийным ультратонким срезам 
[35]. Кроме возможных контактов 5-НТ+ir воло-
кон с  дистальными участками в  перимедулярном 
сплетении мозга R.  ridibunda 5-НТ+ir утолщения 
или бутоны видны на телах мотонейронов, прок-
симальных дендритах и дендритах высших поряд-
ков ветвления в латеральном и вентральном кана-
тике (рис. 7). По нашим наблюдениям присутствие 
утолщений 5-НТ волокон на соматической мем-
бране разных мотонейронов неравномерно: у  од-
них – редкие или почти их нет, другие окружены 
их цепочками.

Детальные трехмерные реконструкции распо-
ложения серотониновых бутонов на идентифи-
цированных мотонейронах шейных мышц кошки 
были выполнены Монтаж и Маратта [42, 43]. Сред-
нее число 5-НТ контактов на мотонейроне экс-
тензора составляло1586 при общей средней длине 
дендритов 87 мм (87296 мкм) и площади мембра-
ны мотонейронов 0,5 мм2 (529002 мкм2) [42]. Позже 
Маратта на трехмерных реконструкциях мотоней-
ронов шейной мышцы флексора привел меньшее 
среднее число 5-НТ контактов – 793 при средней 
общей длине дендритов 74 мм (74.005мкм), а пло-
щади мембраны мотонейронов также около 0.5 мм2 
(541921 мкм2) [43]. На удаленных участках ден-
дритного дерева мотонейронов мышцы-флексо-
ра кошки (от  1500 до 1750 мкм от сомы) рассчи-
тано большее нормализованное число плотности 
контактов – 1.5 по сравнению с зонами в радиусе 
до 250 мкм от сомы – 0.93. Наши трехмерные ре-
конструкции меченых пероксидазой хрена и ней-
робиотином поясничных мотонейронов лягушки 
показали подобное значение средней длины ден-
дритов 4-х клеток около 82 мм (81750 мкм), а так 
как значительная доля дендритных деревьев – тон-
чайшие веточки, то площадь поверхностной мем-
браны, соответственно, в  2.5 раза меньше около 
0.2 мм2 (0.1972 мм2) [40]. Число и плотность распре-

деления 5-НТ окончаний на мембране мотоней-
рона лягушки неизвестно. По результатам нашего 
иммунногистохимического исследования при вы-
сокой флуоресценции 5-НТ ветвлений в  области 
перимедулярного плексуса закономерно предпо-
лагать высокую вероятность постсинаптического 
влияния 5-НТ также на дистальных дендритах мо-
тонейронов лягушки. Есть основание предпола-
гать и участие в серотониновой модуляции множе-
ства астроцитарных отростков, заполняющих эту 
область, но никаких данных о 5-НТ рецепторной 
оснащенности её у амфибий нет.

По литературным данным в  сетчатке лягушки 
показано большое разнообразие различных типов 
рецепторов серотонина, 5-НТ5A рецептор в  том 
числе, не только в волокнах, нейронах, фоторецеп-
торах, но и в глии [26]. Многочисленность рецеп-
торов дает авторам основание считать, что сетчатка 
чрезвычайно чувствительна к серотонину: “созда-
ется впечатление, что сетчатка устроена так, чтобы 
“улавливать” каждую высвободившуюся молекулу 
серотонина”. Селада с соавт. по результатам мно-
гих исследований на млекопитающих представля-
ет различное распределение двух других подтипов 
5-НТ рецепторов на пирамидном нейроне меди-
альной префронтальной коры: апикальные ден-
дриты обогащены рецепторами 5-HT2A, где они 
могут способствовать входу AMПA, а на аксонном 
холмике локализуются рецепторы 5-HT1A, воз-
можно, вместе с ГАМКА‑рецепторами. [44].

Известно, что применение иммуногисто- и ци-
тохимических методов исследования может давать 
противоречивые результаты на одном животном, 
в одних и тех же структурах мозга, в зависимости от 
используемых антител [45]. Важно также отметить, 
что после работ 2-х групп исследователей распре-
деления 5-НТ5A рецепторов в спинном мозге кры-
сы [6, 7], эти методы не применялись на других по-
звоночных. Вероятно, и данные о незначительном 
содержании мРНК рецепторов 5-НТ5A в  спинном 
мозге человека не вдохновляли исследователей на 
решение задач об участии 5-НТ5A рецептора в мо-
дуляции моторного выхода (НРА‑2021). На рыб-
ке тиляпии с  использованием транскриптомики 
продемонстрировано, что можно собирать мРНК 
высокого качества из одиночных Маутнеровских 
нейронов [21]. Было показано, что у  этого высо-
косоциального позвоночного с регулируемым пре-
импульсным торможением в  слуховой цепи при 
реакции испуга и  убегания среди подмножества 
подтипов 5HT рецепторов в латеральном дендрите 
Маутнеровского нейрона экспрессируется 5-НТ5A 
рецептор.

В  нашей работе применение кроличьих поли-
клональных антител против 5-НТ5AR не показа-
ло положительную иммунореактивность в  самой 
богатой зоне 5-НТ иннервации, перимедулярном 
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сплетении спинного мозга лягушки (рис. 9а, d, f). 
Сомы и дендриты меченых биоцитином мотоней-
ронов, которые можно проследить на срезах, име-
ют редкую в  виде точек или зерен 5-НТ5ARlike+ 
флуоресценцию (рис. 9b – c, g), возможный мор-
фологический субстрат для экспрессии 5-НТ5A 
рецепторов на мотонейронах лягушки и  постси-
наптического участия в  подавлении глимТПСП. 
Общая 5-НТ5ARlike+ зернистость видна в  ней-
ропиле серого и  белого вещества, как возможное 
присутствие в глиальных клетках, со значительным 
превышением плотности сигнала в белом веществе 
(рис. 9). Обнаруживается четкий сигнал в отдель-
ных миелиновых кольцах PV+ir волокон в дорсаль-
ном роге, дорсомедиальном и вентральном канати-
ках (рис. 8). Полоски и кольца миелина ещё более 
контрастно и ярко выделяются на препаратах с ре-
троградным маркированием мотонейронов биоци-
тином через всасывающий электрод с длительной 
стимуляцией вентрального корешка. 5-НТ5ARlike+ 
миелиновые профили видны не только в вентраль-
ном канатике, но и  в  дорсальном роге, в  области 
входа дорсальнокорешковых афферентов в  спин-
ной мозг (рис. 9а, d, f).

Возможно, такой способ маркирования мото-
нейронов выявил результат их опасной стимуля-
ции, включающей цепь обратной связи через воз-
вратные коллатерали мотонейронов. Возвратные 
коллатерали в спинном мозгу лягушек были выяв-
лены [46], детально прослежены для их трехмерной 
реконструкции [44, 47, 48]. По возвратным колла-
тералям сигналы поступают не только ростро-кау-
дально в моторную колонну, но и дорсально, в ин-
термедиальную область серого вещества спинного 
мозга. Показано, что у крыс в этой области распо-
ложено множество тормозных глицинергических 
интернейронов [49]. Тормозные интернейроны V1 
и V2b основные участники-компоненты СРG, ко-
торый координирует активность флексор  – экс-
тензор мотонейронов [50].

В электронномикроскопическом исследовании 
синапсов в спинном мозге лягушки Rana temporaria 
с помощью метода двойной иммунной метки в со-
четании с двумя антителами к гамма-аминомасля-
ной кислоте (ГАМК) и глицину показан высокий 
процент распределения из найденных тормозных 
синапсов на сомах, дендритах мотонейронов, пер-
вичных афферентных аксонах, иммунореактивных 
к  обеим аминокислотам [51]. Экспрессия 5-НТ5A 
рецепторов в  этих синапсах могла бы являться 
структурным базисом пресинаптического модули-
рующего влияния на глимТПСП в  поясничных 
мотонейронах, выявленное нами в  фармакологи-
ческих тестах на срезах-сегментах спинного мозга 
лягушки.

Присутствие яркого сигнала именно в миелине 
можно объяснить, обратившись снова к цепям об-

ратной связи активности мотонейронов в спинном 
мозге. Известно, что по ним не только передают-
ся сигналы о  параметрах активности мотонейро-
нов в высшие центры, но и сигналы, вызывающие 
изменение активности дорсальнокорешковых аф-
ферентных волокон в случае опасности или беспо-
лезности совершаемого движения. Модуляция воз-
будимости может осуществляться через сложный 
путь аксо-аксональных контактов афферентных 
волокон [52]. На личинках рыб Danio rerio с помо-
щью кальциевого имиджининга показано критиче-
ское участие радиальной астроглии для остановки 
неэффективного действия и дальнейшего измене-
ния поведения особи [49]. Другие исследования 
также указывают на то, что глиальные клетки яв-
ляются ключевыми регуляторами функции нерв-
ной цепи, а  среди них и  миелинизирующая глия 
в ЦНС, олигодендроциты [53–55]. Суминаите с со-
авторами приводят схему-таблицу аксональных 
субдоменов, их возможные модификации и пред-
полагаемые эффекты на физиологию аксона [54]. 
Олигодендроциты реагируют на активность ней-
ронов, и, в свою очередь, настраивают нейрофизи-
ологическую функцию, изменяя коренным обра-
зом проводящие свойства аксонов. Показано, что 
в нодальной-паранодальной зоне длина перехвата 
Ранвье и плотность ионных каналов могут менять-
ся при изменениях в миелине. Обобщающие схе-
мы представляют эту область аксона с экспрессией 
ионных каналов, транспортеров, щелевых контак-
тов, паранодальных и  околопаранодальных про-
теинов, нейрофасцина, контактина и  протеина, 
связанного с  контактином (Caspr). Caspr2  точно 
колокализуется в околопаранодальной области ак-
сона с Shaker-подобными K+ каналами, где специ
фически связывается с Kv1.1, Kv1.2 и их субъеди-
ницей Kvβ2 [56]. Калво с соавт. исследовал состав 
и  распределение калиевых каналов шейкерного 
типа (каналы Кv1) в  пределах перехватов Ранвье 
миелинизированных аксонов после повреждения 
[57]. Они показали, что экспрессия в норме кана-
лов Kv1.1 и  1.2, локализованных в  околопарано-
дальном участке, после повреждения была замет-
но снижена. Напротив, Kv1.4 и  1.6, которые едва 
обнаруживались в наивном состоянии, демонстри-
ровали повышенную экспрессию в  околопарано-
дальном и паранодальном участках после повреж-
дения как у крыс, так и у людей.

Впервые о регистрации спонтанной синаптиче-
ской активности первичных афферентов спинного 
мозга озерной лягушки, ди- и  полисинаптически 
связанных с мотонейронами, было доложено в ра-
ботах Шаповалова и Ширяева [58, 59]. Но только 
значительно позже стали уделять внимание этой 
стороне функционирования аксонов в ЦНС, при-
знавая наряду с  цифровой сигнализацией “все 
или ничего”, аналоговую [60]. Обнаруженный на-
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ми яркий сигнал 5-НТ5ARlike+ в миелине волокон 
в  дорсальном роге, а  также в  вентральном и  ме-
диальном канатиках спинного мозга после дли-
тельной стимуляции вентрального корешка мог 
появиться через сработавшую цепь обратной свя-
зи активности мотонейронов. Возможно, в норме 
рецепторы 5-НТ5A в олигодендроцитах и миелине 
в  спинном мозге лягушки экспрессированы ин-
тернализованными. При функционально опасных 
сигналах цепей рецепторы 5-НТ5A миелина при-
нимают активную форму, меняющую мембранные 
свойства чувствительных волокон в  пара- и  око-
лопаранодальных областях. В гиппокампе на мы-
шах показано, что парвальбуминовые интерней-
роны экспрессируют функционально молчащие 
рецепторы 5-HT5A, которые транслоцируются на 
клеточную мембрану и становятся активными при 
хроническом, но не остром лечении селективным 
ингибитором обратного захвата серотонина [61]. 
Таким образом, 5-НТ5A рецептор активно включа-
ется в арсенал фармакологических мишеней. Соз-
дается основанный на структуре дизайн набора 
химических зондов для серотонинового рецептора 
5-HT5A [29].

В  нашей работе обнаружена реакция в  мие-
лине входящих в  спинной мозг дорсальнокореш-
ковых афферентных волокон на опасную вы-
званную активность мотонейронов появлением 
яркого 5-НТ5ARlike+ сигнала. Подобный сиг-
нал-ответ также виден в миелине моторных аксо-
нов, длительно стимулируемых через вентральный 
корешок, и в миелине отдельных волокон вентро-
медиального канатика, где локализованы нисхо-
дящие вестибуло-спинальные тракты амфибий. 
Появилась информация о  новых подходах иссле-
дователей к характеристике и нарушению миели-
на в контексте управляемых нейронных цепей по 
мере их созревания на модели личинки Danio rerio 
[55]. Включение тормозящих сигналов через мо-
дуляцию при опасности или при бесполезных по-
пытках совершить действие дает путь к новому по-
ведению животного, подстраиванию к возникшей 
ситуации [49]. На примере беспозвоночных жи-
вотных Лиллвис и Катц [62] обсуждают роль ней-
ромодуляции в эволюции механизмов поведения, 
поскольку она способна обеспечить различные ре-
зультаты совместного использования компонентов 
нейронных цепей нейронов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами показана комбинированная вовлечен-

ность изучаемого подтипа серотониновых ре-
цепторов (5-НТ5A) в  подавлении глимТПСП 
в  поясничных мотонейронах на пре-, постси-
наптическом уровне. Результаты иммунофлуорес-
центного исследования обильной серотониновой 

иннервации спинного мозга лягушки и  обнару-
жения 5-НТ5ARlike+ сигнала на соме и  дендритах 
поясничных мотонейронов подтверждают пост-
синаптическое распределение 5-НТ5A рецепторов. 
Обсуждается участие экстрасинаптических рецеп-
торов 5-НТ5A в  функционировании цепей обрат-
ной связи активности поясничных мотонейронов, 
возможно, с глиальными посредниками.
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SEROTONINERGIC INNERVATION OF THE FROG SPINAL CORD 
AND INVOLVEMENT OF 5-HT5A RECEPTORS IN THE MODULATION 

OF MINIATURE GLYCINERGIC POSTSYNAPTIC POTENTIALS 
OF LUMBAR MOTONEURONS
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a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
# e-mail: nchmykhova@gmail.com

The role of serotonin 5-HT5A receptors in the modulation of miniature inhibitory synaptic activity was studied 
using intracellular recording of miniature glycinergic inhibitory postsynaptic potentials (glymIPSPs) in the lum-
bar motoneurons of the isolated spinal cord of the frog Rana ridibunda. In a medium containing TTx, CNQX, 
DAP5, bicuculline, application of the serotonin receptor agonist 5-CT (10 µM) with high affinity for 5-HT5A led 
to a suppression of frequency by 86%, as well as the disappearance of high-amplitude glymIPSPs (200–500 µV) 
at preservation of rare potentials with an amplitude of about 100 μV. This effect indicates the possibility of pre- 
and postsynaptic action of 5-CT at such a concentration, not limited to its effect only on 5-HT5A receptors. The 
addition of methysergide, a blocker of 5-HT 1,2 receptors, to the medium reduced the average frequency of gly-
mIPSPs by 67%, the frequency of high-amplitude events by 5 times and their average amplitude by 20%, which 
may indicate the participation of 5-HT5A receptors in pre- and postsynaptic modulation in glymIPSPs of moto-
neurons. Application of 1 μM 5-CT led to a decrease in the frequency of glymIPSPs by 49% without a noticeable 
change in the amplitude of glymIPSPs, and the subsequent introduction of SB‑699551, a selective antagonist of 
5-HT5A receptors, into the solution increased the frequency of events by 41%, which confirms the involvement of 



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

	 СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКАЯ ИННЕРВАЦИЯ СПИННОГО МОЗГА ЛЯГУШКИ...	 45

5-HT5A receptors in presynaptic modulation of glymIPSPs. Immunofluorescence study showed that supra- and 
intraspinal 5-HT+ ir neurons produce abundant branching in the lumbar region with the possibility of forming 
axosomatic contacts with labeled motoneurons and axodendritic contacts on the proximal and distal portions of 
their dendrites. It is also possible to form contacts in the perimedullary plexus, penetrated by the distal dendrites 
of motoneurons and astrocytic processes. This represents the structural basis for post-, pre- and extrasynaptic 
modulation of motoneuron activity by serotonin. The possibility of postsynaptic modulation of motoneuron ac-
tivity through 5-HT5A receptors is confirmed by the point-like fluorescence of the 5-HT5ARlike+ signal on the 
dendrites and bodies of labeled motoneurons, which is present in the neuropil but absent in the perimedullary 
plexus. Double labeling with antibodies to the 5-HT5A receptor and the Ca 2+ -binding protein, parvalbumin, re-
vealed 5-HT5ARlike+ localization in the myelin sheath of dorsal and ventromedial funiculi fibers. In preparations 
after long-term stimulation of the ventral roots through suction electrodes when labeling motor neurons with 
biocytin, a bright 5-HT5ARlike+ signal was detected in the myelin of motor axons, dorsal root fibers entering the 
brain in the region of the dorsal horn and individual fibers of the ventromedial funiculus. The participation of 
extrasynaptic 5-HT5A receptors in the functioning of feedback circuits of lumbar motoneuron activity, with the 
possible participation of glial elements in these circuits, is discussed.

Key words: spinal motoneuron, serotonin innervation, 5-HT5A receptor, miniature glycinergic activity, frog
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ-РЕГУЛЯТОРОВ МИОГЕНЕЗА 
У СЕГОЛЕТОК АТЛАНТИЧЕСКОГО ЛОСОСЯ (Salmo salar L.) 
В УСЛОВИЯХ АКВАКУЛЬТУРЫ ПРИ ВЛИЯНИИ РАЗНЫХ 
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Исследовали уровень экспрессии генов тяжелой и легкой цепи миозина (myhc, mlc‑2), транскрипци-
онных факторов регуляции миогенеза (myf5, myog, паралогов myod1), паралогов миостатина и инсули-
ноподобных факторов роста (igf1 и igf2) в мышцах сеголеток лосося, искусственно выращиваемых при 
разных режимах освещения и кормления при постоянной температуре воды в регионе Северная Осетия-
Алания. Совокупное действие режимов освещения и питания отражалось на экспрессии генов myhc, 
mlc‑2, myf5, myod1a, myod1b, myod1c. Так особи, выращиваемые при постоянном режиме освещения, 
отличались более высокими уровнями экспрессии генов myf5, myhc и mlc‑2 по сравнению с рыбами 
при естественном освещении, что так же соответствовало их темпам роста. Экспрессия генов IGF по-
разному изменялась на протяжении эксперимента: уровень экспрессии гена igf1 увеличивался, а гена 
igf2 – сначала увеличивался через месяц исследования, затем уменьшался. Результаты свидетельствуют 
о различиях в процессах регуляции миогенеза в зависимости от условий освещения и кормления.

Ключевые слова: фотопериод, режим кормления, атлантический лосось, уровень экспрессии генов 
мышечных белков
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ВВЕДЕНИЕ
Постэмбриональный рост мышц у рыб, в отли-

чие от роста у птиц и млекопитающих, определя-
ется не только гипертрофией  – увеличением раз-
мера существующих мышечных волокон, но также 
включает гиперплазию  – увеличение количества 
мышечных волокон за счет повторного образова-
ния новых миотуб [1]. Миогенез контролируется 
последовательной экспрессией специфических 
миогенных регуляторных факторов транскрипции 
(МРФ): MyoD, Myf5, миогенин (MyoG) и  MRF4 
[1]. В процессе миогенеза ключевой ролью MyoD 
и  Myf5 являются спецификация и  пролиферация 
миобластов, тогда как миогенин и  MRF4 отвеча-
ют за их дифференцировку [2]. Регуляция миоге-
неза у  рыб транскрипционным фактором MyoD 
усложняется наличием паралогов. В результате те-
траплоидизации генома в ходе эволюции ген myod1 
у  лососевых представлен тремя функциональны-
ми паралогами: myod1a, myod1b и myod1c, которые 

экспрессируются независимо друг от друга на раз-
ных стадиях развития и в различных типах волокон 
[3, 4]. Паралоги MyoD дифференцированно функ-
ционируют во время созревания миотуб, и это по-
зволяет предположить, что myod1b и myod1c в пер-
вую очередь экспрессируются в пролиферирующих 
клетках, а myod1a – в дифференцирующихся клет-
ках. Это свидетельствует об их субфункционализа-
ции после дупликации всего генома атлантическо-
го лосося [3].

Последовательная экспрессия МРФ приводит 
к  экспрессии генов ряда структурных мышечных 
белков, в  том числе миозина, основного компо-
нента мышечных волокон. Показано, что уровень 
экспрессии гена тяжелой цепи миозина (myhc) от-
ражает накопление мышечных белков и темпы ро-
ста некоторых видов рыб: форели Oncorhynchus 
mykiss [5], атлантического лосося Salmo salar [6], 
пятнистой зубатки Anarhichas minor [7], светлопе-
рого судака Sander vitreus [8]. Также показано, что 
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корреляция темпов роста с уровнем экспрессии ге-
на легкой цепи миозина mlc‑2 была выше у радуж-
ной форели [9] и камбалы Senegalenses sole [10].

Инсулиноподобные факторы роста (IGF-I 
и  IGF-II) и  связанные с  ними сигнальные пути 
играют центральную роль в  регуляции роста ске-
летных мышц у млекопитающих и рыб [11]. Цир-
кулирующие IGF присутствуют в сыворотке крови 
и  в  основном секретируются печенью под кон-
тролем оси гипофиз/гормон роста, однако оба 
гормона также синтезируются локально во мно-
гих тканях, включая скелетные мышцы в ответ на 
внешние и пищевые стимулы [3]. IGF-I и  IGF-II 
способствуют гипертрофическому росту мышц, 
стимулируя пролиферацию и  дифференциров-
ку миогенных клеток, действуя на них аутокрин-
но и паракринно [3, 11]. В отличие от IGF-I, роль 
IGF-II в метаболизме и росте рыб до конца не из-
учена. У млекопитающих ген igf2 экспрессируется 
главным образом в течение эмбриогенеза, в то вре-
мя как у  рыб на ювенильных и  взрослых стадиях 
жизненного цикла [12].

Рост мышц также контролируется миостатином 
(MSTN), относящимся к  суперсемейству транс-
формирующего фактора роста-b (TGF‑b), кото-
рый функционирует как негативный регулятор 
развития и роста скелетных мышц [13]. MSTN ин-
гибирует пролиферацию и дифференцировку мы-
шечных клеток у  млекопитающих [13]. Однако, 
согласно недавним исследованиям, механизм дей-
ствия MSTN на рост у рыб, вероятно, отличается 
от механизма у  млекопитающих. MSTN кодиру-
ется двумя генами у  большинства костистых рыб 
и четырьмя у лососевых рыб и, как было обнару-
жено, экспрессируется в мышцах и других тканях. 
Следовательно, он может выполнять различные 
функции [13, 14]. У лососевых MSTN представлен 
генами mstn1a, mstn1b, mstn2a и mstn2b (который яв-
ляется псевдогеном). Исследования на лососевых 
рыбах показали, что механизмы регуляции роста 
мышц MSTN зависят от типа мышц, стадии разви-
тия и условий питания [14–16].

Определение уровня экспрессии генов МРФ, 
igf, mstn1, миозина в  мышцах для описания про-
цессов роста и регуляции миогенеза часто исполь-
зуются в  исследованиях влияния температуры, 
состава корма и режима питания, голодания и по-
следующего восстановления питания на рост лосо-
сёвых и других видов рыб [10, 17, 18].

Свет  – жизненно важный абиотический фак-
тор, который оказывает существенное воздействие 
на развитие и  рост рыб. Прямо или косвенно он 
влияет на плавательную активность, пищевое по-
ведение, миграцию и размножение рыб, а у лососё-
вых и на наступление периода смолтификации, по-
средством влияния на эндогенные ритмы и уровни 
циркулирующих гормонов роста [19–21]. В  аква-

культуре удлинение светового дня используется 
для увеличения скорости роста рыб [22–24]. Уд-
линенные фотопериоды могут оказывать положи-
тельное воздействие на пищевое поведение и рост 
рыб посредством стимуляции гипоталамо-гипо-
физарной оси в их мозге, что приводит к увеличе-
нию выработки и секреции гормона роста и инсу-
линоподобного фактора роста [25, 26]. В ответ на 
изменение продолжительности дня концентрация 
гормонов и факторов роста меняется, что влияет на 
регуляцию миогенеза и пролиферацию миогенных 
клеток [26, 27].

Ранее, в  исследованиях влияния фотопериода 
на молодь лосося при заводском выращивании 
в  условиях северных широт было показано, что 
постоянное освещение способствовало ускоре-
нию роста особей, что сопровождалось измене-
нием уровня экспрессии генов мышечных белков 
[28–30]. Но продолжительность периода интен-
сивного роста была ограничена сезонным по-
нижением температуры. В  условиях южных ре-
гионов появляется возможность выращивания 
молоди лосося при температуре воды в  диапазо-
не 8–18oC, в отсутствие зимних периодов низких 
температур, что позволяет рыбе питаться и расти 
круглый год. Однако отсутствует период белых 
ночей, характерный для северных широт. Исходя 
из этого, был поставлен эксперимент по влиянию 
постоянного освещения на рост и развитие сего-
леток лосося Salmo salar L. (0+) в условиях аква-
культуры в  южном регионе России (Республика 
Северная Осетия-Алания).

Изучение экспрессии основных регуляторных 
факторов миогенеза и  генов, контролирующих 
рост мышц, а также их паралогов в мышцах рыб, 
выращенных в условиях вариабельности внешних 
факторов (фотопериода и  рациона кормления), 
позволит получить новые данные о молекулярных 
механизмах, лежащих в основе роста рыб. Целью 
данной работы было изучение уровня экспрессии 
генов миогенеза у  сеголеток атлантического ло-
сося в процессе роста, выращиваемых в условиях 
постоянной температуры воды при воздействии 
двух режимов фотопериода (постоянного и есте-
ственного) в сочетании с разным режимом корм-
ления.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование влияния разных режимов осве-

щения на рост и развитие сеголеток лосося прово-
дили на предприятии ООО “Остров аквакультура” 
(Республика Северная Осетия-Алания).

Эксперимент подробно расписан в работе Мур-
зиной с  соавт. [31]. Сеголетки лосося (выклев 
10–15  марта 2022 г., производитель Benchmark 
Genetics, Исландия) содержались в  выростных 
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лотках объемом 2.5–2.7 м3, (изначально в количе-
стве 4900 особей/лоток) в условиях непрерывного 
освещения с августа до начала эксперимента (сен-
тябрь). Кормление проводилось каждые два часа 
в  круглосуточном режиме. С  начала сентября се-
голеток поделили на три экспериментальные груп-
пы по 2 лотка (при средней массе рыб 2.9 грамма 
в каждом лотке):

•	группа № 1 (“24С КК”) – постоянный режим 
освещения (24С:0Т), круглосуточное кормление 
(КК);

•	группа № 2 (“ЕстФ КД”) – естественный фо-
топериод (ЕстФ), кормление в светлое время суток 
(с 06:00 до 18:00 в сентябре, с 08:00 до 18:00 в ок-
тябре, с 08:00 до 17:00 в ноябре), через каждые два 
часа (КД);

•	группа № 3 (“24С КД”) – постоянный режим 
освещения (24С), кормление в светлое время суток 
так же, как у рыб из группы № 2 (КД).

Лотки с постоянным освещением были обору-
дованы LED лампами 36W, 6500K. Освещение над 
поверхностью воды для групп рыб № 1 и № 3 при 
освещении лампами в темное время суток состави-
ло 450–650 lx. Использовали коммерческий корм; 
расчет объёма корма проводили согласно нормам 
с учетом биомассы. Температура воды была посто-
янной – 12.5 оС. Отход молоди рыб на конец экспе-
римента составил 24%, 33% и 19% особей в группах 
“24С КК”, “ЕстФ КД” и “24С КД”, соответствен-
но. Для исследования отбирали сеголеток лосося 
6 сентября (до эксперимента), 6 октября и 9 ноя-
бря; из каждой группы было взято до 15 особей из 
лотка. Средние масса и длина особей, взятых для 
анализа, представлены в таблице 1 [32].

Экспрессия исследуемых генов
Тотальная РНК была выделена из образцов бе-

лых скелетных мышц рыб с  использованием на-
бора “RNA‑extract” (Евроген, Россия). Затем сум-
марную РНК обрабатывали ДНКазой (Силекс, 
Россия). Целостность и  качество РНК оценивали 
с  помощью электрофореза в  1% агарозном геле 
и спектрофотометрически при коэффициенте по-
глощения 260/280 нм (NanoPhotometer С40-Touch, 
Implen, Германия). РНК подвергали обратной 
транскрипции с использованием MMLV‑обратной 
транскриптазы (Евроген, Россия). В  дальнейшем 

синтезированную кДНК использовали в  качестве 
матрицы для полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени (ПЦР-РВ). Анализ про-
водили с  использованием системы CFX96 Touch 
system (BioRad, США). Праймеры для гена тяжелой 
цепи миозина (myhc), легкой цепи миозина (mlc‑2), 
референсного гена (фактора элонгации‑1 (ef1a)), 
генов миогенных регуляторных факторов (мио-
генина (myog), паралогов myod1 (myod1a, myod1b, 
myod1c), myf5, igf1 и  igf2, а  также паралогов мио-
статина (mstn1a и  mstn1b), подбирали с  помощью 
программы Nucleotide BLAST. Последовательно-
сти праймеров приведены в таблице 2. Амплифи-
кацию 2 мкл кДНК проводили с  использованием 
5  мкл набора “5х Реакционная смесь для прове-
дения ПЦР-РВ в присутствии интеркалирующего 
красителя SYBR Green I” (Евроген, Россия). Про-
токол ПЦР был следующим: денатурация ДНК – 5 
минут при 95 °C; повторяющиеся циклы (42): де-
натурация ДНК  – 20 с  при 95 °C, отжиг прайме-
ров – 30 с при 60 °C и элонгация – 30 с при 72 °C. 
Каждый образец был загружен в триплетах. Спец-
ифичность реакции ПЦР проверяли по кривым 
плавления, полученным в соответствии с протоко-
лом диссоциации от 65 °C до 97 °C. Относительные 
уровни экспрессии исследуемых генов определяли 
методом порогового цикла (Ct) и  нормализовали 
по уровню экспрессии референсного гена факто-
ра элонгации (ef1a) с использованием метода 2-ΔCt 
[33]. Данные выражали в единицах относительной 
экспрессии исследуемого гена (у.ед.).

Исследование выполнено на научном оборудо-
вании ЦКП КарНЦ РАН.

Статистический анализ
Полученные данные были обработаны обще-

принятыми методами вариационной статистики. 
Данные были проверены на нормальность рас-
пределения с  использованием критерия Шапи-
ро–Уилкса. В  связи с  отсутствием нормальности 
распределения статистически значимые различия 
определяли с  помощью непараметрического кри-
терия Краскела–Уоллиса (Kruskal–Wallis test), апо-
стериорные сравнения между группами проводили 
с  использованием непараметрического U‑крите-
рия Манна–Уитни с  поправкой на множествен-
ное сравнение. Различия считали статистически 

Таблица 1. Средняя масса рыб, используемых для анализа

Группа
6 сентября 6 октября 9 ноября

Масса, г Длина, см Масса, г Длина, см Масса, г Длина, см
“24С КК”

3.85 ± 0.45 7.42 ± 0.27
5.59 ± 0.30 8.01 ± 0.43 11.87 ± 1.74 10.88 ± 0.53

“ЕстФ КД” 5.92 ± 0.58 8.12 ± 0.23 9.19 ± 1.37 9.19 ± 0.47
“24С КД” 6.11 ± 0.91 8.05 ± 0.40 11.93 ± 1.33 10.13 ± 0.39
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значимыми при p < 0.05. Результаты представлены 
в виде бокс-плотов с обозначением медиан, верх-
него и нижнего квартилей, а также усов, обознача-
ющих минимум и максимум.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Данные, представленные на рис. 1a, свидетель-

ствуют о  том, что уровень экспрессии гена myhc 
был наименьшим в группе “ЕстФ КД” по сравне-
нию с группами круглосуточного освещения: в ок-
тябре – по сравнению со значением в группах “24С 
КК” и “24С КД”, в ноябре – по сравнению с груп-
пой “24С КК”. Уровень экспрессии гена myhc уве-
личивался к ноябрю в мышцах рыб из всех исследу-
емых групп: в “24С КК” – по сравнению с первым 
и вторым месяцем исследования, в “ЕстФ КД” – 
по сравнению с  предыдущим месяцем, в  “24С 
КД” – по сравнению с первым месяцем исследо-
вания (рис. 1a).

Уровень экспрессии гена mlc‑2 был наиболее 
низким в  ноябре в  группе “ЕстФ КД” по срав-

нению с  группами круглосуточного освещения 
“24С КК” и  “24С КД” (рис.  1b). При этом сле-
дует отметить, что значения данного показателя 
в  группах с  круглосуточным освещением в  ноя-
бре увеличивались по сравнению с предыдущим 
месяцем.

Установлены различия в экспрессии генов мио
генных регуляторных факторов (МРФ). В  ноябре 
уровень экспрессии гена myf5 был наименьшим 
в группе “ЕстФ КД” по сравнению с группами кру-
глосуточного освещения (рис. 1c). Значение пока-
зателя увеличивалось к  ноябрю только в  группах 
с дополнительным освещением. Уровень экспрес-
сии гена myog был выше в  группе “24С КД” по 
сравнению с “24С КК” в ноябре (рис. 1d). За пе-
риод исследования динамика показателя наблюда-
лась только в группе “24С КК”: в октябре значение 
увеличивалось по сравнению с предыдущим меся-
цем, а в ноябре – уменьшалось.

Наиболее высокие значения экспрессии генов 
всех трёх паралогов myod1 установлены в  группе 
“24С КД” в ноябре (рис. 2). При этом межгруппо-

Таблица 2. Олигонуклеотидные праймеры, используемые для амплификации в ПЦР-РВ

Ген Последовательность5’-3’ Размер ампликона, 
п. о. Номер в GenBank

ef1a F: TTGCTGGTGGTGTTGGTGAG
R: AAACGCTTCTGGCTGTAGGG 154 AF321836.1

myog F: GTGGAGATCCTGAGGAGTGC
R: CTCACTCGACGACGAGACC 147 DQ452070

myod1a F: TGGACTGCCTATCAAACATCC
R: TCTCACTCGCTATGGAACC 123 AJ557148

myod1b F: ATTTCGTTCCCTGTCACCTCTG
R: ATGTGTTCGTCTTCGTTGTAATGG 152 AJ557150

myod1c F: ACGGCGAAAACTACTACCCTTC
R: TAGCTGCTTCGTCTTGCGGA 133 DQ366709.1

myf5 F: ACGCCATCCAGTACATCGAG
R: AGTCAACCATGCTGTCGGAG 132 DQ452070

myhc F: TCTCATCCATAGACGCCATC
R: AGTTGACTGCCAAGAAGAGG 159 DN164736

mlc‑2 F: TCAACTTCACCGTCTTCCTCAC
R: GCCCACAGGTTCTTCATCTCC 190 NM_001123716.1

mstn1a F: GATTACACGCCATCAAGTCC
R: CTCCATCCTTATTGTCATCTCC 159 AJ344158

mstn1b F: TCTGAGTTTTATGGTTGCTTTCGG
R: TTGTGACTTGATGGCGTGTAATC 151 NM_001123634.1

igf1 F: ACAGAGCGTAGGACAGCACAG
R: CCACAGAGGCACCAGGTAAGG 169 NM_001123623.1

igf2 F: GGAAAACACAAGAATGAAGGTCAA
R: CCACCAGCTCTCCTCCACATA 128 NM_001123647.1

Примечание. Последовательности прямого (F) и обратного (R) праймеров (5’-3’), п. о. – пары оснований; ef1a – 
фактор элонгации 1a (референсный ген); myf5 – фактор миогенеза 5; myod1 – фактор детерминации миобластов 1; 
myog – миогенин; myhc – тяжелая цепь миозина; mstn – миостатин; igf – инсулиноподобный фактор роста.
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вые различия для генов myod1a и myod1b выявлены 
по отношению к двум другим группам, а у myod1c 
только к группе “24С КК”. Динамика экспрессии 
генов паралогов myod1 в  разных эксперименталь-
ных группах имела различный характер (рис.  2). 
В группе “24С КК” наблюдалось увеличение уров-
ня экспрессии в  октябре (myod1a, myod1с) и  сни-
жение в ноябре (myod1a, myod1b). В группе “ЕстФ 
КД” уровень экспрессии myod1a и myod1b в ноябре 
снижался по сравнению с  предыдущим месяцем, 
а уровень myod1с повышался. В группе “24С КД” 
уровень экспрессии myod1a и myod1c увеличивался 
к ноябрю.

Согласно представленным данным уровень экс-
прессии генов миостатина отличался как между 
группами, так и  между месяцами (рис.  3). В  ноя-
бре выявлен рост экспрессии mstn1a во всех груп-

пах, при этом в группе “ЕстФ КД” он был ниже по 
сравнению с группой “24С КК” (рис. 3a). Различий 
в  уровне экспрессии гена mstn1b между группами 
не было установлено, однако выявлено увеличение 
данного показателя в  группе “24С КД” к  ноябрю 
(рис. 3b).

Среди генов igf зафиксирована межгрупповая 
разница только у  igf2 (рис.  4b), согласно которой 
уровень экспрессии гена igf2 в мышцах рыб в ок-
тябре был ниже в группе “ЕстФ КД” по сравнению 
с группой “24С КК”. Также следует отметить, что 
экспрессия генов igf по-разному изменялась на 
протяжении эксперимента (рис.  4). Уровень экс-
прессии гена igf1 увеличивался постепенно к  но-
ябрю, а  гена igf2  – сначала увеличивался, затем 
уменьшался в ноябре, одинаково во всех исследуе-
мых группах.
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Рис. 1. Относительный уровень экспрессии генов (у. ед.) myhc (a), mlc‑2 (b), myf5 (c), myog (d) в белых мышцах атланти-
ческого лосося, выращиваемого в  группах с  разными режимами освещения и  кормления на протяжении периода ис-
следования: сентябрь – значения до эксперимента; группа 1 – “24С КК” – режим освещения постоянный, кормление 
круглосуточное; группа 2 – “ЕстФ КД” естественный фотопериод, кормление в светлое время суток; группа 3 – “24С 
КД” – режим освещения постоянный, кормление в светлое время суток. Различия достоверны при p < 0.05 (критерий 
Краскела–Уоллиса, критерий Манна–Уитни с поправкой на множественное сравнение): * – в сравнении с группой 1, 
# – в сравнении с группой 2, a – по сравнению со значениями в сентябре, b – по сравнению со значениями в октябре 
в соответствующей группе.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Выявлены различия между исследуемыми груп-

пами рыб по уровням экспрессии генов миозина 
и  МРФ, которые позволяют предположить влия-
ние режимов освещения и кормления на процессы 
роста мышц. Установлены различия между экспе-
риментальными группами по экспрессии myhc уже 
через месяц после начала исследования. Уровень 
экспрессии гена myhc был наименьшим в  группе 
“ЕстФ КД” по сравнению с группами круглосуточ-
ного освещения (“24С КД” и “24С КК”) и в октя-
бре, и ноябре. В ноябре так же установлен низкий 
уровень экспрессии mlc‑2 у  рыб в  группе с  есте-
ственным освещением. Уровни экспрессии генов 
myhc и  mlc‑2 могут быть использованы как пока-
затели, отражающие процессы синтеза белка и его 
накопления и  темпы прироста мышечной массы 
в целом [6, 9, 16]. Относительно низкие значения 

данных показателей соответствуют более низким 
темпам роста рыб, выращиваемых при естествен-
ном освещении: средний прирост массы на группу 
за весь период исследования составил 14.1 ± 0.1 г, 
12.2 ± 0.2  г, 13.1 ± 0.2  г у  рыб с  режимами “24С 
КК”, “ЕстФ КД” и “24С КД” соответственно [32]. 
Различия в уровне экспрессии гена myhc в первый 
месяц исследования согласуются с данными по ак-
тивности ЦО у сеголетков в этом же эксперименте 
[32]. Уровень активности ЦО в мышцах особей был 
выше у особей из групп с постоянным освещением 
(“24С КД” и “24С КК”) по сравнению с группой 
“ЕстФ КД”. Таким образом, возможно, что доступ-
ность корма и высокий уровень аэробного обмена 
позволяют рыбам, выращиваемым при постоян-
ном освещении, использовать энергию не толь-
ко для поддержания основного обмена веществ, 
но и  в  процессах биосинтеза в  мышцах, которые 
требуют большого количества АТФ. Ранее нами 
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Рис. 2. Относительный уровень экспрессии генов (у. ед) myod1a (a), myod1b (b), myod1c (c) в белых мышцах атлантического 
лосося, выращиваемого в группах с разными режимами освещения и кормления на протяжении периода исследования: 
сентябрь – значения до эксперимента; группа 1 – “24С КК” – режим освещения постоянный, кормление круглосуточное; 
группа 2 – “ЕстФ КД” естественный фотопериод, кормление в светлое время суток; группа 3 – “24С КД” – режим осве-
щения постоянный, кормление в светлое время суток. Различия достоверны при p < 0.05 (критерий Краскела–Уоллиса, 
критерий Манна–Уитни с поправкой на множественное сравнение): * – в сравнении с группой 1, # – в сравнении с груп-
пой 2, a – по сравнению со значениями в сентябре, b – по сравнению со значениями в октябре в соответствующей группе.
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было показано на сеголетках и двухлетках лосося, 
выращиваемых в условиях рыбоводного завода на 
Северо-западе России, что рыбы из групп с допол-
нительным освещением отличались от групп без 
дополнительного освещения более высоким уров-
нем экспрессии гена myhc, что так же соответство-
вало темпам роста этих рыб [28–30].

Постэмбриональный мышечный рост у  рыб 
осуществляется за счет процессов гиперплазии 

и гипертрофии под контролем специфических ми-
огенных регуляторных факторов  – MyoD1, Myf5, 
миогенина (MyoG). Ранее было показано, что уро-
вень экспрессии генов, регулирующих миогенез 
(myod, myf5, myog и mrf4), коррелирует с механизма-
ми роста мышц во время развития рыб [15, 34]. Так, 
на ранних стадиях мышечного роста увеличение 
уровней экспрессии myod и myf5 в недифференци-
рованных миогенных клетках-предшественниках 
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Рис. 4. Относительный уровень экспрессии генов (у. ед) igf1 (a), igf2 (b) в белых мышцах атлантического лосося, выра-
щиваемого в группах с разными режимами освещения и кормления на протяжении периода исследования: сентябрь – 
значения до эксперимента; группа 1 – “24С КК” – режим освещения постоянный, кормление круглосуточное; группа 
2 – “ЕстФ КД” естественный фотопериод, кормление в светлое время суток; группа 3 – “24С КД” – режим освещения по-
стоянный, кормление в светлое время суток. Различия достоверны при p < 0.05 (критерий Краскела–Уоллиса, критерий 
Манна–Уитни с поправкой на множественное сравнение): * – в сравнении с группой 1, a – по сравнению со значениями 
в сентябре, b – по сравнению со значениями в октябре в соответствующей группе.
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(МКП) напрямую связано с их интенсивной про-
лиферацией и последующей клеточной гиперпла-
зией (образованием миотуб и их дифференциров-
кой в  новые мышечные волокна) [15]. Гены myog 
и mrf4 экспрессируются позже и связаны с терми-
нальной дифференцировкой и  слиянием миобла-
стов с существующими миофибриллами в процес-
се гипертрофии мышечных волокон [15]. Согласно 
результатам исследования, для группы “24С КК” 
через месяц после начала исследования установле-
но увеличение экспрессии myog, myod1a и myod1c, 
также и для группы “24С КД” установлено повы-
шение уровня myod1c, для группы “ЕстФ КД” зна-
чения этих показателей по сравнению с  первым 
месяцем не изменялись. Полученные нами резуль-
таты указывают на влияние продолжительности 
освещения на различия в регуляции процессов ми-
огенеза уже через месяц применения разных режи-
мов фотопериода.

Высоким значениям экспрессии myhc и  mlc‑2 
в мышцах рыб в группах с круглосуточным освеще-
нием “24С КК” и “24С КД” по сравнению с тако-
выми значениями у особей из группы “ЕстФ КД” 
с естественным освещением в ноябре соответство-
вал высокий уровень экспрессии myf5. Кроме того, 
для рыб “24С КК” и “24С КД” уровень экспрессии 
myf5 в ноябре повышался. Эти результаты соответ-
ствуют ранее полученным данным для двухлеток 
атлантического лосося, согласно которым уровни 
экспрессии myf5 и myhc, были выше наряду с тем-
пами роста у рыб, выращиваемых в заводских ус-
ловиях при круглосуточном освещении в отличии 
от растущих без дополнительного освещения [29]. 
Ранее в исследовании, проведенном на молоди ат-
лантической трески, было показано, что экспрес-
сия гена myf5 и темпы роста были достоверно вы-
ше у рыб в группе с круглосуточным освещением 
по сравнению с рыбами, которые росли при есте-
ственном режиме фотопериода [35].

Уровни экспрессии генов myog, а  также пара-
логов myod1 были самыми высокими в  мышцах 
рыб из группы “24С КД” в  ноябре: по уровню 
экспрессии myod1a и  myod1b значения были от-
личны от двух других групп, а по экспрессии myog 
и myod1с отличия наблюдались только с группой 
“24С КК”. При этом обращает на себя внимание 
различия в  характере изменений экспрессии ге-
нов. Уровень экспрессии myod1a и myod1b умень-
шался в  ноябре у  рыб “ЕстФ КД” и  “24С КК”, 
а  у  рыб из третьей группы уровень не изменял-
ся. Кроме того, уровень экспрессии myog в груп-
пе “24С КК” к  ноябрю уменьшался. Возможно, 
имеет значение совокупное влияние освещения 
и  рациона питания. Ранее было показано влия-
ние состава питания на экспрессию МРФ [10, 17], 
что позволяет предположить, что в данном случае 
различия в процессах регуляции миогенеза могли 

быть связаны с  различиями в  общем метаболиз-
ме рыб. Так, согласно липидному анализу, на-
блюдались различия по показателям липидного 
обмена между рыбами из разных групп в данном 
эксперименте [31], а именно по маркерным пока-
зателям смолтификации, которые количественно 
были более выражены у рыб в группах “24С КК” 
и “ЕстФ КД” по сравнению с “24С КД”. При этом 
эффект совокупного и устойчивого действия фо-
топериода и  кормления, стимулирующий подго-
товку к смолтификации сеголеток атлантического 
лосося, выращиваемых в условиях аквакультуры, 
достигался при их сочетании в  круглосуточном 
режиме [31]. Так же ранее было показано, что 
смолты дикого атлантического лосося отличаются 
от пестряток не только по уровню энергетическо-
го и липидного обмена, но и по экспрессии генов 
МРФ, а  именно низким уровнем транскриптов 
myod1a, myod1b и myog [36].

