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Лимфатическая система играет важную роль в дренаже тканей, выведении из них ненужных метаболи-
тов и токсинов, а также это ключевая площадка, где разворачиваются сценарии иммунных реакций, за-
щищая организм от бактерий и вирусов. В центральной нервной системе (ЦНС) дренажные процессы
протекают с такой же интенсивностью, что и в периферических тканях. Мозг активно обменивается с
кровью питательными соединениями и выделяет ненужные метаболиты, используя дренажные пути,
которые тесно связаны с периферической лимфатической системой. Эти же пути являются “воротами”
для трафика иммунных клеток и антител в ЦНС, которые могут осуществлять “центральный” иммуни-
тет. За двухвековую историю изучения дренажных процессов мозга накоплено множество фактов, кос-
венно свидетельствующих о существовании лимфатических сосудов в ЦНС. Однако даже с появлени-
ем высоких технологий визуализации структур мозга и переломного события в нейронауке, когда пере-
открыли менингеальные лимфатические сосуды (МЛС), ученые не продвинулась дальше подтвержде-
ния уже существующего факта о присутствии лимфатической сети исключительно в оболочках мозга,
но не в его тканях. Отметим, что переоткрытие МЛС американскими учеными не явилось поистине но-
вым для науки, поскольку их впервые описал итальянский анатом Масканьи еще 2 века назад и его ре-
зультаты были подтверждены во многих других исследованиях, выполненных на оболочках мозга че-
ловека, макак, грызунов, собак, кроликов и Zebrafish. Поэтому в научной общественности “забытые”
МЛС не были признаны как новое открытие. Данный обзор освещает переломные изменения в нейро-
науке, когда на сцену выходит новый игрок, расставляющий на свои логичные места двухвековые уси-
лия ученых объяснить, как выводятся из мозга ненужные молекулы и токсины, а также как осуществ-
ляются дренаж и иммунитет в ЦНС. Это важная информативная платформа как для принципиально
новых фундаментальных знаний о лимфатической системе оболочек мозга, так и для развития инно-
вационных технологий нейрореабилитации на основе управления лимфодренажными процессами вы-
ведения токсинов и ненужных молекул из ЦНС.
Ключевые слова: лимфатическая система, менингеальные лимфатические сосуды, глимфатическая ги-
потеза, механизмы дренажа тканей головного мозга, лимфовыведение метаболитов и токсинов
DOI: 10.31857/S0044452923010084, EDN: GXTLSK

ЧАСТЬ 1. ЛИМФАТИЧЕСКИЕ 
И ВЕНОЗНЫЕ ПУТИ ДРЕНАЖА ТКАНЕЙ 

ГОЛОВНОГО И СПИННОГО МОЗГА
С точки зрения анатомии своеобразие мозга

проявляется в том, что он заключен в полости ри-
гидного черепа объемом, в среднем, 1900 мл. При
этом в мозге постоянно образуются жидкости –
спинномозговая (СМЖ) и интерстициальная
(ИСЖ). СМЖ генерируется в системе желудочков
головного мозга со скоростью 350 мкл/мин (у чело-
века) [1]. Всего в мозге у человека 140 мл СМЖ

(30 мл в желудочках, 110 мл в подпаутинном про-
странстве) [2] и 280 мл в ИСЖ [2], которая образует-
ся как путем прохождения жидкостей через гемато-
энцефалический барьер (ГЭБ) в периваскулярные
пространства (ПВП) и частичного проникновения
туда СМЖ, так и за счет метаболизма нервных кле-
ток [3, 4], что, однако, составляет всего 10% от
общего объема ИСЖ (~28 нл г–1 мин–1) [4] (рис. 1а
и 1b). Таким образом, для мозга, который находит-
ся в лимитированном костном пространстве, на-
копление жидкостей внутри черепа является кри-
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тичным и дренаж его тканей лежит в основе сохра-
нения гомеостаза ЦНС.

Дренаж тканей мозга осуществляется двумя ме-
ханизмами, лимфатическими и венозными. Науч-
ная концепция лимфатического дренажа была за-
ложена более чем 100 лет назад. Первая работа в
этой области была опубликована в 1869 г. Schwalbe,
который ввел краситель Berlin Blue в подпаутинное
пространство собак и наблюдал его лимфатическое
выведение, минуя венозный путь [5]. Позже в 1872 г.
Quincke создал концепцию о лимфатическом выве-
дении СМЖ через пути выхода черепно-мозговых
нервов [6], что через 3 года было подтверждено в
работе Key и Retzius [7] (рис. 1 d). В 1966 г. Földi
впервые в экспериментах на собаках описал ме-
нингеальные лимфатические сосуды (МЛС) на фо-
не блокады лимфатического оттока СМЖ в глубо-
кие шейные лимфатические узлы [8]. В 1951 г. Sim-
monds исследовал лимфатическое выведение
радиоактивного альбумина из подпаутинного про-
странства овец и показал, что около 30% его абсор-
бируется в глубоких шейных лимфоузлах [9, 10].
При совершенствовании методов количественного
анализа содержания радиоактивного трейсера в
тканях было доказано, что 50% радиоактивного
альбумина выводится по лимфатическому пути
[11]. При повышении давления в жидкостях мозга,
доля выведения СМЖ по лимфатическому пути су-
щественно возрастает [12–16].

Впоследствии в этом направлении было выпол-
нено множество подобных работ, доказывающих
вовлечение периферической лимфатической си-
стемы в процессы дренажа тканей головного мозга
мышей, крыс, кроликов, морских свинок, овец, со-
бак, макак и человека.

В отношении человека также существуют кли-
нические результаты, указывающие на лимфатиче-
ские пути дренажа СМЖ. Smith и соавт. [17] пока-
зали, что клетки опухолей мозга могут метастази-
ровать в глубокие шейные лимфатические узлы.
McComb [18] наблюдал развитие гидроцефалии у
детей при обструкции решетчатой кости.

Ключевую роль в лимфатическом выведении
СМЖ отводят решетчатой кости [19] (рис. 1). Этот
путь дренажа впервые был описан Schwalbe и впо-
следствии подтвержден во многих других исследо-
ваниях [5, 19–21]. Jackson в 1979 г. обнаружил, что
блокада лимфатического оттока из ЦНС за счет об-
струкции носовых ходов способствует ретроград-
ному проникновению вирусов в ткани мозга [20].
Si и соавт. в опытах на крысах выявили, что блока-
да лимфатического оттока СМЖ сопровождается
развитием более тяжелой формы инсульта у крыс с
формированием периваскулярного отека и повы-
шением внутричерепного давления [21]. Удаление
глубоких шейных лимфоузлов, первой анатомиче-
ской станции сбора СМЖ, стекающей из ЦНС с
растворенными в ней ненужными соединениями,

приводит к развитию когнитивного дефицита у
мышей [22] и некрозу нейронов у кроликов [23].

Неизвестно, как именно СМЖ выводится
из ЦНС на периферию через решетчатую кость.
Рисунок 1c схематично отражает гипотезу [19], со-
гласно которой СМЖ может выводиться из решет-
чатой кости по лимфатическим сосудам тремя ме-
ханизмами: 1) лимфососуды плотно прилегают к
обонятельным нервам, образуя лимфатический
“воротник” и непосредственно контактируют с
подпаутинным и субдуральным пространствами,
тем самым имея прямую связь с СМЖ; 2) второй
сценарий повторяет первый, но отличается тем,
что сеть лимфососудов не плотно прилегает к обо-
нятельным нервам и СМЖ может стекать в про-
странства решетчатой кости, откуда она поступает
в лимфососуды путем простой диффузии; 3) третий
сценарий предполагает, что лимфососуды не свя-
заны непосредственно с решетчатой костью и обо-
лочками мозга, они располагаются в обонятельном
эндотелии, где осуществляют дренаж пассивно
стекающей СМЖ.

Помимо решетчатой кости, обсуждаются и дру-
гие анатомические пути лимфатического вывода
СМЖ, включая лимфатические сосуды, идущие
вдоль черепно-мозговых нервов [19, 24, 25] (рис. 1d).
В некоторых экспериментах сообщается, что такой
путь выведения радиоактивных белков из мозга
кроликов может составлять 90% [26]. Существуют
данные, указывающие на лимфатическое выведе-
ние СМЖ через зрительные и слуховой тракты [27].

Пахионовы грануляции представляют собой не-
большие (до 300 мкм в диаметре) выпуклые образо-
вания паутинной оболочки головного мозга, выпя-
чивающиеся через твердую оболочку. Большая
часть грануляций сосредоточена в верхнем сагит-
тальном синусе, однако они встречаются во всех
синусах, связанных с твердой мозговой оболочкой.
Через грануляции СМЖ выходит из-под подпау-
тинного пространства в венозную систему с помо-
щью пиноцитоза [28] и путем пассивной диффузии
через 100 мкм каналы между грануляциями пау-
тинной оболочки [29]. На разных видах животных
установлено, что в условиях нормы вклад лимфа-
тических и венозных процессов дренажа в ЦНС
примерно равен [11]. Однако существуют основа-
ния полагать, что в силу анатомической и функци-
ональной недоразвитости Пахионовых грануляций
у новорожденных, для них лимфатические процес-
сы дренажа могут быть основными [30, 31].