Обращает на себя внимание различие в характе-
ре экспрессии паралогов myod1 как между экспе-
риментальными группами, так и  на протяжении 
исследования. Это указывает на функциональные 
различия между myod1a, myod1b и myod1с, по-види-
мому, связанные с  изменением регуляции миоге-
неза у рыб под воздействием разных режимов осве-
щения и рациона питания.

По уровню экспрессии гена mstn1 различия 
наблюдались также на второй месяц исследова-
ния. Уровень экспрессии mstn1a был наименьшим 
в мышцах рыб в группе “ЕстФ КД” несмотря на то, 
что значения показателя повышались во всех груп-
пах ко второму месяцу исследования. Это соответ-
ствовало уровню экспрессии myhc, mlc‑2 и  myf5. 
Миостатин  – негативный регулятор развития 
мышц позвоночных, ингибирующий пролифера-
цию и дифференцировку миобластов [37, 38]. Ве-
роятно, MSTN экспрессируется в ответ на высокие 
уровни МРФ, регулируя интенсивность процессов 
гиперплазии и  гипертрофии мышечных волокон 
для предотвращения бесконтрольного роста мышц 
[15, 16]. Что касается экспрессии второго парало-
га mstn1b, то существенных различий по данному 
показателю между группами и на протяжении ис-
следования установлено не было. Это указывает на 
функциональные особенности паралогов в данных 
экспериментальных условиях (фотопериод, режим 
кормления, постоянная температура).

Различий по уровню экспрессии igf1 в  мыш-
цах рыб между группами не наблюдалось. Значе-
ния этого показателя повышались за период ис-
следования во всех группах рыб, что согласуется 
с активным ростом рыб и увеличением их массы. 
По уровню экспрессии igf2 различия установле-
ны в первый месяц исследования: несмотря на то, 
что значения показателя повышались в октябре во 
всех группах, в группе с естественным освещени-
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ем они были наименьшими с достоверной разни-
цей по отношению к группе “24С КК”. К ноябрю 
уровень экспрессии igf2 снижался до уровня в сен-
тябре у  рыб во всех экспериментальных группах. 
Таким образом, наблюдаются различия в процес-
се регуляции экспрессии igf1 и igf2. Возможно, это 
связано с различиями их ролей в регуляции роста. 
Инсулиноподобный фактор роста-II имеет высо-
кую структурную гомологию с IGF-I и экспрессия 
генов обоих митогенов, по-видимому, регулиру-
ются гормоном роста [39]. Оба IGF также действу-
ют через один и  тот же рецептор, что позволяет 
предположить, что они выполняют перекрываю-
щиеся физиологические функции у  рыб [12, 40]. 
В  нескольких исследованиях было показано, что 
IGF-I и IGF-II имеют значение (функционируют) 
на разных стадиях миогенеза [41]. Так, на клеточ-
ной культуре миоцитов дорады Sparus aurata по-
казано, что после инкубации с IGF-II увеличива-
лась экспрессия myod2 и myf5, генов, включенных 
в  пролиферацию, а  IGF-I вызывал повышение 
mrf4 и myog, включенных в поздние стадии разви-
тия, соответствующие дифференциации клеток 
[41, 42]. Так же igf2 и  igf1 по-разному экспресси-
руются в мышцах рыб во время голодания и насы-
щения [43, 44]. Во время восстановления питания 
после голодания у атлантического лосося наблюда-
лось снижение экспрессии igf2 в мышах, тогда как 
экспрессия igf1 увеличивалась и  соответствовала 
повышению экспрессии mlc‑2, myhc и myog и даль-
нейшему приросту массы тела [43]. Снижение мР-
НК igf2 и  увеличение экспрессии igf1 в  мышцах 
также совпало с  периодом увеличения удельного 
темпа роста тилапии при восстановлении питания 
[45]. Это говорит о том, что снижение выработки 
IGF-II в мышцах может играть определенную роль 
в компенсаторном росте. Эти результаты позволи-
ли предположить, что экспрессия igf1 и igf2 по-раз-
ному регулируется в  мышцах при изменении пи-
щевого статуса рыбы [45]. Так же и в нашей работе 
на второй месяц исследования увеличение уровня 
экспрессии igf1 и снижение igf2 в мышцах рыб из 
всех экспериментальных групп соответствовало 
повышению уровня экспрессии гена myhc. Полу-
ченные результаты позволяют предположить раз-
ную роль IGF-I и IGF-II в период активного роста, 
и в целом в онтогенезе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, различия в режимах освещения 

и питания отражались на экспрессии генов МРФ, 
а,  следовательно, и  процессах регуляции миоге-
неза. Выявленные различия в  экспрессии генов 
myog и паралогов myod1 между группами с кругло-
суточным освещением, но разным режимом пита-
ния (круглосуточно и в дневное время) позволи-

ли предположить различия в процессах регуляции 
миогенеза, вызванные изменением времени пи-
тания. Установлено, что igf1 и igf2 имеют разный 
характер экспрессии в  период интенсивного ро-
ста лосося, что предполагает различия их ролей 
в регуляции процесса роста рыб в онтогенезе. По-
скольку экспрессия myod1a, myod1b и  myod1с из-
менялась по-разному между экспериментальны-
ми группами и  за период исследования, можно 
предположить, что паралоги одного и того же ге-
на имеют функциональные различия в регуляции 
миогенеза в  зависимости от режимов освещения 
и питания.

Представленные в  настоящей работе данные 
расширяют современные знания о  молекулярных 
механизмах регуляции мышечного роста, а  также 
закономерностях роста у рыб при влиянии факто-
ров среды.
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EXPRESSION OF MUSCLE-SPECIFIC GENES IN ATLANTIC 
SALMON FINGERLINGS (SALMO SALAR L.) IN THE CONDITIONS 

OF AQUACULTURE UNDER THE INFLUENCE OF DIFFERENT 
LIGHTING AND FEEDING REGIMES

M. V. Kuznetsovaa,#, M. A. Rodina, N. S. Shulginaa, M. Yu. Krupnovaa, 
A. E. Kuritsyna, S. A. Murzinaa, and N. N. Nemovaa

a Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russia
# e-mail: kuznetsovamvi@yandex.ru

The expression level of myosin heavy and light chains genes (myhc, mlc‑2), transcription myogenic regulation 
factors (myf5, myog, myod1 paralogs), myostatin paralogs and insulin-like growth factors (igf1 and igf2) in the 
muscles of salmon fingerlings artificially grown under different lighting and feeding conditions at a constant water 
temperature was studied in the region of North Ossetia-Alania. The combined effect of lighting and feeding 
modes was reflected in the expression of the genes myhc, mlc‑2, myod1a, myf5, myod1b, myod1c. Thus, individu-
als reared under constant lighting conditions were distinguished by higher levels of expression of the myf5, myhc 
and mlc‑2 genes compared to fish in natural light, which also corresponded to their higher growth rates. The 
expression of IGF genes varied in different ways throughout the experiment: the expression level of the igf1 gene 
increased, and the igf2 gene first increased after a month of study, then decreased on the second month. The re-
sults indicate differences in the processes of myogenesis regulation depending on lighting and feeding conditions.

Keywords: photoperiod, feeding regime, Atlantic salmon, expression of muscle-specific genes
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С ИШЕМИЕЙ И РЕПЕРФУЗИЕЙ ПЕРЕДНЕГО МОЗГА УМЕНЬШАЕТ 

ИНТЕНСИВНОСТЬ АУТОФАГИИ И АПОПТОЗА В ГИППОКАМПЕ 
И ЛОБНОЙ КОРЕ МОЗГА, ВОЗМОЖНЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ
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Найдено, что ишемия и последующая трехдневная реперфузия переднего мозга приводят к увеличе-
нию уровня маркера аутофагии LC3B-II, уровня глиального фибриллярного кислого белка (GFAP) 
и активации каспазы‑3 в гиппокампе и лобной коре мозга крыс. При этом интраназальное введение 
крысам с ишемией и реперфузией мозга 0.5 МЕ инсулина (до ишемии и ежедневно при реперфузии) 
достоверно и значительно снижает уровень LC3B-II и активность каспазы‑3 в изучаемых структурах. 
Это показывает способность инсулина ингибировать активацию аутофагии и апоптоза в переднем моз-
ге при его ишемии и реперфузии. Не удалось выявить достоверного снижения уровня GFAP в этих 
районах мозга под влиянием введения животным инсулина. Показано, что интраназальное введение 
инсулина активирует протеинкиназу Akt (активирующую комплекс mTORС1, ингибирующий процес-
сы аутофагии) и ингибирует протеинкиназу AMPK (инициируюшую процессы аутофагии) в гиппо-
кампе и  коре мозга крыс, что, очевидно, лежит в  основе его способности снижать аутофагическую 
и апоптотическую гибель нейронов. Данные о модуляции инсулином активности протеинкиназ Akt 
и AMPK в опытах in vivo согласуются с результатами исследования возможного механизма нейропро-
текторного действия инсулина, проведенными нами ранее in vitro на нейронах коры мозга в состоянии 
окислительного стресса.

Ключевые слова: ишемия и реперфузия переднего мозга, аутофагия, апоптоз, интраназальное введение 
инсулина, протеинкиназы
DOI: 10.31857/S0044452924010053, EDN: ZFNXTY

ВВЕДЕНИЕ
По данным Всемирной организации здравоох-

ранения от цереброваскулярных заболеваний в ми-
ре ежегодно умирают миллионы людей [1]. Как 
показал анализ систематических исследований, 
проведенных в 1990–2019 гг. в 204 странах, выпол-
ненный в  рамках “The Global Burden of Diseases 
Study”, инсульт мозга является одной из основных 
причин смерти людей в мире, по суммарному по-
казателю как причина смерти и  инвалидности он 
занимает в мире третье место. За период с 1990 по 
2019 г. число инсультов в мире значительно увели-
чилось, причем он уносит больше жизней в разви-
вающихся странах, чем в развитых государствах [2]. 
При этом в развитых странах ишемические пора-
жения мозга чаще приводят к длительной и тяже-
лой инвалидности людей [3]. Одним из патологи-
ческих состояний, значительно повышающих риск 
возникновения инсультов мозга, является болезнь 

малых сосудов мозга (cerebral small vessel disease), 
вызывающая поражение ткани мозга и нарушение 
когнитивных функций [4–5]. Изучению ее про-
явлений и  патогенеза, возможных подходов к  ле-
чению и профилактике этой болезни в настоящее 
время уделяется большое внимание [4–6].

Инсулин представляет собой не только гормон, 
но и один из наиболее важных нейротрофических 
факторов и перспективных для клинического при-
менения нейропротекторов. Наиболее эффектив-
ными способами доставки инсулина при иссле-
довании его влияния на процессы, протекающие 
в мозге, является интраназальное и интрацеребро-
вентрикулярное (ICV) введение. При этих спосо-
бах введения инсулин доставляется в мозг, не про-
ходя через гематоэнцефалический барьер [7–8]. 
При этом интраназальное введение инсулина не 
является травматичным. Оно может быть примене-
но для лечения больных. Клинические испытания 
интраназального введения инсулина при болезни 
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Альцгеймера были достаточно успешными (см., 
например, [9–10]), начаты его испытания при бо-
лезни Паркинсона [11] и других нейродегенератив-
ных патологиях. Защитный эффект инсулина был 
также показан на животных с моделями нейродеге-
неративных заболеваний [12–13].

Но работ по изучению нейропротекторного эф-
фекта интраназального введения инсулина при 
ишемических поражениях мозга пока крайне ма-
ло [14–15]. Существенным пробелом в понимании 
механизма нейропротекторного действия инсули-
на являлось до недавнего времени полное отсут-
ствие данных о  способности инсулина при каких 
бы то ни было способах его введения предотвра-
щать аутофагическую гибель нейронов мозга при 
ишемических воздействиях и последующей репер-
фузии. При этом по современным представлениям 
гибель нейронов от чрезмерной активации аутофа-
гии играет важнейшую роль в поражении мозга от 
ишемических воздействий и последующей репер-
фузии. От наших знаний о способах предотвраще-
ния гибели нервных клеток мозга при активации 
аутофагии в  большой мере зависит успешность 
разработки подходов к лечению разных форм ише-
мического поражения мозга, прежде всего инсуль-
та головного мозга [16–18].

Неоспоримо, что аутофагии принадлежит важ-
нейшая роль в  поддержании клеточного гомеос-
таза и,  следовательно, она выполняет защитные 
функции. Но, как оказалось, активация аутофа-
гии может не только способствовать повышению 
жизнеспособности клеток при патологических 
воздействиях на мозг, но и  часто приводит к  их 
гибели. Так, во многих работах показано, что при 
ишемии и  реперфузии мозга, которая сопрово-
ждается активацией аутофагических и  апоптоти-
ческих процессов, происходит гибель нейронов 
как от активации аутофагии, так и  от активации 
апоптоза [16, 19–24]. Объективности ради, следу-
ет отметить, что в ряде современных публикаций 
можно найти и примеры того, что увеличение ин-
тенсивности аутофагии в мозге при ишемических 
воздействиях может приводить к  повышению 
жизнеспособности нейронов и улучшению функ-
ций мозга [25–27]. Но, по-видимому, при доста-
точной силе ишемического воздействия на мозг 
активация аутофагии, как правило, приводит к ги-
бели нейронов. В этой связи актуальным является 
выявление соединений, обладающих нейропро-
текторными свойствами, способных снижать или 
предотвращать аутофагическую гибель нейронов 
и других клеток мозга при ишемических и других 
патологических воздействиях на мозг. Особый ин-
терес, очевидно, представляют те из них, которые 
могут найти применение в клинической практике. 
К  таким нейропротекторам, несомненно, отно-
сится инсулин.

Нами недавно было впервые показано, что 
интраназальное введение инсулина практически 
полностью предотвращает гибель нейронов в CA1 
районе гиппокампа при двухсосудистой ише-
мии и последующей реперфузии мозга. При этом 
в проведенном исследовании получены свидетель-
ства того, что основными причинами смерти ней-
ронов являлась их аутофагическая и  апоптотиче-
ская гибель, что позволило нам прийти к  выводу 
о  способности инсулина при его интраназальном 
введении предотвращать и аутофагичесую, и апоп-
тотическую гибель нейронов [28]. В опытах in vitro 
на изолированных нейронах коры мозга нами было 
показано, что инсулин способен достоверно и зна-
чительно снижать активацию процессов аутофагии 
и апоптоза, происходящую под влиянием окисли-
тельного стресса [29]. Выявлены те сигнальные пу-
ти, модуляция которых инсулином может лежать 
в  основе его антиаутофагического и  антиапопто-
тического воздействия [29]. Но необходимо было 
также показать способность инсулина не только in 
vitro, но и in vivo снижать уровень маркеров аутофа-
гии и  апоптоза и,  соответственно, интенсивность 
этих процессов в гиппокампе и других структурах 
переднего мозга, а  также способность этого ней-
ропротектора модулировать активность протеин-
киназ, которые оказывают влияние на степень ау-
тофагической и апоптотической гибели нейронов 
мозга. Именно этим вопросам посвящена настоя-
щая статья.

Целью проведенной работы является изучение 
способности инсулина, ингибиторов аутофагии 
(3-метиладенина) и  апоптоза (Аc-DEVD-CHO) 
уменьшать уровень одного из основных маркеров 
аутофагии LC3B-II и астроглиального фибрилляр-
ного кислого белка (GFAP) в  гиппокампе и  коре 
мозга крыс, увеличенных при ишемии и реперфу-
зии переднего мозга; в цели работы входит также 
изучение способности инсулина снижать актив-
ность каспазы‑3 и модулировать в этих структурах 
активность протеинкиназ, от которых в  наиболь-
шей мере может зависеть предотвращение им ауто
фагической и  апоптотической гибели нейронов 
мозга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реактивы и  материалы. Для интраназальных 

введений использовался бычий инсулин (I5500, 
Sigma, США), для интрацеребровентрикулярных 
введений – ингибитор аутофагии 3-метиладенин 
(M9281, “Sigma”, США), ингибитор каспаз Ac-
DEVD-CHO (BD  Pharmigen, “BD Biosciences”, 
США). Животных наркотизировали хлоралгидра-
том (#15307, “Sigma-Aldrich”, США). Для кате-
теризации бедренной артерии применялся кате-
тер (1.0×0.6×210 мм, 23G) от компании “SciCat” 
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(Россия). Материал шовный хирургический сте-
рильный (нерассасывающиеся лавсановые нити 
МР1,5 USP4–0, ООО  “Линтекс”, Россия) накла-
дывался для скрепления мягких тканей в области 
бедра и шеи. Антитела и другие реактивы, исполь-
зовавшиеся для иммуноблоттинга, приведены 
в соответствующем разделе.

Интраназальное введение инсулина. Опыты про-
водили на самцах крыс линии Вистар массой тела 
270–330 г. Инсулин (“Sigma”, США) в дозе 0.5 МЕ 
на крысу вводили интраназально за 1 ч до окклю-
зии каротидных артерий и  гипотензии, а  затем 
ежедневно в течение 3 дней на стадии реперфузии. 
Для этого в каждую ноздрю животного вводили по 
10 мкл раствора, содержащего 1 мг инсулина в 1 мл 
цитратного буфера, что соответствует 0.5 МЕ ин-
сулина. Цитратный буфер готовили как смесь рав-
ных объемов растворов 100 мМ лимонной кислоты 
и 100 мМ цитрата натрия, pH 4.4.

Операция по введению ингибиторов апоптоза 
и аутофагии в боковой (I) желудочек мозга крыс. Для 
того, чтобы определить, как влияет активация про-
цессов аутофагии и апоптоза на жизнеспособность 
нейронов при двухсосудистой ишемии переднего 
мозга с гипотензией и последующей реперфузией, 
крысам интрацеребровентрикулярно вводили ин-
гибиторы аутофагии и  апоптоза. Для того, чтобы 
уравнять возможные последствия такого введения 
всем остальным группам животных вводили ин-
трацеребровентрикулярно стерильный фосфатный 
буфер, использовавшийся для растворения инги-
биторов.

После наркотизации крыс хлоралгидратом, вво-
димым внутримышечно в дозе 400 мг/кг веса крыс, 
животных помещали в стереотаксис. Для трепана-
ции черепа использовался стоматологический бор 
в области, расположенной над I желудочком мозга 
(координаты: AP = –0.92 мм, L = 1.5мм, V = 3.5 мм 
относительно брегмы) в  соответствии со стерео-
таксическим атласом [30]. Крысам вводили интра-
церебровентрикулярно 20 мкг 3-метиладенина (3-
МА) или 10 мкг Ac-DEVD-CHO, в виде растворов 
в фосфатном буфере объёмом 4.5 мкл или анало-
гичный объем фосфатного буфера за 30 минут до 
ишемического воздействия с  помощью шприца 
(“Hamilton”, США).

Двухсосудистая ишемия переднего мозга крыс 
с гипотензией и последующей реперфузией. Двухсосу-
дистую ишемию переднего мозга вызывали у нар-
котизированных хлоралгидратом крыс путем пере-
жатия на 10 мин каротидных артерий в сочетании 
с гипотензией – снижением артериального давле-
ния до 50 мм ртутного столба путем отбора крови 
в шприц с гепарином, как это описано ранее [31]. 
Реперфузию переднего мозга проводили, разжи-
мая каротидные артерии и  возвращая в  кровяное 
русло кровь с  гепарином, отобранную шприцом 

на стадии ишемии [32]. В  качестве контрольных 
животных использовали ложно-оперированных 
крыс. Животным после завершения ишемии обра-
батывали раны стрептоцидом и накладывали швы. 
Послеоперационный уход за животными осущест-
влялся в течение 3 дней при содержании на стан-
дартном рационе.

Определение активности каспазы‑3. Измерение 
активности проводили с помощью набора от ком-
пании “Abcam” (#ab39401, Великобритания) в со-
ответствии с инструкцией производителя.

Определение методом иммуноблоттинга уровня 
маркера аутофагии LC3B-II, GFAP и  уровень инги-
бирующего фосфорилирования IRS‑2 по Ser731, на ак-
тивность Akt и AMPK‑альфа, а также общего уровня 
этих протеинкиназ в гиппокампе и лобной коре. Об-
разцы гиппокампа и  лобной коры гомогенизиро-
вали в  соотношении 1:20 в  лизисном буфере сле-
дующего состава: 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM 
NaCl, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0.25% дезоксихо-
лата натрия, 0.5% Triton X‑100, 15 mM NaF, 10 mM 
глицерофосфата натрия, 10 mM пирофосфат на-
трия, 1 mM Na3VO4, 1 mM фенилметилсульфонил 
фторид (PMSF), 0.02% NaN3, протеазный ингиби-
торный коктейль (“Roche”, Швецария). Крупные 
клеточные фрагменты и  неразрушенные клетки 
осаждали центрифугированием при 500g в течение 
10 мин (4 °C). Концентрацию белка в пробах опре-
деляли методом Лоури, используя БСА в качестве 
стандарта [33]. Для разделения белков использо-
вали гели, содержащие 9% или 13% акрилами-
да в  зависимости от молекулярной массы анали-
зируемого белка. Пробы загружали в  количестве 
30  мкг белка на лунку. Электрофорез проводили 
при постоянном напряжении 80 V, по окончании 
которого белки переносили на PVDF мембрану 
(0.22  мкм, “Bio-Rad”, США). Неспцифическое 
связывание блокировали, как было описано ра-
нее [33]. Уровень маркера аутофагии определяли 
с  помощью специфического антитела к  LC3B-II 
(1:1000, #2775, “Cell Signaling Technology”, США). 
Уровень маркерного белка астроцитов GFAP оце-
нивалась с помощью моноклонального мышиного 
IgG2a к KTVEMRDGEVIK участку белка. Антите-
ло к GFAP получено в дар от федерального центра 
Мозга и Нейротехнологий (Москва, Россия). Ан-
титела для определения уровней фосфорилиро-
вания pAkt (Ser473) (1:1000, #4058), pAMPK‑alpha 
(Thr172) (1:1000, #2535) были приобретены у компа-
нии “Cell Signaling Technology” (США), для pIRS‑2 
(Ser731) (1 мкг/мл, #ab3690)  – от “Abcam” (Вели-
кобритания). Специфические антитела к  общей 
Akt (1:1000, #4691), AMPK‑alpha (1:1000, #2793), 
IRS‑2 (1:1000, #3089) от “Cell Signaling Technology” 
(США) использовались для оценки содержания 
данных белков и выявления изменений в уровне их 
экспрессии. Мембраны инкубировались с первич-
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ными антителами в  течение ночи при +4 °C. По-
сле 3-х кратной промывки в 0.1% Tween 20, приго-
товленном на TBST (50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM 
NaCl), мембраны обрабатывались в течение 1 ч при 
комнатной температуре анти-мышиными (#7076) 
или анти-кроличьими (#7074) вторичными анти-
телами IgG, конъюгированными с  пероксидазой 
хрена (HRP) (“Cell Signaling Technology”, США) 
в 5% обезжиренном молоке на TBST. Для норма-
лизации данных после стриппинга на мембранах 
выявлялся GAPDH с  помощью антитела (1:3000, 
#T0004) от компании «Affinity Biosciences” (Ки-
тай). Для визуализации белков сигнал HRP усили-
вали с помощью Novex ECL (“Invitrogen”, США). 
Сигнал хемилюминесценции фиксировали на фо-
топленку. Изображения сканировали на сканере 
CanoScan 8800F. Оптическую плотность затем-
ненных участков измеряли с помощью программы 
Bio7 (США).

Статистическая обработка. Статистическую 
достоверность различий определяли, используя t 
критерий Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при р < 0.05. Все данные представлены как 
среднее арифметическое значение ± стандартная 
ошибка среднего (M± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В  настоящей работе изучено влияние двух-

сосудистой ишемии мозга крыс и  последующей 
трехдневной реперфузии на уровень одного из ос-
новных маркеров аутофагии LC3B-II. Показано 
достоверное увеличение уровня LC3B-II, пред-
ставляющего собой липидированную форму LC3B 
(в  отличие от растворимой формы LC3B-I), как 
в гиппокампе, так и в лобной коре мозга (рис. 1). 
На рисунке приведены данные, полученные как 
при расчете соотношения LC3B-II/LC3B-I, так 
и LC3B-II, нормализованного к GAPDH. При обо-
их способах расчета полученных результатов как 
ICV введение крысам ингибитора аутофагии 3-МА 
(20 мкг на крысу до ишемического воздействия на 
мозг), так и интраназальное введение 0.5 МЕ инсу-
лина (до ишемического воздействия на мозг и за-
тем ежедневно в  течение трех суток реперфузии) 
достоверно снижали уровень этого маркера ауто-
фагии LC3B-II до его значения у ложно-опериро-
ванных животных, т. е. имела место полная норма-
лизация этого показателя.

Для оценки влияния интраназального введе-
ния инсулина на интенсивность апоптоза опре-
деляли активность каспазы‑3 в мозге крыс с ише-
мией и  реперфузией и  ложно-оперированных 
животных. При воздействии ишемии переднего 
мозга и  последующей трехдневной реперфузии 
(рис.  2)  активность каспазы‑3 достоверно возрас-
тала как в гиппокампе, так и в лобной коре мозга 

(p < 0.02). Но, если крысам вводили интраназально 
инсулин, то каспазная активность в  гиппокампе 
снижалась практически до контрольных величин, 
т. е. до ее уровня в том же районе мозга ложно-о-
перированных животных (p < 0.02). В  лобной ко-
ре мозга, подвергнутой ишемии и  реперфузии, 
снижение каспазной активности под влиянием 
введенного инсулина также было достоверным, 
но различие было менее выраженным, чем в гип-
покампе (p < 0.05). У  ложно-оперированных крыс 
эффект интраназально введенного инсулина на ак-
тивность каспазы‑3 не был достоверным в изучен-
ных структурах мозга (рис. 2).

Об активации астроглии при ишемии и реперфу-
зии переднего мозга судили, определяя методом им-
муноблоттинга уровень глиального фибриллярного 
кислого белка (GFAP) в гиппокампе и в лобной ко-
ре мозга. Как видно из результатов, представлен-
ных на рис. 3, ишемия и реперфузия увеличивали 
уровень GFAP в гиппокампе и в лобной коре мозга 
(p < 0.02). В гиппокампе ни введение инсулина, ни 
введение крысам, подвергнутым ишемии и репер-
фузии, ингибитора аутофагии 3-MA или ингиби-
тора апоптоза Аc-DEVD-CHO не снижали досто-
верно уровень GFAP, однако при их действии он 
переставал достоверно отличаться от контроля.

В  коре мозга крыс высокий уровень GFAP, 
намного превышающий контрольные значения 
у ложно-оперированных крыс, был характерен не 
только для ишемических животных, которым не 
вводили какие-либо протекторы, но сохранялся 
и  у  крыс, которым вводили интраназально инсу-
лин или интрацеребровентрикулярно (ICV) инги-
биторы аутофагии или апоптоза. У  ложно-опери-
рованных животных инсулин не только не снижал 
уровень GFAP в лобной коре мозга, но и достовер-
но повышал его, как и ингибитор апоптоза.

Одной из целей предпринятого исследования 
было подтвердить в опытах in vivo основные резуль-
таты по изучению механизма действия инсулина, 
полученные in vitro на нейронах коры мозга. Мы 
изучили влияние ишемии и  реперфузии, а  также 
интраназального введения инсулина крысам на ак-
тивность протеинкиназ Akt и АМФ‑активируемой 
протеинкиназы (AMPK) в мозге. При этом в опы-
тах, проведенных ранее in vitro [29] сигнальные си-
стемы, принимающие участие в реализации нейро-
протекторного действия инсулина, были изучены 
более детально, о чем речь пойдет в Обсуждении.

Как видно из данных, представленных на рис. 4, 
ишемия и  реперфузия на ранних этапах воздей-
ствия активировали протеинкиназу Akt как в гип-
покампе, так и  в  лобной коре мозга. При этом 
инсулин, введенный интраназально до начала 
ишемического воздействия, еще больше увеличи-
вал активность Akt, его эффект был хорошо выра-
женным и достоверным.
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Рис. 1. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-метиладенина и Аc-DEVD-CHO, соответ-
ственно) на уровень маркера аутофагии LC3B-II в гиппокампе и лобной коре мозга при ишемии и реперфузии переднего 
мозга крыс. (a), (c) и (e) – уровень LC3B-II в гиппокампе, (b), (d) и (f) –уровень LC3B-II в лобной коре мозга. (a) и (b) – им-
муноблоты, (c), (d), (e) и (f) – результаты денситометрии в расчете на LC3B-I (c) и (d) или на GAPDH (e) и (f) показаны как 
среднее ± SEM из 7–8 проведенных опытов. Сокращения на рисунке: Sh-O – ложно-оперированные крысы, I/R – крысы, 
подвергнутые ишемии и реперфузии, 3-MA – 3-метиладенин. Крыс подвергали двухсосудистой ишемии переднего мозга 
в сочетании с гипотензией и последующей реперфузией в течение 3 суток. Ингибиторы аутофагии и апоптоза вводили 
крысам интрацеребровентрикулярно (ICV) до ишемического воздействия, а 0.5 МЕ инсулина вводили интраназально до 
ишемического воздействия и затем ежедневно во время 3 суток реперфузии. Различия достоверны по t критерию Стьюден-
та: * и ** – по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга у ложно-оперированных животных: * – p < 0.05, 
** – p < 0.02, х и хх – по сравнению с данными у крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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Рис. 2. Влияние введения инсулина на активность каспазы‑3 в гиппокампе и лобной коре мозга при ишемии и реперфу-
зии переднего мозга крыс. Данные показаны как среднее ±SEM из 7–8 опытов. (a) – активность каспазы‑3 в гиппокампе, 
(b) – активность каспазы‑3 в лобной коре мозга. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены 
в легенде к рис. 1. Различия достоверны по t критерию Стьюдента: * – по сравнению с данными, полученными в том же 
районе мозга ложно-оперированных крыс, p<0.02, x и xx – по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга 
крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга, x – p<0.05, xx – p<0.02.
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Рис. 3. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-MA и aс-DEVD-CHO, соответственно) 
на уровень глиального кислого фибриллярного белка (GFAP) в гиппокампе и коре мозга при ишемии и реперфузии 
переднего мозга крыс. Данные показаны как среднее ± SEM из 6–8 опытов. (a) и (c) – уровень GFAP в гиппокампе, (b) 
и (d) – уровень GFAP в лобной коре, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) и (d) – результаты денситометрии представлены как 
GFAP/GAPDH. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены в легенде к рис. 1. Различия 
достоверны по t критерию Стьюдента по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга ложно-опериро-
ванных крыс: * – p <0.05, ** – p<0.02.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

64	 ЗАХАРОВА и др.	

Нам не удалось выявить достоверного эффекта 
инсулина на активность другой изученной проте-
инкиназы – AMPK на этом раннем сроке реперфу-
зии (через 2 ч после ее начала). Но было показано, 
что инсулин достоверно снижает активность этой 
протеинкиназы у ишемических крыс в гиппокампе 
и в лобной коре мозга через 3 дня после начала ре-
перфузии (рис. 5). В этом случае инсулин вводился 
не только до ишемического воздействия на мозг, 
но и  ежедневно в  период реперфузии. При этом 
в  гиппокампе интраназально вводимый инсулин 
вызывал также достоверное снижение активности 
AMPK у ложно-оперированных животных (рис. 5).

Мы изучили, как влияют ишемия и  реперфу-
зия, инсулин, ингибитор аутофагии (3-МА) и ин-
гибитор апоптоза (Ac-DEVD-CHO) на уровень 
фосфорилирования субстрата рецептора инсули-
на‑2 (IRS‑2) по Ser731 в гиппокампе и в лобной ко-
ре мозга. Фосфорилирование IRS по сериновым 
остаткам играет важную роль в регуляции эффек-
тов инсулина. Так, показано, что оно может зна-
чительно снижать уровень форм IRS‑1 и  IRS‑2, 
фосфорилированных по тирозину, и,  соответ-
ственно, инсулиновый сигналинг [34]. Результаты 
представлены на рис. 6. Как видно из этих данных, 
в  условиях наших опытов ни ишемия и  репер-
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Рис. 4. Влияние введения инсулина на активность протеинкиназы B (Akt) в гиппокампе и лобной коре мозга при ише-
мии и реперфузии переднего мозга крыс. Данные показаны как среднее ± SEM из 5–7 опытов. (a) и (c) – активность 
протеинкиназы Akt в гиппокампе, (b) и (d) – активность протеинкиназы Akt в лобной коре, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) 
и (d) – результаты денситометрии представлены как pAkt (Ser473)/Akt. Сокращения на рисунке: Sh-O – ложно-опериро-
ванные крысы, I/R – крысы с ишемией и реперфузией мозга. Крыс подвергали двухсосудистой ишемии переднего мозга 
в сочетании с гипотензией и последующей реперфузией в течение 2 часов. 0.5 МЕ инсулина вводили интраназально за 1 ч 
до ишемического воздействия. Различия достоверны по t критерию Стьюдента: * и ** – по сравнению с данными, полу-
ченными в том же районе мозга ложно-оперированных крыс, * – p<0.05, ** – p<0.02, x и xx – по сравнению с данными, 
полученными в том же районе мозга крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга, x – p<0.05, xx – p<0.02.
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фузия, ни инсулин, ни ингибиторы аутофагии 
(3-MA) и апоптоза (Ac-DEVD-CHO) не оказыва-
ли достоверного эффекта на фосфорилирование 
IRS‑2 по Ser731 в гиппокампе. В лобной коре мозга 
также не были выявлены достоверные изменения 
фосфорилирования IRS‑2 по Ser731 под влиянием 
интраназально введенного инсулина или ингиби-
торов аутофагии и апоптоза у крыс, подвергшихся 
ишемии и реперфузии.

Таким образом, в  настоящей работе показано, 
что инсулин, введенный интраназально крысам 
с  глобальной ишемией и  реперфузией передне-
го мозга, снижает активацию процессов аутофа-
гии и апоптоза в гиппокампе и лобной коре мозга, 
о чем судили по изменению уровня маркеров этих 
процессов, а также модулирует активность проте-
инкиназ, способных регулировать интенсивность 
этих процессов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
По современным представлениям для достиже-

ния серьезных успехов в разработке подходов к ле-
чению ишемических поражений мозга необходимо 
понимание механизмов как аутофагической, так 
и апоптотической гибели нервных и других клеток 
мозга для последующей регуляции этих процессов 
[5, 16–17]. Во многих работах последних лет по-
казана гибель нейронов от активации аутофагии. 
В  тоже время для ряда нейропротекторов было 
найдено, что они способствуют увеличению жиз-
неспособности нейронов мозга при этой патоло-
гии благодаря предотвращению их аутофагической 
гибели [16, 19–24].

Хотя инсулин считается одним из наиболее пер-
спективных нейропротекторов, чему, в частности, 
способствовали его удачные клинические испыта-
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Рис. 5. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-MA и Ас-DEVD-CHO, соответственно) на 
активность AMPK в гиппокампе и коре мозга при ишемии и реперфузии переднего мозга крыс. Данные показаны как 
среднее ± SEM из 7–8 опытов. (a) и (c) – активность протеинкиназы AMPK в гиппокампе, (b) и (d) – активность про-
теинкиназы AMPK в лобной коре, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) и (d) – результаты денситометрии представлены как 
pAMPK‑alpha (Thr172)/AMPK‑alpha. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены в легенде 
к рис. 1. Различия достоверны по t критерию Стьюдента: * – по сравнению с данными, полученными в том же районе 
мозга ложно-оперированных крыс, p <0.05, x и xx – по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга крыс 
с ишемией и реперфузией переднего мозга, x – p<0.05, xx – p<0.02.
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ния при болезни Альцгеймера, один из пробелов 
в понимании механизма его действия заключался 
в  отсутствии данных о  том, способен ли он сни-
жать интенсивность процессов аутофагии, кото-
рые активируются при ишемии и реперфузии моз-
га, а также предотвращать аутофагическую гибель 
нейронов при этих патологических воздействиях.

В настоящей работе было показано, что уровень 
одного из основных маркеров аутофагии LC3B-II 
и активность каспазы‑3 достоверно увеличивают-
ся под влиянием ишемии и  реперфузии в  гиппо-
кампе и  в  лобной коре мозга (рис.  1 и  2). Увели-
чение образования LC3B-II происходит благодаря 
тому, что цитозольная форма LC3 (LC3-I) при ак-
тивации аутофагии переходит в  липидированную 
форму LC3-II, которая играет важную роль в  об-
разовании аутофагосомальной мембраны [35–37]. 
При этом найдено, что интраназальное введение 
крысам инсулина значительно и  достоверно сни-
жает уровень LC3B-II и  активность каспазы‑3 
в гиппокампе и в лобной коре мозга крыс при гло-

бальной ишемии и последующем восстановлении 
кровоснабжения переднего мозга (рис. 1 и 2). Это 
свидетельствует о  способности инсулина пода-
влять, наряду с  апоптозом, процессы аутофагии, 
активированные при ишемии и реперфузии мозга. 
Совокупность данных, полученных ранее [28–29] 
и в настоящей работе, однозначно свидетельству-
ют о способности инсулина ингибировать процес-
сы аутофагии в ткани мозга и предотвращать или 
уменьшать гибель нейронов мозга, вызванную ак-
тивацией аутофагии при ишемии и  реперфузии 
мозга. В  этом отношении инсулин теперь допол-
няет список тех нейропротекторов, которые спо-
собны повышать жизнеспособность нейронов при 
ишемии и  реперфузии мозга, подавляя аутофаги-
ческую гибель нейронов [16, 19–24].

Полученные данные о  способности инсулина 
подавлять процессы аутофагии в  структурах пе-
реднего мозга согласуются с результатами опытов, 
полученных ранее in vitro [29]. Была продемон-
стрирована способность инсулина изменять до 
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Рис.  6. Влияние введения инсулина и  ингибиторов аутофагии и  апоптоза (3-MA и  aс-DEVD-CHO, соответственно) 
на уровень pIRS‑2 (Ser731) в гиппокампе и коре мозга при ишемии переднего мозга крыс и реперфузии. Данные показаны 
как среднее ± SEM из 7–8 опытов. (a) и (c) – уровень pIRS‑2 (Ser731) в гиппокампе, (b) и (d) – уровень pIRS‑2 (Ser731) 
в лобной коре мозга, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) и (d) – результаты денситометрии представлены как отношение pIRS‑2 
(Ser731)/pIRS‑2. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены в легенде к рис. 1.
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контрольных значений уровень маркеров аутофа-
гии LC3B-II и SQSTM1/p62 в нейронах коры моз-
га в  культуре в  условиях окислительного стресса, 
являющегося одной из важнейших причин гибели 
нейронов при ишемии и  последующей реперфу-
зии мозга. Было показано, что при действии пере-
киси водорода на нейроны коры мозга в культуре 
уровень такого маркера аутофагии, как LC3B-II 
значительно возрастает, а уровень маркера аутофа-
гии, SQSTM1/p62, подвергающегося деградации 
при активации аутофагии, достоверно снижается 
[29]. В  случае преинкубации клеток с  инсулином 
уровень LC3B-II, напротив, достоверно и  сильно 
снижается, а уровень SQSTM1/p62 увеличивается. 
Нормализация уровней этих двух маркеров ауто-
фагии инсулином говорит о том, что он подавляет 
активацию аутофагии в  условиях окислительного 
стресса [29].

Ранее способность инсулина ингибировать 
процессы аутофагии была показана в  экстра-
невральных клетках и органах – в хондроцитах [38] 
и в сердце мышей с экспериментальным диабетом 
[39]. Недавно к этим работам прибавилась статья, 
показавшая, что интраназальное введение инсу-
лина способно оказывать нейропротекторный эф-
фект и подавлять аутофагическую гибель нейронов 
при травме головного или спинного мозга [40].

Что касается апоптотической гибели нейронов, 
то наши данные о том, что она снижается при ве-
дении инсулина крысам с ишемией и реперфузией 
мозга (рис.  4)  согласуются с  результатами других 
авторов об эффектах инсулина и  его миметиков 
[41–42].

В последнее время существенное внимание уде-
ляется и  тем изменениям, которые при ишемии 
и реперфузии мозга претерпевают не только ней-
роны, но и  глиальные клетки мозга [43–44]. Мы 
пытались установить, способен ли инсулин и ин-
гибиторы аутофагии и  апоптоза воздействовать 
на процессы, в  которые вовлечены при ишемии 
и  реперфузии астроглиальные клетки. Нами об-
наружено увеличение уровня GFAP в гиппокампе 
и в лобной коре мозга при двухсосудистой ишемии 
и  последующей трехдневной реперфузией перед-
него мозга. Увеличение уровня GFAP является по-
казателем активации астроглии при ишемии и ре-
перфузии переднего мозга и одним из проявлений 
воспалительных процессов [43]. При большой силе 
повреждающего воздействия этот показатель мо-
жет рассматриваться как показатель глиоза и  об-
разования глиальных шрамов (glial scar) в  ткани 
мозга, которые препятствуют восстановлению 
функций этого органа (см., например, [43]). Следу-
ет отметить, что, наряду с этим, активация астрог-
лии в ткани мозга, усиливающая ее фагоцитарные 
функции, может способствовать нормализации 
патологических процессов и повышать жизнеспо-

собность нейронов. При этом в отдельных случаях 
небольшое повышение уровня GFAP может иметь 
место не только под влиянием ишемии и  репер-
фузии, но и под влиянием нейропротектора и при 
этом может сочетаться с улучшением неврологиче-
ских показателей и функцонального состояния ор-
ганизма, с  большей сохранностью нейронов [44]. 
В  этом случае повышение уровня GFAP может 
иметь место под влиянием нейропротектора, мо-
жет сочетаться с улучшением неврологических по-
казателей и функцонального состояния организма, 
с большей сохранностью нейронов. [44]. Само со-
бой разумеется, что такой эффект возможен только 
в том случае, если активация астроглии не приво-
дит к необратимому глиозу.

Учитывая все эти сведения, представляло бы 
большой интерес выявить влияние инсулина на 
увеличение уровня GFAP и активацию астроглии 
при ишемии и реперфузии мозга в условиях наших 
опытов. В гиппокампе и лобной коре мозга нам не 
удалось показать достоверного изменения уровня 
GFAP в изученных структурах мозга ни под влияни-
ем инсулина, ни под влиянием ингибиторов ауто
фагии и  апоптоза у  крыс, подвергнутых ишемии 
и реперфузии (рис. 3). Однако при введении инсу-
лина уровень GFAP в гиппокампе этих крыс сни-
жался настолько, что переставал отличаться от его 
уровня в этом районе мозга ложно-оперированных 
крыс. Возможно, что при измененных условиях 
ишемического или реперфузионного воздействия, 
например, при меньшем времени реперфузии, ко-
торое в проведенных нами опытах составляла 3 су-
ток, удастся выявить эффект инсулина на содержа-
ние GFAP в этом районе мозга. Для лобной коры 
оказалось характерным значительное увеличение 
уровня GFAP по сравнению с его уровнем в лоб-
ной коре мозга ложно-оперированных крыс как 
при ишемии и реперфузии, так и при этом воздей-
ствии, сопровождающимся введением инсулина 
или ингибиторов аутофагии и апоптоза (рис. 3).

В  регуляции действия инсулина важную роль 
играют субстраты инсулинового рецептора (IRS). 
В ткани мозга они представлены преимуществен-
но двумя формами – IRS‑1 и IRS‑2. Всего же на-
считывается 6 форм белков IRS. Они подвергаются 
фофорилированию по тирозиновым остаткам, что 
приводит к изменению их функциональной актив-
ности, в частности, к усилению ими инсулинового 
сигналинга [45–46]. К числу важных функций этих 
соединений относится также их способность инги-
бировать эффекты инсулина, в ткани мозга IRS‑1 
и  IRS‑2 осуществляют это ингибирование глав-
ным образом при их фосфорилировании по сери-
новым остаткам [46–47]. Этому фосфорилирова-
нию IRS‑1 и IRS‑2, судя по имеющимся данным, 
принадлежит важная роль в развитии резистентно-
сти к инсулину [47], т. к. фосфорилирование этих 
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белков по сериновым остаткам может уменьшать 
их тирозиновое фосфорилирование и,  соответ-
ственно, инсулиновый сигналинг. Показано, что 
фосфорилирование IRS‑2 по Ser731 значительно 
увеличивается в нервной ткани, в том числе в ган-
глиях дорсальных корешков, при диабете [47], что 
вносит вклад в развитие резистентности к инсули-
ну при этой болезни. Мы не выявили достоверных 
изменений в степени фосфорилирования IRS‑2 по 
Ser 731 ни под влиянием инсулина, ни под влиянием 
ингибиторов аутофагиии и  апоптоза (рис.  6). Но, 
если бы мы обнаружили достоверное повышение 
этого фосфорилирования под влиянием инсули-
на при ишемии и реперфузии в нашей работе, то 
можно было бы предполагать, что этот метаболи-
ческий эффект инсулина вносит вклад в развитие 
резистентности к нему в условиях наших опытов.

Одной из целей нашего исследования было изу-
чение влияния инсулина в опытах in vivo на актив-
ность протеинкиназ, регулирующих интенсивность 
процессов аутофагии и  апоптоза. Протеинкиназа 
AMPK, как следует из ее названия, активирует-
ся при накоплении аденозинмонофосфата (AMP) 
[48]. Эта протеинкиназа активируется также дру-
гими стрессорными факторами, такими как обра-
зующиеся свободные радикалы, увеличенная кон-
центрация ионов кальция в  цитозоле и  другими. 
Протеинкиназа AMPK при ее активации фосфори-
лирует по Ser317 и Ser777 протеинкиназу ULK‑1 [49], 
входящую в  состав комплекса, инициирующего 
и активируюшего аутофагию. Это приводит к акти-
вации как ULK‑1, так и самого комплекса и запу-
скает аутофагические процессы в клетках.

Нами показано, что интраназальное введение 
инсулина крысам, подвергнутым ишемии и репер-
фузии мозга, ингибирует активность AMPK в гип-
покампе и  лобной коре мозга крыс (рис.  5). При 
высоком энергетическом уровне содержание AMP 
и, соответственно, активность AMPK относитель-
но низки, а комплекс mTORC1 гиперактивирован 
[50–52]. Напротив, при неблагоприятных воздей-
ствиях на нервные клетки происходит активация 
AMPK и  запуск аутофагических процессов [50–
51]. Ингибирование активности AMPK инсулином 
при его введении крысам с  глобальной ишемией 
и реперфузией мозга, показанное в настоящей ра-
боте, несомненно вносит большой вклад в его спо-
собность ингибировать процессы аутофагии и пре-
дотвращать или снижать аутофагическую гибель 
нейронов мозга.

Другой протеинкиназой, активно участвующей 
в  регуляции процессов аутофагии у  млекопитаю-
щих, является протеинкиназа B (Akt). Она активи-
рует mTOR комплекс 1 (mTORC1), обладающий 
протеинкиназной активностью и  ингибирующий 
процессы аутофагии. mTORC1 осуществляет ин-
гибирующее фосфорилирование по Ser757 проте-

инкиназы ULK‑1 [49, 51], которая, как указыва-
лось, входит в состав комплекса, инициирующего 
и активирующего аутофагию. При этом ингибиру-
ющем фосфорилировании ULK‑1 этот комплекс 
также подвергается ингибированию [49, 51].