Более детально с результатами различных меж-
дународных научных групп, освещающих механиз-
мы дренажа тканей головного и спинного мозга,
можно познакомиться в следующих ключевых об-
зорах [20, 32–39].
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Рис. 1. Образование и циркуляция спинномозговой (СМЖ на рис. CSF) и интерстициальной (ИСЖ) жидкостей в тканях мозга
человека: (а) – образование СМЖ в системе желудочков мозга со скоростью 350 мкл/мин и распределение СМЖ в подпаутин-
ном пространстве головного и спинного мозга, а также частично в периваскулярные пространства (ПСП); (b) – модели обра-
зования ИСЖ в тканях мозга, где (I) отражает образование ИСЖ за счет метаболизма тканей мозга, что составляет 10% от об-
щего объема ИСЖ (280 мл), (II) отражает образование ИСЖ за счет движения жидкостей через ГЭБ и (III) за счет стекания
СМЖ из подпаутинного пространства в ПВП. Стрелками показано движение жидкостей через ГЭБ в ПВС с последующей
диффузией вдоль пограничных “пустых” зон с глией и астроцитами, так называемых “специальных маршрутов” с наимень-
шим гидростатическим сопротивлением [3]; (c) – схематичное изображение решетчатой кости и дренажа СМЖ по лимфати-
ческим сосудам тремя механизмами: 1) лимфососуды плотно прилегают к обонятельным нервам, образуя лимфатический “во-
ротник” и непосредственно контактируют с подпаутинным и субдуральным пространствами, тем самым имея прямую связь с
СМЖ; 2) второй сценарий повторяет первый, но отличается тем, что сеть лимфососудов не плотно прилегает к обонятельным
нервам и СМЖ может стекать в пространства решетчатой кости, откуда она поступает в лимфососуды путем простой диффу-
зии; 3) третий сценарий предполагает, что лимфососуды не связаны непосредственно с решетчатой костью и оболочками моз-
га, они располагаются в обонятельном эндотелии, где осуществляют дренаж пассивно стекающей СМЖ; (d) – альтернативные
пути дренажа тканей ЦНС через периневральные пространства: I – обонятельного; II – зрительного; V – тройничного; VIII –
преддверно-улиткового нервов.
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ЧАСТЬ 2. ГЛИМФАТИЧЕСКАЯ ГИПОТЕЗА: 
БОЛЬШЕ ВОПРОСОВ, ЧЕМ ОТВЕТОВ

Вплоть до сегодняшнего дня базовый пласт зна-
ний о лимфатических процессах дренажа тканей
мозга был построен на тех фактах, что в экспери-
ментах вводили различные соединения в ткани
мозга или непосредственно в СМЖ и наблюдали их
выведение/накопление в лимфатических узлах
шеи (см. часть 1). С переоткрытием МЛС стали по-
являться сведения об их вовлеченности в выведе-
ние исследуемых трейсеров (красителей [40], бета-
амилоида [41], клеток глиобластомы и меланомы
[42], эритроцитов [43, 44]) из тканей мозга грызу-
нов и человека в периферическую лимфатическую
систему. Однако оставалось неясным, как жидко-
сти, метаболиты и ненужные соединения из парен-
химы мозга достигают путей, лимфатических или
венозных, для их выведения на периферию.

Десять лет назад была предложена “глимфати-
ческая” (по аналогии со словом “лимфатическая”)
гипотеза, предлагающая определенные механизмы
и сценарий движения жидкостей мозга в ходе его
самоочищения [45, 46]. Данная научная концепция
построена на данных двухфотонной микроскопии
о том, что введение красителей в большую цистер-
ну сопровождается их диффузией вдоль ПВП про-
никающих мозговых артерий с последующим по-
явлением вдоль мозговых вен. На основе данных
результатов была построена гипотеза, объясняю-
щая движение красителей, а в последующем и бе-
та-амилоида, через глию, которой отдали функцию
лимфатической системы, отсюда название глим-
фатическая система. Согласно данной гипотезе
движение жидкостей мозга и растворенных в них
молекул осуществляется от ПВП артерий к венам
через ткани паренхимы [45, 46]. Отметим, что
глимфатическая гипотеза построена сугубо на ре-
зультатах поверхностных изображений, получен-
ных методом двухфотонной микроскопии (глуби-
на не более 300 мкм). При этом движение молекул
через ткани мозга, а также четкой идентификации
их перемещения вдоль мозговых вен не было. Hlad-
ky обсуждает, что в мире вообще никто не видел
движение молекул от артерий к венам в паренхиме
мозга [38]. Возникло множество фундаментальных
работ, вскрывающих физиологические ошибки и
даже несостоятельность глимфатической гипотезы
[32, 38, 36, 47]. Ниже мы обсуждаем мировую тен-
денцию в современной интерпретации данной ги-
потезы, включая российские работы [48, 49]. Эво-
люция представлений о путях движения мозговых
жидкостей проиллюстрирована на рис. 2.

Глимфатическая гипотеза появилась не на пу-
стом месте. К 2012 г. имелось согласованное мне-
ние специалистов о том, что в особых условиях
жидкости головного мозга могут проникать вглубь
паренхимы [51, 52], а также потом попадать в кровь
[53]. Однако все эти данные были получены ex vivo

и не было ясности, возможно ли это в условиях
нормального функционирования организма.

В частности, было показано, что при неблаго-
приятных условиях имеет место течение жидкости
из паренхимы мозга через “предпочтительные
маршруты”, которыми служат ПВП вдоль глии и
астроцитов (см. рис. 1b) и субэпендимальные про-
странства [1, 18, 54, 55].

Движущей силой этого движения считалось не-
большое гидростатическое давление, создаваемое
секрецией жидкости через ГЭБ [12–16, 54] или
движениями стенок артерий [56]. Rennels и соавт.
после инъекции пероксидазы хрена в боковые же-
лудочки кошки наблюдали появление трейсера в
коре больших полушарий через 6 мин, что прибли-
зительно равно времени, необходимому для дви-
жения СМЖ из желудочков в подпаутинное про-
странство [57]. Это означает, что проникновение
трейсера из подпаутинного пространства в парен-
химу происходит практически мгновенно!

Таким образом, было известно, что движение
жидкостей и приносимых ими веществ в паренхи-
му мозга в определенных ситуациях может проис-
ходить быстро. Однако не было ясно, как это мо-
жет обеспечить дренаж тканей.

Авторы глимфатической гипотезы представили
новые экспериментальные данные и на их основе
предложили понятную и, как казалось вначале, не-
противоречивую картину.

Их эксперименты in vivo [45, 58–60] показали,
что:

– при введении декстранов с малой (3 кДа) и
высокой (2000 кДа) молекулярной массой в боль-
шую цистерну мышей было выявлено, что проник-
новение декстрана 2000 кДа было ограничено ПВП
проникающих артерий, в то время как декстран
3 кДа проникал непосредственно в паренхиму моз-
га. При этом флуоресценция декстрана 3 кДа обна-
руживалась сначала в периваскулярных простран-
ствах (ПВС) проникающих артерий и затем в ПВС
крупных мозговых вен [45];

– в МРТ-исследовании был доказан периарте-
риальный путь распространения контрастных ве-
ществ (GdDTPA, 1 кДа и гадоспин, 200 кДа) из
большой цистерны в паренхиму мозга мышей [59];

– блокада аквапориновых каналов (AQP4) сни-
жала распространение изучаемых маркеров по
ПВП [45].

На основе этих новых данных была предложена
объясняющая их глимфатическая гипотеза, соглас-
но которой СМЖ попадает в ткани мозга через
ПВП артериальных сосудов за счет их пульсаций,
наподобие перистальтического насоса. Созданный
этим насосом градиент давления продавливает
СМЖ сквозь клеточные структуры паренхимы в
направлении венул. Далее СМЖ движется через
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перивенозное пространство в направлении круп-
ных вен и лимфатических сосудов оболочек мозга.

Предложенная в глимфатической теории [45]
совокупность путей и механизмов дренажа тканей
мозга образовали цельную картину, однако не все
ее элементы имели на тот момент надежное экспе-
риментальное подтверждение. В первые годы су-
ществования глимфатической гипотезы ожида-
лось, что вот-вот будут доказаны все ее существен-
ные компоненты. Однако этого не произошло. С
одной стороны, появились критические публика-
ции по работоспособности предложенных физиче-
ских механизмов [32, 36, 38, 47, 54]. С другой сторо-
ны, новые экспериментальные оценки характера
движения жидкости в паренхиме оказались проти-
воречивыми и только усилили сомнения.