Нами показано, что введенный крысам инсулин 
вызывает значительную активацию протеинкина-
зы B (Akt) (рис.  4). Активация инсулином проте-
инкиназы Akt при его введении крысам с ишемией 
и реперфузией переднего мозга вносит, очевидно, 
большой вклад в  предотвращение инсулином не 
только апототической, но и аутофагической гибе-
ли нейронов при этой патологии.

Интересно отметить, что под влиянием AMPK 
активация аутофагии происходит также благодаря 
инактивирующему влиянию этой протеинкиназы 
на mTOR сигнальный путь. При этом AMPK мо-
жет ингибировать mTORC1, непосредственно воз-
действуя на него, а также наряду с этим эффектом 
эта протеинкиназа может фосфорилировать и ак-
тивировать TSC1/2, который способен непрямым 
путем инактивировать mTORC1 [50].

Что касается антиапоптотического эффекта ин-
сулина при его введении крысам, подвергнутым 
ишемии и  реперфузии, то он в  наибольшей мере 
обусловлен активацией исулином протеинкина-
зы B или Akt. Это объясняется способностью Akt 
при ее активации фосфорилировать по Ser9 и инак-
тивировать GSK‑3beta, а  также увеличивать син-
тез антиапоптотического белка Bcl‑2. Активация 
GSK‑3beta играет важнейшую роль в  нарушении 
функций митохондрий, приводит к  увеличению 
отношения Bax/Bcl‑2 (про- к антиапоптотическо-
му белку) и падению мембранного потенциала ми-
тохондрий (см., например, [53]). А  инактивация 
GSK‑3beta инсулином способствует нормализации 
метаболизма и  предотвращению апоптотической 
гибели нейронов.

Данные о  способности инсулина активировать 
протеинкиназу Akt и  ингибировать протеинкина-
зу AMPK при ишемии и реперфузии мозга согла-
суются с  ранее полученными результатами о  ме-
ханизме нейропротекторного эффекта инсулина 
при действии на нейроны коры мозга в состоянии 
окислительного стресса (который является также 
одной из основных причин гибели нейронов при 
ишемии и реперфузии мозга) в опытах in vitro [29]. 
В  этих исследованиях нами были получены сви-
детельства того, что антиапоптотический и  анти-
аутофагический эффекты инсулина на нейроны 
коры мозга в культуре в условиях окислительного 
стресса связаны со значительным снижением им 
активности протеинкиназы AMPK, активацией 
протеинкиназы Akt, инактивацией протеинкина-
зы GSK‑3beta благодаря ее фосфорилированию по 
Ser9 и с уменьшением отношения про- к антиапоп-
тотическому белку митохондрий (Bax/Bcl‑2) [29].
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Таким образом, в  настоящей работе показано, 
что интраназально введенный инсулин способен 
достоверно уменьшать интенсивность аутофаги-
ческих процессов, ингибировать протеинкиназу 
AMPK‑альфа, инициирующую аутофагические 
процессы и активировать протеинкиназу Akt, ин-
гибирующую аутофагию, в  таких структурах как 
гиппокамп и  лобная кора мозга крыс с  ишеми-
ей и  реперфузией переднего мозга. Подтвержде-
на способность инсулина снижать интенсивность 
апоптотических процессов в ткани мозга при ише-
мическом воздействии на него и последующей ре-
перфузии.
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INTRANASAL ADMINISTRATION OF INSULIN TO RATS 
WITH FOREBRAIN ISCHEMIA AND REPERFUSION DECREASES 

THE INTENSITY OF AUTOPHAGY AND APOPTOSIS IN HIPPOCAMPUS 
AND FRONTAL BRAIN CORTEX, POSSIBLE MECHANISM 

OF UNSULIN ACTION
I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa, D. K. Avrovaa, N. F. Avrovaa,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, St. Petersburg, Russia
#E‑mail: avrova@iephb.ru

Rat forebrain ischemia and subsequent three-day reperfusion were found to result in an increase in the levels of 
autophagy marker LC3B-II and glial fibrillary acidic protein (GFAP) and activation of caspase‑3 in the hippo-
campus and frontal cortex. At the same time, intranasal administration of 0.5 IU insulin to rats with forebrain 
ischemia and reperfusion (before ischemia and daily during reperfusion) markedly and significantly diminished 
the level of LC3B-II and caspase‑3 activity in the hippocampus and frontal cortex. It demonstrates the ability of 
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insulin to inhibit the activation of autophagy and apoptosis in forebrain structures during ischemia and reperfu-
sion. It was not possible to find out a significant decrease in the level of GFAP in these brain structures under the 
influence of insulin administration to animals. Intranasal administration of insulin has been found to activate the 
protein kinase Akt (which activates the mTORC1 complex, known to inhibit autophagy processes) and to inhibit 
the protein kinase AMPK (initiating autophagy processes) in the hippocampus and cerebral cortex of rats with 
forebrain ischemia and reperfusion. These effects of insulin apparently underly its ability to diminish the auto-
phagic and apoptotic neuronal death. The data on the modulation by insulin, administered intranasally to rats 
with forebrain ischemia and reperfusion, of Akt and AMPK activities are in agreement with more detailed studies 
of the possible mechanism of the neuroprotective action of insulin, which we previously made in vitro on cortical 
neurons under oxidative stress conditions.

Key words: forebrain ischemia and reperfusion, autophagy, apoptosis, intranasal administration of insulin, pro-
tein kinases
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ ЛИПИДНОГО ЭКСТРАКТА 
МОРСКОЙ ЗЕЛЕНОЙ ВОДОРОСЛИ CODIUM FRAGILE (SURINGAR) 

HARIOT ДЛЯ РЕПАРАЦИИ МЕМБРАН ЭРИТРОЦИТОВ 
МЫШЕЙ ПРИ СТРЕССОВОМ ВОЗДЕЙСТВИИ
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Кодиум ломкий – Codium fragile (Suringar) Hariot – морская зеленая водоросль, относящаяся к се-
мейству Codiaceae, является одним из массовых видов макрофитов Дальневосточного Региона РФ. 
Содержание липидов в талломе кодиума достигает 13.92 ± 0.22 мг в пересчете на г сухой ткани, из 
которых основную часть составляют нейтральные липиды и гликолипиды (40–44%), на долю фос-
фолипидов приходится 16%. Количество полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) в липидном 
экстракте кодиума составляет свыше 50% от общей суммы, среди которых преобладают ПНЖК се-
мейства ω‑3 (36.2%) и ω‑6 (17.8%). Изучено влияние липидного экстракта C. fragile и препарата срав-
нения Омега‑3 на биохимические и физиологические показатели эритроцитов мышей, подвергнутых 
стрессовому воздействию (вертикальная фиксация за дорсальную шейную складку). Под действием 
стресса эритроциты претерпевают определенные изменения, как в отношении размерных характе-
ристик, так и фосфолипидной составляющей мембран, что приводит к изменению проницаемости 
и лабильности, осложняется их циркуляция по капиллярному руслу. Эндогенная система антиокси-
дантной защиты организма мышей при стрессе испытывает значительное напряжение, о чем свиде-
тельствует увеличение уровня малонового диальдегида при одновременном снижении активности 
супероксиддисмутазы и  величины антирадикальной активности в  плазме крови. Введение липид-
ного экстракта C. fragile в условиях стресса сопровождалось восстановлением содержания липидов 
в  мембранах эритроцитов, уменьшением количества лизофосфолипидов, а  также нормализацией 
соотношения сфингомиелин/фосфатидилхолин, что способствовало восстановлению размерных 
параметров эритроцитов, их осмотической резистентности и показателей антиоксидантной систе-
мы крови. Выраженный мембранопротекторный эффект липидного экстракта C. fragile обусловлен 
наличием в его составе широкого спектра нейтральных и полярных липидов, содержащих ПНЖК 
семейства ω –3 и ω –6, что обеспечивает более высокую эффективность водорослевого экстракта при 
стрессе по сравнению с эталонным препаратом “Омега‑3”.

Ключевые слова: липидный экстракт, Codium fragile, Омега‑3, стресс, эритроциты, фосфолипиды, мыши
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ВВЕДЕНИЕ
Морские водоросли являются ценным источни-

ком биологически активных соединений и  функ-
циональных пищевых продуктов, оказывающих 
благотворное влияние на здоровье. В  многочис-
ленных исследованиях сообщается, что морские 
водоросли обладают важными биологическими 
свойствами, такими как противовоспалительные, 
антиоксидантные, противомикробные, противо-
опухолевые и  др. [1–3]. Настоящее исследование 
посвящено изучению Codium fragile (Suringar) Hari-
ot – кодиум ломкий, одного из массовых видов зе-
леных водорослей. C. fragile относится к семейству 

Codiaceae и является признанным космополитом, 
так как широко распространился в районах с уме-
ренным климатом по всему земному шару [4] из 
своего родного ареала Азиатско-Тихоокеанского 
региона (Китай, Тайвань, Япония, Корея, Россия). 
В  прибрежной акватории залива Петра Велико-
го Японского моря кодиум растет в  защищенных 
и полузащищенных бухтах у нижней границы ли-
торали до глубины 3 м на скалистых, каменистых 
и илисто-песчаных грунтах [5]. В больших количе-
ствах развивается летом и осенью.

В Азии морские водоросли употреблялись в пи-
щу с  незапамятных времен. В  современной Япо-
нии и Корее C. fragile часто используется в качестве 
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ингредиента для приготовления пищи, а также как 
восточное лекарство для лечения кишечных и уро-
логических расстройств [6]. Данные литературы по 
химическому составу C. fragile существенно отли-
чаются, что может быть связано с  климатически-
ми условиями региона, временем года, географией 
сосредоточения водорослей. Согласно исследова-
ниям авторов [7], в составе C. fragile выявлено на-
личие значительных количеств углеводов (20.47%), 
белков (6.13%) и липидов (2.53%), а также отмече-
но высокое содержания полифенолов, флавонои-
дов, минеральных элементов (Mg, Ca, Fe, Cu, Zn). 
Ввиду наличия столь значительного количества 
углеводов в составе кодиума, большинство иссле-
дований посвящены выделению полисахаридов 
и  изучению их биологической активности. Суль-
фатированные полисахариды, выделенные из ко-
диума, находят широкое применение для профи-
лактики и лечения дислипидемии и ожирения [8], 
а также как иммуномодулирующие и противовос-
палительные средства [9, 10].

В тоже время, не менее ценными составляющи-
ми морских водорослей являются липиды. В пре-
дыдущих наших исследованиях [11] изучение хи-
мического состава экстрактов, выделенных из 
разных видов морских макрофитов, относящихся 
к разным таксономическим группам, выявило яв-
ные различия в составе и содержании липидов, их 
жирных кислот, что обусловливает существенные 
отличия в биологической активности исследован-
ных водорослевых экстрактов.

В работе Goecke и соавт. [12] отмечено, что ли-
пидные экстракты, полученные из разных видов 
рода Codium sp., проявляют антибактериальную, 
противовирусную, противогрибковую и  цито-
токсическую активность. И  за эту активность 
отвечают различные представители обширного 
класса липидов: стеролы, жирные кислоты, гли-
колипиды и  фосфолипиды, терпены и  др. [13]. 
Благодаря способности морских водорослей про-
дуцировать полиненасыщенные жирные кисло-
ты (ПНЖК) С:18 и  С:20, они привлекли к  себе 
большое внимание исследователей всего мира 
[14]. Помимо того, что незаменимые жирные кис-
лоты имеют высокую пищевую ценность, они 
являются важными составляющими фосфоли-
пидных фракций клеточных мембран, участву-
ют в синтезе ряда гормонов, а также выполняют 
важную роль в процессах клеточной активности 
и  генной экспрессии. Длинноцепочечные жир-
ные кислоты морского происхождения могут сни-
зить риск развития тромбозов, атеросклеротиче-
ских бляшек в кровеносных сосудах, уменьшить 
содержание триглицеридов, холестерина в крови 
и  уровень артериального давления [15], а  также 
обладают гипохолестеринемическим, иммуно-
стимулирующим и  антиоксидантным действи-

ем, согласно исследованиям Sanhueza и соавт. [16] 
и Komal и соавт. [17].

Значительное содержание ПНЖК семейства 
ω‑3 и ω‑6, которые являются основными составля-
ющими полярной фракций липидного комплекса 
C. fragile [18], по-видимому, обусловливает его вы-
сокую фармакологическую активность. Из опубли-
кованных данных С. Хотимченко [19] следует, что 
содержание липидов в талломе кодиума, произрас-
тающего в Дальневосточных морях, может дости-
гать 4.4–5.3 мг/г сырого веса. При этом, одной из 
важных частей липидной составляющей кодиума 
являются фосфолипиды, относящиеся к категории 
структурообразующих и  функциональных компо-
нентов биомембран. Однако, изучение липидного 
экстракта C. fragile, как возможного мембранопро-
тектора при стрессовом воздействии на организм, 
до настоящего времени не получило должного раз-
вития.

В качестве модели стресса в лабораторных ис-
следованиях на мелких мышевидных грызунах 
применяют вертикальную фиксацию за дорсаль-
ную шейную складку [20]. Независимо от природы 
стресса (физический, иммобилизационный, холо-
довой, эмоциональный) организм реагирует неиз-
менным набором биохимических и физиологиче-
ских реакций, таких как гиперемия и гипертрофия 
коры надпочечников, деградация тимико-лим-
фатической системы, появление изъязвлений 
в  желудочно-кишечном тракте. Эти изменения 
в организме были названы “классической триадой 
стресса по Г.  Селье”. Действие стресс-факторов 
(стрессоров) приводит к выбросу в кровь, так на-
зываемых гормонов стресса (кортикостероидов, 
катехоламинов), которые регулируют все обмен-
ные процессы в  организме. Помимо этого, ин-
тенсивный стресс приводит к  увеличению обра-
зования реактивных кислородных радикалов, что 
сопровождается пероксидацией липидов клеточ-
ных мембран [21]. В результате происходит обра-
зование полярных гидроперекисей липидов и раз-
балансировка в  соотношении фосфолипидных 
фракций мембран, что приводит к изменению их 
проницаемости и возможным повреждениям [22]. 
Необходимо отметить, что первой мишенью дей-
ствия стрессоров на организм являются эритро-
циты. Липидная составляющая эритроцитарных 
мембран представляет собой один из важных ком-
понентов, характеризующий состояние клеточных 
мембран в органах и тканях всего организма при 
патологии [23]. При этом мембраны эритроцитов 
являются классической моделью для исследова-
ния защитного действия препаратов, так как они 
единственные из плазматических мембран, кото-
рые можно выделить в “чистом” виде, не загряз-
ненных мембранами других клеток или клеточных 
органелл.
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Цель работы ‒ исследование состава липид-
ного экстракта, выделенного из таллома морской 
зеленой водоросли C. fragile, и его воздействия на 
мембраны эритроцитов мышей в условиях острого 
стресса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Все экземпляры водорослей C. fragile собирали 

вручную в летние месяцы в заливе Петра Великого 
Японского моря на глубине не более 2 м. Выбор-
ка водорослей составляла 100 талломов. Предвари-
тельная обработка собранного материала проводи-
лась на базе научно-исследовательской станции. 
Для максимального очищения талломов от песка, 
зообентоса и  разных загрязнений водоросли про-
мывали в морской воде, затем в пресной воде. Да-
лее очищенные экземпляры макрофитов погружа-
ли в  кипящую воду на 2 мин для ингибирования 
активности ферментов, после чего отжимали и вы-
сушивали в естественных условиях до остаточной 
влажности ~30–40%. Высушенные образцы во-
дорослей измельчали на лабораторной мельнице 
и  хранили при температуре –20 °С для проведе-
ния всех последующих аналитических процедур. 
Экстракцию липидов из высушенного сырья про-
водили в соответствии с методом, предложенным 
Bligh и  Dyer [24]. Для этого один килограмм из-
мельченного порошка водорослей экстрагирова-
ли 1.5 л смеси хлороформ: метанол (1:2 по объему) 
и оставляли на ночь. Для разделения фаз к смеси 
приливали 500 мл хлороформа и  дистиллирован-
ной воды, затем смесь аккуратно перемешивали. 
Верхний водно-метанольный слой отделяли и уда-
ляли, нижний хлороформенный слой, содержащий 
липидную фракцию, концентрировали на вакуум-
ном испарителе (Type 349/2, Unipan, Польша) при 
температуре не выше 37 °C. Содержание общих ли-
пидов в  экстракте определяли взвешиванием вы-
сушенных до постоянного веса аликвот экстракта 
в 5-ти повторностях.

Хроматографическое распределение липидов 
проводили методом микротонкослойной хрома-
тографии (ТСХ) на стеклянных пластинках с  на-
несенным слоем силикагеля марки “КСК” (ООО 
“Лабхимос”, Россия). Для разделения раститель-
ных гликолипидов использовали систему рас-
творителей ацетон: бензол: вода в  соотношении 
91:30:8 (по  объему) [25]. Гликолипиды выявляли 
на хроматограммах, используя антроновый реак-
тив [26]. Определение количества общих фосфо-
липидов в  водорослевом экстракте проводили по 
методу Vaskovsky и соавт. [27]. Для разделения фос-
фолипидов по фракциям использовали методом 
двумерной ТСХ системе растворителей: в  первом 
направлении – смесь хлороформа: метанола: 28% 
аммиака в  соотношении 65:35:5 (по  объему), во 

втором  – смесь хлороформа: ацетона: метанола: 
ледяной уксусной кислоты: воды в  соотношении 
50:20:10:10:5 (по  объему). Разделенные на хрома-
тограммах фракции фосфолипидов обнаруживали 
10% раствором серной кислоты в  метаноле с  по-
следующим нагреванием пластинок на закрытой 
электрической плите. Содержание индивидуаль-
ных фракций фосфолипидов рассчитывали в про-
центах от их общей суммы.

Хроматографическое распределение нейтраль-
ных липидов проводили методом одномерной 
ТСХ [28] в системе растворителей гексан: серный 
эфир: ледяная уксусная кислота в  соотношении 
80:20:1 об/об или 90:10:1 об/об. Пробы после хро-
матографирования обнаруживали парами йода. 
Содержание отдельных фракций выражали в про-
центах от общей суммы нейтральных липидов.

Состав жирных кислот в  липидном экстракте 
водорослей анализировали методом газожидкост-
ной хроматографии (ГЖХ). Для этого получали 
метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) пу-
тем переэтерификации липидов по методу Car-
reau и Dubacq [29]. Полученные МЭЖК очищали 
с помощью ТСХ, используя в системе бензол, за-
тем элюировали с  силикагеля гексаном и  выде-
ленный элюат упаривали. МЭЖК перерастворяли 
в  определенном объеме гексана и  анализировали 
методом ГЖХ на хроматографе “ЛХМ‑2000” (ОАО 
“Хроматограф”, Россия) с пламенно-ионизацион-
ным детектором. Жирные кислоты идентифици-
ровали сравнением времени удерживания (Rt) со 
стандартами и значениям “углеродных чисел” [30]. 
Результаты рассчитывали в  процентах от общей 
суммы жирных кислот.

В  эксперименте по моделированию стрессо-
вого воздействия использовали 40 беспородных 
белых мышей-самцов 8-недельного возраста мас-
сой тела 25–30 г. В  период адаптации в  течение 
7 дней животные содержались в условиях вивария 
при комнатной температуре 22 ± 2 °C (в клетках по 
5 особей) на базовом рационе питания, со свобод-
ным доступом к воде. Затем мышей разделили про-
извольно на контрольных (10 особей) и  опытных 
(30  особей). Животные опытных групп подверга-
лись стресс-вертикальной фиксации за дорсаль-
ную шейную складку на 24 ч. Непосредственно 
перед проведением эксперимента 10 мышей по-
лучали экстракт кодиума, 10 – препарат Омега‑3, 
и 10 – физиологический раствор, спустя 6 ч пре-
параты вводились повторно. Для создания оди-
наковых условий животным контрольной группы 
и группы “стресс” вводили эквиобъемное количе-
ство 0.9% раствора NaCl. Введение физиологиче-
ского раствора не оказывает влияние на результаты 
эксперимента, но при этом исключает погрешно-
сти исследования, так как любое внешнее раздра-
жение является стрессом для организма.
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Стандартизацию липидного экстракта кодиума 
проводили по сумме общих липидов. Животным 
одной из опытных групп вводили аптечный пре-
парат Omega‑3/Fish Oils (Now Foods, США), кото-
рый использовали в качестве эталонного препарата 
сравнения. Препарат Омега‑3 представляет кон-
центрат натурального рыбьего жира, полученного 
из анчоусов. В  1  г препарата Омега‑3 содержится 
0.25 г насыщенных жирных кислот, 0.25 г мононе-
насыщенных жирных кислот и 0.5 г полиненасы-
щенных жирных кислот, представленных эйкоза-
пентаеновой (180 мг) и докозагексаеновой (120 мг) 
кислотами. Липидный экстракт кодиума и липид-
ный комплекс Омега‑3 вводили в дозе 1 г/кг веса 
животного. Выбор использованной дозы основан 
на данных Новгородцевой и  соавт. [31], а  также 
собственных исследованиях. В  результате были 
сформированы следующие группы: 1-я группа  – 
контроль; 2-я группа – стресс (вертикальная фик-
сация) + физ. раствор; 3-я группа – стресс + ли-
пидный экстракт кодиума; 4-я группа стресс + 
Омега‑3.

По окончании эксперимента животные подвер-
гались декапитации под легким эфирным нарко-
зом с соблюдением принципов и международных 
рекомендаций, изложенных в  Европейской кон-
венции по защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или в  иных науч-
ных целях (European Convention, 1986).

После отделения плазмы из крови, взятой с ге-
парином, эритроцитарную фракцию трижды от-
мывали охлажденным до +4 °С изотоническим 
раствором натрия хлорида с последующим центри-
фугированием, каждый раз удаляя надосадочную 
жидкость. Для определения размерных параме-
тров ‒ средний объем (СОЭр) и средний диаметр 
эритроцитов (СДЭ) использовали автоматиче-
ский гематологический анализатор “Abacus” про-
изводства австрийской компании “Diatron”. Для 
оценки физико-химических свойств эритроцитов 
использовали метод определения осмотической 
резистентности эритроцитов (ОРЭ) к  различным 
воздействиям, в данном случае к изменению кон-
центрации NaCl [32].

Липидный экстракт из эритроцитарной фрак-
ции получали традиционным способом [24]. Для 
разделения фосфолипидов по фракциям и  их ко-
личественного определения использовали методом 
двумерной ТСХ, описание которого приведено вы-
ше. Содержание отдельных фракций фосфолипи-
дов рассчитывали в процентах от их общей суммы.

Для оценки потенциала антиоксидантной защи-
ты организма использовали следующие показате-
ли: величину антирадикальной активности (АРА), 
активность супероксиддисмутазы (СОД), содержа-
ние малонового диальдегида (МДА) в плазме кро-
ви. Все биохимические исследования проводили на 

спектрофотометре “Shimadzu UV‑2550” (Shimadzu, 
Япония).

Определение антирадикальной активности 
проводили методом, предложенным Bartosz и  со-
авт. [33]. В  термостатированную кювету помеща-
ли 10  мкл образца плазмы, 2.6 мл 0.1 М раствора 
фосфатного буфера, 90 мкл 5mM раствора ABTS, 
с последующим инкубированием в течении 5 мин 
при 37оС. Реакцию запускают добавлением 300 мкл 
200  мМ раствора ABAP (2,2’-азобис(2-амидопро-
пан) гидрохлорид) (Sigma, США) и  регистрируют 
реакцию при λ=414 нм. Термическая декомпо-
зиция ABAP сопровождается образованием ал-
кил-пероксильных радикалов, которые окисляя 
ABTS, вызывают цветное окрашивание. В качестве 
стандарта сравнения использовали тролокс (водо-
растворимый аналог витамина Е). Антирадикаль-
ную активность выражали в  мкМ тролокса на мл 
плазмы.

Активность СОД (КФ 1.15.1.1) определяли спек-
трофотометрически при 340 нм по методу Paolet-
ti и  соавт. [34]. Метод основан на фиксировании 
снижения оптической плотности при окислении 
НАДН, вызванного супероксид-анионом. Реакци-
онная смесь содержала 80 мМ Трис-HCl буферного 
раствора (рН 7.4), 100 мкМ НАДН, 80 мкМ/40 мкМ 
ЭДТА/MnCl2 и 0.1 мл плазмы. После инкубирова-
ния смеси при 25oС, запускали реакцию добавле-
нием 0.1 мл 10 мМ меркаптоэтанола. Снижение 
поглощения оптической плотности регистрирова-
ли в  течение 10 мин. Активность СОД выражали 
в условных единицах.

Для определения содержания МДА исполь-
зовали метод [35], основанный на способности 
образующихся в  биологических образцах низко-
молекулярных альдегидов взаимодействовать с ти-
обарбитуровой кислотой с образованием окрашен-
ного комплекса, имеющего максимум поглощения 
при λ=535 нм. Исходную смесь, содержащую 1 мл 
плазмы, 2 мл смеси реагентов (15% раствор трихло-
руксусной кислоты, 0.375% раствор тиобарбиту-
ровой кислоты, 0.25% раствор соляной кислоты), 
тщательно перемешивали, затем нагревали на во-
дяной бане в течение 15 мин с последующим цен-
трифугированием при 1000g для удаления осадка. 
Оптическую плотность определяли против холо-
стой пробы, содержащей все ингредиенты кроме 
образца плазмы. Концентрацию МДА выражали 
в мкмоль/мл плазмы.

Все биохимические исследования (контроль-
ной и опытных групп) проводились не менее чем 
в трех повторностях. Полученные количественные 
данные выражали как среднее значение ± ошибка 
среднего. Обработку полученных данных прово-
дили с помощью статистического пакета Instat 3.0 
(GraphPad SoftwareInc. США). Статистическую 
значимость различий средних величин определя-
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ли по непараметрическому критерию сравнения, 
применив тест Краскела–Уоллиса с последующим 
тестом Данна (Dunn’s Multiple Comparisons Test) 
при сравнении нескольких групп. Различия счи-
тали статистически достоверными при значении 
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование состава липидного экстракта, 
выделенного из зеленой водоросли C. fragile по-
казало, что общее содержание липидов состав-
ляло 13.92 ± 0.22 мг в пересчете на г сухой ткани. 
При этом 44% от общей суммы липидов составля-
ли гликолипиды (6.12 мг/г сухой ткани) и 40% – 
нейтральные липиды (5.57 мг/г сухой ткани), на 
долю фосфолипидов приходилось 16% (2.23 мг/г 
сухой ткани). В  составе фосфолипидов и  глико-
липидов присутствуют незаменимые ПНЖК, ко-
торые наряду с  другими биологически активны-
ми соединениями определяют ценность морских 
организмов.

На рис. 1 представлено содержание нейтраль-
ных липидов и  фосфолипидов по фракциям 
в липидном экстракте C. fragile. Среди нейтраль-
ных липидов преобладали триацилглицерины 
(41.55 ± 2.15%) и  стерины (15.16 ± 0.74%), содер-
жание остальных минорных фракций составляло 

в  среднем 9–11%, в  их числе диацилглицерины, 
эфиры стеринов и  свободные жирные кисло-
ты. Среди выделенных полярных фракций были 
идентифицированы пять фосфолипидов: фосфа-
тидилхолин (ФХ), фосфатидилглицерин (ФГ), 
фосфатидилэтаноламин (ФЭ), фосфатидили-
нозит (ФИ), фосфатидилсерин (ФС). При этом, 
основные фосфолипиды (ФХ, ФГ, ФЭ), относя-
щиеся к  структурообразующим и  функциональ-
ным компонентам биологических мембран, от-
личались относительно высоким содержанием 
по сравнению с  другими фосфолипидами. Их 
количество находилось в пределах 21–31% от об-
щей суммы фосфолипидов. Полученные количе-
ственные показатели липидного состава кодиума 
согласуются с  данными, представленными ранее 
в исследованиях Хотимченко [19].

Морские зеленые водоросли близки по составу 
жирных кислот с наземными растениями, однако 
по содержанию отдельных кислот могут сильно 
отличаться от них. Изучение жирно-кислотного 
состава C. fragile (табл. 1) показало, что содержа-
ние ПНЖК превалировало среди других иденти-
фицированных жирных кислот и составляло 54% 
от их общей суммы. При этом доля насыщенных 
жирных кислот (НЖК) в  липидном экстракте 
составляло 34% и  мононенасыщенных жирных 
кислот (МНЖК)  – 12%. Из НЖК основной по 
содержанию являлась пальмитиновая кислота 
(16:0), ее количество в  липидном экстракте ко-
диума составляло более 28%. Среди МНЖК наи-
большее количество (10.72%) приходилось на 
олеиновую кислоту (18:1 ω‑9). Из ПНЖК, пре-
обладающими по содержанию, являлись α-лино-
леновая (18:3 ω‑3) (19.7%) и гексадекатриеновая 
(16:3 ω‑3) (12.2%). При этом в зеленых водорос-
лях содержание олеиновой и α-линоленовой кис-
лот значительно превышает их количество в на-
земных растениях.

Следует отметить, что водоросли отдела Chloro-
phyta, в их числе C. fragile, отличаются присутстви-
ем значительных количеств С16 и С18 ПНЖК. Для 
водорослей семейства Сodiaceae рода Codium sp. 
характерно высокое содержание ПНЖК 16:3, что 
является таксономическим признаком этого рода 
[12]. При этом водоросли рода Codium sp. способ-
ны синтезировать также длинноцепочечные С20 
и С22 ПНЖК. Полученные результаты по содержа-
нию жирных кислот в липидной фракции C. fragile 
согласуются с  данными, приведенными в  отече-
ственных и зарубежных литературных источниках 
[12, 14, 19].

Следующая стадия экспериментального иссле-
дования состояла в  изучении влияния липидного 
экстракта кодиума и препарата сравнения Омега‑3 
на биохимические и физиологические показатели 
эритроцитов мышей в условиях стресса.
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Рис. 1. Содержание фракций нейтральных липидов (а) 
и фосфолипидов (b) в липидном экстракте зеленой во-
доросли Codium fragile. DAG – диацилгицерины, FS – 
свободные стерины, FFA – свободные жирные кисло-
ты, TAG – триацилглицерины, SE – эфиры стеринов, 
PC  – фосфатидилхолин, PG  – фосфатидилглицерин, 
PE  – фосфатидилэтаноламин, PI  – фосфатидилино-
зит, PS – фосфатидилсерин.
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Таблица 1. Жирно-кислотный состав липидной фрак-
ции таллома Codium fragile Suringar (Hariot) 1889

Жирные кислоты (в % от суммы всех фракций)
Миристиновая кислота (14:0) 1.7±0.02
Пальмитиновая кислота (16:0) 28.38±1.45
Стеариновая кислота (18:0) 0.9±0.03
Пальмитолеиновая кислота (16:1 ω –7) 1.6±0.01
Олеиновая кислота (18:1 ω –9) 10.72±0.46
16:2 ω –6 2.6±0.12
Линолевая кислота (18:2 ω –6) 9.0±0.36
Гексадекатриеновая кислота (16:3 ω –3) 12.2±0.56
α-Линоленовая кислота (18:3 ω –3) 19.7±0.64
Арахидоновая кислота) (20:4 ω –6) 6.2±0.23
Эйкозопентаеновая кислота (20:5 ω –3) 4.3±0.32
Бегеновая кислота (22:0) 2.7±0.04
Σ НЖК 33.68
Σ МНЖК 12.32
Σ ПНЖК 54.0

Примечание. НЖК  – насыщенные жирные кислоты, 
МНЖК – мононенасыщенные жирные кислоты, ПН-
ЖК – полиненасыщенные жирные кислоты.

Под действием стресс-вертикальной фиксации 
во 2-й группе подопытных животных были выяв-
лены существенные различия, как в  отношении 
размерных параметров эритроцитов, так и  их ос-
мотической резистентности по сравнению с  кон-
трольной группой (табл. 2). При этом СДЭ превы-
сил показатели контроля на 25% (p < 0.001), а СОЭр 
достоверно увеличился в 2 раза.

Количественное определение степени гемолиза 
эритроцитов у животных, подвергнутых стрессово-
му воздействию, показало уменьшение диапазона 
осмотической устойчивости эритроцитов. У стрес-
сированных животных разрушение красных кле-
ток крови начиналось раньше ‒ при концентра-

ции NaCl = 0.50 ± 0.02% (в  контрольной группе 
при NaCl = 0.45 ± 0.01%), полный гемолиз отме-
чался уже при концентрации NaCl = 0.45 ± 0.02% 
(в  контрольной группе при NaCl = 0.35 ± 0.01%). 
Следовательно, под действием стресса отмечалось 
снижение осмотической резистентности, то есть 
начало появления гемолизированных эритроцитов 
происходит при более высокой, чем в норме кон-
центрации хлорида натрия. Полный гемолиз эри-
троцитов у  стрессированных животных был вы-
явлен при концентрации NaCl на 29% (р < 0.001) 
выше таковой в контрольной группе.

Влияние стресса также отразилось на содержа-
нии отдельных фракций фосфолипидов, которые 
играют важную роль в  структурно-функциональ-
ной целостности мембран эритроцитов. Из при-
веденных данных в табл. 3 следует, что стрессовое 
воздействие вызывает достоверное снижение ко-
личества ФХ и ФЭ в среднем на 14%, при этом от-
мечалось увеличение концентрации их лизоформ: 
лизофосфатидилхолина (ЛФХ) на 33% (р < 0.05) 
и  лизофосфатидилэтаноламина (ЛФЭ) на 24% 
(р < 0.05), что может быть обусловлено активаци-
ей фосфолипаз под действием реактивных окси-
генных радикалов, образующихся в значительном 
количестве при стрессе [36]. Избыток образую-
щихся лизофосфолипидов под действием эндоген-
ных фосфолипаз оказывает мембранолитическое 
действие, что приводит к нарушению упорядочен-
ной структуры мембран, в результате возрастает их 
проницаемость, нарушается целостность мембран-
ного матрикса с дальнейшей его деградацией [37].

Существенное влияние на структурно-функци-
ональные свойства мембран оказывает содержа-
ние сфингомиелина (СМ), в составе которого со-
держатся преимущественно насыщенные жирные 
кислоты, поэтому СМ менее подвержен пероксида-
ции. Отмеченное достоверное повышение уровня 
СМ на 20% (р < 0.001) при стрессе является защит-
но-приспособительной реакцией на уменьшение 
количества ФХ в  мембране. Согласно исследова-
ниям Shevchenko и  Shishkina [38], сфингомиелин 

Таблица 2. Влияние стресс-вертикальной фиксации на размерные характеристики и осмотическую резистентность 
эритроцитов мышей и их коррекция липидным экстрактом кодиума и Омега‑3 (M ± m)

Группы 1-я группа
Контроль

2-я группа
Стресс

3-я группа
Стресс + кодиум

4-я группа
Стресс + Омега‑3

Средний диаметр эритроцитов
(СДЭ, мкм) 6.50 ± 0.12 8.21 ± 0.18*** 6.56 ± 0.123 7.00 ± 0.14

Средний объем эритроцитов
(СОЭр, мкм3) 56.20 ± 1.9 110.66 ± 2.8*** 56.46 ± 1.86 3, а 70.08 ± 2.50*

Осмотическая резистентность
(% NaCl)

0.45 ± 0.01
0.35 ± 0.01

0.50 ± 0.02
0.45 ± 0.02**

0.40 ± 0.021

0.30 ± 0.011
0.40 ± 0.011

0.30 ± 0.011

Примечание. Изменения статистически достоверны: * р < 0.05, ** р < 0.01, *** р < 0.001 – при сравнении с контролем; 
1 р < 0.05, 2 р < 0.01, 3 р < 0.001 – со 2-й группой (стресс); а р < 0.001 – сравнение 3-й группы (кодиум) с 4-й группой 
(Омега‑3).
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является важным компонентом стабильности мем-
браны и одной из основных фракций эритроцитов 
у  грызунов разных видов. Рост доли СМ способ-
ствует увеличению микровязкости липидного бис-
лоя мембран эритроцитов. Рассчитанный коэффи-
циент СМ/ФХ был выше почти на 40% (табл. 2) по 
сравнению с контролем, что может свидетельство-
вать о  повышении жесткости мембраны эритро-
цитов и  снижении их подвижности. Обращает на 
себя внимание также увеличение количества фос-
фатидилинозита (ФИ) на 12% (р < 0.05), который 
характеризуется высокой скоростью обмена по 
сравнению с  другими фосфолипидами, при этом 
основная его часть расположена во внутреннем 
слое мембран. ФИ образует с  белками сложный 
белково-липидный комплекс и  обеспечивает пе-
редачу информации соединениям, управляющим 
физиологической активностью клетки, и  сохра-
няя ее гомеостаз на молекулярном уровне [39]. При 
стресс-индуцированном воздействии потребность 
в  передаче информации значительно возрастает, 
что, по-видимому, обусловливает повышение ко-
личества ФИ в мембране.

Из полученных данных следует, что в эритроци-
тах при стрессе происходят существенные измене-
ния, как в  отношении размерных характеристик, 
так и в соотношении фосфолипидных составляю-
щих мембран, что вероятно отражается на их фи-
зико-химических свойствах, приводит к  измене-
нию проницаемости и  лабильности, осложняется 
их циркуляция по капиллярному руслу.

Повышенная генерация свободных радика-
лов при стрессе [21] является одной из основных 
причин выявленных изменений в  содержании 
мембранных фосфолипидов, которые наиболее 

уязвимы к  их действию, так как легко окисля-
ются. Образующиеся радикалы кислорода взаи-
модействуют с  ПНЖК фосфолипидов с  образо-
ванием радикала жирной кислоты, что приводит 
к  перекисному окислению липидов (ПОЛ) кле-
точных мембран и  образованию окисленных 
фосфолипидов.

Накопление вторичных высокотоксичных про-
дуктов ПОЛ свидетельствует об активация пере-
кисного окисления жирных кислот фосфолипи-
дов, что подтверждается увеличением количества 
МДА на 68% (р < 0.001) при одновременном сниже-
нии антирадикальной активности на 14% (р < 0.05) 
в плазме крови (рис. 2). Снижение активности су-
пероксиддисмутазы (СОД) на 40% (р < 0.001), од-
ного из ключевых антиоксидантных ферментов, 
также свидетельствует о неконтролируемом усиле-
нии процессов липопероксидации и развитии ок-
сидативного стресса.

При введении липидных комплексов кодиу-
ма и  Омега‑3 животным отмечалась тенденция 
к  восстановлению нарушенных стрессом иссле-
дуемых размерных характеристик и осмотической 
устойчивости эритроцитов (табл. 2). Действие ли-
пидного экстракта кодиума сопровождалось со-
хранением размерных величин эритроцитов и от-
сутствием достоверных отличий от контрольных 
значений. В тоже время при сравнении с контро-
лем аналогичных показателей у животных, полу-
чавших Омега‑3, выявлено увеличение СОЭр на 
25% (p < 0.05).

В  отношении осмотической резистентности 
эритроцитов у  животных обеих групп, получав-
ших липидные препараты в  условиях стресса, от-
мечено расширение границ устойчивости крас-

Таблица 3. Влияние липидного экстракта кодиума и Омега‑3 на содержание фосфолипидов в мембранах эритроци-
тов мышей при стрессе (% от суммы фракций, M ± m)

Фосфолипиды 1-я группа
Контроль

2-я группа
Стресс

3-я группа
Стресс + кодиум

4-я группа
Стресс + Омега‑3

Фосфатидилэтаноламин 24.55 ± 0.36 21.07 ± 0.69** 23.82 ± 0.392 23.12 ± 0.16
Фосфатидилхолин 29.43 ± 0.62 25.22 ± 0.25*** 27.93 ± 0.571 27.79 ± 0.391

Сфингомиелин 19.38 ± 0.31 23.22 ± 0.51*** 19.90 ± 0.492 20.16 ± 0.421

Лизофосфатидилэтаноламин 4.87 ± 0.27 6.05 ± 0.26* 4.53 ± 0.252, а 5.0 ± 0.17
Лизофосфатидилхолин 4.40 ± 0.53 5.87 ± 0.34* 4.71 ± 0.28 4.92 ± 0.171

Фосфатидилинозит 6.60 ± 0.15 7.40 ± 0.31* 6.57 ± 0.42 7.04 ± 0.23
Фосфатидилсерин 7.13 ± 0.20 7.62 ± 0.37 7.02 ± 0.44 7.71 ± 0.39
Фосфатидная кислота 3.64 ± 0.20 3.55 ± 0.16 5.52 ± 0.16***3, а 4.26 ± 0.20
Сфингомиелин/
Фосфатидилхолин 0.66 0.92 0.71 0.72

Примечание. Изменения статистически достоверны: * р < 0.05, ** р < 0.01, *** р < 0.001 – при сравнении с контро-
лем; 1 р < 0.05, 2 р < 0.01, 3 р < 0.001 – со 2-й группой (стресс); а р < 0.05 – сравнение 3-й группы (кодиум) с 4-й груп-
пой (Омега‑3).
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ных клеток крови к гемолизирующему агенту. Так 
начало гемолиза у  них происходило при концен-
трации NaCl = 0.40 ± 0.02%, а  полный гемолиз  – 
при NaCl = 0.30 ± 0.01%, что на 20% и 33% соответ-
ственно было ниже таковых концентраций во 2-й 
группе (стресс). Следовательно, липидный экс-
тракт кодиума и  Омега‑3 способствовали восста-
новлению ОРЭ к снижению концентрации хлори-
да натрия в условиях стрессового воздействия.

При исследовании содержания основных 
фракций фосфолипидов в  мембранах эритроци-
тов подопытных животных 3-й и 4-й групп, полу-
чавших липидные комплексы, не было выявлено 
достоверных отличий относительно контрольных 
значений (табл.  2). Сравнение данных показате-
лей с  аналогичными величинами во 2-й группе 
(стресс) показало увеличение количества основ-
ных структурных фосфолипидов мембран: ФХ 
в  среднем на 11% (p < 0.05) и  ФЭ на 13 (p < 0.01) 
и 10% соответственно. В отношении их лизофрак-
ций было выявлено снижение количества ЛФЭ 
на 25% (p < 0.01) в  3-й группе (кодиум) и  ЛФХ 
на 16% (p < 0.05) в  4-й группе (Омега‑3). Сниже-
ние количества лизофракций фосфолипидов, по-
видимому, может свидетельствовать о  падении 
активности фосфолипаз под действием липидных 
комплексов. В обеих группах мышей в мембранах 
эритроцитов достоверно снизилось содержание 

СМ в среднем на 13–14%, что обусловило пони-
жении коэффициента СМ/ФХ на 22–23% отно-
сительно 2-й группы (стресс). Также необходимо 
отметить значительное повышение уровня фос-
фатидной кислоты (ФК) на 55% (p < 0.001) в мем-
бране эритроцитов мышей, получавших липидный 
экстракт кодиума. Данный факт имеет немаловаж-
ное значение для репарации поврежденных мем-
бран эритроцитов под действием стресса, так как 
известно, что фосфатидная кислота является осно-
вой для синтеза многих фосфолипидов, в том числе 
ФХ и ФЭ. У мышей, получавших Омега‑3, уровень 
ФК также повысился, но не столь значительно.

Полученные данные влияния липидных ком-
плексов кодиума и  Омега‑3 на мембраны эри-
троцитов в  условиях стресс-воздействия могут 
свидетельствовать о  восстановлении липидных 
структур мембран, соответственно их проницаемо-
сти и лабильности, а также снижении повышенной 
жесткости.

Липидный экстракт кодиума и  Омега‑3 про-
являли выраженное антиоксидантное действие, 
о  чем свидетельствует достоверный рост показа-
телей АРА на 63% и  56% соответственно относи-
тельно аналогичных значений в  группе “стресс” 
(рис. 2). Также отмечалось восстановление актив-
ности СОД в  плазме крови животных до уровня 
контроля на фоне достоверного снижения содер-
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Рис. 2. Влияние липидного экстракта кодиума и Омега‑3 на показатели антиоксидантной системы плазмы крови мышей 
при стрессе. MDA – малоновый диальдегид, ARA – антирадикальная активность, SOD – супероксиддисмутаза. Измене-
ния статистически достоверны: * р < 0.05, ** р < 0.01, *** р < 0.001 – при сравнении с контролем; + – р < 0.05, ++ – р < 0.01, 
+++ – р < 0.001 – со 2-й группой (стресс).
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жания МДА в  среднем на 32–33% по сравнению 
со 2-й группой (стресс), что свидетельствует об 
уменьшении активности процессов свободно-
радикального окисления под действием липидных 
комплексов морского происхождения. Отмечен-
ный эффект липидного экстракта кодиума и пре-
парата сравнения Омега‑3, по-видимому, вызван 
действием ПНЖК ω‑3, способных активировать 
ферменты антиоксидантной защиты, в  том чис-
ле СОД [40], тем самым предохраняя мембраны 
эритроцитов от повреждений. Согласно исследо-
ваниям Richard и соавт. [41] показано, что ПНЖК 
семейства ω‑3, являются эффективными антиок-
сидантами направленного действия, способными 
“гасить” свободные радикалы.

Проведя сравнительный анализ действия ли-
пидного экстракта кодиума и Омега‑3 в условиях 
стрессового воздействия животных, было выяв-
лено, что оба липидных комплекса проявили вы-
раженный защитный эффект в  восстановлении 
размерных параметров эритроцитов, их осмоти-
ческой устойчивости к  гемолизу, а  также пока-
зателей мембранных фосфолипидов и  антиок-
сидантной системы. Однако по ряду показателей 
при расчете статистической достоверности между 
3-й и 4-й группами животных были отмечены не-
которые достоверные отличия. Так в  4-й группе 
мышей, получавших Омега‑3 при стрессе, вели-
чина СОЭр достоверно отличалась от контроль-
ных показателей и превышала на 24% (p < 0.05) со-
ответствующие значения в 3-й группе животных, 
получавших липидный экстракт кодиума. В отно-
шении фосфолипидных фракций мембран эри-
троцитов выявлено, что уровень ФК у  животных 
3-й группы (кодиум) на 30% (р < 0.05) превышал 
соответствующие показатели 4-й группы (Оме-
га‑3). При этом в содержании лизофракций мем-
бранных фосфолипидов у мышей, получавших во-
дорослевый экстракт, уровень ЛФЭ в эритроцитах 
мышей был достоверно ниже (на 10%) аналогич-
ных значений у  животных, получавших препарат 
сравнения Омега‑3.