В недавнем обзоре [38] проведен анализ теку-
щей ситуации и сформулирован список проблем-
ных пунктов. В частности, до сих пор не подтвер-

ждено, что отток жидкости из паренхимы мозга
происходит через ПВС мозговых вен. Также оцен-
ки градиента давления, который способен создать
артериальные пульсации, показывают, что он явно
недостаточен для обеспечения направленного тока
жидкости сквозь паренхиму. Неясной остается и
роль водных каналов AQP4 на астроцитарных нож-
ках, выстилающих периартериальные и периве-
нозные пути. Ниже кратко обсуждаются как под-
твержденные, так и наиболее проблемные элемен-
ты глимфатической гипотезы с точки зрения их
доказанности и реализуемости.

Периваскулярные пространства служат 
“каналами” для направленного тока СМЖ

Этот компонент глимфатической гипотезы на
данный момент надежно подтвержден результата-
ми экспериментов с микросферами, добавленны-
ми в цистерну магна.

Рис. 2. Эволюция представлений о путях движения мозговых жидкостей (CSF): (a) – строение рассматриваемой области
(схематично); (b) – “классическая” гипотеза Cserr and Bradbury [50]; (c) – глимфатическая гипотеза; (d) – современные
представления по Hladky and Barrand [38]. Цифрами обозначены: 1 – приток жидкости через ГЭБ, 2 – диффузия веществ
в межклеточной жидкости паренхимы с переносом по градиенту их концентраций, 3 – перенос веществ в паренхиме на-
правленным потоком межклеточной жидкости, 4 – пульсирующий и меняющий свое направление поток жидкости в пе-
риваскулярных пространствах.
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В работе [61] показано, что микросферы пере-
мещаются преимущественно в ПВП церебральных
артерий, но не в ПВП церебральных вен. Перивас-
кулярный поток был пульсирующим и в среднем –
антеградным, т.е. однонаправленным. В работах
[62, 63] также приведены видеозаписи потоков, из
которых однозначно видно наличие пульсирующе-
го и направленного движения микрочастиц, что
интерпретируется авторами как доказательство на-
личия тока жидкости, переносящего растворенные
в них соединения. Ранее аналогичные результаты
были получены с использованием других марке-
ров, таких как тушь [27], контрастные вещества на
основе гадолиния [64, 65] и флуоресцентные моле-
кулы [45, 51]. Следует, однако, помнить, что эти ре-
зультаты относятся к сосудам оболочек мозга и не
доказывают, что такой же направленный ток име-
ется в его паренхиме. В частности, в работе [61] вы-
двинуто предположение, что направленный ток в
ПВП оболочек имеет выход вовсе не в паренхиму,
а в места выхода СМЖ из мозга, например, к ре-
шетчатой кости.

Артериальные пульсации
как механизм продвижения жидкостей мозга

Iliff и соавт. в своей работе [60] показали, что на-
личие артериальных пульсаций ускоряет распро-
странение флуоресцентного маркера и на этой ос-
нове предположили, что они играют роль пери-
стальтического насоса, накачивающего СМЖ из
подпаутинного пространства вглубь паренхимы
мозга. Такое представление позднее подверглось
критике в работах других исследователей [54, 66,
67], так как расчеты показывают, что такой меха-
низм не способен обеспечить нужного градиента
давления. Нельзя отрицать, однако, что мозговые
пульсации вовлечены во все обсуждаемые процес-
сы и играют важную, хотя и не до конца понятную
роль. Например, в работе [68] сообщалось, что по-
ток СМЖ в Сильвиевом водопроводе может ме-
нять направление за сердечный цикл. В работе [69]
изучались пульсации на микроуровне, где показа-
но отставание по фазе в одиночной пульсовой
волне в венозном сосуде по отношению к артери-
альному. В работе [70] методом спекл-флоумет-
рии построена карта относительных мощностей
пульсаций в артериях, венах и паренхиме мозга
мыши. В отличие от предыдущей работы не было
обнаружено значительного фазового сдвига от ар-
терий к венам. Кроме того, было показано, что
пульсации в паренхиме мозга пространственно од-
нородны. Этот результат в очередной раз заставля-
ет критически отнестись к глимфатической гипо-
тезе в части пульсаций как насоса.