Таким образом, липидный экстракт кодиума 
в  условиях стресс-индуцирующего воздействия 
проявлял большую эффективность по сравнению 
с  Омега‑3, как в  отношении восстановления раз-
мерных показателей эритроцитов, так и фосфоли-
пидной составляющей их мембран, что может быть 
обусловлено преимущественно различным соста-
вом исследуемых комплексов. Необходимо отме-
тить, что препарат Омега‑3 в  качестве основных 
действующих веществ содержит полиненасыщен-
ные жирные кислоты (эйкозапентаеновую и  до-
козагексаеновую), а  также насыщенные и  моно-
ненасыщенные жирные кислоты. В свою очередь, 
липидный экстракт кодиума характеризуется более 
разнообразным составом. В его состав входят пять 

основных видов класса фосфолипидов, содержа-
щих жирные кислоты с преимущественным преоб-
ладанием ПНЖК ω‑3 (α-линоленовая, гексадека-
триеновая, эйкозопентаеновая) и ω‑6 (линолевая, 
арахидоновая), а также насыщенные и мононена-
сыщенные жирные кислоты. По-видимому, такой 
многокомпонентный состав липидного экстрак-
та кодиума определяет более высокую биологиче-
скую активность, чем у Омега‑3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование состава липидного экстракта 

C. fragile показало наличие неполярных и полярных 
фракций липидов, содержащих незаменимые жир-
ные кислоты семейства ω‑3 и ω‑6. Из полученных 
данных по изучению структурных и физиологиче-
ских характеристик эритроцитов мышей в услови-
ях стрессового воздействия следует, что липидный 
экстракт C. fragile обладает мембранопротекторным 
действием. Эффект липидного экстракта кодиума 
в условиях стресса проявлялся в отсутствии макро-
цитоза эритроцитов, сохранении их осмотической 
устойчивости к гемолизирующему агенту, а также 
в  восстановлении показателей мембранных фос-
фолипидов и антиоксидантной защиты организма. 
Входящие в состав C. fragile фосфолипиды, как ос-
новные структурообразующие и функциональные 
компоненты всех биомембран, по-видимому, обе-
спечивают мембранно-репарирующую функцию, 
встраиваясь в  поврежденные мембраны эритро-
цитов. Преимущество защитного действия липид-
ного экстракта кодиума перед препаратом Оме-
га‑3 обусловлено наличием в его составе широкого 
спектра липидной составляющей, а  именно: гли-
колипидов, нейтральных липидов, фосфолипидов 
и  полиненасыщенных жирных кислот с  преобла-
данием семейств ω‑3 и  ω‑6. Полученные данные 
свидетельствуют, что использование липидных 
комплексов, выделенных из морских водорослей, 
в  частности из C. fragile, имеет большие перспек-
тивы для создания профилактических препаратов 
с мембранопротекторными свойствами.
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EFFICACY OF LIPID EXTRACT OF MARINE GREEN ALGA  
CODIUM FRAGILE (SURINGAR) HARIOT FOR REPAIR OF MOUSE  

RED CELLS MEMBRANES UNDER STRESS EXPOSURE
S. E. Fomenkoa,#, N. F. Kushnerovaa, V. G. Sprygina

a Ilyichev Pacific Oceanological Institute FEB RAS, Vladivostok, Russia
# e-mail: fomenko29@mail.ru

Codium fragile (Suringar) Hariot is a marine green alga belonging to the Codiaceae family, is one of the mass spe-
cies of macrophytes in the Far East Region of the Russian Federation. The total lipid content was 13.92 ± 0.22 mg 
per g of dry tissue, of which 44% were glycolipids and 40% were neutral lipids, phospholipids accounted for 16%. 
The content of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) was over 50% of the total fatty acids, of which PUFAs of the 
ω‑3 family (36.2%) and ω‑6 family (17.8%) predominated. Under of stress exposure (vertical fixation by dorsal 
neck fold) the effect of lipid extract of C. fragile and reference remedy Omega‑3 on biochemical and physiological 
parameters of mice erythrocytes was studied. Under the impact of stress erythrocytes undergo certain changes, as 
in terms of dimensional characteristics so as in phospholipid pattern of membranes. This leads to changes in its 
permeability and lability, also made more complex their circulation through the capillary bed. The endogenous 
antioxidant defense system of mice under stress experiences a considerable strain, as evidenced by the increase 
in the level of malonic dialdehyde while reducing in the activity of superoxide dismutase and the level of anti-
radical activity in blood plasma. The administration of the lipid extract of C. fragile under stress conditions was 
accompanied by the restoration of the lipid content in the erythrocyte membranes, a decrease in the amount of 
lysophospholipids, and the normalization of the sphingomyelin/phosphatidylcholine ratio, which contributed to 
the restoration of the dimensional parameters of erythrocytes, their osmotic resistance, and indices of the body’s 
antioxidant system. The pronounced stress- and membrane-protective effect of the lipid extract of C. fragile is 
due to the presence in its composition of a wide range of neutral and polar lipids containing PUFAs of the ω‑3 
and ω‑6 families, which ensures a higher efficiency of the algal extract under stress compared to the reference 
preparation “Omega‑3”.

Keywords: lipid extract, Codium fragile, omega‑3, stress, erythrocytes, phospholipids, mice
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

УПРАВЛЕНИЕ ИММУННЫМ ОТВЕТОМ НА ПОВРЕЖДЕНИЕ 
СПИННОГО МОЗГА Danio Rerio ПОСРЕДСТВОМ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 

ВЕЗИКУЛ, ПРОДУЦИРОВАННЫХ АКТИВИРОВАННЫМИ 
МОНОЦИТОПОДОБНЫМИ КЛЕТКАМИ
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Реакция иммунной системы на повреждение спинного мозга реализуется местным и системным вос-
палением с последующей репарацией и восстановлением функции поврежденных органов. Возмож-
ность управления провоспалительной активностью и  стимуляция процессов регенерации является 
важным аспектом исследования. В  качестве инструмента могут выступать внеклеточные везикулы 
(ВВ), продуцируемые активированными моноцитоподобными клетками, регулирующая деятельность 
которых может приводить к поляризации иммунного ответа в М1 или М2 направлении. Цель иссле-
дования ‒ изучить системные эффекты внеклеточных везикул, продуцированных активированными 
моноцитоподобными клетками линии THP‑1, при моделировании повреждения спинного мозга у рыб 
Danio rerio. Было показано, что интрацеломическое введение ВВ, полученных при стимуляции клеток 
фактором некроза опухоли (TNF), рыбам Danio rerio с травмой спинного мозга приводило к провос-
палительному эффекту, проявлявшемуся увеличением экспрессии генов il‑6 и  tnf-α в  тканях мозга, 
и к менее выраженному изменению активности в тканях сердца, печени и почки. ВВ, полученные от 
неактивированных клеток, а также от клеток, активированных PMA (4-phorbol‑12-myristate‑13-acetate) 
такой активностью не обладали. Таким образом, продемонстрирована возможность посредством вне-
клеточных везикул, продуцированных активированными моноцитоподобными клетками, влиять на 
поляризацию иммунного ответа после смоделированной травмы спинного мозга у рыб Danio rerio.

Ключевые слова: Danio rerio, травма спинного мозга, внеклеточные везикулы, клетки THP‑1, экспрессия 
генов, системное воспаление
DOI: 10.31857/S0044452924010072, EDN: ZFKZWG

ВВЕДЕНИЕ
Повреждение центральной нервной системы 

(ЦНС), черепно-мозговые травмы, травмы спин-
ного мозга приводят к  гибели нейронов и  глии 
в очаге поражения и вызывают развитие воспали-
тельной реакции [1]. На ранних этапах иммунно-
го ответа вследствие нейротравмы происходит ак-
тивация нейроглии (микроглия, астроциты и  др.) 
[2–4], рекрутирование и  инфильтрация перифе-
рических иммунных клеток (нейтрофилов, мо-
ноцитов, лимфоцитов) в очаг повреждения [2, 5], 
высвобождение DAMP (дистресс-ассоциирован-
ных молекулярных паттернов), таких как белки те-
плового шока (HSP), мочевая кислота, ДНК, РНК 
и др., которые, взаимодействуя с Toll-подобными 
и  NOD‑подобными рецепторами, способны за-

пускать и  усиливать процессы системного вос-
паления, в  том числе и  нейровоспаления [2, 6]. 
Активация клеток нейроглии и  периферических 
иммунных клеток приводит к секреции провоспа-
лительных цитокинов (фактор некроза опухолей 
альфа (TNF‑α), интерлейкин‑6 (IL‑6), интерлей-
кин‑1β (IL‑1β)), которые представляют собой ран-
ние эффекторы, вызывающие развитие пострав-
матического воспаления [7]. Несмотря на то, что 
формирование нейровоспаления направлено на 
устранение повреждения, неконтролируемый вос-
палительный каскад способен приводить к вторич-
ным повреждениям ЦНС, что часто препятствует 
функциональному восстановлению нервной ткани 
[2, 8]. Регулирование воспалительных реакций на 
ранних стадиях поражения ЦНС может быть эф-
фективным методом нейропротекции [8].
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При изучении механизмов развития и  возмож-
ностей регуляции системного воспаления особое 
значение уделяют внеклеточным везикулам, как 
одним из ключевых факторов межклеточной ком-
муникации и регуляции различных биологических 
процессов, начиная от поддержания гомеостаза до 
развития и  прогрессирования многих патологиче-
ских состояний, в  том числе воспалительных [9]. 
Внеклеточные везикулы в  своем составе эффек-
тивно переносят различные регуляторные молеку-
лы, такие как малые некодирующие РНК, длин-
ные некодирующие РНК, кольцевые РНК, ДНК, 
ферменты, липиды, гормоны, цитокины и  другие 
[2, 10–14]. В совокупности термин “внеклеточные 
везикулы” включает в себя три группы частиц, от-
личающихся между собой размером и механизмом 
образования: экзосомы имеют самый маленький 
размер от 30 до 150 нм, микровезикулы от 100 до 
1000 нм, и наиболее крупными являются апоптоти-
ческие тельца (>1000 нм) [2, 6]. Экзосомы образуют-
ся внутриклеточно путем отпочкования мембраны 
эндосом, формируя мультивезикулярные тельца, 
при слиянии последних с плазматической мембра-
ной экзосомы высвобождаются во внеклеточное 
пространство [6]. В свою очередь, микровезикулы 
и апоптотические тельца формируются в результа-
те прямого выпячивания и  отпочковывания плаз-
матической мембраны клетки [15]. В пределах ЦНС 
внеклеточные везикулы секретируются всеми ос-
новными популяциями клеток, такими как нейро-
ны, астроциты, микроглия и олигодендроциты [6]. 
В нервной ткани ВВ способны регулировать работу 
нейронов, синаптическую пластичность, оказывать 
эффект на формирование и поддержание миелини-
зации, нейропротекции, распространение и  кли-
ренс токсичных белковых агрегатов [6, 16]. Ранее на 
крысиной модели с  повреждением спинного моз-
га (spinal cord injury (SCI)) был показан потенциал 
внеклеточных везикул, продуцируемых нейраль-
ными стволовыми клетками (neural stem cell-derived 
extracellular vesicles), уменьшать апоптоз нейронов, 
ингибировать нейровоспаление и  способствовать 
функциональному восстановлению крыс с моделью 
SCI путем активации аутофагии [17].

В последние годы маленькая тропическая рыба 
Danio rerio, в силу простоты и экономичности раз-
ведения, высоким содержанием генов-ортологов 
с  Homo sapiens, стала входить в  группу лидеров 
наиболее востребованных модельных организмов 
для изучения как физиологически нормальных, 
так и  патологических состояний организма чело-
века [9]. Особенно ценной моделью рыбы Danio 
rerio представляются для изучения процессов, про-
исходящих в  центральной нервной системе, по-
скольку анатомическая организация мозга этих 
рыб и протекающие в нём нейрохимические про-
цессы во многом схожи с таковыми у млекопита-

ющих [18]. Головной мозг рыб Danio rerio состоит 
из переднего, среднего и  заднего мозга, подобно 
промежуточному мозгу, конечному мозгу и  моз-
жечку млекопитающих. Сходство с  млекопитаю-
щими обнаруживается также на клеточном уровне, 
так у рыб Danio rerio присутствуют такие типы кле-
ток как астроциты, микроглия, олигодендроциты, 
клетки Пуркинье, миелин и  мотонейроны. Более 
того в нервной ткани рыб содержатся и основные 
нейромедиаторы (ГАМК, серотонин, дофамин, 
ацетилхолин, гистамин и  глутамат) [18, 19]. На-
пример, на модели рыб Danio rerio были исследо-
ваны молекулярные механизмы нейровоспаления, 
лежащие в основе дефектов памяти, вызванных ги-
поксией, и  показано, что глюкозамин (GlcN)-ас-
социированный метаболический путь гексозами-
на может быть важной терапевтической мишенью 
при гипоксическом повреждении головного мозга 
[20]. Недавние исследования показали возможно-
сти использования рыб Danio rerio в качестве уни-
кальной модели для изучения клеточных и  моле-
кулярных процессов регенерации нейронов после 
повреждения спинного мозга, в  том числе про-
лиферации и  миграции различных типов клеток 
в очаг повреждения, а также вовлечение в эти про-
цессы клеток-предшественников. В свою очередь, 
это открывает перспективы для изучения новых 
подходов к  терапии повреждений нервной ткани 
[21]. Ранее нами было показано, что интрацело-
мическое введение внеклеточных везикул, секре-
тируемых моноцитоподобными клетками линии 
THP‑1, оказывает системный эффект, проявляю-
щийся изменением экспрессии генов провоспали-
тельных il‑1β, il‑6, ifn-γ, tnf-α, mpx, mpeg1.1, mpeg1.2 
и  противовоспалительного il‑10 цитокинов в  тка-
нях мозга, печени и сердца рыб Danio rerio [22].

Целью данного исследования было изучение 
системных эффектов внеклеточных везикул, про-
дуцированных активированными моноцитоподоб-
ными клетками линии THP‑1, при моделировании 
повреждения спинного мозга у рыб Danio rerio.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Общий дизайн исследования
В данном исследовании использованы три типа 

внеклеточных везикул, продуцируемые нестиму-
лированными клетками THP‑1 и  после актива-
ции фактором некроза опухоли (TNF) (Biolegend, 
Калифорния, США) в  конечной концентрации 
20 нг/мл или 4-форбол‑12-миристат‑13-ацетатом 
(PMA) (Sigma Aldrich, Миссури, США) в конечной 
концентрации 50 нг/мл, которые были получены 
и подробно охарактеризованы ранее [23]. Кратко, 
комплексную характеристику образцов ВВ про-
водили согласно международным рекомендациям 
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MISEV2018 [24]: иммунофенотипирование выпол-
няли методом высокочувствительной многоцвет-
ной проточной цитометрии на лазерном цитоме-
тре CytoFLEX S (Beckman Coulter, Калифорния, 
США), размер и  дисперсность оценивали мето-
дом динамического рассеяния света на приборе 
Nanolink SZ902M (Linkoptik, Китай), определение 
белкового состава (наличие CD9 и  HSP70) осу-
ществляли методом вестерн-блот (рис. 1a) [23].

Исследование эффектов внеклеточных везикул 
проводили на рыбах Danio rerio с моделью повреж-
дения спинного мозга (рис. 1b). Образцы ВВ, ресу-
спендированные в DPBS без Ca2+ и Mg2+ (Биолот, 
Россия), вводили в  целомическую полость рыбам 
через 24 ч после повреждения спинного мозга, 
и еще через сутки выводили из эксперимента. На 
всех этапах, начиная с  24 ч, проводили фиксиро-
вание случайно отобранных рыб из каждой группы 
в параформальдегиде и биобанкирование жизнен-
но важных органов (мозг, сердце, печень и почку) 
(рис. 1b).

В  дальнейшем осуществляли гистологическое 
исследование рыб Danio rerio (рис.  1c) и  оценку 
уровня экспрессии генов, кодирующих провоспа-
лительные и  противовоспалительные цитокины, 
в жизненно важных органах рыб (рис. 1d).

Получение и характеристика 
внеклеточных везикул

Для получения образцов внеклеточных вези-
кул использовали культуру опухолевых моноци-
топодобных клеток линии ТНР‑1 (“Российская 
коллекция клеточных культур института цитоло-
гии РАН”, Россия). Клетки THP‑1 культивиро-
вали в  питательной среде RPMI‑1640 (“Биолот”, 
Россия) с  добавлением L‑глутамина (“Биолот”, 
Россия), 50мкг/мл сульфата гентамицина и  10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (“Hyclone”, 
США) в СО2-инкубаторе (при 37 °C и 5% СО2) со-
гласно стандартной методике, описанной ранее 
[23, 25]. Для активации клеток THP‑1 200 мкл су-
спензии в концентрации 1×105 переносили в лун-
ки 96-луночного планшета (Sarstedt, Германия) 
и воздействовали следующими стимулами: 4-фор-
бол‑12-миристат‑13-ацетат (PMA) (Sigma Aldrich, 
Миссури, США) в концентрации 50 нг/мл, фактор 
некроза опухоли (TNF) (Biolegend, Калифорния, 
США) в концентрации 20 нг/мл, в качестве отри-
цательного контроля использовали раствор DPBS 
(р-р Дульбекко без Ca и Mg, Биолот, Россия). Далее 
обработанные клетки ТНР‑1 культивировали в те-
чение 24 часов в стандартных условиях [23, 25]. По 
истечении суток внеклеточные везикулы получали 
методом последовательного центрифугирования, 
согласно методике, описанной ранее [22]. Крат-
ко, суспензию клеток осаждали сначала в течение 

20 минут при 330g, далее надосадочную жидкость 
дважды центрифугировали в течение 20 минут при 
1500g и однократно при 3000g. Полученный надо-
садок пропускали через фильтр Millex с диаметром 
пор 800 нм (Merck-Millipore, Массачусетс, США), 
центрифугировали в течение 30 минут при 16 000g 
и осадок ресуспендировали в 100 мкл DPBS без Ca 
и Mg (Биолот, Россия).

Размер и  дисперсность полученных образцов 
внеклеточных везикул оценивали методом дина-
мического рассеяния света на приборе Nanolink 
SZ902M (Linkoptik, Китай) при условиях, описан-
ных нами ранее [22]. Внеклеточные везикулы оха-
рактеризовали по следующим параметрам: размер 
объектов (peak size, нм), средняя Z (average Z, нм), 
индекс полидисперсности (polydispersity index  – 
PdI) и стандартное отклонение (St. deviation, нм). 
Анализ полученных результатов проводили с  по-
мощью программного обеспечения Linkoptik Ver. 
2.0.0.7.

Размер и  концентрацию образцов ВВ оцени-
вали методом анализа траектории наночастиц 
(Nanoparticle tracking analysis  – NTA) на прибо-
ре NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, UK) [22, 
23]. Полученные изображения оценивали визуаль-
но с  использованием программного обеспечения 
NTA 3.4 NanoSight (Malvern Panalytical, UK). Ко-
личество частиц анализировали в диапазонах раз-
мерности объектов 30–150 нм и 150–400 нм.

Иммунофенотипирование образцов внекле-
точных везикул выполняли методом высокочув-
ствительной мультицветовой проточной цитоме-
трии на лазерном цитометре CytoFLEX S (Beckman 
Coulter, Калифорния, США). Окрашивание ВВ 
осуществляли следующими антителами, конъюги-
рованными с флюорофорами: anti-CD54-PE (Beck-
man Coulter, Калифорния, США), Annexin V-FITC 
(Biolegend, Калифорния, США), anti-CD14-Kro-
meOrange (Beckman Coulter, Калифорния, США), 
anti-CD9-PE/Cy7 (Beckman Coulter, Калифорния, 
США), anti-CD63-APC (Beckman Coulter, Кали-
форния, США) согласно протоколу, опубликован-
ному ранее [13, 26]. Анализ полученных результа-
тов фенотипирования ВВ проводили с  помощью 
программной среды Cytexpert 2.4 (Beckman Coulter, 
Калифорния, США) и Kaluza 2.1 (Beckman Coulter, 
Калифорния, США).

Белковый состав внеклеточных везикул опре-
деляли методом вестерн-блот с  использованием 
первичных антител против белка теплового шока 
HSP70 – HSP70 (D69) Antibody 4876 (1:1000) и мем-
бранного гликопротеина CD9  – CD9 (D8O1A) 
Rabbit mAb 13174 (1:1000) (Cell Signaling Technology, 
Массачусетс, США), а  также вторичных антител 
Anti-rabbit IgG, HRP‑linked Antibody 7074 (1:2000) 
(Cell Signaling Technology, Массачусетс, США), со-
гласно ранее описанному протоколу [22].
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Рис. 1. Общий дизайн исследования (описание в тексте).

(b)

(c) (d)
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Дизайн эксперимента in vivo
В эксперимент были включены рыбы Danio rerio 

обоего пола в  возрасте 4–5 месяцев. Животных 
содержали в  стандартных условиях: светотемно-
вой режим 14:10, кормление готовыми рационами 
Tetra mini granules 2 раза в сутки, температура воды 
28.0 °C с рН 6.8–7.4. Все манипуляции проводили 
стерильными микрохирургическими инструмента-
ми с  использованием стереоскопического микро-
скопа (ЛОМО, Россия), в  состоянии медикамен-
тозного сна, достигаемого путем помещения рыб 
в  анестезирующий раствор (пропофол 10  мг/л + 
лидокаин 50 мг/л). Для моделирования поврежде-
ния спинного мозга цанговыми ножницами про-
изводили кожный разрез на уровне 14–17 позвон-
ков. Пинцетом для капсулорексиса тупым методом 
препарировали ткани до полной визуализации 
оболочек спинного мозга. Изогнутыми цанговы-
ми ножницами производили полную транссек-
цию спинного мозга на уровне 15–16 позвонков. 
Рану ушивали узловым швом монофиламентной 
полипропиленовой нитью. После манипуляций 
каждую рыбу содержали в  индивидуальном аква-
риуме с добавлением метиленового синего. В кон-
трольной группе рыб (Sham) производили кожный 
разрез на уровне 14–17 позвонков, препарировали 
ткани до полной визуализации оболочек спинно-
го мозга без транссекции спинного мозга. Спустя 
24 ч оценивали наличие повреждения спинного 
мозга у рыб Danio rerio на основании функциональ-
ных поведенческих тестов (реакция на прикос-
новение, вибрацию) [27]. Оперированные рыбы 
с  положительными поведенческими тестами на 
прикосновение и вибрацию, т. е. с сохраненными 
функциями спинного мозга, были отнесены к кон-
трольной группе Sham и выведены из эксперимен-
та путем эвтаназии c передозировкой пропофола 
(25  мг/л). Оперированным рыбам с  отрицатель-
ными поведенческими тестами на прикосновение 
и вибрацию, т. е. с функционально подтверждён-
ным повреждением спинного мозга, осуществляли 
инъекцию в целомическую полость 2 мкл образца 
внеклеточных везикул, полученных либо от неак-
тивированных THP‑1 клеток (EVs_NA), либо от 
активированных THP‑1 клеток воздействием PMA 
в концентрации 50 нг/мл (EVs_РМА), либо от ак-
тивированных THP‑1 клеток воздействием TNF 
в концентрации 20 нг/мл (EVs_TNF), согласно ра-
нее описанной методике [22]. В  качестве контро-
ля носителя рыбам вместо образцов ВВ вводили 
в целомическую полость 2 мкл раствора DPBS без 
Ca2+ и  Mg2+ (Биолот, Россия). Спустя сутки рыб 
подвергали эвтаназии передозировкой пропофола 
(25 мг/л).

Во всех точках эксперимента, начиная с  24 ч 
с момента проведения хирургических манипуля-
ций и  нанесения повреждения спинного мозга, 

5 рыб, отобранных случайным образом из каждой 
группы, после эвтаназии помещали в 4% раствор 
параформальдегида для дальнейшей подготовки 
гистологических препаратов. У  остальных рыб 
проводили биобанкирование жизненно важных 
органов (мозг, сердце, печень и  почку). Полу-
ченный материал помещали в  отдельные сте-
рильные пробирки, содержащие 800 мкл реагента 
ExtractRNA (“Евроген”, Россия), замораживали 
и  хранили при –80 °C до последующего исполь-
зования.

В результате было сформировано семь экспери-
ментальных групп, каждая из которых состояла не 
менее чем из 15 рыб. Рыб одного возраста и веса от-
носили к экспериментальным группам случайным 
методом. Все манипуляции с рыбами разных групп 
выполнялись в  одинаковых, стандартных услови-
ях, условия содержания в послеоперационном пе-
риоде не различались.

1 группа – Sham_24h (оперированные рыбы Da-
nio rerio без травмы спинного мозга, выведенные из 
эксперимента через 24 ч после операции);

2 группа – SCI_24h (оперированные рыбы Danio 
rerio с подтвержденной функциональными тестами 
травмой спинного мозга, выведенные из экспери-
мента через 24 ч после операции);

3 группа – SCI_48h (оперированные рыбы Danio 
rerio с подтвержденной функциональными тестами 
травмой спинного мозга, выведенные из экспери-
мента через 48 ч после операции);

4 группа  – SCI+DPBS (оперированные рыбы 
Danio rerio с  подтвержденной функциональными 
тестами травмой спинного мозга, с введением в це-
ломическую полость DPBS через 24 ч после опера-
ции и выведенные из эксперимента через 48 ч по-
сле операции);

5 группа – SCI+EVs_NA (оперированные рыбы 
Danio rerio с  подтвержденной функциональными 
тестами травмой спинного мозга, с введением че-
рез 24 ч после операции в целомическую полость 
ВВ, секретированных неактивированными THP‑1 
клетками, и  выведенные из эксперимента через 
48 ч после операции);

6 группа – SCI+EVs_РМА (оперированные ры-
бы Danio rerio с  подтвержденной функциональ-
ными тестами травмой спинного мозга, с  введе-
нием через 24 ч после операции в  целомическую 
полость ВВ, секретированных активированными 
THP‑1 клетками воздействием PMA в концентра-
ции 50 нг/мл, и выведенные из эксперимента через 
48 часа после операции);

7 группа – SCI+EVs_TNF (оперированные ры-
бы Danio rerio с  подтвержденной функциональ-
ными тестами травмой спинного мозга, с  введе-
нием через 24 ч после операции в  целомическую 
полость ВВ, секретированных активированными 
THP‑1 клетками воздействием TNF в концентра-
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ции 20 нг/мл, и выведенные из эксперимента через 
48 ч после операции).

Гистологические исследования
Для подготовки гистологических препаратов 

целую рыбу после эвтаназии помещали в 4% рас-
твор параформальдегида на 4 ч, после чего на 3 ч 
переносили в  ЭДТА‑содержащий декальциниру-
ющий раствор “СофтиДек” (Биовитрум, Санкт-
Петербург, Россия). По истечении 3-х ч животное 
помещали в  30% раствор сахарозы на трое суток. 
Подготовленных рыб замораживали в  криогеле 
Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Кали-
форния, США). Нарезку замороженных препара-
тов рыб Danio rerio проводили в кранио-сагиталь-
ном направлении с помощью криотома Tissue-Tek® 

Cryo3
® (Sakura Finetek, Калифорния, США). Срезы 

толщиной 10 мкм помещали на предметное стек-
ло и окрашивали гематоксилин-эозином согласно 
стандартному протоколу. Гистологические сре-
зы рыб Danio rerio визуализировали с использова-
нием микроскопа ZEISS Axio Observer (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH, Германия).

Оценка уровня экспрессии генов
Выделение тотальной РНК из тканей мозга, 

сердца, печени и  почки рыб Danio rerio проводи-
ли с  использованием реагента ExtractRNA (“Ев-
роген”, Россия) в  соответствии с  инструкцией 
производителя согласно протоколу, описанному 
ранее [28]. Количество и качество выделенной то-
тальной РНК оценивали с помощью спектрофото-
метра NanoDrop 1000 UV Visible Spectrophotometer 
(Thermo Scientific, Массачусетс, США). Для про-
ведения обратной транскрипции использовали 
500 нг выделенной тотальной РНК, 20 мкМ слу-
чайного праймера (“Евроген”, Россия) и фермент 
MMLV RT kit (“Евроген”, Россия) в соответствии 
с инструкцией производителя согласно условиям, 
описанным ранее [28]. Синтезированную кДНК 
хранили при –80 °C.

Относительный уровень экспрессии генов 
il‑1β, il‑6, tnf-α, ifn-γ, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2, mpx 
и  il‑10 в  органах рыб Danio rerio определяли ме-
тодом ПЦР в  реальном времени на амплифика-
торе LightCycler®480 Software version 1.5.1.62 SP3 
(“Roche”, Швейцария) с использованием набора 
реагентов qPCRmix-HS SYBR+LowROX (“Евро-
ген”, Россия) в соответствии с инструкцией про-
изводителя согласно условиям, описанным ранее 
[28]. В качестве референсного гена для нормали-
зации данных использовали ген домашнего хо-
зяйства eef1a1–1 [28]. Уровень относительной ко-
личественной экспрессии генов рассчитывали по 
формуле 2-ΔΔCt, выбросы значений 2-ΔΔCt определя-

ли на основании алгоритма ROUT (Q = 10%) и ис-
ключали из дальнейшего анализа.

Статистический анализ
Расчёт объёма выборки был проведен с  ис-

пользованием программы G*Power version 3.1.9 
(Германия). Был выбран уровень значимости 
статистических заключений  – 95% (вероятность 
ошибки первого рода – 5%). Показатель мощно-
сти  – 80% (вероятность ошибки второго рода  – 
20%). Рекомендованный размер группы составил 
7 животных.

Статистическую обработку результатов выпол-
няли с использованием программы GraphPad Prism 
8.00 (GraphPad Software Inc., Калифорния, США). 
Результаты представлены в  виде медианы и  ин-
терквартильного размаха, Ме (25;75). Различия 
между группами Sham_24h и  SCI_24h рассчиты-
вали с помощью непараметрического U‑критерия 
Манна–Уитни. Для множественного сравнения 
групп после воздействия использовали критерий 
Краскела–Уоллиса, далее для попарных сравне-
ний групп – тест Данна. Различия считали досто-
верными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика образцов 
внеклеточных везикул

Все полученные образцы внеклеточных везикул 
демонстрировали умеренную полидисперсность. 
Было показано, что ВВ полученные от THP‑1 
клеток, активированных воздействием 20  нг/мл 
TNF, имели наибольшие размеры частиц (peak 
size = 191.9 нм, St.  Dev = 112.22 нм), наименьшие 
размеры частиц были характерны для ВВ, полу-
ченных от THP‑1 клеток активированных воз-
действием 50 нг/мл PMA (peak size = 36.15 нм, 
St. Dev = 30.77 нм). При этом для образцов ВВ, по-
лученных от клеток THP‑1 активированных PMA, 
был определен наибольший диапазон размерности 
частиц, примерно до 110 нм.

В диапазоне размеров 30–150 нм концентрации 
образцов ВВ, полученных от клеток THP‑1 активи-
рованных воздействием TNF (29.7 × 108 (19.9 × 108; 
38.3 × 108)) и  ВВ, полученных от клеток THP‑1 
активированных воздействием PMA (25.8 × 108 
(16.4 × 108; 43.2 × 108)) были достоверно выше, по 
сравнению с ВВ, полученными от неактивирован-
ных клеток THP‑1 (11.3 × 108 (8.53 × 108; 11.7 × 108)) 
(р < 0.01). В  диапазоне размеров 150–400 нм кон-
центрации внеклеточных везикул, продуцирован-
ных как активированными клетками THP‑1 воз-
действием PMA и TNF, так и от неактивированных 
THP‑1 клеток не отличались.
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Методом вестерн-блот было показано, что в по-
лученных образцах ВВ присутствовали везикуляр-
ный мембранный маркер CD9 и маркер внутренне-
го содержимого – белок теплового шока 70 (HSP70).

Все образцы внеклеточных везикул, полученных 
как от неактивированных THP‑1 клеток, так и от 
активированных воздействием PMA и TNF содер-
жали CD9+, CD63+, CD54+, CD14+ и Annexin V+ 
объекты по результатам высокочувствительной 
мультицветовой проточной цитометрии. При этом 
для образцов ВВ, полученных от активированных 
клеток THP‑1 воздействием PMA и  TNF уровень 
CD9+, CD63+, CD54+, и  Annexin V‑позитивных 
объектов был достоверно выше по сравнению с об-
разцами, полученными от неактивированных кле-

ток THP‑1 (p<0.05). Также для внеклеточных вези-
кул, полученных от клеток THP‑1, активированных 
воздействием TNF, количество CD54-позитивных 
событий было выше более чем в 10 раз по сравне-
нию с ВВ, полученными как от неактивированных 
клеток THP‑1, так и от активированных PMA.

Морфофункциональная оценка модели 
Danio rerio с повреждением спинного мозга

При проведении функциональных поведенче-
ских тестов через 24 и  48 ч после хирургических 
манипуляций у всех рыб Danio rerio с нанесенной 
механической травмой спинного мозга (груп-
пы SCI_24h, SCI_48h, SCI+DPBS, SCI+EVs_NA, 

Рис. 2. Сагиттальные срезы поврежденного (а-b) и неповрежденного (с) спинного мозга рыб Danio rerio, окрашенные 
гематоксилин-эозином. (а) – срез рыбы Danio rerio с моделью травмы спинного мозга; (b) – увеличенное изображение 
травмы спинного мозга, выделенное квадратом на (а); (с) – неповрежденный спинной мозг. SC – спинной мозг, VB – 
тела позвонков.

(b) (c)

(a)
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SCI+EVs_РМA, SCI+EVs_TNF) отсутствовала 
положительная реакция на прикосновения или 
вибрацию по сравнению как с полностью интакт-
ными рыбами, так и  с  оперированными рыбами 
контрольной группы Sham. Повреждение спинно-
го мозга у рыб Danio rerio сопровождалось потерей 
активности плавательных движений задней части 
тела каудальнее места травмы на протяжении всего 
периода наблюдения.

Полная транссекция спинного мозга приводи-
ла к  разрыву нервных путей и  локальной потере 
ткани белого и серого вещества (рис. 2b). В обла-
сти механической травмы наблюдались отечность 
окружающих тканей, инфильтрация, а  также на-
рушение нормальной структуры мышечных воло-
кон (рис. 2b). При этом в контрольной группе рыб 
Sham сохранялась целостная структура белого и се-
рого вещества, нормальная организация мышеч-
ных волокон, а в окружающих тканях отсутствова-
ли отёчность и инфильтрация (рис. 2с).

Оценка изменения уровня экспрессии генов 
в мозге, сердце, печени и почках у рыб Danio rerio 
через 24 часа после повреждения спинного мозга
На всех этапах исследования в  мозге, печени 

и  почках оценивали относительный уровень экс-
прессии восьми генов, кодирующих семь провос-
палительных (il‑1β, il‑6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, 
mpx) и один противовоспалительный (il‑10) цито-
кин, тогда как в сердце (из-за размера органа) толь-
ко четырех генов il‑1β, il‑6, tnf-α и il‑10.

Полная транссекция спинного мозга у рыб Da-
nio rerio (группа SCI_24h) через 24 ч после опера-
ции характеризовалась достоверным увеличени-
ем уровня экспрессии в  тканях мозга генов il‑1β 
(р=0.02) и  il‑6 (р=0.04) по сравнению с контроль-
ной группой Sham_24h; в  тканях сердца досто-
верным снижением уровня экспрессии генов il‑6 
(р=0.01) и  il‑10 (р=0.02); в  ткани печени досто-
верным снижением уровня экспрессии только ге-
на il‑10 (р=0.01); тогда как в тканях почки досто-
верным увеличением уровня экспрессии гена il‑10 
(р=0.02) и одновременным снижением уровня экс-
прессии гена ifn-γ (р=0.04) (рис. 3, табл. 1).

Эффект ВВ на профиль экспрессии некото-
рых про- и противовоспалительных генов в мозге, 
сердце, печени и почках у рыб Danio rerio с повре-
ждением спинного мозга

Влияние ВВ на изменение относительного уров-
ня экспрессии генов в  тканях органов рыб Danio 
rerio с  повреждением спинного мозга оценивали 
через сутки после введения образцов ВВ в  цело-
мическую полость рыб. Группами сравнения бы-
ли рыбы с повреждением спинного мозга, в цело-
мическую полость которых вводили раствор DPBS 
(группа SCI+DPBS), и рыбы с повреждением спин-

ного мозга без инъекции (группа SCI_48h). Во всех 
анализируемых группах рыб с  момента полной 
транссекции спинного мозга прошло 48 ч (рис. 1).

Мозг
Введение раствора DPBS, в  качестве контро-

ля реакции на инъекцию в целомическую полость 
рыб, не приводило к  изменению в  тканях мозга 
рыб группы SCI+DPBS уровня экспрессии ни од-
ного из восьми исследуемых генов, кодирующих 
как про- (il‑1β, il‑6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, 
mpx), так и  противовоспалительные (il‑10) цито-
кины, по сравнению с таковыми группы SCI_48h 
(рис. 4, табл. 2). При этом отсутствовали достовер-
ные отличия как при множественном сравнении, 
так и при попарных сравнениях между группами.

Сердце
Введение раствора DPBS и  двух образцов ВВ 

вызывало достоверное изменение уровня экс-
прессии гена противовоспалительного il‑10 в тка-
нях сердца рыб (p<0.001). При этом ВВ в  группе 
SCI+EVs_РМA вызывали достоверное снижение 
уровня экспрессии (p=0.002), в  то время как об-
разцы в  группе SCI+EVs TNF не оказывали ана-
логичного воздействия, и уровень экспрессии il‑10 
не отличался от такового в группе с повреждением 
SCI_48 h (рис. 5, табл. 3).

Печень
Введение образцов ВВ после травмы спинно-

го мозга вызывало достоверное изменение уровня 
экспрессии гена ifn-γ (p=0.004) и mpeg‑1.1 (p=0.002) 
в  печени рыб (рис.  6, табл.  4). Введение везикул 
после травмы в  группе SCI+EVs_TNF приводи-
ло к достоверному снижению экспрессии ifn-γ по 
сравнению с  таковым в  группе без воздействия 
(p=0.007).

Введение везикул в группе SCI+EVs_TNF при-
водило к достоверному (p=0.017) снижению уров-
ня экспрессии гена mpeg‑1.1 по сравнению с  та-
ковым в  группе с  моделированной травмой без 
воздействия (SCI_48h). Из всех использованных 
везикул, именно в  этой группе был отмечен наи-
больший даун-регуляторный эффект в отношении 
гена mpeg‑1.1 (рис. 6, табл. 4).

Почка
Введение внеклеточных везикул после травмы 

спинного мозга приводило к  достоверному из-
менению экспрессии генов il‑6 (p = 0.022) и  ifn-γ 
(p = 0.038) в  почках рыб (рис.  7, табл.  5). При 
этом везикулы в  группе SCI+EVs_TNF вызывали 
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Таблица 1. Относительная экспрессия генов в тканях органов рыб Danio rerio через 24 часа после повреждения спин-
ного мозга, Ме (25;75)

Мозг Сердце Печень Почка
Sham_24h SCI_24h Sham_24h SCI_24h Sham_24h SCI_24h Sham_24h SCI_24h

il‑1β 3.4
(2.4; 4.8)*

8.2
(5.9; 13.0)*

9.2
(5.1; 23.1)

3.8
(2.0; 8.7)

25.3
(6.0; 33.1)

8.6
(2.3; 26.3)

3.1
(2.3; 3.3)

2.6
(2.0; 9.8)

il‑6 6.0
(3.8; 12.7)*

23.5
(11.6; 37.6)*

14.0
(5.3; 22.2)**

1.6
(1.4;1.9)**

14.7
(2.7; 42.2)

10.1
(1.1; 18.3)

22.9
(3.0; 75.7)

14.5
(5.3; 33.2)

il‑10 5.4
(3.1; 23.4)

6.8
(2.0; 12.0)

139.0
(33.6; 167.0)*

5.8
(5.5; 6.4)*

22.5
(14.7; 21.3)**

6.3
(1.9; 8.2)**

2.6
(2.4; 11.6)*

24.5
(12.9; 34.2)*

tnf-α 4.3
(1.9; 28.4)

9.2
(3.5; 25.3)

9.1
(5.2; 12.1)

1.9
(1.3; 2.5)

19.4
(9.3; 193.0)

22.4
(11.6; 39.9)

3.8
(2.6; 7.1)

1.9
(1.0; 29.9)

ifn-γ 12.6
(5.2; 27.3)

18.6
(14.0; 20.7) –# – 17.4

(4.7; 35.5)
5.5

(4.4; 11.5)
7.8

(5.9; 12.8)*
3.1

(3.0; 3.3)*

mpx 6.3
(4.6; 16.2)

13.0
(1.7; 21.4) – – 8.5

(3.7; 19.2)
18.5

(1.6; 32.6)
5.3

(3.9; 9.6)
15.6

(5.6; 21.7)

mpeg‑1.1 14573
(5502; 41406)

36499
(9217; 139822) – – 20.8

(10.3; 42.4)
57.7

(22.8; 128)
5.3

(1.5; 51.4)
152.0

(28.2; 276.0)

mpeg‑1.2 5.5
(3.3; 13.3)

3.4
(3.3; 3.8) – – 12.3

(2.5; 15.2)
3.9

(1.9; 8.8)
4.8

(1.4; 20.5)
20.0

(1.7; 20.8)
Примечание. * – достоверные отличия между группами p < 0.05; ** – достоверные отличия между группами p < 0.01. 
Для расчета р-значения применялся U‑критерий Манна–Уитни. # – исследование не проводилось.
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Рис. 3. Относительная экспрессия генов в тканях мозга, сердца, печени и почки у рыб Danio rerio с функционально под-
твержденной травмой спинного мозга (SCI_24h) и без повреждения спинного мозга (Sham_24h) через 24 ч после хирурги-
ческой манипуляции. Достоверные отличия между группами обозначены при р < 0.05.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

94	 САМБУР и др.	

il-1 il-6 il-10 inf-

inf- mpx mpeg-1.1 mpeg-1.2

R
el

at
iv

e 
ge

n
e 

ex
pr

es
si
on

R
el

at
iv

e 
ge

n
e 

ex
pr

es
si
on 100

10

1

100

10

1

100

10

1

100

10

1

100

10

1

100000

10000

1000

100

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

SC
I_

48
h

SC
I+

D
PB

S

SC
I+

EV
s_
N
A

SC
I+

EV
s_
PM

A

SC
I+

EV
s_
TN

F

100

10

1

100

10

Рис. 4. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2 в тканях мозга рыб Danio rerio 
с функционально подтвержденной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул.

Таблица 2. Относительная экспрессия генов в тканях мозга рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введения 
образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI + 
EVs_NA

SCI + 
EVs_PMA

SCI + 
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные 
сравнения,
тест Данна

il‑1β 8.0
(2.6; 22.2)

6.3
(3.2; 8.2)

9.9
(6.5; 16.1)

12.9
(6.9; 18.8)

13.5
(12.6; 49.5) p = 0.106 –#

il‑6 5.9
(4.0; 7.9)

7.6
(2.7; 20.1)

9.5
(4.9; 19.1)

14.4
(11.2; 31.1)

25.8
(9.2; 53.1) p = 0.083 –

il‑10 15.1
(1.8; 38.6)

15.0
(12.8; 20.2)

36.3
(16.6; 45.6)

22.8
(8.6; 39.6)

28.2
(21.8; 68.2) p = 0.189 –

tnf-α 13.1
(2.1; 21.4)

4.3
(2.2; 10.0)

13.8
(10.1; 27.0)

13.2
(3.0; 19.3)

11.8
(11.0; 22.5) p = 0.143 –

ifn-γ 17.7
(8.4; 21.0)

9.1
(1.7; 12.0)

14.9
(13.8; 16.5)

6.7
(5.0; 23.3)

10.7
(4.6; 25.3) p = 0.442 –

mpx 10.6
(2.6; 19.7)

5.7
(3.9; 8.6)

5.9
(4.4; 12.6)

9.7
(5.3; 15.7)

8.9
(5.9; 15.3) p = 0.376 –

mpeg‑1.1 28526
(25180; 57849)

8937
(71.2; 34898)

4196
(1180; 9546)

2614
(35.4; 8080)

5724
(705; 14991) p = 0.144 –

mpeg‑1.2 5.2
(2.4; 7.3)

6.5
(4.0; 9.0)

9.5
(2.8; 20.0)

6.9
(2.8; 12.2)

15.9
(5.7; 59.7) p = 0.421 –

Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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достоверно более высокую экспрессию гена il‑6 
(p = 0.021), а также гена mpeg‑1.2 (p = 0.028), чем ве-
зикулы, полученные от нестимулированных кле-
ток в  группе SCI+EVs_NA. Вместе с  тем, эти же 
везикулы, полученные от клеток без стимуляции, 
вызывали достоверное (p = 0.045) повышение экс-
прессии ifn-γ по сравнению с таковым у рыб только 
с моделированной травмой.

ОБСУЖДЕНИЕ
Патогенез травмы спинного мозга включает 

первичное и вторичное повреждение; к первично-
му относится механическое повреждение спинно-
го мозга, которое вызывает гибель нейронов и глии 
в очаге поражения вскоре после травмы; тогда как 
вторичное повреждение является следствием кле-
точных и  биологических реакций, протекающих 
в ответ на первичное повреждение, включая мест-
ную и системную воспалительную реакцию, окис-
лительный стресс, ишемию, демиелинизацию, 
гибель нервных клеток и другое [29]. При повреж-

дении ЦНС одними из первых реагируют клетки 
резидентной микроглии, которые считаются ос-
новным клеточным компонентом врожденной им-
мунной системы в нервной ткани и составляет до 
10% от общего числа клеток нейроглии взрослого 
человека [2–4]. Вслед за микроглией в ответ на по-
вреждение активируются астроциты и  эндотели-
альные клетки, а  также в  очаг повреждения при-
влекаются нейтрофилы, моноциты и  лимфоциты 
[5]. Эти клетки секретируют провоспалительные 
и иммуномодулирующие факторы для реализации 
иммунного ответа, который может иметь разру-
шительные последствия и тормозить регенерацию 
нервной ткани. Herzog и соавт. [30] на основе ана-
лиза профиля экспрессии генов микроглии, вы-
явили 17 генов, участвующих в  инициации путей 
клеточной гибели, в  том числе il‑1β и  il‑6, повы-
шение экспрессии которых наблюдалось после по-
вреждения нервной ткани личинок Danio rerio.

Подобно периферическим макрофагам, микро-
глия реагирует на изменения в своем микроокру-
жении, поляризуясь в  направлении классически 

Таблица 3. Относительная экспрессия генов в тканях сердца рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введе-
ния образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI +  
EVs_NA

SCI +  
EVs_PMA

SCI +  
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные сравнения,
тест Данна

il‑1β 20.5
(6.0; 59.8)

11.1
(9.7; 44.6)

96.3
(5.2; 202)

64.4
(24.3; 133.0)

56.5
(15.9; 403.0) p = 0.394 –#

il‑6 27.2
(2.6; 63.4)

17.5
(1.2; 69.7)

40.8
(11.6; 74.2)

48.7
(15.7;88.9)

12.4
(7.6; 43.1) p = 0.734 –

il‑10 84.4
(56.0; 240)

17.5
(9.5; 23.4)

40.5
(24.1; 55.9)

4.2
(1.4; 7.6)

84.7
(47.6; 158.0) p < 0.001

SCI_48h vs. SCI +  
EVs_PMA, p = 0.002;

SCI + EVs_PMA vs. SCI + 
EVs_TNF, p = 0.002

tnf-α 5.8
(1.5; 13.4)

4.5
(2.5; 7.7)

13.5
(9.6; 30.7)

9.6
(2.8; 16.7)

9.5
(3.9; 23.4) p = 0.127 –

Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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Рис. 5. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α в тканях сердца рыб Danio rerio с функционально подтверж-
денной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул. Достоверные отличия представлены при р = 0.002.
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Таблица 4. Относительная экспрессия генов в ткани печени рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введения 
образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI + 
EVs_NA

SCI + 
EVs_PMA

SCI + 
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные сравнения,
тест Данна

il‑1β 20.8
(12.6; 28.4)

31.6
(15.0; 205)

27.1
(10.1; 117)

39.1
(16.4; 185)

27.6
(9.4; 50.4) p = 0.505 –#

il‑6 5.7
(3.5; 10.9)

14.7
(8.0; 26.4)

28.4
(3.0; 50.2)

25.1
(14.8; 48.3)

18.9
(4.1; 51.8) p = 0.246 –

il‑10 8.8
(7.4; 15.3)

10.0
(6.9; 21.4)

12.2
(4.1; 59.7)

14.9
(5.7; 26.0)

10.2
(3.7; 26.4) p = 0.949 –

tnf-α 29.6
(19.6; 47.6)

35.0
(11.6; 46.7)

16.7
(12.4; 65.8)

22.9
(9.9; 52.7)

14.1
(7.2; 15.3) p = 0.131 –

ifn-γ 55.5
(22.4; 85.3)

7.0
(5.5; 9.0)

16.1
(6.5; 78.8)

9.4
(4.6; 12.0)

4.4
(0.5; 7.6) p = 0.004

SCI_48h vs. SCI +  
EVs_TNF, p = 0.007

SCI + EVs_NA vs. SCI + 
EVs_TNF, p = 0.050

mpx 23.4
(8.3; 34.6)

10.6
(4.2; 17.9)

10.6
(3.0; 24.3)

6.7
(3.1; 14.9)

3.7
(1.2; 8.1) p = 0.142 –

mpeg‑1.1 76.1
(19.2; 218.0)

24.6
(4.9; 90.6)

42.3
(9.7; 125.0)

5.9
(4.2; 9.8)

2.4
(0.8; 6.1) p = 0.002

SCI_48h vs. SCI +  
EVs_TNF, p = 0.017;

SCI + EVs_NA vs. SCI + 
EVs_TNF, p = 0.015

mpeg‑1.2 13.0
(4.8; 37.8)

12.4
(6.8; 36.5)

15.8
(3.4; 68.7)

21.5
(8.5; 57.9)

13.0
(4.7; 32.4) p = 0.867 –

Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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Рис. 6. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2 в ткани печени рыб Danio rerio 
с функционально подтвержденной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул. Достоверные отличия 
представлены при р < 0.05.
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Таблица 5. Относительная экспрессия генов в тканях почки рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введения 
образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI + 
EVs_NA

SCI +  
EVs_PMA

SCI +  
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные 
сравнения,
тест Данна

il‑1β 6.1
(1.4; 11.6)

3.2
(1.6; 28.1)

5.9
(1.3; 11.4)

5.5
(3.2; 13.0)

17.9
(8.5; 33.1) p = 0.167 –#

il‑6 105.0
(10.2; 212.0)

27.5
(14.8; 70.6)

21.6
(5.8; 38.7)

38.6
(22.3; 82.7)

158
(84.2; 225) p = 0.022

SCI + EVs_NA vs. 
SCI + EVs_TNF,

p = 0.021

il‑10 10.1
(5.3; 18.5)

2.8
(2.1; 7.7)

8.9
(7.4; 10.1)

7.7
(5.1; 11.4)

13.2
(6.0; 22.5) p = 0.111 –

tnf-α 9.3
(5.9; 25.6)

10.3
(4.6; 18.0)

13.5
(1.9; 32.2)

15.5
(4.9; 21.7)

5.7
(5.2; 13.9) p = 0.953 –

ifn-γ 3.3
(1.8; 5.4)

8.5
(3.5; 24.3)

33.6
(15.0; 51.6)

942
(6.6; 2998)

8.2
(6.4; 10.6) p = 0.038

SCI_48h vs.
SCI + EVs_NA,

p = 0.045

mpx 9.4
(2.2; 17.3)

4.1
(2.0; 7.3)

6.2
(4.5; 9.1)

3.5
(1.8; 5.6)

9.6
(5.2; 13.5) p = 0.183 –

mpeg‑1.1 49.2
(19.0; 165)

75.8
(30.8; 153.0)

47.5
(12.3; 56.7)

57.0
(6.5; 108)

6.2
(0.9; 17.8) p = 0.056 –

mpeg‑1.2 16.1
(3.6; 32.3)

11.9
(7.5; 23.6)

5.4
(5.1; 8.0)

14.4
(8.6; 32.0)

22.4
(17.5; 29.8) p = 0.058

SCI + EVs_NA vs. 
SCI + EVs_TNF,

p = 0.028
Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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Рис. 7. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2 в тканях почки рыб Danio rerio 
с функционально подтвержденной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул. Достоверные отличия 
представлены при р<0.05.
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активированной микроглии  – М1 или альтерна-
тивно активированной микроглии  – М2 [2, 4, 7]. 
Классический, М1-фенотип, макрофаги и микро-
глия приобретают в ответ на воздействие провос-
палительных молекул, таких как бактериальный 
липополисахарид и  интерферон гамма (IFN‑γ) 
[3]. Индукторами воспаления и поляризации в на-
правлении М‑1 могут выступать и  DAMP  – про-
дукты повреждения клеток (кристаллы мочевой 
кислоты, белки теплового шока, IL‑33 и т. д.) [2, 6, 
31]. В свою очередь М1-микроглия высвобождает 
ряд провоспалительных факторов таких как ци-
токины (IL‑1β, IL‑12, TNF‑α), хемокины (CCL2, 
CXCL9, CXCL10), активные формы кислорода 
и оксид азота [3, 4]. Активация микроглии по клас-
сическому пути изначально является защитной ре-
акцией и направлена на устранение повреждения, 
однако чрезмерная М1-подобная активация из-за 
высвобождения большого количества провоспа-
лительных медиаторов способна приводить к ещё 
большему повреждению нервной ткани [2–4], 
компартментализации воспаления с  вовлечением 
отдаленных органов и формированием порочного 
круга [32]. Альтернативная М2-подобная актива-
ция клеток микроглии происходит под влиянием 
IL‑4, IL‑10, IL‑13, трансформирующего фактора 
роста-β (TGF‑β) и направлена на восстановление 
целостности тканей и  их функций, стимуляцию 
регенерации, обратному развитию воспалитель-
ных реакций, утилизации продуктов поврежде-
ния [2, 4, 33]. В исследовании Brennan и соавт. [34] 
было показано, что активация специфичных для 
микроглии сигнальных путей у  мышей с  исто-
щенной микроглией способствовала уменьше-
нию выраженности вторичного повреждения ЦНС 
и положительно влияла на процессы регенерации 
нервной ткани. При изучении молекулярных меха-
низмов регенерации аксонов у личинок рыб Danio 
rerio после травмы спинного мозга было установ-
лено, что подавление воспаления уменьшало, 
а  его активация ускоряла регенерацию аксонов, 
при этом ключевую роль в процессах регенерации 
играли не нейтрофилы или микроглия, а перифе-
рические макрофаги за счет секреции провоспали-
тельных цитокинов IL‑1β и TNF‑α [35].

Рассечение тканей, нанесение механической 
травмы спинного мозга являются серьёзными по-
вреждающими факторами и могут способствовать 
увеличению выброса гормонов стресса у рыб Danio 
rerio. Также, как и у млекопитающих, в организме 
рыб Danio rerio присутствуют эволюционно кон-
сервативные системы, такие как норадренергиче-
ская, серотонинергическая, дофаминергическая, 
а  также стресс-реализующая система с  основным 
гормоном стресса – кортизолом [36, 37]. При по-
вреждении головного мозга помимо активации 
микроглии и астроцитов происходит также актива-

ция гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы, что приводит к  секреции большого ко-
личества кортизола, оказывающего противовоспа-
лительное действие за счет подавления активности 
иммунных клеток [38, 39]. В  исследовании Hartig 
и соавт. [37] показано, что у эмбрионов рыб Danio 
rerio, обработанных кортизолом, значительно по-
вышалась экспрессия генов irg1l (immunorespon-
sive gene 1-like), mpeg1 (macrophage marker) и socs3a 
(immunoregulatory gene), связанных с  регуляци-
ей иммунного ответа. При этом у рыб Danio rerio, 
полученных из эмбрионов, обработанных корти-
золом, нарушались процессы регенерации после 
повреждения хвостового плавника, а моделирова-
ние воспаления посредством введения этим ры-
бам липополисахарида, приводило к  подавлению 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
в  сердце, селезенке и  мышцах (il‑1β, il‑6, tnf-α, 
socs3a) в сравнении с интактными рыбами не под-
вергшихся воздействиям кортизола [37]. В  нашем 
исследовании у рыб Danio rerio через 24 ч после пол-
ной транссекции спинного мозга регистрировались 
изменения профиля экспрессии провоспалитель-
ных il‑1β, il‑6, ifn-γ и противовоспалительного il‑10 
генов в органах по сравнению с таковыми у рыб без 
повреждения спинного мозга: происходило повы-
шение экспрессии генов il‑1β и il‑6 в нервной тка-
ни, в кардиомиоцитах снижение экспрессии генов 
il‑6 и il‑10, в гепатоцитах снижение экспрессии ге-
на il‑10, тогда как в  почках экспрессия гена il‑10 
повышалась, а  гена ifn-γ понижалась. Более того, 
в  тканях мозга уровень экспрессии гена mpeg‑1.1, 
кодирующего порообразующий белок перфорин‑2 
по своей структуре и функциям схожий с С9 ком-
понентом комплемента [40], был более чем в  сто 
раз выше такового в  кардиомиоцитах, гепатоци-
тах и ткани почек. Таким образом, полученные ре-
зультаты подтверждают развитие нейровоспаления 
у рыб Danio rerio в ответ на травму спинного моз-
га, кроме того, имеет место компартментализация 
воспаления с вовлечением печени, почек, сердца. 
Интересно, что мы не зафиксировали изменение 
уровня экспрессии гена mpx в тканях мозга. Акти-
вация продукции лизосомального фермента ми-
елопероксидазы указывала бы, скорее всего, на 
присутствие PAMP, то есть инфекционных агентов 
[28, 41, 42]. В нашем случае имело место стериль-
ное воспаление, инициированное хирургическим 
повреждением тканей.

В  ответ на повреждение ЦНС помимо микро-
глии активируются астроциты, которые также 
участвуют в  развитии нейровоспаления. Астро-
циты составляют 19–40% глиальных клеток [43] 
и в норме обеспечивают формирование синапсов, 
аксональную передачу, миелинезацию, участвуют 
в  регуляции проницаемости гематоэнцефаличе-
ского барьера [5, 31, 44]. Подобно клеткам микро-
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глии астроциты могут иметь как провоспалитель-
ный, так и  противовоспалительный фенотип [2, 
33]. Астроциты секретируют провоспалительные 
факторы такие как IL‑1β, TNF‑α, активные фор-
мы кислорода, оксид азота, что усиливает процес-
сы нейровоспаления [2, 5, 33]. Противовоспали-
тельные цитокины, такие как IL‑4, IL‑13 и  IL‑10 
способствуют индукции альтернативной, или ней-
ропротективной активации астроцитов. Альтерна-
тивно-активированные астроциты также высво-
бождают IL‑4, IL‑10 и TGF‑β, нейротрофический 
фактор мозга, которые оказывают противовоспа-
лительное действие при повреждении головного 
или спинного мозга [2, 33].

Таким образом, процесс реализации иммунно-
го ответа при повреждении центральной нервной 
системы, а также его генерализация, являются ре-
гулируемым. Ключевую роль в нем играют М1 или 
М2 клетки микроглии. Вместе с тем, поляризация 
в том или ином направлении регулируется цитоки-
нами про- или противовоспалительного спектра. 
В последнее время активно изучается роль внекле-
точных везикул в процессах регуляции клеточной 
дифференцировки, пролиферации, функциональ-
ной активности и т. д. При этом наиболее важными 
факторами эффективности являются их клеточное 
происхождение, переносимый груз нуклеиновых 
кислот, белков, липопротеидов [45–47].

Предполагается, что введение экзогенных ВВ на 
фоне повреждения спинного мозга и развившего-
ся нейровоспаления может внести существенный 
вклад в поляризацию иммунного ответа с возмож-
ным переключением микроглии на М1 или М2 фе-
нотип. Кроме того, при системном введении ве-
зикул можно ожидать их эффекты в  отдаленных 
органах и тканях. В наших экспериментах интраце-
ломическое введение рыбам Danio rerio с  травмой 
спинного мозга ВВ, секретируемых как неакти-
вированными (EVs_NA), так и  активированными 
макрофагоподобными клетками ТНР‑1 (EVs_PMA 
и EVs_TNF), не приводило к достоверному изме-
нению профиля экспрессии исследуемых генов 
про- и  противовоспалительных цитокинов. Вме-
сте с тем, были отмечены тренды, которые могли 
бы быть продемонстрированы при более подроб-
ном изучении дозозависимых эффектов вводимых 
внеклеточных везикул. Наиболее “перспективны-
ми” в этом отношении можно считать внеклеточ-
ные везикулы, полученные при стимуляции клеток 
THP‑1 фактором некроза опухолей.

Полученные результаты позволяют также пред-
положить, что ВВ, секретируемые моноцитопо-
добными клетками под воздействием TNF, могут 
нести в своем составе маркеры активации сигналь-
ных путей, влияющих на процессы, протекающие 
не только в микроглии, но и астроцитах, которые 
также участвуют в развитии нейровоспаления. ВВ 

могут оказывать влияние на различные сигналь-
ные пути, в частности src-киназу, ERK1/2 киназу, 
эндотелиальную NO‑синтазу (eNOS), сборку NL-
RP‑инфламмасомы и т. д. Эти пути связаны с ад-
гезией, миграцией, пролиферацией, продукцией 
цитокинов клетками [48, 49].

В  своем исследовании Chaudhuri и  соавт. [50] 
показали, что внеклеточные везикулы, секретиро-
ванные астроцитами в зависимости от вида стиму-
ла (АТФ, IL‑1β и TNF‑α) несли в себе различные 
грузы микроРНК и  оказывали противоположные 
эффекты на нейроны гиппокампа. ВВ, секретиру-
емые при обработке астроцитов АТФ, содержали 
в своем составе let‑7f, miR‑100, miR‑23а, miR‑145 
и  способствовали увеличению длины аксонов, 
дендритов и  формированию нервных узлов. В  то 
время как ВВ, секретированные астроцитами при 
стимуляции IL‑1β и  TNF‑α, оказывали обратные 
эффекты на длину аксонов и  дендритов, а  также 
количество нервных узлов. ВВ, полученные от воз-
действия IL‑1β, несли в  себе let‑7a, let‑7c, let‑7d, 
let‑7f, miR‑16, miR‑214, miR‑100, miR‑125a‑5p, 
miR‑125b‑5p и  miR‑24, а  ВВ, секретированные 
при воздействии TNFα, содержали miR‑27b, 
miR‑145, miR‑107, miR‑628, miR‑544, miR‑598–5p, 
miR‑16, miR‑1224, miR‑214, miR‑199a‑3p, miR‑501, 
miR‑125b‑5p, miR‑24, miR‑532-5p и miR‑208a [50]. 
В исследовании in vivo на мышиной модели было 
показано, что экзосомы микроглиального про-
исхождения содержали повышенный уровень 
microRNA‑124-3p и  способствовали поляризации 
макрофагов в М2 фенотип, что значительно снижа-
ло воспалительную реакцию при черепно-мозговой 
травме. Ингибирующий эффект microRNA‑124-3p 
на воспаление нейронов происходил путем пода-
вления активности передачи сигналов через mTOR 
(the mammalian target of rapamycin) за счет сниже-
ния экспрессии гена PDE4B. Кроме того, повы-
шенное содержание microRNA‑124-3p в экзосомах 
способствовало восстановлению поврежденных 
нейронов [51].

Очевидно, что молекулярный состав внеклеточ-
ных везикул влияет как на их биодоступность, так 
и  на вызываемые эффекты. Экспрессируемые на 
поверхности ВВ молекулы межклеточной адгезии, 
интегрины, тетраспанины и  т.  д. влияют на рас-
пространение и миграцию, опосредуя связывание 
частиц с  дифференциально экспрессируемыми 
лигандами на разных типах клеток в разных орга-
нах [52, 53]. Например, ВВ, несущие тетраспанин 
Tspan8 и интегрин ITG β4, преимущественно свя-
зываются тканями селезенки, легких и почек [54]; 
ВВ, экспрессирующие ITG α5β1 и αVβ3 и взаимо-
действующие с  фибронектином, демонстрируют 
преимущественную нацеленность на печень [55]; 
ВВ, несущие ITG β3,  – на мозг [56]. В  процессе 
циркуляции эти молекулы адгезии с  различной 
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степенью специфичности связываются с  такими 
целевыми клетками в органах как эндотелиоциты, 
эпителиоциты, фагоциты [57, 58]. Вероятно, реги-
стрируемые нами различные эффекты, или отсут-
ствие таковых, в отдаленных органах при введении 
ВВ от активированных по-разному клеток, связа-
но с различием в экспрессии именно молекул ад-
гезии и тетраспанинов. В частности, уровень CD54 
(ICAM‑1) во ВВ в группе EVs_TNF был выше, чем 
во фракции везикул EVs_PMA [22, 23].

При реализации иммунного ответа внеклеточ-
ные везикулы участвуют в обеспечении взаимодей-
ствия разных звеньев иммунной системы, а имен-
но врожденной и  адаптивной. Для активации 
наивной Т‑клетки необходима презентация анти-
гена антигенпрезентирующей клеткой (АПК) в со-
ставе главного комплекса гистосовместимости. ВВ 
могут брать на себя эту функцию, когда АПК на-
прямую не взаимодействует с Т‑клеткой [59]. Так 
же, как и с клетками, для обеспечения контакта на 
ВВ потребуется ко-экспрессия ICAM‑1 и  рецеп-
торов B7–1 (CD80)/ B7–2 (CD86) [60, 61]. Таким 
образом, экспрессия костимуляторных и адгезион-
ных молекул на поверхности ВВ, продуцируемых 
моноцитоподобными клетками, может быть кри-
тичной для реализации их функций.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  настоящем исследовании на рыбах Danio re-

rio мы продемонстрировали возможность посред-
ством внеклеточных везикул, продуцированных 
активированными моноцитоподобными клет-
ками, влиять на поляризацию иммунного ответа 
после смоделированной травмы спинного мозга, 
в частности на изменение уровня экспрессии про-
воспалительных и  противовоспалительных генов 
в тканях мозга, сердца, печени и почки.
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The immune response to spinal cord injury is realized by local and systemic inflammation, followed by repair 
and restoration of the function of damaged organs. The opportunity to control pro-inflammatory activity and 
stimulate regenerative processes is an important aspect of the research. Extracellular vesicles (EVs) secreted by 
activated monocyte-like cells may be a useful tool to drive the polarization of the immune response towards M1 
or M2. The aim of the study was to investigate the systemic effects of extracellular vesicles, produced by activated 
monocyte-like cells of the THP‑1 line, after spinal cord injury in zebrafish. It was shown that intracoelomic 
administration to Danio rerio fish with spinal cord injury of EVs secreted by THP‑1 cells, activated by the tumor 
necrosis factor (TNF), led to a proinflammatory effect, manifested by an increase in the expression of il‑6 and 
tnf-α genes in the brain tissue, and to a less pronounced change in activity in the tissues of the heart, liver and 
kidney. In the same time, EVs, secreted by unactivated THP‑1 cells as well as activated by the phorbol‑12- myri-
state‑13-acetate (PMA), did not show any activity. Thus, it was demonstrated that extracellular vesicles secreted 
by activated monocyte-like cells have the potential to influence on the polarization of the immune response after 
simulated spinal cord injury in zebrafish.

Key words: Danio rerio, zebrafish, spinal cord injury, Extracellular vesicles, THP‑1 cells, gene expression, system-
ic inflammation
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Данная работа является продолжением ряда работ по исследованию влияния условий социального 
взаимодействия (соревнования или сотрудничества) на мозговые корреляты вербальной творческой 
деятельности. В работе рассматривается модель сотрудничества, в которой участникам ставилась зада-
ча вместе, хотя и не совещаясь, придумать как можно больше ответов в творческом и нетворческом за-
даниях. Испытуемые (4 мужчин, 26 женщин) выполняли два типа заданий индивидуально и в условиях 
сотрудничества в парах (мужчина-мужчина, женщина-женщина): творческое – придумать необычное 
использование повседневного предмета, и  нетворческое  – перечислить предметы из предложенных 
категорий. Сравнивали вызванные потенциалы (ВП) в каждом из заданий между условиями сотрудни-
чества и индивидуального выполнения. Условия сотрудничества приводили к уменьшению амплитуды 
компонента P200 на временном интервале 148–272 мс от начала предъявления стимула как при твор-
ческой, так и при нетворческой деятельности, свидетельствуя о снижении внимания к стимулу в усло-
виях социального взаимодействия. При выполнении творческого задания наблюдается бо`льшая ам-
плитуда позднего позитивного компонента на интервале 662–1240 мс – в задневисочных и затылочных 
отведениях, что может отражать активацию височно-теменного соединения, вовлеченного в процессы 
“понимания другого”.

Ключевые слова: ЭЭГ, вызванные потенциалы (ВП), вербальная творческая деятельность, сотрудниче-
ство, социальные взаимодействия, тест альтернативного использования, P200
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ВВЕДЕНИЕ
Социальное взаимодействие существенным образом 

влияет на нейрофизиологические механизмы той или 
иной деятельности. Мозговая активность при выпол-
нении заданий в условиях взаимодействия с реальным 
партнером отличается от взаимодействия с  компью-
терной программой [1, 2] или, как нами было показано 
раннее, от выполнения заданий индивидуально [3]. Да-
же при восприятии записи речи, если испытуемый ду-
мает, что это живая речь невидимого социального пар-
тнера  – наблюдается активация индивидуальных зон 
сети ментализации (mentalizing) для понимания состо-
яния другого человека, отсутствующая, если участник 
знал, что прослушивает запись речи [4]. Исследования 
с использованием подходов гиперсканнинга (то есть од-
новременной синхронной регистрации показателей ак-
тивности мозга у двух и более участников социального 
взаимодействия) демонстрируют, что условия совмест-
ной деятельности модулируют активность дорсомеди-
альной префронтальной коры (dorsomedial prefrontal 

cortex), височно-теменного соединения (temporoparietal 
junction) и  передней поясной коры (anterior cingulate 
cortex) при участии в экономических играх [5]. Творче-
ская деятельность в условиях совместного выполнения 
(прежде всего, музыкальное творчество) характеризует-
ся увеличением индивидуальной синхронизации и меж-
субъектной синхронизации между участниками в  низ-
кочастотных диапазонах (дельта, тета и низкочастотный 
альфа-диапазоны ЭЭГ) в лобных и центральных обла-
стях [6] и увеличением десинхронизации (оцениваемой 
для участников отдельно) в  альфа-диапазоне ЭЭГ [7]. 
При совместной игре на музыкальных инструментах, 
как модели сотрудничества в  творческой деятельно-
сти – наблюдается увеличение межсубъектной синхро-
низации ЭЭГ [см. для обзора 8].

Вербальная творческая деятельность (придумыва-
ние необычного использования) в  условиях сотрудни-
чества приводит к увеличению индекса межсубъектной 
синхронизации активности правой дорсолатеральной 
префронтальной коры и  правого височно-теменного 
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соединения по данным спектроскопии в  ближней ин-
фракрасной области [9]. В условиях соревнования такой 
паттерн межсубъектной синхронизации не наблюдался 
[9]. Условие сотрудничества приводило к  увеличению 
беглости и оригинальности идей по сравнению с усло-
вием соревнования. В  нашем предыдущем исследова-
нии было показано, что условие соревнования значимо 
уменьшает количество ответов в творческом и нетвор-
ческом заданиях и  приводит к  уменьшению амплитуд 
как перцептивных, так и  семантических компонентов 
вызванных потенциалов (ВП) [3]. Целью данной рабо-
ты была оценка влияния условий сотрудничества на ам-
плитуды вызванных потенциалов при вербальной твор-
ческой и нетворческой деятельности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Участники. В  исследовании одновременной дея-

тельности приняли участие 15 пар испытуемых (мужчи-
на-мужчина, женщина-женщина) 18–22 лет (4 мужчин, 
26 женщин), студенты вузов естественно-научного и гу-
манитарного профиля. Участники на момент проведе-
ния исследования были здоровы, без неврологических 
нарушений и  соматических заболеваний, не проходи-
ли медикаментозную терапию. Участие в исследовании 
было добровольным, участники давали информирован-
ное согласие после ознакомления с процедурой и целя-
ми исследования.

Задания, процедура исследования. Исследование про-
водилось в  тихом, освещенном помещении. Испыту-
емые располагались в  креслах на равном расстоянии 
(1.5 м)  от монитора компьютера, на котором предъ-
являлись стимулы. Предъявление стимулов осущест-
влялось в программе PsyTask, в центре экрана черным 
шрифтом (Times New Roman, 48 кегль) на белом фоне, 
все буквы строчные. Участники выполняли два типа 
заданий: творческое задание  – придумать как можно 
больше способов необычного использования обычно-
го предмета (тест альтернативного использования [10]) 
и  нетворческое  – перечислить объекты из предложен-
ной категории. В творческой задаче испытуемым пред-
лагались повседневные предметы, например: газета, 
скрепка, гвоздь и др., в контрольном задании – назва-
ния широко распространенных категорий: мебель, по-
суда, транспорт и  т.  п. Задания выполнялись в  пара-
дигме вызванных потенциалов и  были организованы 
в  короткие блоки. В  каждом блоке проб испытуемому 
предъявлялось около 10 одинаковых стимулов с одина-
ковой инструкцией (один и тот же предмет или название 
категории). В каждой пробе через 300 мс от начала про-
бы предъявлялся стимул: слово, обозначающее предмет 
или категорию (длительность предъявления 400 мс). 
Стимул сменялся точкой в центре экрана для фиксации 
взгляда (длительность предъявления 4400 мс). В  этот 
период времени испытуемые должны были придумать 
ответ, мысленно “проговорить” его и нажать на кноп-
ку мыши. На 5100-й мс предъявлялся знак вопроса (“?”) 

с экспозицией 100 мс, после которого испытуемые озву-
чивали ответ. В случае отсутствия ответа – испытуемые 
на кнопку мыши не нажимали и после знака вопроса го-
ворили слово “нет”. Длительность межпробного интер-
вала была рандомизирована от 2500 до 3000 мс. Блоки 
творческого и контрольного заданий чередовались меж-
ду собой. Всего предъявлялось более 100 проб в “твор-
ческих” и “контрольных” блоках. В творческом задании 
перед испытуемыми ставилась инструкция “быть ори-
гинальным” – т. е. придумывать наиболее интересные 
и необычные способы использования объектов.

Задания выполнялись в двух условиях – в условиях 
совместной деятельности и  индивидуально. Порядок 
индивидуального или совместного выполнения был 
рандомизирован между парами участников – 8 пар ис-
пытуемых начинали выполнять задания совместно, а за-
тем – каждый участник выполнял такое же задание, но 
с другими стимулами индивидуально, 7 пар участников 
выполняли задание сначала индивидуально, а потом – 
совместно. Совместная деятельность выполнялась 
в  условиях сотрудничества. Участникам показывалась 
гистограмма с количеством ответов других пар и сооб-
щалось, что их задача  – вдвоем придумать как можно 
больше идей использования предметов (или перечис-
лить как можно больше объектов из категорий) – так, 
чтобы превысить количество ответов, данных другими 
парами. Никакого поощрения за “победу” участникам 
пары не обещалось.

После исследования испытуемые оценивали субъ-
ективную сложность заданий (по  10-балльной шкале: 
1 – минимум, 10 – максимум), силу и знак эмоций, воз-
никавших во время выполнения задания (от -10 до 10), 
а также оценивали “степень сотрудничества” партнера 
в паре (по 10-балльной шкале).

Регистрация ЭЭГ (ВП). Регистрацию ЭЭГ при вы-
полнении задания проводили с использованием 32-х ка-
нального электроэнцефалографа “Мицар” (ООО “Ми-
цар”, С.‑ Петербург) при помощи программного пакета 
WinEEG (Пономарев В.А., Кропотов Ю.Д., № государ-
ственной регистрации 2001610516 от 08.05.2001) моно-
полярно, от 15 хлорсеребряных электродов, располо-
женных на голове испытуемых по модифицированной 
системе 10–20 (Fpz, F7, F3, Fz, F4, F8, C3, C4, T5, P3, Pz, 
P4, T6, O1, O2), в полосе пропускания от 0.53–150 Гц, ре-
жекторный фильтр 50 Гц, с частотой оцифровки сигна-
ла 500 Гц. Объединенный ушной электрод располагался 
на мочках обоих ушей, заземляющий электрод – в пе-
редне-центральном отведении на поверхности головы. 
Сопротивление электродов не превышало 5 кОМ.

Предобработка ЭЭГ и расчет ВП. В записях ЭЭГ кор-
ректировались артефакты горизонтальных и вертикаль-
ных движений глаз методом пространственной филь-
трации путем обнуления соответствующих независимых 
компонентов ЭЭГ [11–13]. Далее автоматически из ЭЭГ 
исключались фрагменты, содержащие волны с  ампли-
тудой больше 100 мкВ и фрагменты ЭЭГ, содержащие 
медленные волны (0–2 Гц с амплитудой выше 50 мкВ) 
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и быстрые волны (25–35 Гц с амплитудой выше 35 мкВ). 
После автоматического исключения артефактов прово-
дили визуальный анализ его качества. Расчет вызван-
ных потенциалов проводился только на безартефактных 
пробах, в  которых испытуемые нашли ответ и  нажали 
на кнопку. ВП рассчитывались в интервале от 300 мс до 
предъявления стимула и 2000 мс после. Усреднение ВП 
проводилось для каждого испытуемого, каждого элект-
рода и каждого типа проб (творческое, контрольное за-
дания) отдельно.

Статистический анализ. Сравнивали амплитуды 
усредненных ВП между условиями индивидуального 
и  совместного выполнения заданий с  использовани-
ем дисперсионного анализа для повторных измерений 
(RM-ANOVA) для факторов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕ-
НИЯ (совместно/индивидуально) и ЗОНА (15 отведений 
ЭЭГ) и их взаимодействий в творческом и контрольном 
задании отдельно для всех отведений и  в  областях ин-
тереса с  учетом поправки Гринхауза-Гейсера [14]. Как 
области интереса выделены лобные зоны: электроды 
F7, F3, Fz, F4, F8, и  задневисочные-затылочные зоны: 
электроды T5, T6, O1, O2, чьи проекции соотносят-
ся с  областями дорсомедиальной префронтальной ко-
ры и височно-теменного соединения, играющими роль 
в социальных взаимодействиях [21–24]. Апостериорный 
анализ проводился с использованием LSD критерия Фи-
шера. Интервалы и топографии различий определялись 
по полумаксимуму разностной волны между ВП в усло-
виях соревнования и индивидуального выполнения.

Поведенческие данные между состояниями срав-
нивались при помощи непараметрического критерия 
Вилкоксона, для всех поведенческих данных и резуль-
татов субъективных оценок приводятся значения меди-
ан и нижнего-верхнего квартилей распределения. Ста-
тистический анализ проводился в программном пакете 
Statistaca 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поведенческие результаты выполнения 
творческого и нетворческого заданий 

в условиях сотрудничества и индивидуального 
выполнения

Поведенческие данные при выполнении творческо-
го и  контрольного заданий в  условиях сотрудничества 
и  индивидуальном выполнении заданий приведены 
в таблице 1.

Количество ответов было значимо меньше при 
творческой деятельности в сравнении с нетворческой, 
как в условиях индивидуального выполнения (Z = 4.7, 
p < 0.001), так и  в  условиях сотрудничества (Z = 4.7, 
p < 0.001). При этом, количество ответов в  услови-
ях совместной деятельности было значимо меньше, 
чем при индивидуальном выполнении, как в  творче-
ском (Z = 4.6, p < 0.001), так и в нетворческом (Z = 4.7, 
p < 0.001) заданиях.

Таблица 1. Поведенческие результаты выполнения за-
даний индивидуально и в условиях сотрудничества (Me, 
25–75Q).
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Творческое задание

Время ответа (мс) 1992 
(1518–2305)

1952 
(1661–2504)

Кол-во ответов (%) 59 (43–72) 39 (27–51)
Субъективная сложность  
(от 1 до 10) 6 (4–8) 5.5 (4–7)

Субъективная оценка 
эмоций (от -10 до 10) 4 (0–6) 4 (1–6)

Нетворческое задание

Время ответа (мс) 1691 
(1221–1901)

1829 
(1482–2032)

Кол-во ответов (%) 87 (76–93) 60 (55–75)
Субъективная сложность  
(от 1 до 10) 2.5 (2–4) 3 (1–5)

Субъективная оценка 
эмоций (от -10 до 10) 5 (2–6) 5 (3–7)

Время ответа в  творческом задании было значимо 
больше, чем в  нетворческом  – и  при индивидуальной 
деятельности (Z = 3.8, p < 0.001), и  в  условиях сотруд-
ничества (Z = 3.6, p < 0.001). При этом время ответа как 
в творческом, так и в нетворческом заданиях не отлича-
лось между условиями индивидуального и совместного 
выполнения.

Творческое задание было значимо сложнее, чем нет-
ворческое – как в условиях индивидуального выполне-
ния (Z = 4.3, p < 0.001), так и в условиях сотрудничества 
(Z = 3.7, p < 0.001). Эмоции были более положительными 
при нетворческой деятельности индивидуально (Z = 2.3, 
p < 0.02) и  в  условиях сотрудничества (Z = 2.5, p < 0.02). 
Не выявлено различий субъективной сложности и само-
оценки возникающих эмоций при выполнении и твор-
ческого и нетворческого заданий между условиями со-
трудничества и индивидуального выполнения.

Различия амплитуд ВП при выполнении 
творческого и нетворческого заданий 

в условиях сотрудничества и индивидуального 
выполнения

При выполнении творческого задания в  услови-
ях сотрудничества по сравнению с  индивидуальным 
выполнением выявлена меньшая амплитуда компо-
нента вызванных потенциалов P200 в  лобных и  цен-
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тральных областях на интервале 148–272 мс после 
начала предъявления стимула. Взаимодействие факто-
ров ЗОНА × УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(14, 812) = 5.8, 
e(G-G) = 0.17, p < 0.002. Зоны различий, согласно апо-
стериорному анализу: F3, Fz, F4, C3, C4, Pz.  Поми-
мо этого выполнение творческого задания в  условиях 
сотрудничества характеризуется большей амплитудой 
волны вызванного потенциала в  позднем временном 
интервале 662–1240 мс в  области интереса  – задне-

височных и затылочных областях билатерально (T5, T6, 
O1, O2), эффект фактора УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: 
F(1, 58) = 4.2, p < 0.05 (рис. 1).

Выполнение нетворческого задания в  условиях со-
трудничества по сравнению с индивидуальным выпол-
нением характеризовалось уменьшением амплитуды 
компонента вызванных потенциалов P200 в  лобных 
и центральных областях на интервале 148–272 мс после 
начала предъявления стимула. Взаимодействие факто-

Рис. 1. Вызванные потенциалы при выполнении творческого задания в условиях сотрудничества в паре (черная линия) 
и индивидуально (серая линия). Обозначения: Fpz-O2 – расположение электродов. Для каждого электрода по оси x – вре-
мя после предъявления первого стимула (мс); по оси y – амплитуда ВП (мкВ). Вертикальные пунктирные линии обозна-
чают начало и конец предъявления стимула (длительность стимула 400 мс). Положительная полярность (плюс) – вверху. 
Звездочками отмечены электроды и компоненты ВП, амплитуда которых значимо различалась между условиями. Топо-
граммы представляют распределение амплитуд в обозначенный момент времени внутри интервалов различий.
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ров ЗОНАх УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(14, 812) = 4.3, 
e(G-G) = 0.16, p < 0.02. Зоны различий, согласно апосте-
риорному анализу: F3, Fz, F4, C3, C4 (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Выполнение заданий в условиях социального взаи-

модействия приводило к  значимому уменьшению ко-

личества ответов: в творческом задании с 59% до 39%, 
в  нетворческом задании  – с  87% до 60% в  среднем по 
группе. Можно заключить, что поставленные условия 
сотрудничества не увеличили продуктивность деятель-
ности в паре участников и самым очевидным здесь бу-
дет ситуация, когда испытуемые слышали ответы друг 
друга и не могли предложить такое же решение в усло-
виях поставленной инструкции “совместно предложить 

Рис. 2. Вызванные потенциалы при выполнении нетворческого задания в условиях сотрудничества в паре (черная ли-
ния) и индивидуально (серая линия). Обозначения: Fpz-O2 – расположение электродов. Для каждого электрода по оси 
x – время после предъявления первого стимула (мс); по оси y – амплитуда ВП (мкВ). Вертикальные пунктирные линии 
обозначают начало и конец предъявления стимула (длительность стимула 400 мс). Положительная полярность (плюс) – 
вверху. Звездочками отмечены электроды и компоненты ВП, амплитуда которых значимо различалась между условиями. 
Топограмма представляет распределение амплитуд в обозначенный момент времени внутри интервалов различий.
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как можно больше решений”. При этом, время ответа 
не отличалось в условиях сотрудничества от индивиду-
ального выполнения, что может свидетельствовать об 
отсутствии смены стратегии при придумывании отве-
та в  условиях совместной деятельности: испытуемые, 
по-видимому, обозначали наличие ответа сразу, как 
он был найден  – как при работе индивидуально, так 
и  в  паре. Различий сложности и  субъективной оценке 
эмоций при выполнении заданий в условиях сотрудни-
чества по сравнению с  индивидуальным выполнением 
не наблюдалось. При этом, необходимо отметить совпа-
дение субъективной и  объективной оценок сложности 
заданий: объективно в творческом задании наблюдает-
ся большее время ответа и меньшее количество ответов, 
по сравнению с нетворческим и субъективно участни-
ки оценивали это задание, как более трудное для вы-
полнения (табл. 1). Творческая деятельность часто оце-
нивается, как более сложная [15]: в  исследовании [16] 
семантическая дистанция между найденными аналоги-
ями коррелировала с субъективной трудностью задания; 
в исследовании [17] у более творческих участников при 
дивергентном мышлении (выполнении теста альтерна-
тивного использования) наблюдается большая актива-
ция симпатической системы, как показателя больших 
усилий по данным реокардиографии. Тем не менее, 
ранее было показано, что нейрофизиологические кор-
реляты творческой деятельности сходны при сравне-
нии как с  более “легким” контрольным заданием, так 
и  со сбалансированным по сложности контрольным 
нетворческим заданием [15], что позволяет сравнивать 
творческое и контрольное задания вне зависимости от 
их субъективной сложности. В  данном исследовании 
мы сравниваем ВП отдельно при творческой и нетвор-
ческой деятельности, в условиях сотрудничества и ин-
дивидуального выполнения, которые не отличались 
между собой по уровню субъективной сложности зада-
ний. По одному из объективно оцениваемых показате-
лей сложности задания – количеству ответов – условия 
сотрудничества усложняли деятельность, однако дру-
гой показатель объективной сложности заданий – вре-
мя нахождения ответа – в условиях сотрудничества не 
изменялся, также, как и субъективные оценки сложно-
сти задания. Поэтому рассматриваемые далее различия 
вызванных потенциалов мы соотносим именно с моду-
лирующим влиянием фактора социальных взаимодей-
ствий в условиях сотрудничества, нежели с общим по-
казателем сложности задания.

Уровень кооперативности поведения партнера при 
выполнении творческого задания в паре была оценена 
на 6 (5–8) баллов из 10, при выполнении нетворческого 
задания – на 7 (5–8) баллов из 10, оцененный уровень 
собственного кооперативного поведения не отличался 
от уровня кооперативного поведения партнера: 6 (4–8) 
в творческом задании и 7 (5–8) – в нетворческом зада-
нии. Можно заключить, что участники, в целом, были 
настроены на просоциальное поведение в заданных ус-
ловиях сотрудничества.

При сравнении ВП во время выполнения творче-
ского и  нетворческого заданий в  условиях сотрудни-
чества и индивидуального выполнения – наблюдается 
уменьшение амплитуды компонента P200 (148–172 мс 
после начала предъявления стимула)  – как в  творче-
ском, так и в нетворческом задании. Такой же эффект 
уменьшения амплитуд перцептивных компонентов ВП 
наблюдался и при выполнении заданий в условиях со-
ревнования [3], в исследовании, проведенном в такой 
же парадигме, но с  заданными условиями соревнова-
ния. Амплитуда компонента P200 связана с механизма-
ми внимания и может коррелировать с лучшим выпол-
нением когнитивного задания. Например, амплитуда 
P200 при предъявлении второго стимула в паре отрица-
тельно коррелирует с количеством ложно-положитель-
ных ошибок в тесте отсроченного узнавания пятизнач-
ных чисел [18]. Так, включение новых слов из второго 
(неродного) языка в  мультимодальное представление 
приводило к  последующему (при тестировании через 
неделю) увеличению амплитуды P200 при их предъяв-
лении в задачах определения корректности фраз и со-
провождалось лучшим выполнением задания оценки 
корректности утверждения, включающего это слово 
[19]. Амплитуда компонента P200 выше при восприятии 
новых метафор по сравнению с общеупотребительны-
ми метафорами, что авторами связывается с большим 
вовлечением внимания при восприятии менее знако-
мых фраз [20]. В нашем исследовании, меньшая ампли-
туда компонента P200 в условиях социального взаимо-
действия, по-видимому, связана с перераспределением 
ресурсов внимания от выполнения задачи к  оценке 
прошлых ответов партнера и  восприятию невербаль-
ных сигналов его поведения, например, ожидание на-
жатия на кнопку партнером. В творческом задании по-
мимо меньшей амплитуды компонента P200 в условиях 
сотрудничества, характерной и для творческого, и для 
нетворческого заданий, наблюдались большие значе-
ния амплитуд в  позднем временном интервале 662–
1240 мс в задневисочных и затылочных отведениях (T5, 
T6, O1, O2). Данные зоны различий могут соотноситься 
с активностью височно-теменного соединения (tempo-
ro-parietal junction), одной из зон, относящихся наряду 
с  медиальной префронтальной корой к  сети ментали-
зации, т. е. понимания состояний и намерений друго-
го [21–23]. Височно-теменное соединение (особенно 
правого полушария) участвует в различных процессах, 
включая мультисенсорную интеграцию, социальное 
познание, чувство субъектности и направленное к сти-
мулам внимание [24]. Мы предполагаем, что бо`льшая 
амплитуда вызванных потенциалов в этих областях при 
выполнении творческого задания в условиях сотрудни-
чества связана с прогнозированием поведения и отве-
тов партнера. В исследовании [25] увеличение мощно-
сти ЭЭГ в бета-диапазоне в правой височно-теменной 
области коррелировало со способностью участни-
ков прогнозировать предпочтения другого человека 
в фильмах.
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Бо`льшее влияние условий социального взаимодей-
ствия на мозговые корреляты творческой деятельно-
сти (при сопоставлении с  нетворческой) наблюдалось 
и  в  исследовании условий соревнования, проведен-
ного нами ранее [3]. В  целом, условия соревнования 
в  большей степени влияли на вызванные потенциалы 
при творческой и  контрольной деятельности, отража-
ясь в уменьшении амплитуд (в абсолютных значениях) 
как компонентов, связанных с вниманием (P1, P2), так 
и  поздних компонентов, связанных с  семантической 
обработкой стимулов (N400, P600). Тогда как в услови-
ях сотрудничества только амплитуда компонента P200 
и поздних волн (в творческом задании) модулировалась 
социальными взаимодействиями. При сопоставлении 
результатов наших исследований можно предположить, 
что условия соревнования в  большей степени влияют 
на перестройку мозговых механизмов когнитивной де-
ятельности, чем условия сотрудничества. Это, отчасти, 
соотноситься с данными о большей активации ряда об-
ластей мозга при соперничестве в сравнении с сотрудни-
чеством при социальном взаимодействии. В исследова-
нии [26] при решении “дилеммы заключенного” общая 
синхронизация активности мозга была выше в условиях 
соревнования, чем при сотрудничестве. В исследовании 
[27] при соревновании наблюдалась бо`льшая мощность 
в  бета-диапазоне ЭЭГ, чем при сотрудничестве в  игре 
“ястребы и голуби”. Одним из факторов, который мо-
жет быть рассмотрен в дальнейшем в контексте влияния 
условий социальных взаимодействий на нейрофизио-
логические показатели при совместной творческой дея-
тельности – это пол участников. В данном исследовании 
группа участников состояла, в  основном, из женщин, 
и  на эффективность их деятельности могли повлиять 
гормональные факторы. Как было показано в исследо-
вании [28], эффективность когнитивной и  творческой 
деятельности, а  также уровень психоэмоционального 
напряжения у женщин зависит от фазы менструального 
цикла. Можно предположить и различия в просоциаль-
ном поведении в зависимости от гормонального стату-
са, так как эмоциональная регуляция у женщин также 
связана с фазами цикла [28–31]. В наших исследованиях 
мы сравниваем между собой задания (творческие и кон-
трольные, в  условиях социального взаимодействия 
и индивидуально), проводимые в один день, тем самым 
снижая внутрисубъектную вариабельность поведенче-
ских и нейрофизиологических характеристик между за-
даниями, но межсубъектная вариабельность может быть 
отчасти обусловлена нейрогуморальным состоянием 
участниц.

Таким образом, в  условиях сотрудничества, ори-
ентированного на предложение большего количество 
ответов значимо уменьшается индивидуально данное 
количество ответов при творческой и нетворческой дея-
тельности (в сравнении с одиночным выполнением за-
дания), но не изменяются субъективные характеристики 
деятельности (ее сложность и эмоциональная окраска). 
Основное влияние условия сотрудничества оказыва-

ют на компонент ВП, связанный с  вниманием (P200, 
148–272 мс), уменьшая его амплитуду, вне зависимости 
от творческого характера деятельности. Творческая де-
ятельность в  условиях сотрудничества сопровождает-
ся увеличением амплитуды в  позднем временном ин-
тервале 662–1240 мс по сравнению с  индивидуальным 
выполнением в  областях, соотносимых с  активностью 
системы ментализации и понимания субъективного со-
стояния партнера и прогнозирования его действий.
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INFLUENCE OF COOPERATION ON THE EVENT-RELATED POTENTIALS 
IN VERBAL CREATIVE AND NONCREATIVE TASKS PERFORMANCE

Zh. V. Nagornovaa, # and N. V. Shemyakina a, ##

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

# e-mail: nagornova_zh@mail.ru
## e-mail: shemyakina_n@mail.ru

This study examines the effects of social interaction conditions on brain correlates of verbal creativity. A model 
of cooperation is considered in the study in which participants were to work together without conferring and 
create as many answers as possible in creative and non-creative tasks. Subjects (4 males, 26 female) performed 
two types of tasks individually and cooperatively in pairs (male-male, female-female): creative task – to create 
as many as possible unusual use of an everyday object, and non-creative task – to list items from the proposed 
categories. Event-related potentials (ERPs) in each of the tasks were compared between the cooperative and 
individual performance conditions. The cooperative conditions demonstrated decrease in the amplitude of the 
P200 component at a time interval of 148–272 ms from the onset of stimulus presentation for both creative and 
non-creative tasks performance, reflecting reduced attention allocation to the stimulus in the social interaction 
condition. When performing a creative task, a larger amplitude of the late positive component was observed in the 
662–1240 ms interval in the posterior temporal and occipital areas, which may reflect activation of the temporo-
parietal junction involved in the processes of understanding the other. The number of answers (productivity) was 
significantly lower in cooperative conditions compared to individual task performance.