Дыхательный ритм фиксируется по всему телу,
причем его мощность сильно уступает мощности
сердечного ритма. Однако для мозга ситуация
иная. Так, в работе [71] показано, что спектральная

мощность дыхательного ритма в сигнале сверх-
быстрого МРТ не уступает мощности сердечных
пульсаций. В работе [72] дана оценка вкладу сер-
дечного и дыхательного ритмов в движение жидко-
стей мозга. Показано, что сердечный ритм создает
градиент давления в Сильвиевом водопроводе, по-
чти в 3 раза превышающий эффект дыхательного
ритма, однако вызванный этим поток СМЖ сла-
бее, чем вызванный дыхательным ритмом. Этот
эффект можно объяснить на основе инерции, бла-
годаря которой движение жидкости гораздо более
чувствительно к медленным изменениям градиен-
та давления. Иными словами, чем медленнее ритм,
тем более слабая его амплитуда может вызывать из-
меримые пульсации потока СМЖ. Этот вывод был
недавно подтвержден в работе [73], согласно кото-
рой дыхательный по сравнению с ультрамедлен-
ным сердечным ритмом оказывает эффекты при-
мерно в 3 раза меньше на интенсивность потока
СМЖ.

В работе [38] приводится четыре основных аргу-
мента в пользу того, что транспорт веществ в па-
ренхиму мозга не может быть обусловлен избыточ-
ным давлением, созданным пульсациями:

1) имеет место не только приток в ПВП, но и от-
ток растворенных веществ;

2) высокомолекулярные соединения способны
проникать в ПВП церебральных артерий, но не мо-
гут проникать в паренхиму мозга. Это означает,
что, если существует только однонаправленный
поток в ПВП, эти соединения бы накапливались
там, не имея выхода. Brierley [74] наблюдал движе-
ние крупных частиц туши из субарахноидального
пространства в течение как минимум 24 ч и не на-
шел такого накопления. Таким образом, транспорт
растворенных веществ в ПВП имеет двунаправлен-
ный характер;

3) сообщалось, что отсутствие AQP4 способно
примерно вдвое сократить перенос растворенных
веществ из большой цистерны к паренхиме мозга
[45]. В глимфатической гипотезе это сокращение
транспорта интерпретируется как вызванное
уменьшением скорости притока СМЖ в ПВП моз-
говых артерий. Однако в том же исследовании ско-
рость переноса больших молекул в ПВП цере-
бральных артерий существенно не снижается. Это
означает, что либо отсутствие AQP4 не изменяет
поток СМЖ в ПВП, как показано в работе Smith
[75], либо направленный поток не является основ-
ным механизмом движения растворенных веществ
внутри ПВП;

4) имеются теоретические работы, где изуча-
лось, может ли малое изменение диаметра прони-
кающих артерий обеспечить направленный пери-
артериальный поток жидкостей в мозге, достаточ-
ный для переноса веществ. В то время как ранние
оценки дали положительный ответ [76], последую-
щие исследования в целом пришли к противопо-
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ложному выводу [66, 67]. В работе [77] утверждает-
ся, что пульсация артерий может быть движущей
силой продвижения жидкостей в ПВП только в
случае нереалистичного большого их размера, что,
однако, возможно исключительно при патологии.
Результаты ряда теоретических работ по этому во-
просу [78–80] не дают согласованной картины. Ва-
лидацию различных модельных подходов сдержи-
вает скудость экспериментальных данных по раз-
мерам ПВП и о том, как они изменяются при
различных физиологических состояниях.

Альтернативные пути переноса веществ 
с потоком жидкостей мозга

Bradbury и соавт. [50] предположили, что рас-
ширение проникающих артерий во время систолы
способно выталкивать из паренхимы мозга содер-
жимое ПВП проникающих артериол. На сегодня
наиболее непротиворечивым и вероятным пред-
ставляется механизм, в рамках которого пульсации
любой природы способствуют перемешиванию
жидкости и, таким образом, существенно ускоря-
ют транспорт веществ посредством диффузии. Та-
кой взгляд предложен, обоснован и подкреплен
расчетами во многих работах [32, 54, 67, 81]. Одна-
ко в других исследованиях [82, 83] утверждается,
что такой механизм даст слишком малый поток
растворенного вещества.

Еще одна альтернатива заключается в предпо-
ложении, что пути притока и оттока растворенных
веществ в ПВП различны, в частности, отток про-
исходит через интрамуральные пространства
(внутри сосудистой стенки) [39]. Однако в теорети-
ческом исследовании [66] пришли к выводу, что
артериальная пульсация не способна поддержать
такой отток. В целом, механизм доставки веществ
от оболочек мозга в его паренхиму окончательно не
ясен и требует дальнейших исследований.