Keywords: EEG, event-related potentials (ERP), verbal creativity, cooperation, social interactions, alternative 
uses test, P200
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ИЗМЕНЕНИЯ В ТАКСОНОМИЧЕСКОМ СОСТАВЕ 
МИКРОБИОМА КИШЕЧНИКА И ИХ СВЯЗЬ С БИОСИНТЕЗОМ 

И МЕТАБОЛИЗМОМ ВИТАМИНОВ ГРУППЫ В 
У ДЕТЕЙ С РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ
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Рассеянный склероз (РС) – хроническое воспалительное аутоиммунное заболевание, характеризую-
щееся прогрессирующей демиелинизацией, приводящей к гибели нейронов центральной нервной си-
стемы. Заболевание обычно манифестирует у людей в возрасте 20–40 лет, но в последние годы наблю-
дается увеличение числа случаев с дебютом в РС детском возрасте. Мы предполагаем, что это может 
быть связано с особенностями состава кишечной микробиоты и ее способностью продуцировать вита-
мины группы В. Цель исследования: выявить изменения состава кишечного микробиома в дебюте рас-
сеянного склероза у детей и взрослых и оценить потенциал кишечного микробиома метаболизировать 
и синтезировать витамины группы В. В исследовании приняли участие 15 детей (9–17 лет), 15 взрос-
лых, у которых РС манифестировал в детском возрасте и 14 взрослых старше 37 лет с длительность РС 
менее 1 года. Состав кишечного микробиома определяли методом секвенирования гена 16S рРНК на 
платформе Illumina с универсальными праймерами на вариабельный участок гена 16S рРНК V3-V4. 
Для прогнозирования наличия путей метаболизма витаминов группы В в кишечном микробиоме при-
меняли алгоритм PICRUST с использованием базы данных эталонных геномов KEGG. Установлено, 
что у детей в дебюте РС происходят специфические изменения микробиома, отличные от изменений 
у взрослых. Эти изменения включают снижение альфа-разнообразия, а также редукцию доминантных 
филумов и увеличение p_Verrucomicrobiota и p_Mycoplasmatota, что сопровождалось уменьшением чис-
ла бактериальных генов, вовлекаемых в пути метаболизма и синтеза витаминов В1, В2, В3, В5 и В12. 
Такие изменения могут быть связаны с ранним проявлением симптомов РС у детей. Полученные ре-
зультаты подчеркивают важность дальнейшего изучения влияния кишечного микробиома и его ме-
таболического потенциала на развитие и прогрессирование РС, особенно в детском возрасте, а также 
могут способствовать разработке современных более эффективных методов лечения и профилактики 
этого демиелинизирующего заболевания.

Ключевые слова: педиатрический рассеянный склероз, кишечная микробиота, кишечный микробиом, 
витамины группы В
DOI: 10.31857/S0044452924010098, EDN: ZFBBNV 

ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС)  – аутоиммунное 

нейродегенеративное заболевание, связанное 
с хроническим воспалением центральной нервной 
системы (ЦНС), приводящим к демиелинизации, 
повреждению аксонов и  гибели нейронов. Забо-
левание манифестирует обычно у молодых людей 
в возрасте 20–35 лет, в 6–10% случаев – в возрасте 

до 18 лет и чаще (2:1) встречается у женщин, чем 
у мужчин [1]. Симптомы и активность заболевания 
могут быть вариабельными. Известно, что суще-
ствует генетическая предрасположенность к забо-
леванию, которая реализуется при действии не-
благоприятных средовых факторов, среди которых 
наиболее значимая ассоциация показана для неко-
торых вирусных инфекций, дефицита витамина D, 
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“западного типа диеты”, ожирения в  подростко-
вом возрасте, стрессов, курения [2–6].

На сегодняшний день для лечения пациентов 
с  различными типами течения РС разработано 
около 16 иммуномодулирующих препаратов, ми-
шенью которых являются Т и  В  клетки, однако 
они лишь замедляют прогрессирование заболе-
вания и  наступление необратимой инвалидно-
сти. Многие препараты “второй линии” могут 
вызывать серьезные нежелательные явления, и их 
применение сопряжено с  оценкой соотношения 
польза / риск [7]. Учитывая, что отмечается тен-
денция к  увеличению числа случаев, когда забо-
левание развивается в  детском и  подростковом 
возрасте (педиатрический РС), изучение причин 
раннего начала заболевания и разработка методов 
щадящей терапии представляется актуальной за-
дачей.

Педиатрический РС (ПРС) определяется как 
РС с  дебютом в  возрасте до 16  лет, в  ряде стран, 
включая Россию – до 18 лет. У 97–99% детей с ПРС 
отмечается ремиттирующий тип течения РС [8]. 
Большинство исследований, посвященных изуче-
нию педиатрического РС являются наблюдатель-
ными [9]. Предполагается, что факторы риска или 
триггеры развития РС ранней (до 18 лет) манифе-
стации заболевания могут иметь особенности [10]. 
Известно, что дефицит витаминов группы В сопро-
вождается развитием неврологических симптомов, 
которые также характерны для рассеянного скле-
роза [11]. Ранее сообщалось о  наличии дефицита 
витаминов группы B у пациентов с РС [12] и было 
показано влияние дефицита витаминов группы B 
на развитие и прогрессирование РС [13]. Эти вита-
мины могут подавлять воспаление и являются мо-
дуляторами ремиелинизации, а также необходимы 
для правильного функционирования циклов мети-
онина и  фолиевой кислоты, продукции моноами-
ноксидазы, процессов метилирования, репликации 
ДНК [14–17]. Однако нет единого мнения о роли 
витаминов группы В  в  патогенезе РС и  большин-
ство исследований рассматривает роль витамина D 
в  разитии обострений и  формирования характера 
течения заболевания.

В настоящее время возобновился интерес к исл-
ледованию возможной связи дефицита витаминов 
группы B с  развитием / прогрессированием РС, 
в частности в связи с ролью кишечной микробио-
ты как продуцента витаминов этой группы.

Исследования последнего десятилетия пока-
зали, что существенную роль в патогенезе многих 
заболеваний ЦНС, в том числе и при РС, играют 
структурно-функциональные нарушения кишеч-
ной микробиоты (дисбиоз) с  возрастанием доли 
родов Bifidobacterium, Akkermansia, Methanobrevi-
bacter, Streptococcus, Acinetobacter и уменьшением – 
Bacteroides, Prevotella, Collinsella, а также Faecalibac-

terium, Roseburia и других бутират-продуцирующих 
бактерий [18].

Кишечная микробиота играет ключевую роль 
в метаболизме питательных веществ и синтезе ме-
таболитов, модулирующих разные аспекты жизне-
деятельности хозяина [19–21]. Важными метабо-
литами, продуцируемыми микробиотой, являются 
витамины (в  том числе, B6, B9, B12), поскольку 
млекопитающие не способны их синтезировать 
и  должны получать из экзогенных источников, 
включая пищевые источники и  микробиоту ки-
шечника [22]. Известно, что бактерии, распростра-
ненные в дистальном отделе кишечника, такие как 
Bacteroides, Bifidobacterium и  Enterococcus, синтези-
руют витамины группы В [23]. Эти бактериальные 
таксоны в  разной степени способны продуциро-
вать витамины группы В [24], поэтому недостаточ-
ная продукция витаминов группы В  измененным 
микробным сообществом в  ЖКТ [25], наряду 
с возрастанием доли бактериальных видов-потре-
бителей витаминов может создавать дефицит этих 
незаменимых микронутриентов. Это определяет 
необходимость понимания относительного вклада 
кишечной микробиоты в общий гомеостаз витами-
нов группы В в организме и последствий, которые 
оказывают изменения состава микробиома при РС 
на статус этих витаминов.

В  недавнем исследовании функциональных 
и  метаболических изменений кишечного микро-
биома в  китайской когорте пациентов с  РС [26], 
наряду с  изменениями путей метаболизма жир-
ных кислот, метаболизма фруктозы и  маннозы, 
биосинтеза убихинона и других терпеноидных со-
единений, метаболизма аскорбата и  альдарата, 
гликолиза / глюконеогенеза, отмечались пути ме-
таболизма витамина B6.

Цель исследования – выявить изменения соста-
ва кишечного микробиома в  дебюте рассеянного 
склероза у детей и взрослых и оценить потенциал 
кишечного микробиома метаболизировать и  син-
тезировать витамины группы В.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Пациенты. В  исследовании приняли участие 

44 пациента с  РС с  дебютом заболевания в  дет-
ском и  взрослом возрасте, а  также 16 здоровых 
добровольцев соответствующего возраста. Все со-
вершеннолетние испытуемые подписали инфор-
мированное добровольное согласие. На участие 
в  исследовании несовершеннолетних детей дали 
согласие их родители. Материал для исследования 
(образцы кала) от детей поступал из ФГБУ “Дет-
ский Научно-клинический центр инфекционных 
болезней” ФМБА России, а материал от взрослых 
пациентов  – из ФГБУ Национальный медицин-
ский исследовательский центр имени В.А.  Алма-
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зова, где пациенты наблюдались или находились 
для уточнения диагноза. Никто из участников ис-
следования не принимал антибиотики или про-
биотики в течение последних трех месяцев.

Группы исследования. Для проведения исследо-
вания были сформированы следующие группы па-
циентов.

В  группу (EOMS_Onset)  – дебют РС в  раннем 
возрасте вошли 15 детей и  подростков в  возрас-
те 6–18  лет с  установленным диагнозом рециди-
вирующе-ремиттирующий рассеянный склероз 
(РР-РС).

Для сравнения были сформированы 2 группы 
взрослых пациентов с  РР-РС. Критериями вклю-
чения в  группу EOMS_DD являлись манифеста-
ция РС в  детском возрасте (6–18  лет) и  длитель-
ность заболевания на момент обследования не 
менее 5  лет; в  группу LOMS_Onset  – манифеста-
ция РС (длительность до 1 года), возраст – не ме-
нее 35 лет. Характеристика групп пациентов пред-
ставлена в табл. 1.

Контрольную группу составили дети и взрослые 
сопоставимого возраста по 8 человек. Показатели 
кишечного микробиома здоровых детей и взрослых 
между собой достоверно не различались, поэтому 
для повышения статистической значимости анализ 
данных разных групп пациентов проводился отно-
сительно объединенной контрольной группы.

Выделение ДНК микроорганизмов. Образцы сту-
ла доставлялись в лабораторию в течение 2-х часов 
после сбора и хранились при –80 °C до проведения 
исследования. Выделение ДНК микроорганизмов 
из образцов фекалий проводили с помощью набо-
ра “ДНК‑сорб-В” (ООО “Некст-Био”, СПб, Рос-
сия) в соответствии с инструкцией производителя. 
Количество ДНК стандартизировали на спектро-
фотометре для дальнейшего определения таксоно-
мического состава методом секвенирования гена 
16S рРНК.

Секвенирование гена 16S рРНК. Для проведения 
метагеномного анализа бактериального сообще-

ства использовали регион V3-V4 гена 16S pРНК. 
Приготовление библиотеки для секвенирования 
проводилось в  соответствии с  протоколом (16S 
Metagenomic Sequencing Library preparation) для 
MiSeq, Illumina. Секвенирование полученной би-
блиотеки проводили, используя набор парных 
прочтений 2 × 250 bp (Rapid Run) с  добавлени-
ем 2% Phix в качестве контроля. Тримминг полу-
ченных ридов проводился при помощи програм-
мы “Trimming  v0.3” с  последующей фильтрацией 
химерных ридов с  помощью алгоритма Uchime* 
(часть программы Userach v7.0). Таксономический 
и  функциональный анализ данных проводился 
с использованием программы Knomics-biota [27].

Определение и характеристика таксономическо-
го состава кишечного микробиома. Для определения 
таксономического состава образцов использовался 
алгоритм uclust_ref [28] и база референсных после-
довательностей участка 16s рРНК Greengenes v. 13.5 
[29], построенная с параметром 97% сходства OTU. 
Для вычисления альфа-разнообразия (микробная 
изменчивость внутри образца) использовались 
две метрики: богатство и  разнообразие таксонов 
оценивалось с  помощью индекса Шеннона [30]; 
обильно- и слабопредставленные виды – с помо-
щью индекса Chao1 [31]. Для оценки бета-разноо-
бразия (микробная изменчивость между образца-
ми) использовали показатель, вычисленный как 
взвешенное расстояние UniFrac между всеми па-
рами образцов с учетом видовой близости [32].

Прогнозирование наличия метаболических путей 
витаминов группы В.  Функциональная аннотация 
и прогнозирование наличия метаболических моду-
лей и путей в образцах проводились с использова-
нием алгоритма PICRUST [33]. Последовательно-
сти OTU из анализируемых образцов и маркерные 
гены из базы данных Киотской энциклопедии ге-
нов и геномов (KEGG) были выровнены на таксо-
номическое дерево [34]. Для вершин дерева с неиз-
вестным содержанием генов их функциональная 
роль определялась на основе данных из ближай-

Таблица 1. Характеристика групп пациентов

Группа
EOMS_Onset EOMS_DD LOMS_Onset

Количество человек (n) 15 15 14
Пол (женщины / мужчины) (%) 86.7 / 13.3 66.7 / 33.3 50 / 50
Возраст (лет) 14.0 ± 0.9 32.7 ± 2.1* 37.1 ± 0.7*
Возраст манифестации РС (лет) 13.9 ± 0.9 15.1 ± 0.6# 36.5 ± 0.8*
EDSS (баллы) 3.2 ± 0.4 4.4 ± 0.5# 2.1 ± 0.3
Длительность заболевания (лет) 0.6 ± 0.05 15.3 ± 1.7*# 0.8 ± 0.07
Использование ПИТРС n (%) 1/15 (6.7) 8/15 (53.3)* 3/14 (21.4)

Примечание. * – отличие от группы EOMS_Onset, p < 0.05; # – отличие от группы LOMS_Onset, p < 0.05.
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шего общего предка в дереве. Суммарный функци-
ональный потенциал образца и  присутствующие 
в  нем бактериальные гены метаболических путей 
определялись как совокупность генов, найденных 
в дереве.

Статистический анализ. Сравнение состава ки-
шечного микробиома на разных таксономических 
уровнях в  группах пациентов и  здоровых добро-
вольцев производилась с применением двусторон-
него теста Манна–Уитни для независимых выбо-
рок с  поправкой Бонферрони на множественные 
сравнения с  применением программных библио-
тек statannot v. 0.2.3. [35] и mathplotlib v.3.7.1. [36] 
на языке программирования Python v. 3.8. [37].

Определение коэффициентов корреляции Пир-
сона для оценки взаимосвязей между различными 
бактериальными филумами и  метаболическими 
путями бактерий производилась также с использо-
ванием библиотек statannot v. 0.2.3. [38] и mathplot-
lib v.3.7.1. [39] на языке программирования Python 
v. 3.8. [37].

Для сравнения долей различных филумов 
в группах пациентов и здоровых добровольцев осу-
ществляли с помощью критерия Хи-квадрат Пир-
сона. Анализ проводили в онлайн-статистическом 
программном обеспечении www.openepi.com [40], 
www.medstatistic.ru [41], а также с помощью языка 
программирования Python [42] v.3.8 и программных 
библиотек для него numpy v. 1.24.2 [40], scipy 1.9.1. 
[41], pandas v. 2.0.0. [42].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изменения структуры кишечного микробиома
Для описания структуры кишечного микробио-

ма используются характеристики альфа- и  бета-
разнообразия, отражающие видовое богатство 
в сообществе и межиндивидуальные различия, со-
ответственно. Сравнение альфа-разнообразия (ин-
дексы Шеннона и Чао 1) кишечного микробиома 
исследуемой выборки выявило более низкие зна-
чения обоих индексов в  группе EOMS_Onset по 
сравнению с  контрольной группой и  с  группой 
EOMS_DD (рис. 1а), а анализ бета-разнообразия – 
показал высокую межиндивидуальную вариабель-
ность, особенно среди пациентов с РС (рис. 1b).

При визуализации PCoA (метод главных ко-
ординат) на основе таксономического состава 
кишечного микробиома не выявлено кластери-
зации точек, относящихся к  разным группам. 
Часть точек, соответствующих пациентам, распо-
ложена в зоне “здоровых”, при этом точки, соот-
ветствующие группе EOMS_Onset, практически 
не перекрываются с этой зоной. Однако ни одна 
из групп пациентов достоверно не отличалась от 
контрольной группы (test statistic 2.073053; p-value 

0.071). Точки, соответствующие здоровым людям, 
располагаются ближе друг к другу, то есть имеют 
большее сходство, чем у пациентов с РС, что под-
тверждается сравнительным анализом, выявив-
шим различие между “здоровыми” и “больными” 
(pseudo-F 4.095213; p-value 0.027; number of permu-
tations 999).

В  кишечном микробиоме здоровых людей не-
зависимо от возраста выявлено 9 бактериальных 
филумов, из которых значимо доминировали два 
филума – Firmicutes (реклассифицированы в Bacil-
lota) и  Bacteroidota, в  меньшем количестве при-
сутствовали Proteobacteria (реклассифицированы 
в Pseudomonadota), Actinobacteria (реклассифициро-
ваны в Actinomycetota), Verrucomicrobiota, остальные 
филумы встречались в единичных образцах с низ-
кой представленностью (рис. 2а). У всех пациентов 
с РС отмечалось сокращение представленности до-
минантных филумов с возрастанием доли минор-
ных филумов, у 25% пациентов с РС в небольших 
количествах выявлялись дополнительные филу-
мы  – Acidobacteriota, Lentisphaerota, Chloroflexota, 
Synergistota в разных сочетаниях.

Статистически значимого сокращения числен-
ности каждого из доминантных филумов по срав-
нению с контрольной группой не наблюдалось ни 
у детей, ни у взрослых с РС, однако сокращалась 
их суммарная доля. Так, в контрольной группе на 
долю этих филумов приходилось 90–97%, а у па-
циентов с РС – существенно сокращалась: в груп-
пе детей с РС у 20% пациентов доля доминантных 
филумов была ниже 50% и почти у 30% – не пре-
вышала 65% (p  = 0.002, χ2=13.277, по сравнению 
с  контрольной группой), в  обеих группах взрос-
лых пациентов с РС у ~70.0% пациентов содержа-
ние этих филумов варьировало от 47.0% до 85.0% 
(рис. 2b).

На фоне уменьшения доли Firmicutes и  Bac-
teroidota в  структуре кишечного микробиома во 
всех группах РС возрастала представленность ми-
норного филума Verrucomicrobiota. В  обеих груп-
пах с  ранней манифестацией РС (EOMS_Onset, 
EOMS_DD) возрастала численность Mycoplas-
matota (ранее Tenericutes), а  у  пациентов группы 
LOMS_Onset  – Methanoplasmatota (ранее Euryar-
chaeota) (рис. 2а). Среди наиболее представленных 
классов в составе кишечного микробиома исследу-
емой выборки встречались Clostridia, Bacilli (p_Fir-
micutes), Bacteroidia (p_Bacteroidota), Verrucomicrobiae 
(p_Verrucomicrobiota) и  Actinomycetes (p_Actinobacte-
ria), но значимые изменения по сравнению с кон-
тролем отмечались только в  относительной доле 
Verrucomicrobiae, которая возрастала во всех груп-
пах РС. Из менее представленных классов также 
во всех группах РС увеличивалась доля Mollicutes 
(p_Mycoplasmatota) и бактерий TМ7–3 (p_“Saccha-
ribacteria”) (рис. 3).



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

118	 АБДУРАСУЛОВА и др.	

На уровне семейств изменения выявлены 
в  численности 7  таксонов. Во всех группах с  РС 
по сравнению с контрольной группой в 2 и более 
раза уменьшались Lachnospiraceae (p_Firmicutes), 
а в группе детей с РС также сокращалась числен-
ность Alcaligenaceae (p_Proteobacteria) (рис. 4).

Относительная представленность остальных 
семейств при РС, напротив, возрастала: Verrucomi-
crobiaceae (p_Verricomicrobiaceae) и  Actinomycetaceae 

(p_Actinobacteria) во всех группах, Enterobacteriaceae 
(p_Proteobacteria)  – в  обеих группах с  ранним на-
чалом РС, неклассифицированные o_Clostridiales 
(p_Firmicutes) – у взрослых с ранним началом РС, 
а  f_Christensenellaceae (p_Firmicutes)  – у  взрослых 
с ранним началом РС и в дебюте РС.

В среднем по группам в составе кишечного ми-
кробиома было выявлено 236 бактериальных ро-
дов, которые встречались с разной частотой в ЖКТ 
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Рис. 1. Альфа- (а), (b) и бета-разнообразие (c) кишечного микробиома исследуемой выборки. (а) и (b) – Альфа-разнообра-
зие оценивалось по индексу Chao1 (а), измеряющему богатство (число видов) и индексу разнообразия Шеннона (b) (отно-
сительное обилие различных видов). Данные представлены как медиана и 95% доверительный интервал. Различия между 
группами оценивались для каждого индекса разнообразия в отдельности с помощью критерия Манна–Уитни с поправкой 
Бонферрони на множественные сравнения (* – p < 0.05, ** – p < 0.01). (c) – Бета-разнообразие – Матрица расстояний меж-
ду индексами разнообразия была визуализирована с помощью многомерного шкалирования (MDS) с анализом главных 
координат. Различия между группами оценивались с помощью пермутационного многомерного дисперсионного анализа.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

	 ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ СОТРУДНИЧЕСТВА НА АМПЛИТУДЫ...	 119

пациентов и у людей контрольной группы. Наи-
более представленные (от 16% до 3%) рода соста-
вили Bacteroides, Prevotella (p_Bacteroidota), Faeca-
libacterium, Ruminococcus, Dialister (p_Firmicutes), 
Akkermansia (p_Verrucomicrobiota), а также неклас-
сифицированные бактерии семейств Ruminococ-

caceae (реклассифицированы в  Oscillospiraceae) 
и Lachnospiraceae (p_Firmicutes), из которых значи-
мо от контрольной группы при РС отличались три 
последних.

Неклассифицированные бактерии семейств Ru-
minococcaceae и Akkermansiaceae возрастали в дебюте 
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Рис. 2. Соотношение различных филумов в структуре кишечного микробиома (а) и распределение пациентов с разным 
содержанием доминантных филумов (b). (a) – Сравнение соотношения филумов в различных группах пациентов и здо-
ровых добровольцев производилось с помощью теста Хи-квадрат Пирсона; * – p < 0.05 – отличие от контрольной группы, 
между группами РС отличий нет. (b) – Сравнение суммарной доли доминантных филумов (Firmicutes + Bacteroidota) про-
водили с помощью теста Хи-квадрат Пирсона.
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Рис. 3. Изменения кишечного микробиома на уровне классов. Данные представлены как медиана, границы прямоуголь-
ников – 1–3 квартили, границы отрезков –95% доверительный интервал. Для сравнения использовали двусторонний 
Манна–Уитни тест с поправкой Бонферрони на множественность сравнений.
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РС, как у детей, так и у взрослых, а неклассифи-
цированные бактерии семейства Lachnospiraceae 
уменьшались во всех группах РС (рис. 5). Из ме-
нее представленных родов, составлявших от 1 до 
3%, во всех группах РС возрастала доля Actinomy-
ces (p_Actinobacteria; f_Actinomycetaceae) и Bulleidia 
(p_Firmicutes; f_Erysipelotrichaceae), в  дебюте РС 
увеличивалась также представленность Atopobi-
um (p_Actinobacteria; f_Coriobacteriaceae), а в груп-
пах с  ранним началом РС  – неклассифициро-
ванные f_Enterobacteriaceae (p_Proteobacteria). Во 
всех группах РС была снижена представленность 
Blautia и Coprococcus (p_Firmicutes; f_Lachnospirace-
ae). Roseburia, Dorea, [Ruminococcus] (p_Firmicutes; 
f_Lachnospiraceae) и  Collinsella (p_Actinobacteria; 
f_Coriobacteriaceae) – уменьшались в обеих группах 
с дебютом РС в детском возрасте, Lachnobacterium 
(p_Firmicutes; f_Lachnospiraceae) – у детей и взрос-
лых в дебюте РС, у детей также сокращалась чис-

ленность Lachnospira (p_Firmicutes; f_Lachnospira-
ceae) и  Sutterella (p_Proteobacteria; f_Sutterellaceae) 
(рис. 5).

Таким образом, для каждой группы был ха-
рактерен свой паттерн изменений кишечного 
микробиома на разных таксономических уровнях. 
Наиболее значимые изменения кишечного микро-
биома отмечались в группе детей при манифеста-
ции РС.

Для того, чтобы оценить, могут ли изменения 
кишечного микробиома повлиять на бактери-
альный пул витаминов группы В, был проведен 
сравнительный и  корреляционный анализ отно-
сительной представленности групп генов бак-
териальных ферментов, вовлекаемых в  пути ме-
таболизма и  синтеза этих витаминов, на основе 
реконструкции PICRUST и  общедоступного ре-
сурса Киотской энциклопедии генов и  геномов 
(KEGG) https://www.genome.jp/kegg/.

f_
L
ac

hn
os

pi
ra

ce
ae

 a
bu

n
da

n
ce

 (
%

)

f_
A

lc
al

in
ge

n
ac

ea
e 

ab
un

da
n
ce

 (
%

)

f_
V

er
ru

co
m

ic
ro

bi
ac

ea
e 

ab
un

da
n
ce

 (
%

)

f_
A

ct
in

om
yc

et
ac

ea
e 

ab
un

da
n
ce

 (
%

)

f_
E

n
te

ro
ba

ct
er

ia
ce

ae
 a

bu
n
da

n
ce

 (
%

)

f_
C

hr
is
te

n
se

n
el

la
ce

ae
 a

bu
n
da

n
ce

 (
%

)

o_
C

lo
st

ri
di

al
es

; 
f_

ab
un

da
n
ce

 (
%

)

40
p = 0.00009

p = 0.0002

p = 0.001

p = 0.02 p = 0.002

p = 0.03

p = 0.003

p = 0.0001

p = 0.006

p = 0.009

p = 0.27

p = 0.002

p = 0.03p = 0.14

p = 0.01

p = 0.48p = 0.02

p = 0.04

p = 0.1

p = 0.21

p = 0.26
30

20

10

0 0

0.5

1.5

2.5

3.5

2.0

3.0

1.0

40

50

30

20

10

0

40

35

15

5

30

20

10

0

0

2

4

6

8

0

2

1

3

4

6

5

0

2

4

6

8

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

EO
M

S_
Onse

t

EO
M

S_
DD

Group
LO

M
S_

Onse
t

Con
tro

l

Рис. 4. Изменения кишечного микробиома на уровне семейств. Данные представлены как медиана, границы прямоуголь-
ников – 1–3 квартили, границы отрезков – 95% доверительный интервал. Для сравнения использовали двусторонний 
тест Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на множественность сравнений.
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Анализ реконструированных бактериальных 
путей синтеза и метаболизма витаминов 

группы В
Для оценки функционального потенциала ки-

шечного микробиома исследуемой выборки бы-
ла определена относительная представленность 
ko (KEGG Orthology) групп генов бактериаль-
ных ферментов, связанных с путями метаболизма 
и биосинтеза витаминов группы В. В общей слож-
ности в составе кишечного микробиома исследуе-

мой выборки были обнаружены бактериальные ге-
ны, которые могут вовлекаться в аннотированные 
в  KEGG пути метаболизма и  синтеза витаминов 
группы В, перечисленные в табл. 2.

Кроме того, в  составе кишечного микробиома 
были найдены потенциальные гены транспорт-
ных систем витамина В1 (M00191:Thiamine trans-
port system и M00192:Putative thiamine transport sys-
tem) и витамина В12 (M00241:Vitamin B12 transport 
system), а  также образования хоризмата, который 
может быть источником фолата или триптофана – 
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Рис. 5. Изменения кишечного микробиома на уровне родов. Данные представлены как медиана, границы прямоугольни-
ков – 1–3 квартили, границы отрезков – 95% доверительный интервал. Для сравнения использовали двусторонний тест 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на множественность сравнений (ns: p > 0.05; *: 0.01 < p ≤ 0.05; **: 0.001 < p ≤ 0.01).
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предшественника синтеза NAD (М00022: Shikimate 
pathway, phosphoenolpyruvate + erythrose‑4P => 
chorismate).

Сравнение относительной представленности 
групп генов бактериальных ферментов, вовлека-
емых в  пути метаболизма и  синтеза витаминов 
группы В, показало, что у детей и подростков с РС 
в кишечном микробиоме присутствует более низ-
кое количество бактериальных генов, потенциаль-
но вовлекаемых в пути метаболизма и синтеза ви-
таминов В1, В2, В3, В5 и В12, чем в контрольной 
группе (рис. 6).

Численность генов, вовлекаемых в  пути мета-
болизма тиамина и  биосинтеза NAD, была также 
ниже, у детей в дебюте РС, чем у взрослых с дебю-
том РС в детском возрасте (рис. 6). В обеих группах 
с ранней манифестацией РС в составе кишечного 
микробиома отмечалось увеличение численности 
генов транспортных систем витамина В12. В груп-

пе взрослых с  ранним началом РС также отмеча-
лась тенденция к  увеличению численности генов 
транспортных систем витамина В1 (p=0.05).

Во всех группах пациентов с  РС уменьшалась 
представленность генов путей деградации никоти-
ната, однако их доля в кишечном микробиоме не-
значительна (<0.01%). Только у детей в дебюте РС 
сокращалась представленность генов Шикимат-
ного пути (рис. 6). Различий по сравнению с кон-
трольной группой в представленности генов путей 
метаболизма и синтеза витаминов В6, В7 и В9 не 
наблюдалось ни в одной из групп с РС.

Таким образом, наиболее выраженные изме-
нения в представленности бактериальных генов, 
вовлекаемых в пути и модули путей синтеза вита-
минов группы В, отмечается в группе детей с РС, 
что согласуется с  более значимыми изменения-
ми таксономического состава кишечного микро
биома.

Таблица 2. Потенциальные пути метаболизма и синтеза витаминов группы В, аннотированные в KEGG, в которые 
может вовлекаться кишечный микробиом исследуемой выборки

Витамин
KEGG 

идентифи
катор

Название 
пути Модуль пути

В1
тиамин / тиамин-пирофосфат (TPP) ko00730 Thiamine 

metabolism
M00127:Thiamine biosynthesis, 

AIR => thiamine-P/thiamine‑2P
В2

рибофлавин / флавинмононуклеотид 
(FMN) / флавинадениндинуклеотид (FAD)

ko00740 Riboflavin 
metabolism

M00125:Riboflavin biosynthesis, 
GTP => riboflavin/FMN/FAD

В3
ниацин / никотинамид-

адениндинуклеотид (NAD) / никотинамид
адениндинуклеотидфосфат (NADP)

ko00760
Nicotinate 

and 
nicotinamide 
metabolism

M00115:NAD biosynthesis, 
aspartate => NAD

M00622:Nicotinate degradation, 
nicotinate => fumarate

В5
пантотенат/кофермент А (CoA) ko00770

Pantothenate 
and CoA 

biosynthesis

M00119:Pantothenate biosynthesis,  
valine/L‑aspartate => pantothenate
M00120:Coenzyme A biosynthesis, 

pantothenate => CoA
В6

пиридоксин / пиридоксаль / 
пиридоксамин / пиридоксальфосфат

ko00750 Vitamin B6 
metabolism

M00124:Pyridoxal biosynthesis, 
erythrose‑4P => pyridoxal‑5P

В7
биотин ko00780 Biotin 

metabolism

M00572:Pimeloyl-ACP biosynthesis, 
BioC-BioH pathway, 

malonyl-ACP => pimeloyl-ACP
M00577:Biotin biosynthesis, BioW pathway, 

pimelate => pimeloyl-CoA => biotin

В9
фолиевая кислота / фолаты

тетрагидрофолат (THF)

ko00790 Folate 
biosynthesis M00126:Tetrahydrofolate biosynthesis, 

GTP => THF
ko00670 One carbon 

pool by folate
В12

кобаламин / цианкобаламин /
метилкобаламин / аденозилкобаламин

ko00860 Porphyrin 
metabolism

M00122:Cobalamin biosynthesis, 
cobinamide => cobalamin
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Для выявления возможной связи исследуемых 
реконструированных метаболических путей витами-
нов группы В  с  представленностью бактериальных 
таксонов был проведен корреляционный анализ, 
который показал наличие значимых корреляций 
с  филумами Bacteroidota, Firmicutes, Verrucomicrobi-
ota, Proteobacteria и  Actinobacteria. Однако выявлен-

ные корреляции различались в контрольной группе 
и группах пациентов с РС (рис. 7).

Наиболее многочисленные и  сильные корре-
ляционные связи с  путями или определенными 
модулями путей биосинтеза и  метаболизма вита-
минов группы В  были обнаружены для филума 
Bacteroidota (рис. 7). В контрольной группе с этим 
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Рис.  6. Изменения потенциальной представленности бактериальных генов, вовлекаемых в  пути метаболизма, синтеза 
и транспорта витаминов группы В. Данные представлены как медиана, границы прямоугольников – 1–3 квартили, гра-
ницы отрезков – 95% доверительный интервал. Для сравнения использовали двусторонний тест Манна–Уитни с поправ-
кой Бонферрони на множественность сравнений.
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филумом коррелировала численность генов путей 
метаболизма витаминов В3 и  В6, путей биосин-
теза коэнзима А  (В5), пиридоксаля (В6), фолата 
(В9), тетрагидрофолата (В9), а также одноуглерод-
ного пула фолата и  отрицательно коррелировала 
численность генов путей метаболизма и  синтеза 
витамина В12, а  также транспортных систем тиа-
мина (В1). При РС сохранялась корреляция с гена-
ми путей метаболизма и биосинтеза витамина В6, 
биосинтеза фолата и одноуглеродного пула фолата, 
при этом появились новые корреляции – с генами 
путей биосинтеза рибофлавина (В2), пантотената 
(В5), биосинтеза и  метаболизма биотина, дегра-
дации никотината, при этом не выявлено корре-
ляции с  путями метаболизма и  синтеза витамина 
В12. С путями метаболизма и синтеза витамина В1 
у Bacteroidota корреляций не обнаружено ни в од-
ной группе.

Численность Firmicutes в основном отрицатель-
но коррелировала с генами, вовлекаемыми в пути 
метаболизма и синтеза витаминов группы В, хотя 
эти пути различались в контрольной группе и при 
РС. С путями метаболизма и синтеза витамина В12 
численность Firmicutes имела положительную кор-
реляцию в контрольной группе, тогда как у паци-
ентов с  РС независимо от возраста такой корре-
ляции не наблюдалось. Были также обнаружены 
отрицательные корреляции филума Proteobacteria 
с путями метаболизма или синтеза витаминов В1, 
В2, В3, В5 и  шикиматным путем в  контрольной 

группе. При РС эти корреляции исчезали, отме-
чалась единственная положительная корреляция 
с путями транспортных систем витамина В12. Мы 
не выявили связи филума Actinobacteria с представ-
ленностью генов путей метаболизма и синтеза ви-
таминов группы В  в  контрольной группе, но при 
РС этот филум отрицательно коррелировал с путя-
ми метаболизма и синтеза рибофлавина (В2) и син-
теза кобаламина (В12). Изменение корреляцион-
ных связей численности генов путей метаболизма 
и синтеза витаминов группы В отмечалось у паци-
ентов с РС по сравнению с контрольной группой 
с филумом Verrucomicrobiota – появлялись отрица-
тельные связи с путями метаболизма витамина В6, 
одноуглеродным пулом фолата и биосинтезом ви-
тамина В12 (рис. 7).

Далее, для выявления бактериальных родов, от-
носящихся к  филуму Bacteroidota, потенциально 
связанных с метаболизмом и синтезом витаминов 
группы В, был проведен дополнительный корреля-
ционный анализ. В контрольной группе большин-
ство корреляций с путями метаболизма витаминов 
группы В  выявлено с  родом Prevotella: с  путями 
метаболизма витаминов В3 (r = 0.63), биосинтеза 
коэнзима А  (r = 0.65), одноуглеродного пула фо-
лата (r = 0.66), а с путями биосинтеза пиридоксаля 
коррелировала численность Bacteroides (r = 0.58), 
Parabacteroides (r = 0.64) и  f_Muribacullaceae (ранее 
S24–7); g_ (r = 0.75). При РС большинство выяв-
ленных корреляций филума Bacteroidota с  путями 
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Рис. 7. Корреляционная связь представленности бактериальных филумов и потенциальных генов, вовлекаемых в пути 
метаболизма и синтеза витаминов группы В. Ячейки с коэффициентами отражают достоверные корреляции: слабая кор-
реляция – r ≤ 0.5 (не отображена на графике); средняя корреляция – 0.5 < r ≤ 0.7, сильная корреляция – r > 0.7.
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метаболизма и  синтеза витаминов группы В  обе-
спечивалось f_Rikenellaceae; g_, f_[Barnesiellaceae]; 
g_ и Odoribacter.

Была также проанализирована связь путей ме-
таболизма и синтеза витаминов группы B с други-
ми бактериальными родами, численность которых 
значимо изменялась при РС (рис. 8).

Обнаружена корреляция f_Lachnospiraceae; g_ 
и  Roseburia с  путями метаболизма витамина В1, 
Ruminococcus – с путями биосинтеза витамина В3, 
Coprococcus  – с  путями биосинтеза витамина B5, 
Sutterella – с путями биосинтеза витамина B6. Чис-
ленность f_Lachnospiraceae; g_, Coprococcus и  Dor-
ea коррелировала с путями синтеза витамина В12. 
При РС эти корреляции исчезали, зато появлялись 
корреляции Atopobium и Akkermansia с путями мета-
болизма и синтеза витаминов группы В преимуще-
ственно отрицательного знака (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проведенное исследование показало, что име-

ются специфические изменения структуры ки-
шечного микробиома у  детей и  подростков при 
манифестации рассеянного склероза, отличные 
от изменений, происходящих у взрослых в дебюте 
РС. Для детей и подростков в дебюте РС было ха-
рактерно не только возрастание или уменьшение 
отдельных таксонов, но и существенная модифи-

кация структуры кишечного микробиома  – сни-
жение альфа-разнообразия, а  также редукция до-
минантных филумов с выраженным возрастанием 
Verrucomicrobiota и  Mycoplasmatota. Наличие сход-
ного паттерна изменений кишечного микробиома 
в группе взрослых с началом РС в детском возрас-
те, позволяют предположить, что возрастание My-
coplasmatota в  большей степени может влиять на 
раннее проявление клинических симптомов РС, 
тогда как Euryarchaeota могут иметь значение для 
манифестации заболевания РС у взрослых.

Увеличение доли Verrucomicrobiota у  взрослых 
пациентов с РС отмечалось неоднократно [26, 43, 
44]. В данном исследовании показано, что это про-
исходит не только у взрослых, но и у детей с РС уже 
в дебюте заболевания. Для филума Mycoplasmatota 
не описано изменений при РС, но в исследованиях 
Tremlett и соавт. [45, 46] показано увеличение клас-
са Mollicutes RF39, относящихся к  этому филуму, 
именно у детей с РС.

Во многих исследованиях кишечного микро-
биома при РС отмечается сокращение [44, 47, 
48] или увеличение [49, 50] численности филума 
Bacteroidota при РС, однако мы не обнаружили зна-
чимых изменений представленности этого филума 
ни в целом, ни какого-либо рода из этого филума 
ни в одной из групп по сравнению с контрольной 
группой. Отсутствие различий в представленности 
Bacteroidota в группах пациентов с РС по сравнению 
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Рис. 8. Корреляционная связь представленности бактериальных родов, измененных при РС и потенциальных генов, 
вовлекаемых в пути метаболизма и синтеза витаминов группы В. Ячейки с коэффициентами отражают достоверные 
корреляции: слабая корреляция – r ≤ 0.5 не отображена на графике, средняя корреляция – 0.5 < r ≤ 0.7, сильная корре-
ляция – r > 0.7.
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с контролем в нашем исследовании, вероятно, свя-
зано с тем, что численность этих микроорганизмов 
уменьшается по мере увеличения длительности за-
болевания, а в нашем исследовании в 2-х группах 
пациентов длительность РС не превышала одного 
года. Выявленная нами отрицательная корреля-
ция представленности этого филума с длительно-
стью заболевания согласуется с этой точкой зрения 
(данные не представлены).

В  исследовании Horton и  соавт. [51], выпол-
ненном также на когорте детей с РС, показана за-
щитная роль Odoribacter splanchicus, относящегося 
к  филуму Bacteroidota. Авторы объясняли протек-
тивные свойства этих бактерий способностью про-
дуцировать бутират. Мы предполагаем, что пози-
тивное влияние на организм g_Odoribacter может 
оказывать также за счет способности синтезиро-
вать витамины группы В (B1, B2, B5, B6 и B7), с пу-
тями синтеза которых этот бактериальный таксон 
коррелировал в нашей когорте пациентов с РС.

Согласно литературным данным, для пациен-
тов с  РС, в  том числе для детей типично возрас-
тание доли Actinobacteria [47, 48, 52–54]. Мы от-
мечали увеличение доли этого филума у детей, но 
оно не достигало уровня статистической значимо-
сти, видимо, за счет немногочисленности (1–4%) 
и разнонаправленности (увеличение-уменьшение) 
изменений, значимо отличающихся между иссле-
дуемыми группами Actinomyces, Atopobium, Collinsel-
la, относящихся к этому филуму. Также во многих 
исследованиях [44–47, 52] показано возрастание 
численности g_Bifidobacterium при РС, которое мо-
жет считаться установленной характерной особен-
ностью этого заболевания. Ранее нами было об-
наружено увеличение численности этих бактерий 
у пациентов, имевших более тяжелый вариант те-
чения РС, который отмечается на развернутых ста-
диях РС длительности заболевания 10 и более лет 
[55]. Однако в дебюте РС ни у детей, ни у взрослых 
не наблюдалось увеличения доли этих микроорга-
низмов. Полученные в этом исследовании данные 
не противоречат ранее полученным результатам, 
так как в  данном исследовании было всего 4 па-
циента с тяжелым течением РС, которые входили 
в группу сравнения (EOMS_DD).

Наконец, Jhangi и  соавт. [43] у  взрослых с  РС, 
а  Tremlett и  соавт. [45, 46] у  детей с  РС отмечали 
увеличение филума Euryarchaeota (реклассифици-
рован в  Methanobacteriota). Существенное повы-
шение уровня Methanobacteriota наблюдалось нами 
только у взрослых в дебюте заболевания, хотя у ча-
сти детей также отмечалось увеличение представ-
ленности этого филума.

Выявленное у всех пациентов с РС уменьшение 
неклассифицированных Lachnospiraceae, Rose-
buria, Anaerostipes, Blautia (p_Firmicutes), Collinsella 
(p_Actinobacteria) и  увеличение неклассифициро-

ванных Ruminococcaceae (p_Firmicutes) согласуется 
с  данными других исследований [43–47, 56, 57]. 
Отмеченное только у детей с РС уменьшение доли 
Lachnospira (p_Firmicutes) и  возрастание  – Atopo-
bium, Actimomyces (p_Actinobacteria), Akkerman-
sia (p_Verrucomicrobiota) в  других исследованиях 
отмечалось как у детей, так и у взрослых [45, 46, 
56, 58, 59] или только у взрослых [56]. Clostridium 
(p_Firmicutes) уменьшались у  детей и  увеличива-
лись у  взрослых соответственно исследованиям 
[56, 60]. Единственное несоответствие с другими 
исследованиями [45, 46, 53, 61]  – уменьшение, 
а не повышение доли Coprococcus во всех группах 
с РС нашей когорты.

Очевидно, что такие выраженные изменения 
таксономического состава будут отражаться на 
функциональности кишечного микробиома, в част-
ности, из-за уменьшения числа бактериальных ге-
нов, вовлекаемых в  пути метаболизма и  синтеза 
витаминов группы В, может создаваться дефицит 
бактериального пула витаминов. Так, на недоста-
точный бактериальный синтез витаминов В1, В2, 
В3 и В12 у детей нашей выборки может указывать 
выявленное снижение относительной представлен-
ности генов бактериальных ферментов, вовлекае-
мых в метаболические пути этих витаминов.

В  исследовании Zheng и  соавт. [59] на китай-
ской когорте взрослых пациентов с  РС показано, 
что Streptococcus, Atopobium, Actinomyces и  Rotinia 
могут быть биомаркерами РС, а функциональный 
анализ с  помощью PICRUSt выявил подавление 
путей, участвующих в  метаболизме кофакторов 
и витаминов при РС. Два из этих маркерных рода – 
Atopobium, Actinomyces, значимо увеличены у детей 
с РС нашей когорты и их численность отрицатель-
но коррелирует с определенными метаболически-
ми путями витаминов (рис. 8).

В настоящее время не ясно, какое значение для 
хозяина играет пул витаминов, продуцируемый 
бактериями в  толстой кишке. Однако нарушение 
баланса между продуцентами и потребителями этих 
витаминов может приводить к повышенной конку-
ренции за витамины не только между бактериями, 
но и  с  хозяином, способствуя развитию дефицит-
ного состояния витаминов. Наличие транспорте-
ров витаминов в толстой кишке [62] свидетельству-
ет о том, что неабсорбированные в тонкой кишке 
диетические витамины, а  возможно и  витамины 
бактериального происхождения, используются хо-
зяином в этом компартменте кишечника.

Известно, что витамины группы B необходи-
мы для формирования разнообразия и  богатства 
кишечной микробиоты, и  при дефиците витами-
на В3 наблюдается низкое альфа-разнообразие 
[63]. Вероятно, изменения структуры кишечного 
микробиома, связанные с  уменьшением альфа-
разнообразия, выявленные у  детей в  дебюте РС, 
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указывают на имеющийся дефицит витамина В3 
в  толстой кишке. Дефициту витамина В3 при РС 
может способствовать многократное возрастание 
доли Verrucomicrobiota в составе кишечного микро-
биома, особенно у детей с РС, поскольку имеется 
сильная отрицательная корреляция (r = –0.89) чис-
ленности этого филума с путями синтеза NAD (ви-
тамина В3).

Для некоторых микроорганизмов показана зави-
симость их роста от определенных витаминов груп-
пы В.  Например, на рост и  численность Roseburia 
влияет наличие рибофлавина [64], а на численность 
Bacteroidales и Clostridiales – фолиевой кислоты [65]. 
У мышей с дефицитом фолиевой кислоты снижа-
лась численность этих таксонов, но увеличилась – 
Lactobacillales и Erysipelotrichaceae [65].

На основании наших данных мы не можем 
определить, какие виды бактерий синтезируют 
витамин В1 и  имеется ли дефицит этого витами-
на у  хозяина. Хотя считается, что Bacteroidota яв-
ляются основными продуцентами витамина В1 
[24], мы не обнаружили корреляции численности 
этого филума с  путями биосинтеза витамина В1 
ни у пациентов с РС, ни у здоровых людей. Более 
высокой способностью к биосинтезу тиамина об-
ладает бактериальное сообщество, относящиеся 
к  энтеротипу 2, [66] в  котором широко представ-
лены Prevotella, способные экспрессировать четы-
ре фермента, участвующие в биосинтезе тиамина: 
гидроксиметилпиридин киназу, фосфометилпи-
ридин киназу, тиаминфосфатпиро фосфорилазу 
и тиаминмонофосфат киназу [66]. В данном иссле-
довании Prevotella коррелировали с путями синтеза 
не только витамина В1, но и витаминов В2 (рибо-
флавина), В5 (коэнзима А) и В9 (THF).

Показано, что концентрация тиамина в  про-
свете может варьировать от 20 до 2000 нМоль [67], 
поэтому способность микроорганизмов синтези-
ровать собственный тиамин для обеспечения ро-
ста наиболее важна в  период падения уровня ви-
тамина. Кишечные микроорганизмы, такие как 
Ruminococcaceae, а также многие представители ба-
цилл, для роста которых требуется внешний источ-
ник витамина В1 и  которые полностью зависят 
от транспорта тиамина, наиболее чувствительны 
к снижению доступности тиамина [68, 69]. Логично 
ожидать, что при недостатке тиамина численность 
этих бактериальных видов будет снижаться. Однако 
наблюдалось существенное возрастание доли этих 
микроорганизмов, из чего следует, что либо в про-
свете кишечника имеется достаточное количество 
тиамина, чтобы обеспечить их рост, например, 
в  результате синтетической деятельности возрас-
тающих Actinomyces [70], либо они более эффектив-
но его захватывают, либо имеются в  достаточном 
количестве другие пищевые субстраты, необходи-
мые для их роста. В  любом случае, при увеличе-

нии численности этих ауксотрофных таксонов они 
конкурируют за тиамин не только с хозяином, но 
и с другими членами бактериального сообщества, 
создавая дефицит этого микронутриента, по край-
ней мере, локально в  толстой кишке. Поскольку 
показано, что Roseburia intestinalis M50/1 не способ-
ны расти при отсутствии тиамина, даже при нали-
чии генов, кодирующих синтез тиамина [71], и на 
их численность влияет наличие рибофлавина [64], 
уменьшение Roseburia у детей с РС может быть свя-
зано с дефицитом этих витаминов в толстой кишке. 
В  свою очередь, снижение численности Roseburia 
может негативно сказываться на продукции дру-
гих витаминов. Hillman и соавт. [72] проанализиро-
вали метаболическую способность синтезировать 
витамины группы В  у  10 штаммов, относящихся 
к пяти видам Roseburia, и у всех протестированных 
штаммов обнаружили наличие генов, вовлекаемых 
в синтез витаминов В1, В3 и В12, и кроме 3-х штам-
мов R. inulinivorans – гены, способные участвовать 
в синтезе витаминов В2 и В5. Таким образом, де-
фицит витамина(ов) через дисбаланс состава ки-
шечного микробного сообщества может приводить 
к дефициту пула других витаминов.

Поскольку при дефиците витамина B1 наруша-
ется дифференцировка и пролиферация иммунных 
клеток, ослабляется нейрогенез и  миелиногенез, 
повышается проницаемость гематоэнцефаличе-
ского барьера [73–76] его недостаточная продук-
ция микробиотой может способствовать запуску 
РС и  негативно влиять на течение заболевания 
в  дальнейшем. Это предположение подтвержда-
ется экспериментальными данными, показываю-
щими, что при индукции экспериментального ау-
тоиммунного / аллергического энцефаломиелита 
(ЭАЭ) у  животных с  дефицитом витамина В1  тя-
жесть заболевания усугублялась и у этих животных 
отмечалась повышенная пролиферация Т‑клеток, 
усиленная инфильтрация ЦНС субпопуляциями 
Th1 и Th17 клеток и повышенной активацией ми-
кроглии [77].

Противовоспалительные свойства витамина 
В3 известны, как и его способность снижать про-
ницаемость сосудов в  кишечнике [78, 79]. Для 
путей метаболизма витамина В3 выявлена силь-
ная (r = –0.95) отрицательная корреляция с Akker-
mansia. В  отличие от других витаминов, витамин 
B3 также может синтезироваться из триптофана не 
только кишечными бактериями [80, 81], но и  хо-
зяином. [82]. Насколько отражается на пуле этого 
витамина в кишечнике выявленная нами корреля-
ция с Akkermansia не известно. Вероятно, что кон-
куренция за витамин В3 и  создание его дефици-
та у хозяина, может быть еще одним механизмом 
провоспалительного действия Akkermansia, наряду 
с деградацией слизи и направлением дифференци-
ровки наивных Т‑клеток в Th1.
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Напротив, с  представленностью генов путей 
метаболизма витамина В5, у Akkermansia выявлена 
прямая корреляция, поэтому эти микроорганизмы 
не могли приводить к  сокращению численности 
бактериальных генов, вовлекаемых в пути витамина 
В5. Несмотря на то, что для Atopobium обнаружена 
отрицательная связь с этими путями, численность 
этого рода существенно ниже, чем Akkermansia, ве-
роятно в  дефицит бактериальных генов участвую-
щих в метаболизме витамина В5 вносят вклад так-
же другие малочисленные таксоны, для которых 
из-за их небольшой численности не были выявле-
ны статистически значимые различия. С наиболь-
шей вероятностью это – различные представители 
классов Bacilli и Clostridia. У каждого пациента ком-
бинация этих таксонов индивидуальна.

По трем путям метаболизма и синтеза витами-
нов группы В не было выявлено отличий от кон-
трольной группы – В6, В7 и В9. Видимо, это свя-
зано с  тем, что основными продуцентами этих 
витаминов являются Bacteroidota [24], которые 
значимо не изменяются в нашей когорте пациен-
тов. Необходимые для синтеза витамина B6 гены 
имеют Bacteroides fragilis и Prevotella copri (Bacteroi-
dota), Bifidobacterium longum и  Collinsella aerofaciens 
(Actinobacteria) и  Helicobacter pylori (Proteobacteria) 
[80]. Хотя показано наличие у Collinsella aerofaciens 
путей биосинтеза витамина B6, снижение числен-
ности представителей рода Collinsella не позволило 
обнаружить корреляцию этих бактерий с  путями 
метаболизма этого витамина. Витамин В9 могут 
производить Bacteroides fragilis, Prevotella copri, Clos-
tridium difficile, Lactobacillus plantarum, L. reuteri, L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, 
некоторые виды Bifidobacterium, Fusobacterium vari-
um и Salmonella enterica [24, 83], а гены ферментов 
пути биосинтеза биотина наиболее многочисленно 
представлены в энтеротипе 1, обогащенном Bacte-
roides [66].

Только около 20% кишечных бактерий могут 
производить витамин B12 и более 80% кишечных 
бактерий нуждаются в B12 для своих метаболиче-
ских потебностей [84, 85], поэтому уменьшение 
продуцентов этого витамина может наиболее силь-
но влиять на состав микробного сообщества и чис-
ленность пула этого витамина в  организме. Циа-
нокобаламин обладает иммуномодулирующими 
и  нейротрофными свойствами, участвует в  фор-
мировании миелина, поэтому его дефицит может 
негативно сказываться на течении РС. О снижении 
уровня цианокобаламина в крови пациентов с РС 
неоднократно сообщалось, а проявления дефици-
та витамина В12 во многом сходны с симптомами 
РС [86]. Корреляции с путями метаболизма и син-
теза витамина В12 выявлены у  недифференциро-
ванных Lachnospiraceae, а также у рода Coprococcus 
и  Dorea в  контрольной группе. Эти виды-проду-

центы сокращаются у  пациентов с  РС, поэтому 
в этих группах не выявляются корреляции с путями 
метаболизма и  синтеза витамина В12. Напротив, 
у чрезмерно увеличивающихся Akkermansia при РС 
появляется отрицательная корреляция с метаболи-
ческими путями этого витамина. Эти данные могут 
свидетельствовать о том, что действительно при РС 
возникает дефицит бактериального пула витами-
на В12, особенно у детей и требуется восполнение 
этого витамина в толстой кишке за счет пищевых 
добавок, в  частности, для поддержания роста по-
лезных ауксотрофных бактериальных видов.

Выявленные в  нашем исследовании корреля-
ции уровня Bacteroidota с метаболическими путями 
витаминов группы В  лишь частично согласуются 
с данными Magnusdottir и соавт. [24], показавши-
ми при анализе in silico, что большинство предста-
вителей этого филума имеют необходимые гены 
для осуществления синтеза de novo всех витами-
нов группы В, за исключением витамина В12. Мы 
предполагаем, что это может быть из-за того, что 
наша контрольная выборка была небольшая, а из-
менения кишечного микробиома у пациентов с РС 
могли исказить результат.

Хотя мы не можем интерпретировать рекон-
струкцию метаболических путей витаминов груп-
пы В как истинные функциональные пути кишеч-
ного микробиома, наши данные свидетельствуют 
о важности их дальнейшего изучения, в том числе, 
о  необходимости уделять внимание тем бактери-
альным таксонам, которые могут влиять на синтез 
и  потребление витаминов и  создавать их дефицит 
в организме. В данном исследовании мы не опреде-
ляли, имеется ли дефицит витаминов у пациентов. 
Однако на другой когорте было показано, что суб-
клинический дефицит витаминов В6 и В9 имеют не 
только пациенты с РС, но и 25–35% здоровых детей 
и взрослых, а в отношении витамина В12 – их число 
возрастает до 50%. Хотя считается, что микробиота 
не может обеспечить суточную потребность хозяина 
в витаминах, возрастание доли ауксотрофных видов 
при сокращении видов-продуцентов будет созда-
вать конкуренцию за пищевые витамины и  повы-
шать потребность в их экзогенном поступлении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование таксономического 

состава кишечного микробиома и  реконструкция 
метаболических путей витаминов группы В у детей 
и  взрослых с  РС показало важность дальнейшего 
изучения выявленных взаимосвязей. Понимание 
роли бактериального пула витаминов в формиро-
вании и поддержании кишечного микробного со-
общества откроет пути направленной модуляции 
его состава за счет безопасных микронутриентов 
или пробиотических штаммов, способных синте-
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зировать те витамины, которые необходимы па-
циенту. Это особенно важно для детей, у которых 
заболевание находится близко к  биологическому 
началу и  еще высок регенеративный потенциал. 
Однако для того, чтобы не вызвать переизбытка 
витаминов и  сопутствующим им нежелательных 
явлений, необходимо учитывать и  оценивать не 
только состав кишечной микробиоты, но и  спо-
собность бактериального сообщества синтезиро-
вать и потреблять витамины.
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Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disease characterised by progressive demyelin-
ation leading to the death of neurons in the central nervous system. The disease usually manifests in people aged 
20–40 years, but in recent years there has been an increase in the number of cases with childhood MS debut. We 
assume that this may be related to the peculiarities of the taxonomic composition of the intestinal microbiota and 
its ability to produce B vitamins. Purpose: To identify changes in the composition of the gut microbiome in the 
debut of multiple sclerosis in children and adults and to assess the potential of the gut microbiome to metabolise 
and synthesise B vitamins. Fifteen children (9–17 years), 15 adults with MS manifested in childhood and 14 adults 
over 37 years of age with MS duration less than 1 year participated in the study. The composition of the intestinal 
microbiome was determined by sequencing the 16S rRNA gene on the Illumina platform with universal primers 
for the 16S rRNA V3-V4 variable region. The PICRUST algorithm using the KEGG reference genome database 
was used to predict the presence of B vitamin metabolic pathways in the intestinal microbiome. Children in MS 
debut were found to have specific microbiome changes different from those in adults. These changes include a 
decrease in alpha diversity as well as a reduction in dominant phylum and an increase in p_Verrucomicrobiota 
and p_Mycoplasmatota, which was accompanied by a decrease in the number of bacterial genes involved in the 
pathways of metabolism and synthesis of vitamins B1, B2, B3, B5 and B12. Such changes may be associated with 
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early manifestation of MS symptoms in children. The findings highlight the importance of further study of the 
influence of the intestinal microbiome and its metabolic potential on the development and progression of MS, 
especially in childhood, and may contribute to the development of modern more effective methods of treatment 
and prevention of this demyelinating disease.

Keywords: Paediatric multiple sclerosis, intestinal microbiota, intestinal microbiome, B vitamins
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ НА СОДЕРЖАНИЕ 
АМИНОКИСЛОТ В ГЕМОЛИМФЕ И БЕЛКОВОМ ГИДРОЛИЗАТЕ 

ДВУСТВОРЧАТОГО МОЛЛЮСКА ANADARA KAGOSHIMENSIS 
(TOKUNAGA, 1906)
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Двустворчатый моллюск Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) является видом-вселенцем в  Чёр-
ное и Азовское моря. Изучали аминокислотный состав гемолимфы и белковых гидролизатов мяг-
ких тканей моллюска. Методом ионообменной хроматографии с  последующей нингидриновой 
детекцией определено содержание 16 протеиногенных аминокислот в  пробах. Отмечены высокие 
концентрации гистидина и  пролина в  гемолимфе и  мягких тканях моллюска. Под влиянием экс-
периментальной гипоксии выявлены качественные и  количественные изменения в  содержании 
свободных аминокислот, как гемолимфы, так и  гидролизатов мягких тканей, в  частности, отме-
чено уменьшение в  два раза пула алифатических аминокислот и  возрастание пула ароматических 
аминокислот. В условиях гипоксии почти вдвое снижается весовая доля мягких тканей анадары, по 
сравнению с нормальными условиями обитания – 4.7% в опыте и 8.2% в контроле. Это приводит 
к ухудшению показателей гидролизатов по общему и аминному азоту, а также сухим веществам (0.34 
и 1.84% от сухого вещества при гипоксии и нормоксии). Показано, что в условиях гипоксии метабо-
лизм моллюска реорганизуется в направлении анаэробного катаболизма аминокислот и белков, как 
источника субстратов цикла трикарбоновых кислот и цикла орнитина. Это приводит к значитель-
ному накоплению аргинина, являющегося аллостерическим активатором реакций цикла орнитина 
и накоплению мочевины в качестве низкомолекулярного антиоксиданта. Таким образом, в анадаре 
формируется низкомолекулярное звено антиоксидантной защиты в виде высокого содержания та-
ких скавенджеров свободных радикалов, как гистидин и мочевина, что может способствовать успеху 
инвазии этого моллюска в Чёрное и Азовское моря. Рассмотрены вопросы влияния гипоксии на ка-
чество моллюсков как сырья для получения БАД.

Ключевые слова: Anadara kagoshimensis, вид-вселенец, гипоксия, белковый гидролизат, метаболизм ами-
нокислот, Чёрное и Азовское моря
DOI: 10.31857/S0044452924010105, EDN: ZEZYEK

ВВЕДЕНИЕ
Интродукция новых биологических видов, за-

частую вызванная сбросом балластных вод с  су-
дов, является одним из существенных факторов 
антропогенного воздействия на экосистемы Чёр-
ного и  Азовского морей. В  ХХ  веке к  условиям 
Чёрного моря адаптировались такие моллюски, 
как рапана Rapana venosa, устрица Magallana gigas 
и  анадара Anadara kagoshimensis, которые теперь 
являются объектами промысла и  аквакультуры 
[1]. Первые находки анадары в Чёрном море отно-
сятся к 1968 г. [2], затем этот вид был обнаружен 

у берегов Болгарии, Румынии и у побережья Тур-
ции в  1980–1982 гг., в  1987 проник в  северо-за-
падную часть Черного моря, в 1987–1989 проник 
в Азовское море, а в 1999 г. этот вид был обнару-
жен на южном побережье Крыма [3]. До 2010 г. 
этот моллюск имел название Anadara inaequivalvis 
(Bruguiere, 1789). Однако затем его систематиче-
ское положение было уточнено с  использовани-
ем генетических методов  – Anadara kagoshimensis 
(Tokunaga, 1906) [4].

Массовое оседание личинок моллюска отме-
чено на естественных субстратах на глубинах от 3 
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до 60 м [3, 5], а также на коллекторах морских ферм 
[6]. Анадара устойчива к гипоксии и аноксии, по-
скольку обладает эритроцитарным гемоглобином 
и значительным содержанием каротиноидов [7, 8]. 
Особенностью адаптации анадары к  колебаниям 
концентрации кислорода в воде является эконом-
ное потребление кислорода даже в условиях нор-
моксии [9–11]. Анадара способна жить в условиях 
аноксии в  5–6 раз дольше, чем другие виды дву-
створчатых моллюсков [12], что может быть при-
мером того, как разные виды двустворчатых мол-
люсков реагируют на стрессовые факторы [13]. 
В  анадаре отмечено высокое содержание водора-
створимых скавенджеров радикалов таких, как 
глутатион, металлотионеины и мочевина [14, 15]. 
Моллюск обладает мощным комплексом антиок-
сидантной защиты ферментативной природы [11, 
16] и сохраняет устойчивость аденилатного потен-
циала не только в условиях гипоксии и аноксии, 
но даже в  условиях сероводородного заражения 
[15, 17].

Этот вид-вселенец имеет конкурентное преиму-
щество перед другими двустворчатыми моллюска-
ми в  черноморском бассейне и  может создавать 
новые сообщества на участках с повышенным тер-
ригенным накоплением осадков и менее благопри-
ятным кислородным режимом [18]. В  настоящее 
время анадара доминирует в донных сообществах 
восточного, западного и юго-западного прибрежья 
Чёрного моря и может стать перспективным объ-
ектом промысла [19, 20]. Скорость роста моллюска 
в Чёрном море является более высокой по сравне-
нию с  другими районами Мирового океана, а  по 
размерам анадара способна достигать показателей, 
сравнимых с естественными поселениями для або-
ригенного Индийско-Тихоокеанского региона [21, 
22].

Таким образом, большинство работ посвящен-
ное адаптациям анадары в Черном и Азовском мо-
рям касается наличия ферментативных систем, 
состава каротиноидов и наличию естественных ан-
тиоксидантов у моллюсков. При этом такой класс 
соединений, как аминокислоты и их роль в адап-
тационных процессах, практически, выпадает из 
поля зрения исследователей. Всё это обусловило 
интерес к  исследованию аминокислотного соста-
ва анадары, в частности, для биотехнологического 
направления использования данного объекта по-
тенциальной конхиокультуры.

Цель данной работы – изучить влияние гипок-
сии на состав свободных аминокислот гемолимфы 
и гидролизата мягких тканей двустворчатого мол-
люска Anadara kagoshimensis, вида-вселенца в Чёр-
ное и Азовское моря. Дополнительной задачей бы-
ла оценка перспективы использования моллюска 
в качестве сырья для биологически активных доба-
вок (БАД) и влияние гипоксии на его показатели.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Материал

В  работе использовали двустворчатого мол-
люска-вселенца в  Чёрное море Anadara kagoshi-
mensis. Моллюсков с  длиной раковины 25–33  мм 
содержали в  садках на устричной ферме в  бухте 
Карантинная (Крым, г. Севастополь). Моллюсков 
после изъятия разделяли на контрольную (n = 10) и 
экспериментальную группы (n = 5)  и помещали 
в отдельные ёмкости. Контрольную группу живот-
ных выдерживали в течение 3 сут в условиях нор-
моксии – 5 мг О2 л‑1, в экспериментальной – при 
гипоксии, содержание кислорода поддерживалось 
на уровне 0.05–0.10мг O2 л‑1. Содержание кислоро-
да в воде понижали путем барботажа ее азотом в те-
чение 5 часов. Контроль за содержанием кислорода 
в  воде осуществляли на протяжении всего экспе-
римента при помощи люминесцентного оксиме-
тра HACH LDO 101. Раз в сутки воду в емкостях, 
где содержались моллюски, замещали на свежую 
для удаления метаболитов. Содержание кислоро-
да в воде при этом сохранялось на прежнем уров-
не. Температура воды поддерживалась на уровне 
16–17  °C. Через 3 сут измеряли индивидуальную 
массу моллюсков, мягких тканей и раковин. Объ-
ём гемолимфы определяли вместе с  межстворча-
той жидкостью, которая выделяется при вскрытии 
раковин моллюсков в первые 5 мин. Мягкие ткани 
использовали для получения гидролизата, а гемо-
лимфу – для выделения аминокислот.

Лабораторная обработка проб
Свободные аминокислоты (САК) гемолимфы 

очищали от белковых продуктов, добавляя этанол 
до конечной концентрации 70% [23]. Выпавший 
осадок отделяли центрифугированием в  течение 
5  мин при 8000 об/мин. Супернатант упаривали 
при температуре 60 °C на роторном испарителе IKA 
RV10 в вакууме с разряжением от –720 до –800 мбар. 
Осадок смывали со стенок колбы минимальным 
объемом раствора соляной кислоты в  концентра-
ции 15 mМ HCl. Гидролиз мягких тканей проводи-
ли 1% раствором щелочи в (NaOH, хч) течение 3 ч 
по методике [24]. Гидролизат упаривали в 2–3 раза 
по объему при температуре 80 °C на роторном ис-
парителе под вакуумом от –700 до –760 мбар. Сво-
бодные аминокислоты экстрагировали 70% рас-
твором этанола, как и из гемолимфы. Затем пробы 
повторно центрифугировали и  упаривали при тех 
же условиях, что и образцы гемолимфы, и смыва-
ли со стенок колбы минимальным объемом 15 mМ 
HCl. Образцы помещали в  стерильный флакон 
объемом 10 см3, запечатывали резиновой пробкой 
с алюминиевым колпачком и в таком виде отправ-
ляли для аминокислотного анализа.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

	 ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ НА СОДЕРЖАНИЕ АМИНОКИСЛОТ...	 137

Весовые характеристики определяли гравиме-
трическим методом, используя аналитические ве-
сы AXIS AGN200 (Класс точности по ГОСТ OIML 
R76–1–2011–1, предел взвешивания (max), кг  – 
0.2, (min), кг  – 0.00001, дискретность, г  – 0.001). 
Данные измерений приведены в работе в граммах 
и массовых долях.

Содержание сухих веществ определяли, высу-
шивая пробы до постоянного веса при 103 ± 2 °C 
в  сушильном шкафу, до разницы в  массе меж-
ду двумя последующими взвешиваниями не бо-
лее 0.001 г. Определения проводили в  2 повтор-
ностях, за окончательный результат принимали 
среднее арифметическое полученных значений, 
расхождение результатов не должно превышать 
0.5% [23].

Содержание аминного азота определяли мето-
дом формольного титрования (методом Серенсе-
на) [25].

Определение аминокислот в пробах
Аминокислотный состав в  пробах определяли 

на аминокислотном анализаторе ARACUS (про-
изводства MembraPure, ФРГ) в НИЛ нанобиотех-
нологии и  биофизики СКФУ (Ставрополь, Рос-
сия) и НИЛ прикладных проблем биологии БГУ 
(Минск, Беларусь) с  разделением аминокислот 
на колонке High Resolution длиной 125  мм с  ис-
пользованием буферных систем производителя 
на основе солей и  гидроксида лития, с  последу-
ющим окрашиванием выходных фракций нин-
гидрином и  детектированием на двухканальном 
матрично-диодном спектрофотометре комплек-
сов нингидрин-аминокислота при длинах волн 
570 нм и 440 нм. Идентификацию и количествен-
ное содержание аминокислот в  пробах выпол-
няли с  привлечением программного обеспече-

ния AminoPeak. Данные получали в размерности 
нМоль, нг/мл и  мг/100 мл. Для сопоставления 
полученных результатов использовали данные по 
аминокислотному составу гемолимфы и  мягких 
тканей мидии M. galloprovincialis и мягких тканей 
рапаны R. venosa [26].

Статистический анализ
Результаты представлены в виде M ± m, где M – 

среднее арифметическое, m  – ошибка среднего. 
Для исследования нормальности распределения 
использован критерий Пирсона, рассчитанный 
в программе Excell (Microsoft Office 2010). Так как 
выборки не являются равноразмерными, то для 
выяснения достоверности различий средних зна-
чений в  двух независимых выборках использова-
ли непараметрический статистический критерий 
Манна–Уитни [27].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В составе САК гемолимфы и гидролизате мяг-

ких тканей анадары идентифицировано 16 проте-
иногенных аминокислот, однако их содержание 
варьируется как в зависимости от насыщения воды 
кислородом, так и от их локализации в организме.

В  гемолимфе моллюсков в  условиях нор-
моксии отмечено высокое содержание пролина 
(23.04  мг/100 мл) и  гистидина (17.67  мг/100 мл), 
аспарагиновой (14.67  мг/100 мл) и  глутамино-
вой (12.29  мг/100 мл) кислот, а  также аргинина 
(10.62 мг/100 мл), что отражено на рис. 1. Под воз-
действием гипоксии у  них резко возрастает кон-
центрация аргинина в гемолимфе (28.56 мг/100 мл) 
при существенном снижении содержания осталь-
ных аминокислот. При этом почти вчетверо сни-
жается содержание аспарагиновой (3.84 мг/100 мл) 

Рис. 1. Содержание свободных аминокислот в гемолим-
фе анадары Anadara kagoshimensis при нормоксии (1) 
и гипоксии (2).

Рис.  2. Аминокислотный состав гидролизатов мягких 
тканей Anadara kagoshimensis при нормоксии (1) и  ги-
поксии (2).

Примечание. Глутамин и аспарагин в процессе разделения в кислой среде разлагаются на глутаминовую и аспарагиновую 
кислоты, поэтому на хроматограмме появляется пик аммиака (см. рис. 1, 2, 3).
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и  в  полтора раза глутаминовой (8.27  мг/100 мл) 
кислот, также существенно уменьшаются концен-
трации серина, глицина, аланина, пролина, гисти-
дина и лизина (рис. 1).

В гидролизате мягких тканей в условиях нормок-
сии также отмечено высокое содержание пролина 
(19.65 мг/100 мл), глутаминовой (14.50 мг/100 мл) 
и аспарагиновой (10.47 мг/100 мл) кислот, аргинина 
(8.93 мг/100 мл), а также глицина (6.10 мг/100 мл) 
и  гистидина (3.77  мг/100 мл). Также почти вдвое 
выше содержание аммиака (2.23  мг/100 мл), что 
свидетельствует о  большем содержании в  мягких 
тканях аспарагина и глутамина, по сравнению с ге-
молимфой (1.31 мг/100 мл, рис. 2).

Об усиленном катаболизме белков и аминокис-
лот в условиях гипоксии свидетельствует снижение 
количества свободных аминокислот в гидролизате 
моллюсков в 2–6 раз, по сравнению с нормальны-
ми условиями, для пролина падение составляет 
в 40 раз, а для метионина, фенилаланина и алани-
на – от 17 до 19 раз (рис. 2).

Количественные показатели аминокислот в ге-
молимфе и  гидролизате мягких тканей анадары, 
содержавшейся в условиях нормоксии, значитель-
но отличаются от данных, полученных на живот-
ных при гипоксии (табл. 1).

Для оценки возможностей использования ана-
дары в качестве БАД и влияния условий выращи-
вания определены весовые характеристики мол-
люсков и гидролизатов из них, а также содержание 
аминного азота в гемолимфе и мягких тканях мол-
люска, данные приведены в табл. 2–4. Соотноше-
ние сырой массы створка/мягкие ткани/гемолим-
фа в условиях нормоксии составляет 57.4:23.9:18.7% 
(табл. 2). В условиях гипоксии, когда анаэробные 
процессы катаболизма белков и аминокислот пре-
обладают над синтезом, у анадары изменяется со-
отношение створка/мягкие ткани/гемолимфа  – 
67.8:14.2:18.0%. При гипоксии отмечено снижение 
массы мягких тканей почти вдвое по сравнению 

с контролем (в пересчете на сухой вес – 4.7 и 8.2%, 
соответственно) (табл. 2). В зависимости от стадии 
развития и возраста доля мягких тканей может ва-
рьировать от 24 до 36% сырой массы моллюска.

Весовые показатели моллюсков и гидролизатов 
из них приведены в  табл.  3. Так, в  условиях нор-
моксии, при соотношениии массовых долей ство-
рок и мягких тканей в фарше из анадар в пропор-
ции 55.5:44.5% выход гидролизата по содержанию 

Таблица 2. Весовые показатели анадары Anadara kagoshimensis в условиях нормоксии и гипоксии
Образец Сырая масса, г Влажность,% Сухая масса, г Сырая масса,% Сухая масса,%

При нормоксии:
Створка
Мягкие ткани
Гемолимфа
Целиком

36.57 ± 0.04
15.22 ± 0.47
11.90 ± 0.28

63.68

2.7
79.1
98.9
38.9

35.58 ± 0.21
3.18 ± 0.08
0.13 ± 0.01

38.9

57.4
23.9
18.7

100.0

91.5
8.2
0.3

100.0
При гипоксии:
Створка
Мягкие ткани
Гемолимфа
Целиком

21.07 ± 0.04*
4.40 ± 0.02*
5.59 ± 0.03*

31.06

2.7
76.8
98.9
30.5

20.50 ± 0.03*
1.02 ± 0.04*
0.06 ± 0.02*

21.58

67.8
14.2
18.0

100.0

95.0
4.7
0.3

100.0
Примечание. * – статистически значимые различия по критерию Манна–Уитни U < Ucr. (U = 0, Ucr. = 8). χ2 = 40.18 ве-
роятность распределения p < 0.001; асимметрия Аs = 1.277; эксцесс Ex = 0.134. Асимметричная форма распределения 
указывает на отклонение распределения от нормального. В контрольной группе: n = 10, в экспериментальной: n = 5.

Таблица 1. Содержание аминокислот в гемолимфе и ги-
дролизатах мягких тканей Anadara kagoshimensis при 
нормоксии и гипоксии (в мг на 100 мл)

Аминокислота

Нормоксия Гипоксия

Ге
мо

ли
мф

а

Ги
др

ол
из

ат

Ге
мо

ли
мф

а

Ги
др

ол
из

ат

Аспарагиновая 
кислота
Треонин
Серин
Глутаминовая 
кислота
Пролин
Глицин
Аланин
Валин
Метионин
Изолейцин
Лейцин
Тирозин
Фенилаланин
Гистидин
Лизин
Аммиак
Аргинин

14.67
1.68
9.99

12.29
23.04
8.90
9.99
0.24
1.22
0.61
1.19
1.09
0.29

17.67
7.55
1.31

10.62

10.47
1.27
2.23

14.50
19.65
6.10

18.04
0.25
0.34
0.59
1.47
0.83
0.35
3.77
1.05
2.23
8.93

3.84
1.37
5.11

8.27
15.92
4.94
5.77
0.45
0.72
0.58
0.90
0.88
0.26

10.24
5.36
0.97

28.56

1.98
0.29
0.89

2.25
0.46
1.10
0.92
0.08
0.02
0.12
0.24
0.25
0.02
0.74
0.45
0.34
1.67

Общее 
количество 122.35 92.07 94.14 11.82
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сухих веществ составил 4.9%. В условиях гипоксии 
при соотношениии массовых долей створок и мяг-
ких тканей в фарше из моллюсков 57.8:42.2%, вы-
ход составил – 3.9%, соответственно (табл. 3).

Оценка влияния условий гипоксии на накопле-
ние аминного азота в гидролизате из анадары при-
ведена в таблице 4. В условиях нормоксии массо-
вая доля аминного азота в  гемолимфе моллюска 
составляет 8.78%, при гипоксии  – 6.40% от мас-
сы сухого вещества. При нормоксии содержание 
аминного азота в гидролизате составляет 1.84% от 
массы сухого вещества, а в условиях гипоксии сни-
жается до 0.34% (табл. 4).

Оценка влияния условий гипоксии на спектр 
САК в гидролизате из анадары приведена в табли-
це 5. В  состоянии нормоксии соотношение пула 

алифатическиих, основных и ароматических ами-
нокислот у  анадары составило 2:1:0.1, а  при ги-
поксии  – 1:1.5:0.2. Отмечено, что при гипоксии 
происходит перераспределение аминокислотно-
го состава, так пул алифатических аминокислот 
уменьшается вдвое, при этом вдвое увеличивается 
содержание ароматических аминокислот и в пол-
тора раза увеличивается содержание основных ами-
нокислот, в основном за счет аргинина (табл. 5).

Таблица 5. Содержание свободных аминокислот в гид
ролизате из анадары Anadara kagoshimensis при нормо
ксии и гипоксии

Аминокислоты При 
нормоксии, %

При 
гипоксии, %

Пролин
Гистидин
Нейтральные
Дикарбоновые
Серосодержащие
Алифатические
Основные
Ароматические

21.35
4.09
3.81

27.11
0.37

28.73
10.84
1.28

3.93
6.27
9.98

16.76
0.20

20.81
17.93
2.27

Sалиф. / Sосновн. / Sароматич.* 2:1:0.1 1:1.5:0.2
Примечание. *  – соотношение суммы аминокислот  – 
алифатические: основные: ароматические. К  алифати-
ческим аминокислотам относятся – аланин, валин, гли-
цин, изолейцин и лейцин; к основным – лизин, аргинин; 
к ароматическим – тирозин, триптофан и фенилаланин.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Влияние гипоксии на состав САК гемолимфы

В составе САК A. kagoshimensis отмечено высо-
кое содержание дикарбоновых и основных кислот, 
что подтверждается аналогичными исследовани-
ями для другого вида анадары Anadara broughtoni 

Таблица 3. Весовые показатели фарша и гидролизатов из анадары Anadara kagoshimensis в зависимости от условий 
содержания моллюсков

Образец Сырая масса, 
г

Массовая 
доля

от массы
фарша, %

Сухая
масса, г

Влажность, 
%

Объем 
гидролизата, 

мл

Массовая 
доля сухих 
веществ, %

При нормоксии:
Створка
Мягкие ткани
Фарш целиком

46.40 ± 0.11
37.24 ± 0.10

83.64

55.5
44.5

100.0

45.85 ± 0.11
7.79 ± 0.02

53.64

1.2
79.1
35.9 156 4.9

При гипоксии:
Створка
Мягкие ткани
Фарш целиком

17.80 ± 0.06*
12.99 ± 0.06*

30.79

57.8
42.2

100.0

17.60 ± 0.06*
2.71 ± 0.01*

20.31

1.1
79.1
34.0 78 3.9

Примечание. * – статистически значимые различия по критерию Манна–Уитни U < Ucr. (U = 0, Ucr. = 8). В кон-
трольной группе: n = 10, в экспериментальной: n = 5.

Таблица 4. Показатели аминного азота в  гемолимфе 
и гидролизате из анадары Anadara kagoshimensis при нор-
моксии и гипоксии, в пересчете на массу сухого веще-
ства, в зависимости от условий содержания моллюсков

Образец

О
бъ

ем
, м

л

С
од

ер
ж

ан
ие

су
хи

х в
ещ

ес
тв

, г

М
ас

со
ва

я 
до

ля
 

ам
ин

но
го

 аз
от

а,
 в

 %

К
он

це
нт

ра
ци

я
N

ам
ин

., г
/м

л

С
од

ер
ж

ан
ие

 
N

ам
ин

., г

Гемолимфа 
(нормоксия)
Гемолимфа 
(гипоксия)
Гидролизат 
(нормоксия)
Гидролизат 
(гипоксия)

9.4

4.6

156

78

0.13

0.06

7.79

2.71

8.78

6.40

1.84

0.34

0.0012

0.0009

0.0009

0.0001

0.0115

0.0040

0.1436

0.0092
Примечание. * – В контрольной группе: n = 10, в экспе-
риментальной: n = 5.
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[28, 29]. Под воздействием гипоксии в  составе 
аминокислот гемолимфы A. kagoshimensis отме-
чено резкое возрастание концентрации аргинина 
при существенном снижении содержания осталь-
ных аминокислот. При этом снижается содержа-
ние аспарагиновой и глутаминовой кислот почти 
вдвое, также существенно уменьшаются концен-
трации серина, глицина и аланина. Отмечены низ-
кие концентрации алифатических аминокислот, 
метионина и  тирозина, практическое отсутствие 
цистеина и  фенилаланина, что характерно и  для 
A. broughtoni [29].

Вид A. kagoshimensis содержит значительные 
концентрации гистидина и  пролина, в  отличие 
от A. broughtoni. Поскольку гистидин выполня-
ет функцию гасителя синглетного молекулярно-
го кислорода, то в гемолимфе моллюска он может 
использоваться как водорастворимый скавенджер 
гидроксильного радикала [30]. Кроме того, гисти-
дин входит в молекулу гемоглобина до 10% соста-
ва аминокислот [31]. Также гистидин включается 
в  состав гистидиновых дипептидов, участвующих 
в  антиоксидантной системе защиты моллюсков, 
сходных по строению с карнозином и его произво-
дными [32]. Роль пролина в анадаре пока не ясна, 
однако высокое содержание пролина отмечено так-
же и в мантии другого моллюска – кальмара [28].

Для сравнения с данными, полученными нами 
ранее [26], приведем содержание массовых долей 
аминокислот в моллюсках Чёрного моря, обитаю-
щих в обычных условиях, и в анадаре (рис. 3). Су-
щественным отличием состава САК гемолимфы 
анадары от мидии или рапаны является повышен-
ная концентрация пролина и гистидина, содержа-
ние которых в анадаре в несколько раз выше, чем 

у мидии и рапаны. Также отмечены высокие кон-
центрации аланина, аспарагиновой и  глутамино-
вой кислот, которые также участвуют в  процессе 
катаболизма аминокислот и переносе аммиака из 
мышечной ткани в гепатопанкреас. Также в анада-
ре выше содержание основных аминокислот – ли-
зина и  аргинина, а  также серина (рис.  3). Мидия 
является богатым источником таурина, алифати-
ческих аминокислот – глицина и аланина, серосо-
держащих аминокислот – цистеина и метионина, 
а  также ароматической аминокислоты  – фенила-
ланина (рис. 3). Рапана отличается высоким содер-
жанием дикарбоновых – аспарагиновой и глутами-
новой кислот и  основных аминокислот  – лизина 
и  аргинина, алифатических аминокислот  – вали-
на, лейцина, изолейцина, глицина, ароматических 
аминокислот – тирозина и фенилаланина, а также 
метионина, треонина и ГАМК (рис. 3).

Учитывая высокое содержание цитруллина и ар-
гинина [29], увеличение концентрации аргинина 
почти в три раза при гипоксии может указывать на 
активизацию цикла орнитина [33], при усилении 
катаболизма белков и аминокислот, что характерно 
для моллюсков в условиях гипоксии [34]. Заметим, 
что у анадары, по сравнению с мидией, накаплива-
ется значительное количество мочевины [35].

В наших исследованиях таурин не определяли, 
однако известно, что это производное метионина 
составляет в  анадаре до 50% от суммы САК [28]. 
Данное обстоятельство делает анадару перспектив-
ным источником для получения БАД, поскольку 
таурин обладает огромным спектром метаболиче-
ского действия от детоксикационной функции пе-
чени, регуляции кровяного давления, влияния на 
зрение, до кардиопротективного действия, нейро-

Рис. 3. Содержание свободных аминокислот (массовая доля от общего количества в %) в моллюсках Чёрного моря в усло-
виях нормоксии, где 1 – аминокислоты гемолимфы и мягких тканей мидии Mytilus galloprovincialis [26], 2 – аминокислоты 
мягких тканей рапаны Rapana venosa [26], 3 – аминокислоты гемолимфы анадары Anadara kagoshimensis.
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медиаторной функции и  работы головного мозга 
[36, 37].

Отсутствие цистеина в  составе САК анадары, 
возможно, связано с его активным использовани-
ем при синтезе глутатиона, имеющим важное зна-
чение в антиоксидантной защите моллюска, о чем 
свидетельствуют как наличие высокоактивного 
фермента γ-глутамилтрансферазы (ГГТП, 2.3.2.2) 
в  гепатопанкреасе, так и  высокие концентрации 
глутатиона в ноге [10, 35].

Снижение содержания отдельных видов ами-
нокислот составляет от 2 до 6 раз, что, безусловно, 
отразится на качестве БАД из гидролизатов и  их 
функциональной и  биологической активности, 
поскольку комплекс САК является антиоксидан-
том и влияет на иммунитет и другие функции орга-
низма человека [39].

Очевидное преобладание в аминокислотном со-
ставе анадары по сравнению с  мидией и  рапаной 
такого низкомолекулярного скавенджера гидрок-
сильного радикала, как гистидин, и  трехкратное 
возрастание концентрации аргинина, указывает на 
активизацию цикла орнитина и усиленный синтез 
такого низкомолекулярного антиоксиданта, как 
мочевина. Это, безусловно, свидетельствует о  на-
личии мощного низкомолекулярного звена анти-
оксидантной защиты у  анадары, что и  позволяет 
ей выживать в тех условиях, где аборигенные виды 
уже не могут существовать. Таким образом, мож-
но констатировать, что различия аминокислотно-
го состава анадары и мидии предопределяют успех 
инвазии анадары в  Азово-Черноморский регион 
в сочетании с отличиями в работе ферментативно-
го звена антиоксидантной защиты.

Влияние гипоксии на состав САК 
гидролизатов мягких тканей анадары

Изменения в составе САК подтверждают наши 
предположения об усилении катаболизма белков 
в  тканях моллюсков. При этом в  гемолимфе на-
блюдается усиление работы цикла орнитина, о чем 
свидетельствует высокая концентрация аргини-
на. По-прежнему остаются достаточно высокими 
концентрации пролина и гистидина (табл. 1). По-
следний, как известно, является основным низко-
молекулярным антиоксидантом и участвует в син-
тезе гистидиновых дипептидов. Потеря азотистых 
веществ свидетельствует о негативном воздействии 
гипоксии на анадару, вынужденном переходе к ка-
таболизму белков и аминокислот для поддержания 
метаболических процессов за счет использования 
аминокислот (табл.  4), как субстрата в  метаболи-
ческих путях выработки высокоэнергетических 
соединений в  условиях гипоксии [40]. В  этих ус-
ловиях, когда анаэробные процессы катаболизма 
белков и аминокислот преобладают над синтезом, 

изменяется соотношение створка / мягкие ткани. 
Так, доля мягких тканей анадары при гипоксии со-
ставила менее 60% от содержания мягких тканей 
в моллюске при нормоксии (см. табл. 2).

Снижение содержания аминного азота и содер-
жания САК в гидролизате мягких тканей от 2 до 6 раз 
в  условиях гипоксии свидетельствует о  необходи-
мости контролировать условия обитания анадары, 
чтобы обеспечить получение гидролизата высоко-
го качества, содержащего сбалансированный набор 
аминокислот. Таким образом, условия гипоксии, 
безусловно, оказывают влияние на ценность мяса 
моллюсков, как пищевого объекта и источника по-
лучения биологически активных веществ.

Поэтому необходимо изучать годовую динами-
ку изменения массы тканей и  условий культиви-
рования анадары, в том числе проводить контроль 
концентрации кислорода в воде, поскольку эти по-
казатели будут отражаться на содержании белко-
вых, азотистых и сухих веществ в моллюсках и на 
качестве гидролизатов из них.

Влияние гипоксии на энергетический обмен
Аноксия негативно влияет на энергетический 

статус тканей анадары, что выражается в снижении 
содержания в  них АТФ и  АДФ, а  также в  умень-
шении значений аденилатного энергетического 
заряда (АЭЗ), фосфорильного потенциала (ФП). 
Известно, что в первые часы острой кислородной 
недостаточности уровень АТФ и  АДФ снижается 
на 30–50%, при этом АЭЗ снижается до 0.4 единиц. 
Это связано либо с  развитием компенсационных 
процессов, обеспечивающих аэробный путь, ли-
бо с  переключением метаболизма на анаэробный 
путь. При этом данные изменения сохраняются 
достаточно длительно, что показывает адаптив-
ный характер низкого энергетического статуса 
анадары [15, 17]. Поэтому можно предположить, 
что изменения состояния аденилатного пула тка-
ни моллюска функционально достаточны для обе-
спечения суббазальных скоростей метаболизма. 
Реальная ситуация, вероятно, регулируется, с  од-
ной стороны, потребностью организма анадары 
в АТФ, с другой, уровнем перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) и концентрацией активных форм 
кислорода (АФК), и  ёмкостью антиоксидантной 
защиты. Именно катаболизм белков и аминокис-
лот в гепатопанкреасе, по-видимому, обеспечивает 
в условиях гипоксии субстраты для цикла трикар-
боновых кислот (ЦТК) и цикла орнитина, что по-
зволяет моллюску сохранять двигательную актив-
ность и  гаметогенез на уровне, необходимом для 
выживания анадары.

Полагаем, что именно сопряжение катаболиз-
ма аминокислот и  белка с  ЦТК и  циклом орни-
тина в митохондриальном матриксе служит осно-
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вой метаболической пластичности и устойчивости 
анадары к стрессовым изменениям концентрации 
кислорода в среде, которые мы отразили в предпо-
лагаемой схеме сопряжения работы этих циклов 
(оригинальный рис. 4а, b).

Неслучайным выглядит компартментализа-
ция пусковых реакций циклов Кребса и  моче-
вины, катализируемых глутаматдегидрогеназой 
(ГДГ, 1.4.1.2) глутаматдегидрогеназного комплек-
са (ГДГК), пируватдегидрогеназным комплексом 
(ПДГК) и  карбамоилфосфатсинтетазой (КМФС, 
6.3.4.16) в  митохондриальном матриксе. Перенос 
аммиака через митохондриальную мембрану в ви-
де аланина, катализируемый цитозольным пулом 
аланинаминотрансферазы (АлАТ, 2.6.1.2), реа-
лизует сразу две задачи – утилизацию аммиака из 
цитозоля и  блокировку восстановления пирувата 
в  лактат, катализируемую лактатдегидрогеназой 
(ЛДГ, 1.1.1.27), предотвращающей закисление ци-
тозоля [10].

Внутри митохондрии АлАТ катализирует обрат-
ную реакцию с переносом NH2 группы на α-кето-
глутарат и образованием пирувата, декарбоксили-
руемого ПДГК с образованием Ацетил-КоА и СО2. 
Ацетил-КоА запускает ЦТК, где ферменты в ходе 
дегидрогеназных реакций окисляют ацетат до СО2 
и  вырабатывают АТФ. А  глутаматдегидрогеназа 
ГДГК высвобождает NH3 для синтеза карбамоил-
фосфата и запуска цикла орнитина [41].

Изменения состава САК гемолимфы под дей-
ствием гипоксии в сторону активного накопления 
продуктов цикла орнитина  – накопления арги-
нина, который является аллостерическим актива-
тором N‑ацетилглутаматсинтазы (2.3.1.1), синте-
зирующей в  митохондриях N‑ацетил-глутамат, 
который является аллостерическим активатором 
карбамоилфосфатсинтетазы (КМФС, 6.3.4.16), 
ключевого фермента в запуске орнитинового цик-
ла. Известно, что в условиях голодания, когда ка-
таболизм белков усиливается, увеличивается про-
дукция аммиака. При этом индуцируется синтез 
ферментов цикла орнитина. Поскольку аммиак 
активно связывает в  митохондриях протон водо-
рода и  превращается в  ион аммония, который не 
может пройти через митохондриальную мембрану. 
Это тормозит работу цикла трикарбоновых кислот 
(ЦТК), что в  условиях гипоксии оказывает губи-
тельное действие на продукцию аденозинтрифос-
фата (АТФ) [41].