Роль аквапоринов в дренаже тканей мозга
Аквапорины (AQP4) – это белки, образующие

проницаемые для воды поры на ножках астроци-
тов, выстилающих ПВП. Экспериментально было
установлено, что у линии мышей с отсутствующи-
ми AQP4 движение флуоресцентных красителей в
паренхиму мозга из цистерны магна существенно
затруднено. В работе [45] на этом основании сде-
лан вывод, что AQP4 обеспечивают прохождение
существенной части жидкости по тканям мозга и,
таким образом, являются частью дренажного пути.
Это утверждение подверглось критике по целому
ряду причин. Во-первых, имеющиеся просветы
между конечными отростками астроцитов сами по
себе достаточны, чтобы обеспечить протекание ос-
новной части жидкости [84]. Во-вторых, пропуск
воды AQP4 привел бы к накоплению переносимых
веществ в ПВП и, таким образом, замедлил бы их

транспорт, вместо того, чтобы ускорить [47], тогда
как в экспериментах наблюдается противополож-
ный эффект [45, 85]. Имеется существенное проти-
воречие между экспериментальными результатами
различных научных групп, часть из которых [75, 86,
87] отрицает эффект AQP4 в дренаже тканей мозга,
в то время как другие этот факт подтверждают [45,
85].

Весьма вероятно, что экспериментально уста-
новленная связь между отсутствием AQP4 и замед-
лением дренажа паренхимы мозга имеет более
сложную природу и вклад AQP4 в эти процессы
остается недостаточно ясным.

По вопросу направленного тока жидкости
сквозь паренхиму мозга прежде всего отметим, что
на момент написания данного обзора не имеется
экспериментальных доказательств его наличия в
нормальных физиологических условиях [86].

Теоретические оценки показывают, что гидро-
динамическое сопротивление паренхимы мозга
настолько велико, что потоки, создаваемые дости-
жимыми перепадами гидростатического давления,
будут незначительны по сравнению с эффектом
диффузии [86, 87]. В целом ряде работ [54, 67, 86–
88] поддерживается тезис о том, что диффузия яв-
ляется основным и достаточным механизмом до-
ставки веществ в паренхиме.

Перивенозные пространства как основной путь 
оттока жидкости из паренхимы

Как утверждается авторами глимфатической ги-
потезы [45], основным путем выведения ненужных
метаболитов из паренхимы мозга является их пере-
нос потоком жидкости из ПВП мозговых артерий в
ПВП мозговых вен. Однако нет эксперименталь-
ных свидетельств того, что перед этим маркеры
прошли через ткани паренхимы мозга [38]. Имеет-
ся относительно немного работ, где оценивается
возможность переноса веществ именно по периве-
нозным пространствам мозга [55, 59, 89]. Если при-
нять как основную гипотезу возможность двуна-
правленного потока веществ по ПВП, то однознач-
ный вывод о роли перивенозных пространств как
основного пути оттока жидкости из мозга сделать
затруднительно.

В качестве итога данной части обзора приведем
перевод фрагмента работы [38], которая, на взгляд
авторов данного обзора, хорошо отражает текущее
состояние вопроса:

“Глимфатическая гипотеза не может адекватно
объяснить, каким образом осуществляются дренаж
и очищение тканей мозга от ненужных соедине-
ний. Однако следует отметить, что научная дискус-
сия вокруг глимфатической гипотезы несомненно
способствовала накоплению знаний и лучшему по-
ниманию процессов транспорта веществ в парен-
химе мозга”.
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ЧАСТЬ 3. ЦЕРЕБРАЛЬНЫЕ 
ЛИМФАТИЧЕСКИЕ СОСУДЫ: 