В  цикле мочевины синтезируются также про-
межуточные субстраты ЦТК  – фумарат, который 
цитозольной малатдегидрогеназой (МДГ, 1.1.1.37) 
обращается в малат, который, в свою очередь, пере-
носится из цитозоля в митохондриальный пул ма-
лата и окисляется в оксалоацетат [10]. Оксалоацетат 
может образовываться в цитозоле из гликолитиче-
ского пути и превращаться фосфоенолпируваткар-

боксилазой (ФЕПКК, 2.7.1.40) из фосфоенолпи-
рувата, что также является ключевым ферментом 
сопряжения гликолиза с ЦТК и другими анаплеро-
тическими путями [35]. Оксалоацетат может тран-
саминироваться аспартатаминотрасферазой (АсАТ, 
2.6.1.1) в  аспартат, который участвует в  образова-
нии аргининсукцината в цикле орнитина.

Такое многоточечное сопряжение катаболиз-
ма углеводов, белков с производством АТФ в ЦТК 
и  получением низкомолекулярного антиоксидан-
та мочевины в цикле орнитина позволяет анадаре 
легко адаптироваться в  условиях гипоксии и  да-
же частично обращать ЦТК в обратном направле-
нии от оксалоацетата до сукцината [35]. При этом 
не происходит значительной потери в  выработке 
АТФ, что позволяет обеспечить ключевую реакцию 
цикла орнитина – синтез карбамоилфосфата, тре-
бующего 2 молекулы АТФ. При обращении ЦТК от 
оксалоацетата к сукцинату происходит потеря вы-
работки НАДН и  Н+ на митохондриальной МДГ, 
а  НАДН с  глутаматдегидрогеназного комплекса 
(ГДГК) используется для восстановления ФАД+ 
в ФАДН2, образовавшегося в результате фумаратде-
гидрогеназной реакции и производством АТФ. Та-
ким образом, выработка АТФ в условиях гипоксии 
может снизиться вдвое по сравнению с нормокси-
ей через частичное обращение ЦТК, происходя-
щее через изменения, отраженные в  уравнении 2 
энергетического баланса по окислению ацетатного 
двухуглеродного фрагмента (табл. 6).

Взаимосвязь метаболизма аминокислот 
и энергетического обмена анадары

Реорганизация тканевого метаболизма на за-
щиту организма от стресса всегда сопровождается 
кратковременным увеличением количества АФК 
[42, 43]. Одним из механизмов регуляции повы-
шения уровня АФК выступает синтез мочевины 
в орнитиновом цикле и направленный на его обе-
спечение катаболизм белков и аминокислот в гепа-
топанкреасе анадары [10, 35, 40]. Мочевина высту-
пает в  роли низкомолекулярного антиоксиданта, 
который вступает в реакции с АФК и снижает ПОЛ 
[14]. Мочевина легко проникает через мембрану 
эритроцитов и  связывается с  гемоглобином [44], 
что приводит к сокращению числа железосодержа-
щих центров ПОЛ и стабилизации мембраны эри-
троцитов, реализуя тем самым антиоксидантные 
функции.

Полагаем, что именно сопряжение катаболиз-
ма белка и аминокислот с циклом орнитина и ЦТК 
в митохондриальном матриксе служит основой ме-
таболической пластичности и устойчивости анада-
ры к стрессовым изменениям концентрации кис-
лорода в  среде. Компартментализация пусковых 
реакций орнитинового цикла, ЦТК и катаболизма 
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Рис. 4. Схема взаимосвязи катаболизма аминокислот с работой цикла Кребса и циклом мочевины. (a) – В условиях нор-
моксии, (b) – в условиях гипоксии, которые обеспечивают приспособление анадары Anadara kagoshimensis к условиям 
Черного и Азовского морей (черными стрелками указаны типичные метаболические пути; серым пунктиром – стадии 
переноса аммиака из цитозоля в митохондрию и в цикл орнитина; двойными стрелками – стадии, сопрягающие рабо-
ту ЦТК (TAC) и производство макроэргических соединений с утилизацией аммиака в цитозоле и синтезом мочевины 
в цикле орнитина, черные пунктирные – обращенные стадии ЦТК). Использованы следующие обозначения: cGDHC 
и mGDHC – цитозольный и митохондриальный глутаматдегидрогеназный комплекс, соответственно; cALT и mALT – 
цитозольный и  митохондриальный пул аланинаминотрансферазы; CPS1  – карбамоилфосфатсинтетаза; cAST  – цито-
зольный пул аспартатаминотрансферазы; cMDH – цитозольный пул малатдегидрогеназы; TAC – цикл трикарбоновых 
кислот (оригинальная схема составлена Голубь Н.А.).

(b)
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аминокислот, катализируемых глутаматдегидроге-
назой (ГДГ, 1.4.1.2), пируватдегидрогеназным ком-
плексом (ПДГК) и  карбамоилфосфатсинтетазой 
(КМФС, 6.3.4.16) в  митохондриальном матриксе 
предотвращает превращение токсичного аммиака 
в аммоний-ион, ингибирующий работу ЦТК.

Перенос аммиака через митохондриальную 
мембрану в  виде аланина, катализируемый цито-
зольным пулом АлАТ (2.6.1.2), реализует сразу две 
задачи – утилизацию аммиака из цитозоля и бло-
кировку восстановления пирувата в  лактат, ката-
лизируемую лактатдегидрогеназой (ЛДГ, 1.1.1.27), 
предотвращающей закисление цитозоля [10]. По-
скольку закисление цитозоля приводит к разобще-
нию окислительного фосфорилирования, набуха-
нию митохондрий, потери целостности мембран 
и  деградации митохондрий, а  в  целом и  к  гибели 
моллюсков. Таким образом, показано физиологи-
ческое значение низкомолекулярного звена водо-
растворимых скавенджеров гистидина, глутатиона 
и мочевины, которые решают задачу оперативно-
го реагирования и регуляции уровня АФК в тканях 
анадары.

Наличие не только ферментативного звена в ан-
тиоксидантной защите, но и  низкомолекулярных 
водорастворимых скавенджеров типа глутатио-
на, мочевины и аминокислот, а  также значитель-
ных концентраций каратиноидов способствуют 
устойчивому распространению вида-вселенца 
A.  kagoshimensis из-за получения существенного 
преимущества перед местными видами двуствор-
чатых моллюсков [45–47]. Кроме того, этому спо-
собствует наличие эритроцитарного гемоглобина 
[7] и значительное содержание каротиноидов в тка-

нях анадары [45]. Все это в  комплексе позволяет 
анадаре выживать в условиях гипоксии и аноксии 
до 16 сут, что значительно дольше, по сравнению 
с другими двустворчатыми моллюсками, в частно-
сти, в 5–6 раз дольше, чем мидии [35, 48].

Из-за своих биохимических особенностей ана-
дара легко приспособилась к  жизни на шельфе 
Черного и Азовского морей, особенно подвержен-
ным терригенному стоку и заиливанию. Моллюск 
занимает доминирующее положение в  бентосных 
сообществах, адаптируясь к значительным колеба-
ниям кислорода в среде [19]. Это способно сделать 
его в  ближайшем будущем объектом промысла 
и  конхиокультуры на Чёрном море, что позволит 
получать из нее БАД и функциональные продукты 
питания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Во вселенце в Чёрное и Азовское моря анадаре 

Anadara kagoshimensis найдены 16 протеиногенных 
аминокислот. В  условиях гипоксии метаболизм 
моллюска реорганизуется в  направлении ана
эробного катаболизма белков и аминокислот, как 
источника получения субстратов для цикла три-
карбоновых кислот и  цикла орнитина. Это при-
водит к  значительному накоплению субстратов, 
активирующих последний, в  частности аргинина, 
являющегося аллостерическим активатором реак-
ций цикла орнитина и накоплению мочевины в ка-
честве низкомолекулярного антиоксиданта.

Отмечены высокие концентрации гистидина 
и пролина в гемолимфе и мягких тканях моллюска. 
Таким образом, у анадары, по сравнению с миди-

Таблица 6. Генерация АТФ в  цикле трикарбоновых кислот в  сопряжении с  циклом мочевины у  анадары A. 
kagoshimensis при нормоксии и гипоксии

Нормоксия Гипоксия
1. Pyruvate + CоА-SH + NAD+ → Ac-CоА + 
N+ ADH + H+ + CO2 (катализируется ПДГК)

1. Pyruvate +CоА-SH+ NAD+ → Ac-CоА 
+NADH+H++CO2 (катализируется ПДГК)

2. Ac-CоА + 3NAD+FAD+ + GDP + Pi  + Н2О → 2СО2 + 
+ 3NADH + FADH2 + GTP + 2Н+ + CоА-SH

2. Ac-CоА+2NAD++FAD++GDP +ADP+ 
2Pi+Н2О→2СО2+NAD++NADH + FADH2 
+GTP+ATP+2Н++CоА-SH

3. GTP+ADP ↔ ATP+GDP 3. GTP + ADP ↔ ATP + GDP
4. 3NADH + FADН2 +2Н+ +0,5О2 +12ADP + GTP +
+ 11 Pi → 12ATP + 3NAD+ + FAD+ + GDP + Н2О

4. NADH + FADH2 + 2Н+ + 0,5О2 + 6ADP + GTP + 
+ 5 Pi + ATP → 7 ATP + NAD+ + FAD+ + GDP + Н2О

Суммарно для трех молекул аланина выработка АТФ составляет
36 ATP+GDP 21 ATP+GDP

5. 3 Glutamate + 3NAD+ → 3α-ketoglutarate + 3NADH + 
+ 3NH3+ 3Н+

5. 3 Glutamate + 3NAD+ → 3α-ketoglutarate +3NADH + 
+ 3NH3 +3Н+

6. 3СО2+3NH3+6ATP → 3 CO(NH2)2 +6ADP +6Pi 6. 3СО2+3NH3+6ATP → 3 CO(NH2)2 +6ADP +6Pi

Итого за вычетом АТФ на цикл орнитина:  
36 ATP – 6 ATP = 30 ATP

Итого за вычетом АТФ на цикл орнитина:  
21 ATP – 6 ATP = 15 ATP
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ей, выявлены отличия в  аминокислотном соста-
ве САК и  отмечена стимуляция цикла орнитина 
в  условиях гипоксии, которые позволяют ей опе-
ративнее реагировать на изменения уровня АФК. 
У анадары более развито низкомолекулярное зве-
но антиоксидантной защиты, что позволяет мол-
люску успешно осваивать экологические ниши, 
недоступные аборигенным видам. Условия гипок-
сии снижают долю мягких тканей анадары в соот-
ношении створка/ мягкие ткани/ гемолимфа поч-
ти вдвое по сравнению с нормальными условиями 
обитания, что приводит к ухудшению показателей 
гидролизатов по содержанию общего азота (белка), 
сухих веществ, аминного азота и  по составу сво-
бодных аминокислот. Такие условия содержания 
моллюсков могут неблагоприятно влиять на на-
копление, в  частности, свободных аминокислот, 
что скажется на качестве, получаемых на основе 
гидролизатов из анадары биологически активных 
добавок. Физиологические и биохимические осо-
бенности метаболизма этого вида-вселенца делают 
его перспективным объектом промысла и конхио-
культуры.
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EFFECT OF HYPOXIA ON AMINO ACID CONTENT 
IN HAEMOLYMPH AND PROTEIN HYDROLYSATE 

OF THE BIVALVE MOLLUSK ANADARA KAGOSHIMENSIS 
(TOKUNAGA, 1906)

N. A. Golub a,#, A. A. Soldatov a, V. I. Ryabushko a, A. V. Kuznetsov a, 
V. P. Kurchenko b, and E.V. Budkevich c

a Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, RAS, Sevastopol, Russia
b Belarusian State University, Minsk, Belarus

c North Caucasian Federal University, Stavropol, Russia
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Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) is a bivalve alien species of the Black Sea and of the Azov Sea. The 
amino acid composition of hemolymph and protein hydrolysates of the mollusc soft tissues was studied. The 
content of 16 proteinogenic amino acids in the samples was determined by ion-exchange chromatography fol-
lowed by ninhydrin detection. High concentrations of histidine and proline were observed in the hemolymph and 
soft tissues of the mollusc. Experimental hypoxia revealed qualitative and quantitative changes in the content of 
free amino acids in both hemolymph and soft tissue hydrolysates. In particular, the pool of aliphatic amino acids 
decreased twice and the pool of aromatic amino acids increased. The mass fraction of soft tissues almost halved 
under hypoxia, compared to normal conditions, which corresponded to 4.7% in the experiment and 8.2% in 
the control. This leads to a deterioration of the hydrolysates in total and amine nitrogen as well as in dry matter 
(0.34 and 1.84% of dry matter in hypoxia and normoxia). It has been shown that the metabolism of molluscs is 
reorganized under hypoxic conditions towards anaerobic catabolism of amino acids and proteins as a source of 
substrates for the citric acid and ornithine cycles. This leads to a significant accumulation of arginine, which is an 
allosteric activator of ornithine cycle reactions, and an accumulation of urea, which is a low-molecular-weight 
antioxidant. Thus, a low-molecular-weight part of the antioxidant defense system in the form of a high content of 
free radical scavengers like histidine and urea is formed in A. kagoshimensis, which may contribute to the success 
of the invasion of this mollusc in the Black Sea and of the Azov Sea. The issues of the influence of hypoxia on the 
quality of shellfish as raw materials for obtaining dietary supplements are considered.

Keywords: Anadara kagoshimensis, alien species, hypoxia, protein hydrolysate, amino acid metabolism, Black 
Sea, Azov Sea
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Изучали особенности формирования мышечных синергий при выполнении локомоций в  условиях 
полной и частичной разгрузки веса тела. Извлечение мышечных синергий выполнено с применени-
ем метода главных компонент. Установлено, что стабильность мышечных модулей и  стереотипные 
паттерны их временной активации при различной степени афферентации обусловлены реализацией 
моторных программ синергий. Выявлено, что только наличие, но не мощность афферентного потока 
от рецепторного комплекса нижних конечностей вносит существенный вклад в формирование меж-
конечностных синергетических паттернов и регуляцию степени вовлечения мышц в синергии. Раз-
личные временные профили в структуре синергий обусловлены избыточностью организации управля-
ющих структур, благодаря которой осуществляется надежное управление локомоциями. Сохранение 
стабильного компонентного состава основной мышечной синергии может являться целевой перемен-
ной двигательного контроля, в связи с чем ее вариативность при многократных реализациях движения 
оказывается низкой.

Ключевые слова: мышечные синергии, опорная афферентация, моторная программа, локомоции, стра-
тегии двигательного контроля, вариативность
DOI: 10.31857/S0044452924010111, EDN: ZETQUD 

ВВЕДЕНИЕ
В  регуляции локомоций важная роль принад-

лежит нейрональным сетям, локализованным 
в  структурах спинного мозга, которые получи-
ли название генераторов шагательных движений 
(паттернов). Существование таких генераторов 
показано в  исследованиях с  участием животных 
и человека с применением стимуляционных воз-
действий, путем активации мышечных рецепто-
ров или при воздействии на нейрональные локо-
моторные сети, локализованные в  ростральных 
сегментах поясничного отдела спинного мозга 
[1,  2]. В  естественных условиях активность сег-
ментарного интернейронного аппарата может 
быть запущена командами вышележащих цен-
тров, однако этот аппарат может запускаться ак-
тивностью его собственных нейронов, и,  если 
сеть запущена, она осуществляет заложенную 
в ней программу. Программа включает выработку 
соответствующей комбинации и  последователь-
ности импульсов к  рабочим мышцам, определяя 
попеременную активацию мышц антагонистов 
в  структуре билатерального шагательного цикла. 
Эти процессы могут быть организованы по прин-
ципу синергии, что позволяет упростить обработ-

ку афферентации и сократить число управляемых 
параметров движений [3, 4].

В  регуляции позы и  локомоций млекопитаю-
щих опорная афферентация играет ведущую роль. 
Ее устранение приводит к  снижению активности 
тонических двигательных единиц (ДЕ) мышц экс-
тензоров, не компенсируемое другими сенсорны-
ми входами, а  также изменению порядка рекру-
тирования ДЕ в  мотонейронных пулах спинного 
мозга [5, 6]. Процессы, происходящие на уровне 
двигательных единиц, обуславливают изменение 
моторных программ синергий, что отражается на 
их пространственных и  временных профилях ак-
тивации [7, 8]. Результаты исследований органи-
зации локомоторных синергий у  человека оказы-
ваются противоречивы. Сообщается о  модуляции 
временных паттернов активации синергий при 
ходьбе в условиях аксиальной разгрузки веса тела 
в водной среде [9]. Однако, мышечные синергии, 
приобретенные в наземных условиях, оказывают-
ся в  высокой степени устойчивы при изменении 
уровня гравитации [10, 11].

Таким образом, значимость опорной аффе-
рентации в  процессе формирования локомотор-
ных синергий во многом остаётся не определе-
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на. В  связи с  этим целью нашей работы явилось 
изучение роли опорной афферентации в процес-
се формирования стереотипного локомоторного 
паттерна при ходьбе. Конкретные задачи вклю-
чали: определение паттернов пространственной 
и  временной структуры мышечной активации 
(синергий) в  условиях частичной и  полной вер-
тикальной разгрузки веса тела. Планировалось 
проследить модификацию синергий в  структуре 
локомоторного цикла при разных по величине 
мышечных усилиях. Предполагали, что снижение 
сигнализации от рецепторов опорной поверхно-
сти стоп при вертикальной вывеске, а также уве-
личение мощности афферентного потока от ниж-
них конечностей при возрастании интенсивности 
выполняемой работы не отразится на количестве 
мышечных синергий и  их временной организа-
ции. Однако ожидали, что облегчение аксиальной 
нагрузки снизит стабильность временнόй струк-
туры синергий, что отразится на ее межиндивиду-
альной вариативности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследовании приняли участие 8 испытуемых 

18–24 лет без двигательных нарушений в анамнезе. 
Исследования проведены на базе научно–иссле-
довательского института проблем спорта и  оздо-
ровительной физической культуры Великолукской 
государственной академии физической культу-
ры и  спорта в  лаборатории физиологии нервной 
и  мышечной систем. Каждый участник предста-
вил добровольное письменное информирован-
ное согласие на участие в  исследованиях. Прото-
кол исследований предполагал ходьбу по тредбану 
“Venus” (HP Cosmos, Австрия) с постоянной ско-
ростью вращения ленты 3  км/ч, оборудованном 
устройством пневматической вывески веса тела 
(рис. 1).

Экспериментальные условия включали обыч-
ную ходьбу (без вывески), ходьбу с 25-и 50-и про-
центной вывеской веса тела, ходьбу при полной 
вывеске веса тела (в этом случае испытуемые ви-
зуально ориентировались на ленту тредбана и со-
вершали имитацию ходьбы в воздухе). Отдельное 
условие подразумевало проталкивание пассивной 
ленты тредбана, держась за перекладину перед 
собой. Испытуемые в  каждом эксперименталь-
ном условии выполняли ходьбу в течение 60 сек. 
Интервалы между ходьбой в  разных условиях 
определялись по субъективному ощущению пол-
ного восстановления испытуемого и в среднем со-
ставляли 1–2 мин, в этих он находился в положе-
нии сидя.

Регистрировали электромиограммы (ЭМГ) 
восьми поверхностных мышц нижних конечно-
стей, билатерально: передней большеберцовой 

мышцы, медиальной головки икроножной мыш-
цы, двуглавой мышцы бедра, прямой мышцы 
бедра. В  работе применялся биомонитор МЕ6000 
(Финляндия) с  частотой опроса 2000 Гц.  Отведе-
ние ЭМГ осуществляли одноразовыми самокле-
ющимися электродами с  токопроводящим гелем 
и активной площадью контакта 2.5 см2, 36×45 мм 
(Swaromed, Австрия). Электроды накладывались 
биполярно, при этом активный располагался в об-
ласти проекции двигательной точки исследуемой 
мышцы, а  референтный прикреплялся по ходу 
её волокон с  межэлектродным расстоянием 2  см, 
электрод заземления на каждом канале распола-
гался после референтного на расстоянии 2 см [12]. 
ЭМГ фильтровались полосовым фильтром с  по-
лосой пропускания 30–450 Гц, силой подавления 
60  дБ с  нулевой задержкой, затем усреднялись 
в интервалах 0.002 с и повторно применяли фильтр 
низких частот 15 Гц, используя программное обес
печение MegaWin. К отфильтрованным ЭМГ при-
меняли экспоненциальное сглаживание (α = 0.01). 
Синхронно с  ЭМГ регистрировали гониограммы 
(гониометры располагались на обоих коленных 
суставах) для выделения при дальнейшем анали-
зе отдельных шагательных циклов. Начало шага-
тельного цикла считали от момента наибольшего 
значения величины угла в  коленном суставе пра-
вой ноги, конец цикла – по наименьшему. Первые 
два цикла шага от начала регистрации пропускали, 
а последующие восемь включали в анализ. Такой 
подход применяли во всех экспериментальных ус-
ловиях.

Зарегистрированные ЭМГ, гониограммы экс-
портировали в Statistica (StatSoft, Inc., version 10) и 
формировали матрицу исходных данных (X), раз-
мерностью (I×J), где I  – число точек (измерений 
в момент времени – 500 для каждого эксперимен-
тального условия, шага, испытуемого), а J – чис-
ло независимых переменных (вариационных рядов 
ЭМГ  – 8). В  матрице создавали дополнительные 
переменные, позволяющие идентифицировать 
периоды шагательного цикла и  принадлежность 
данных к определенному испытуемому и шагу. Все 
вариационные ряды были интерполированы отно-
сительно единой точки отсчета и стандартизирова-
ны к единице стандартного отклонения.

Для извлечения синергий использовали ме-
тод главных компонент в  среде Statistica, исполь-
зуя стандартный модуль “Advanced/Multivari-
ate  – PCA”. Исходная матрица разлагалась на 
произведение двух матриц – матрицы счетов и ма-
трицы нагрузок. Матрица нагрузок определяет про-
странственную структуру синергий и включает ве-
совые коэффициенты для каждой переменной [13]. 
Фактически, значение коэффициента указывает на 
степень прямолинейности в  изменениях сигнала, 
т.  е. является мерой их синхронизма, что являет-
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ся характерной чертой синергии. Матрица счетов 
определяет временную организацию выявленных 
компонент и представляется в виде коэффициен-
тов активации. Изменение коэффициентов акти-
вации на временной шкале свидетельствует о воз-
растании либо снижении активности синергии, 
обусловленное синхронной активацией ее ком-
понентов. Анализировали получаемые в  резуль-
тате разложения матрицы следующие параметры: 
собственные значения (eigenvalues), количество 
извлекаемых компонент (синергий), процент об-
щей дисперсии, учитываемый каждым фактором 
в  общем наборе данных (VAF), весовые коэффи-
циенты извлеченных компонент, векторы синер-
гий и  коэффициенты активации. Рассматривали 
компоненты с собственными значениями не менее 
единицы и с долей учитываемой дисперсии не ме-
нее 5%.

Математико-статистическая обработка дан-
ных выполнена в Statistica 10.0 и включала расчет 
среднего арифметического (M), ошибки среднего 
арифметического (SE), стандартного отклонения 
(SD), коэффициентов вариативности (CV). Для 
оценки достоверности различий при сравнении ве-
совых коэффициентов применяли однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA c post-hoc анали-
зом по критерию Fisher LSD. Статистически зна-
чимыми различиями считали значения критерия 
p<0.05. Для сравнения коэффициентов активации 
применяли анализ максимальных значений крос-
скорреляционных функций (r) с учетом смещения 
относительно нуля, где 1  – полное соответствие, 
0  – отсутствие взаимосвязи. Векторы синергий 
считали различными, если величина весового ко-
эффициента начала и  окончания вектора превы-
шали единицу.

Рис. 1. Устройство вертикальной вывески веса тела (а), образец интерференционной (b) и обработанной (c) электромио-
граммы мышц нижних конечностей при ходьбе. 1 – передняя большеберцовая мышца пр., 2 – икроножная медиальная 
мышца пр., 3 – прямая мышца бедра пр., 4 – двуглавая мышца бедра пр., 5–8 те же мышцы левой нижней конечности, 
9 – гониограмма.

(b)

(c)
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате разложения матриц были получе-

ны три компонента во всех экспериментальных 
условиях. Доля объясняемой дисперсии в  сред-
нем по группе при отсутствии вывески составля-
ла 82.33 ± 3.17, а коэффициенты вариативности не 
превышали 6.68%. При вывеске в 25% и 50% веса 
тела этот показатель не превышал 86.33% при низ-
кой вариативности в диапазоне от 2.90% до 8.48%. 
При полной вывеске VAF составляла 79.01 ± 1.52, 
вариативность также оценивалась как очень низ-
кая. При проталкивании пассивной ленты тредба-
на VAF составлял 85.66%. Существенных различий 
по данному показателю в разных эксперименталь-
ных условиях выявлено не было (p > 0.05).

Анализ коэффициентов активации первой вы-
явленной компоненты показал высокое соответ-
ствие внутрииндивидуальных и внутригрупповых 
профилей, здесь коэффициенты кросскорреляци-
онных функций составляли 0.72 ± 0.15, а  макси-
мальные значения достигали 0.99. Высокие коэф-
фициенты были также установлены и при других 
условиях, за исключением полной вывески веса 
тела, где они оказались несколько ниже и состав-
ляли в  среднем по группе 0.69 ± 0.11. Также при 
проталкивании ленты тредбана коэффициенты 
при сравнении межиндивидуальных значений 
оказались средними и  достигали 0.66 ± 0.12. Во 
всех экспериментальных условиях коэффициен-
ты вариативности внутригрупповых профилей ак-
тивации первой синергии оценивались как сред-
ние и не превышали 44.92%. Визуальный анализ 
паттернов данного компонента показал наличие 
положительного пика активации в начале и отри-
цательный пик в третьей четверти цикла шага, что 
было характерно для всех условий ходьбы за ис-
ключением полной вывески. В последнем случае 
положительный пик был отмечен в конце, а отри-
цательный приходился на середину шагательного 
цикла (рис. 2).

Рассматривая второй извлеченный компонент 
можно отметить наличие двух различных профи-
лей активации во всех экспериментальных усло-
виях за исключением 50-процентной вывески 
веса тела (рис.  2). Качественный анализ их вре-
менной структуры указывает на возрастание ак-
тивности синергии до середины и  дальнейшее 
снижение активности до конца цикла шага. Вто-
рой профиль демонстрировал ту же тенденцию, 
но с  противоположным направлением. При вы-
веске 50% веса тела был отмечен единственный 
профиль с  положительным пиком активации 
во второй четверти цикла шага. Коэффициенты 
кросскорреляционных функций при сопоставле-
нии профилей второй синергии демонстрирова-
ли, преимущественно, среднее соответствие и на-

ходились в диапазоне от 0.49 ± 0.15 до 0.63 ± 0.08. 
Коэффициенты вариативности во всех услови-
ях были средними и не превышали 63.18%. Наи-
меньшая вариативность была отмечена при 50% 
и 25% вывеске веса тела.

Третья выявленная мышечная синергия демон-
стрировала средневариативные внутригрупповые 
профили активации, однако, в их структуре мож-
но выделить по одному паттерну, чаще с двумя пи-
ками, приходящимися на разные периоды цикла 
шага (рис.  2). Сопоставительный анализ профи-
лей показал среднее соответствие, коэффициенты 
кросскорреляционных функций находились в диа-
пазоне от 0.40 ± 0.10 до 0.55 ± 0.14, а CV достигали 
57.73%. Самое низкое соответствие было отмечено 
при полной вывеске – 0.32 ± 0.03, а CV составляли 
24.46%.

Первая мышечная синергия в  условиях обыч-
ной ходьбы включала активность практически 
всех исследуемых мышц, за исключением прямой 
мышцы бедра левой ноги, где весовые коэффи-
циенты составляли 0.60 ± 0.07 в среднем по группе 
(рис. 3). Коэффициенты других мышц превышали 
пороговый уровень 0.7 и в некоторых случаях, на-
пример, для передней большеберцовой мышцы ле-
вой стороны достигали 0.88 ± 0.01.

В ситуации с 25% вывеской веса тела наблюда-
лась схожая картина по данной мышечной синер-
гии. Так, весовые коэффициенты большинства 
мышц превышали пороговый уровень и достигали 
0.89 ± 0.01, лишь для прямой мышцы бедра пра-
вой нижней конечности они были несколько ни-
же  – 0.61 ± 0.03. Коэффициенты вариативности 
при анализе вовлечения мышц в  данную синер-
гию оценивались как низкие  – не более 15.11%, 
а  для некоторых мышц, например, прямой бедра 
левой – очень низкие (1.66%). Статистически зна-
чимые различия весовых коэффициентов в  срав-
нении с  условиями ходьбы без вывески были об-
наружены только в  активности прямой мышцы 
бедра левой ноги (p < 0.05). При 50% вывеске веса 
тела наблюдалось существенное возрастание вов-
лечения в  синергию прямой мышцы бедра пра-
вой и снижение для двуглавой мышцы той же ко-
нечности (p < 0.05). Их коэффициенты составляли 
0.82 ± 0.04 и 0.32 ± 0.12 соответственно. Для послед-
ней была отмечена бόльшая вариативность вовле-
чения в синергию, CV достигали 78.13%. Весовые 
коэффициенты других мышц находились в диапа-
зоне от 0.65 ± 0.09 до 0.91 ± 0.01. Следует отметить, 
что чем выше степень вовлечения мышцы в синер-
гию, тем ниже коэффициенты вариативности. На-
пример, CV передней большеберцовой и икронож-
ной мышц правой стороны не превышали 3.50%, 
а  весовые коэффициенты были максимальны-
ми в сравнении с другими мышцами – 0.89 ± 0.01 
и 0.91 ± 0.01 соответственно (рис. 3).
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При полной вывеске веса тела пороговой ве-
личины вовлечения в синергию достигали только 
прямая мышца бедра правой, и мышцы голени ле-
вой стороны. Другие исследуемые мышцы демон-
стрировали среднее включение в синергию, коэф-
фициенты находились в  диапазоне от 0.46 ± 0.18 
до 0.68 ± 0.18. Относительно условий ходьбы без 
вывески было установлено меньшее вовлечение 
в  активность передней большеберцовой мышцы 
обеих нижних конечностей, а также икроножной 
правой (p < 0.05). Включение в синергию прямой 
мышцы бедра, наоборот, возрастало, где коэф-

фициенты достигали 0.71 ± 0.10 (CV=28.84%) 
в  среднем по группе (рис.  3). Вариативность ве-
совых коэффициентов мышц в данной синергии 
оценивалась как низкая или средняя и в целом не 
превышала 78.90%, а самые низкие значения бы-
ли установлены для прямой мышцы бедра левой 
нижней конечности  – 20.46%. При проталкива-
нии ленты пассивного тредбана установлено вы-
сокое вовлечение в первую мышечную синергию 
всех мышц, за исключением двуглавой бедра пра-
вой, где коэффициенты составляли 0.67 ± 0.04. 
Коэффициенты других мышц в  таких условиях 

Рис. 2. Паттерны временнόй активации мышечных синергий при ходьбе в условиях разной степени вывески веса тела. 
По оси абсцисс – прогресс цикла шага, по оси ординат – у. е. #1, 2, 3 – номер компоненты (синергии). Тонкие линии – 
усредненные внутрииндивидуальные профили, жирные линии – среднегрупповой профиль. Степень вывески веса тела: 
(a) – без вывески, (b) – 25%, (c) – 50%, (d) – 100%, (e) – проталкивание ленты пассивного тредбана.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)
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Рис. 3. Весовые коэффициенты мышечных синергий при ходьбе в условиях разной степени вывески веса тела. По оси 
абсцисс – степень вывески, по оси ординат – коэффициенты. #1, 2, 3 – номер компонента (синергии). * – Статистически 
значимые различия при p<0.05 относительно ходьбы без вывески (0%). Сплошной линией показаны “векторы синергий”. 
Скелетные мышцы: (а) – передняя большеберцовая мышца пр., (b) – икроножная медиальная мышца пр., (c) – прямая 
мышца бедра пр., (d) – двуглавая мышца бедра пр., (e), (f), (g), (h) – те же мышцы левой нижней конечности.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(g)

(h)
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находились в диапазоне от 0.70 ± 21 до 0.90 ± 0.02. 
Значимые различия в  сравнении с  условиями 
обычной ходьбы были выявлены только для пря-
мой мышцы бедра правой нижней конечности 
(p < 0.05), где установлено большее вовлечение ее 
в синергию.

Вторая и  третья мышечные синергии демон-
стрировали по большей части низкие и  средние 
весовые коэффициенты в разных эксперименталь-
ных условиях, а также среднюю и высокую вариа-
тивность. В этой связи остановимся на описании 
основных закономерностей, связанных с измене-
ниями условий реализации локомоций. Так, при 
обычной ходьбе во вторую синергию в  наиболь-
шей степени была вовлечена прямая мышца бед
ра правой стороны  – 0.79 ± 0.05, а  вариативность 
здесь была самой низкой в  сравнении с  другими 
мышцами – 11.66%. Средние коэффициенты бы-
ли зарегистрированы для двуглавой мышцы бедра 
обеих нижних конечностей, а  также для прямой 
мышцы бедра левой стороны. Другие мышцы де-
монстрировали низкое включение в  синергию. 
Наиболее значимые различия в весовых коэффи-
циентах были установлены для передней больше-
берцовой и двуглавой мышцы бедра правой ноги 
в условиях полной вывески веса тела. Так, коэф-
фициенты первой достигали 0.54 ± 0.15, а второй – 
0.48 ± 0.17. В целом для всех мышц второй синер-
гии отмечен высокий уровень вариативности их 
включения, для некоторых мышц CV достигали 
112.31%. В третьей мышечной синергии наиболь-
шие различия в  сравнении с  условиями обыч-
ной ходьбы были установлены для икроножной 
мышцы правой нижней конечности. В  условиях 
полной вывески весовые коэффициенты данной 
мышцы существенно превышали таковые при 
обычной ходьбе и  достигали 0.55 ± 0.17 (p < 0.05), 
а  вариативность оценивалась как средняя. Также 
отмечено достоверное возрастание вовлечения 
в  синергию икроножной мышцы левой стороны 
(0.49 ± 0.15) и  снижение прямой мышцы бедра. 
В  целом вариативность весовых коэффициентов 
третьей мышечной синергии оценивалась как вы-
сокая, в большей степени это отмечалось для пря-
мой мышцы бедра обеих нижних конечностей  – 
125.77% и 141.13%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Мы предполагали, что снижение сигнализации 

от рецепторов опорной поверхности стоп, свя-
занное с  вертикальной вывеской веса тела, равно 
как увеличение мощности афферентного потока 
вследствие выполнения нагрузки большей интен-
сивности не отразится на количестве извлекаемых 
мышечных синергий. И  действительно, три мы-
шечных синергии были нами извлечены во всех 

экспериментальных условиях локомоций. Такая 
закономерность не является неожиданной, на ста-
бильность количества используемых мышечных 
модулей в процессе поддержания позы и локомо-
ции указывают многие исследователи. Например, 
постоянное количество мышечных синергий бы-
ло получено у группы испытуемых до и после дли-
тельного отсутствия гравитационного воздействия 
[14]. Было установлено, что при разном уровне 
поддержки вертикального положения в группе но-
ворожденных детей мышечная деятельность при 
ходьбе может быть описана четырьмя синергиями 
[15]. В условиях выполнения разных задач, связан-
ных с  ходьбой в  водной среде, было обнаружено, 
что используются одни и те же мышечные модули 
[16]. Таким образом, изменения условий локомо-
ций, а именно снижение гравитационной нагрузки 
практически не оказывает воздействие на количе-
ство используемых в процессе управления структу-
рой шага мышечных синергий.

Мы ожидали, что изменение условий ходьбы 
существенно не повлияет на паттерны временнόй 
организации выявляемых мышечных модулей. 
Литературные данные дают противоречивые све-
дения, так в  опытах на животных было показано 
изменение коэффициентов активации большин-
ства синергий при отсутствии афферентации [7, 
17]. В условиях ходьбы с частичным погружением 
в воду была показана зависящая от задачи модуля-
ция временных паттернов активации мышечных 
синергий у человека [9]. Некоторые исследования, 
наоборот, указывают на высокую стабильность 
временнόй организации мышечных синергий 
в различных условиях локомоций. Например, по-
сле длительного пребывания в условиях невесомо-
сти профили активации большинства мышечных 
синергий оказываются аналогичны, полученным 
до полета в космос [14]. Схожие результаты приво-
дят при исследовании постуральной устойчивости 
в условиях гипо- и гипергравитации. Сообщается, 
что мышечные синергии и сегментарные стратегии 
(вероятно, синергии на кинематическом уровне), 
приобретенные в наземных условиях, оказывают-
ся в  высокой степени устойчивы при изменении 
уровня гравитации [10, 11]. Наши исследования, 
в  части рассмотрения временнόй структуры из-
влеченных мышечных модулей, показывают вы-
сокое сходство организации первой мышечной 
синергии при различной степени вывески веса 
тела. При отсутствии контакта с опорой паттерны 
активации существенно различались в  сравнении 
с  ходьбой по поверхности, преимущественно, по 
расположению основного пика. Таким образом, 
частичная разгрузка веса тела, несмотря на изме-
нения силы афферентного потока от опорных по-
верхностей стоп, практически не влияет на вре-
менные профили активации основной синергии, 
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однако, полное отсутствие афферентации фор-
мирует иной временной локомоторный паттерн. 
Представляется целесообразным привлечь к  объ-
яснению данного факта концепцию централь-
ных генераторов паттернов [18, 19]. Несмотря на 
то, что в основе положений концепции лежат ре-
зультаты экспериментов на животных, некото-
рые принципы организации нейрональных сетей 
спинного мозга при управлении структурой локо-
моций (в  том числе синергетических эффектов) 
могут быть привлечены к объяснению закономер-
ностей формирования стереотипного локомотор-
ного паттерна у  человека. Выходными сигналами 
центральных генераторов являются программы, 
т.  е. упорядоченная активация скелетных мышц, 
объединенных в структурные образования – моду-
ли, вероятно, активируемые единым центральным 
управляющим сигналом. Таким образом, понятие 
двигательной программы и синергии в данной ин-
терпретации являются эквивалентными. Из кли-
нических наблюдений за восстановлением функ-
ций травмированного спинного мозга следует, 
что многие заложенные центральные программы 
спинальных нейрональных сетей сохраняются 
и  могут быть запущены у  человека [20]. Это под-
тверждается исследованиями с применением элек-
тростимуляции определенных участков здорового 
или поврежденного спинного мозга человека. Так 
электростимуляция спинного мозга в  проекции 
L1 и L2, а также Т11-Т12 позвонков способствова-
ла возобновлению постуральной и  локомоторной 
функции у людей с частичной или полной травмой 
спинного мозга, а сенсорная информация являет-
ся ключевым моментом обеспечения оптимальной 
возбудимости спинальных нейрональных структур 
для инициации ритмической и позной компонен-
ты локомоций [21, 22]. В этой связи логично, что 
временнáя структура основной мышечной синер-
гии при локомоции демонстрирует стереотипные 
паттерны активации в условиях наличия контакта 
с  опорой, поскольку реализуется моторная про-
грамма, определяемая ее собственной внутренней 
организацией.

Обращает на себя внимание наличие двух раз-
личных профилей активации второй мышечной 
синергии в  структуре цикла шага практически во 
всех условиях ходьбы. Это может быть связано 
с  двумя фундаментальными явлениями: вариа-
тивностью, как механизма отбора наиболее адек-
ватного способа реализации двигательной задачи 
в  управляющей системе; и  избыточностью орга-
низации ЦНС, благодаря которой осуществляется 
надежное управление физиологическими функци-
ями. Несмотря на то, что избыточность, сформу-
лированная Н.А.  Бернштейном, была обозначена 
для уровня исполнительного аппарата, вероятно, 
она может проявляться и на уровне моторных про-

грамм синергий. Подтверждение этому было про-
демонстрировано в опытах на животных с раздра-
жением двух разных командных областей среднего 
мозга (мезенцефалической и  диэнцефалической), 
способных независимо инициировать активность 
спинальных генераторов [23].

Альтернативной концепцией организации 
управления локомоциями является двухуровне-
вая сетевая структура, включающая две незави-
симо функционирующие части, определяющие 
временной ход активации мышечных групп (мо-
дулей)  – ритмогенерирующая и  вовлечение от-
дельных мышц в такие модули – паттернообразу-
ющая [24, 17]. Роль афферентной обратной связи 
в работе паттернообразующего механизма просле-
живается при рассмотрении весовых коэффици-
ентов в структуре отдельно взятой синергии и, со-
поставляя распределение мышечных нагрузок 
(векторов синергий) одноименных мышц между 
отдельными модулями. Нами установлено пере-
распределение активности большинства мышц 
между модулями и  показана особая роль сгиба-
телей бедра в  синергии при увеличении мощно-
сти афферентного потока. При возрастании мы-
шечных усилий практически не было изменений 
в  пространственно-временной структуре синер-
гий. Мы наблюдали похожие реакции системы 
управления локомоциями при воздействии на нее 
чрескожной электрической стимуляции спинного 
мозга. Регистрировали изменение реципрокных 
синергетических взаимоотношений одноименных 
мышц нижних конечностей в  структуре синер-
гий, преимущественно, при нахождении конеч-
ности в  безопорном положении. Особенно ярко 
эти изменения проявлялись на уровне частотно-
временного кода синергий [25]. Пространственно-
временная ритмическая стимуляция, нацеленная 
на активацию флексорных и экстензорных мото-
нейронных пулов, изменяла характеристики ша-
гательных движений здоровых лиц при ходьбе по 
тредбану. Наиболее выраженный эффект стимуля-
ции наблюдался при активации флексорных пулов 
в периоде переноса цикла шага, что отражалось на 
увеличении амплитуды сгибания в  тазобедрен-
ном суставе и увеличении подъема колена, а также 
возрастании амплитуды ЭМГ флексорных мышц 
[26]. Эти закономерности и полученные нами дан-
ные свидетельствуют о том, что работа ритмогене-
рирующей части сетевой спинальной структуры, 
управляющей локомоцией, мало зависит от вели-
чины и  характера проприоцептивной и  опорной 
афферентации, а сигналы от рецепторов опорных 
поверхностей стоп (их  наличие, но не мощность 
афферентного потока) вносят существенный 
вклад в  формирование межконечностных синер-
гетических паттернов и регуляцию степени вовле-
чения скелетных мышц в каждую синергию.
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Замечено, что чем больше весовые коэффици-
енты мышцы, тем ниже показатель вариативности 
межпробных измерений, иначе говоря, выше ста-
бильность включения ее в  синергию. Возможно 
объяснение данной закономерности может быть 
отражено во взгляде на проблему избыточности 
элементов двигательного контроля  – принципе 
изобилия [27, 28]. Согласно принципу, избыточ-
ные переменные не устраняются, а  используются 
для стабилизации важных переменных, характер-
ных для задачи. Инструментарий для оценки сте-
пени стабильности таких переменных основан на 
концепции неуправляемого многообразия (uncon-
trolled manifold – UCM) и оценке дисперсии в двух 
пространствах переменных  – важных для успеш-
ной реализации двигательной задачи и  менее 
важных – не влияющих на результат [29]. Отсюда 
следует определение синергии как организации 
элементарных переменных с целью стабилизации 
существенной переменной функционирования, 
специфической для данной задачи [30]. Такое 
определение подразумевает относительно высо-
кую вариабельность моделей активации мышц, 
угловых характеристик суставов между испытани-
ями, а  целевая переменная (контролируемая) бу-
дет оставаться неизменной (низковариативной). 
Если рассматривать ходьбу в  разной степени вы-
вески с  опорой, обозначив целевую переменную 
как эффективное перемещение сегментов тела 
нижних конечностей, то действительно более вы-
сокая вариативность включения мышц в  синер-
гии при межпробных измерениях может отражать 
принцип изобилия и положения концепции UCM. 
Проще говоря, ходьба в полной вывеске не связа-
на с риском падения и движения конечностей не 
определяют сохранение вертикального положения 
тела, поэтому менее контролируются управляемой 
системой и оказываются более вариативны. Одна-
ко если названный принцип переложить на струк-
туру самих синергий, то низкая вариативность ве-
совых коэффициентов выявляемых компонент 
может свидетельствовать о  важности сохранения 
стабильности состава синергии в условиях ходьбы 
с опорой. Именно стабильность включения мышц 
в структуру основной мышечной синергии может 
являться целевой, контролируемой переменной.

ВЫВОДЫ
Стабильный набор и  стереотипные паттер-

ны временнόй активации основной мышечной 
синергии при различной мощности афферент-
ного потока от рецепторов нижних конечностей 
обусловлены реализацией моторных программ 
синергий, формируемых центральными генера-
торами, обладающими собственной внутренней 
организацией.

Формирование двух различных профилей вре-
меннόй активации синергии в  структуре локомо-
торного цикла при разной степени вывески веса тела 
определяется избыточностью организации управля-
ющих структур, благодаря которой осуществляется 
надежное управление физиологическими функция-
ми. Сохранение стабильного компонентного соста-
ва основной мышечной синергии может являться 
целевой переменной двигательного контроля, в свя-
зи с чем ее вариативность при многократных реали-
зациях движения оказывается низкой.

Реализация программ синергий ритмогене-
рирующей частью нейрональной сети спинно-
го мозга мало зависит от величины и  характера 
проприоцептивной и  опорной афферентации. 
Только наличие, но не мощность афферентного 
потока от рецепторного комплекса нижних ко-
нечностей вносит существенный вклад в форми-
рование межконечностных синергетических пат-
тернов и  регуляцию степени вовлечения мышц 
в синергии.
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THE ROLE OF SUPPORTING AFFERENTATION 
IN THE FORMATION OF MUSCLE SYNERGIES PATTERNS 

IN LOCOMOTION
S. A. Moiseeva,#

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

The features of the spatial-temporal structuring of intermuscular interaction during locomotion in conditions 
of full and partial unloading of body weight were studied. The extraction of muscle synergies was performed 
using the principal component analysis. It is established that the stability of muscle modules and stereotypical 
patterns of their temporary activation with varying degrees of afferentation are due to the implementation of 
motor synergy programs. It was revealed that only the presence, but not the power of the afferent flow from the 
receptor complex of the lower extremities makes a significant contribution to the formation of inter-extremity 
synergetic patterns and regulation of the degree of involvement of muscles in synergy. The formation of various 
time profiles in the structure of synergies is due to the redundancy of the organization of control structures, 
thanks to which reliable management of physiological functions is carried out. The implementation of synergy 
programs weakly depends on the magnitude and nature of proprioceptive and supportive afferentation. Only 
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the presence, but not the power, of the afferent flow from the receptor complex of the lower extremities makes 
a significant contribution to the formation of interfacial synergetic patterns and the regulation of the degree of 
muscle involvement in synergy.

Keywords: muscle synergies, motor program, support afferentation, locomotion, motor control strategy, 
variability