НЕДОСТАЮЩИЙ ПАЗЛ В НАУЧНОЙ 
КАРТИНЕ ДРЕНАЖА ТКАНЕЙ МОЗГА

Предположение существования лимфатических
сосудов в тканях ЦНС возникло во многих работах
как поиск недостающего пазла в общей научной
картине дренажа и очищения тканей мозга от не-
нужных соединений. Oberstainer и Bruce и Dawson
впервые высказали гипотезу о существовании лим-
фатических путей для дренажа, а также трафика
иммунных клеток в ЦНС [90, 91]. Согласно данной
гипотезе лимфатические пути находятся в ПВП па-
ренхимы мозга и соединяются с подпаутинным
пространством. В 1979 г. Prineas обнаружил лимфа-
тические капилляры в ПВП спинного мозга 5 па-
циентов, умерших от различных заболеваний моз-
га [92]. Используя электронную микроскопию, он
описал лимфоидные структуры, подобные по сво-
ему строению периферическим лимфатическим
капиллярам и содержащие иммунные клетки. Од-
нако поскольку результаты были получены без
применения специфических антител к лимфатиче-
скому эндотелию, они не получили широкого при-
знания. Prineas осторожно сделал выводы о том,
что по его данным пока еще рано говорить суще-
ствовании лимфатических сосудов в ЦНС, но, тем
не менее, эти результаты свидетельствуют о том,
что их дальнейшие поиски небезнадежны и нужда-
ются в детальном изучении.

Существует немало работ, где обнаружены лим-
фоидные структуры, образующиеся в мозге в виде
третичных лимфоидных органов во время его вос-
паления [93, 94]. Эти органы представляют собой
белковые образования из специфических для лим-
фатического эндотелия белков. Однако для третич-
ных лимфоидных органов характерно наличие
лимфатических сосудов, что не было описано ни в
одной из указанных работ. Лимфатические эле-
менты, но не сосуды, описаны также недавно в здо-
ровом мозге человека [95].

Weller и соавт. построили гипотезу о существо-
вании специальных структур вдоль базальной мем-
браны артерий, которые обеспечивают направлен-
ный поток ИСЖ, а также растворенных в ней со-
единений, в том числе бета-амилоида [39]. Позже
Morris и соавт. подтвердили экспериментально
идею вывода из тканей мозга бета-амилоида по
структурам вдоль базальной мембраны [96]. Ма по-
казал, что 80% ИСЖ поступает в лимфатическую
систему [25]. Приводятся факты о разнонаправ-
ленных и независимых потоках для СМЖ и ИСЖ
[39]. Существуют экспериментальные данные,
свидетельствующие о том, что крупные молекулы и
клетки выводятся из мозга в периферическую лим-
фатическую систему очень быстро, минуя решет-
чатую кость или венозную систему [38, 39], это воз-
можно только при наличии специальных структур,

которые могли бы обеспечить такой быстрый целе-
направленный поток. Еще в 1998 г. в своем обзоре
Chikly высказывал предположения на основе экс-
периментальных и клинических наблюдений о су-
ществовании лимфо-подобных структур в мозге
человека, по которым должны выводиться белки,
крупные молекулы и кровь в случае развития внут-
ричерепных кровоизлияний, а также которые
должны обеспечить быструю коммуникацию им-
мунных клеток в ПВС [97].

Таким образом, гипотеза “необходимости” при-
сутствия лимфатических сосудов в тканях мозга
возникла на основе целого ряда фактов, свидетель-
ствующих о целенаправленных потоках жидкостей
в тканях мозга, которые обеспечивают как его дре-
наж, так и очищение от ненужных молекул и кле-
ток.

ЧАСТЬ 4. СОЗРЕВАНИЕ ДРЕНАЖНОЙ 
СИСТЕМЫ МОЗГА В ОНТОГЕНЕЗЕ

Рассмотрим созревание лимфатической систе-
мы в оболочках мозга и на периферии на примере
мышей как наиболее изученном объекте. Перифе-
рическая лимфатическая система у мышей закла-
дывается еще в эмбриогенезе, начиная с 9-го дня
развития, когда группа клеток эндотелия карди-
нальных вен приобретает способность экспресси-
ровать белок, являющийся гомеобоксным тран-
скрипционным фактором, который участвует в
развитии лимфатической системы (PROX-1 - pros-
pero homeobox protein 1) [98, 99]. После 10-го дня
эмбриогенеза васкулярный эндотелиальный фак-
тор роста С (the vascular endothelial grow factor,
VEGF-C) паракринным путем активирует прорас-
тание лимфатических сосудов за счет влияния на
рецептор III типа фактора роста эндотелия сосудов
(VEGFR3), формируя лимфатические сплетения
по всему организму [100, 101]. В онтотогенезе про-
растание лимфатических сосудов в ткани происхо-
дит из лимфатического эндотелия и называется
лимфангиогенез. Физиология лимфатической си-
стемы образована тремя типами сосудов, включа-
ющими лимфатические капилляры, преколлекто-
ры и коллекторы (рис. 3).

Лимфатические капилляры не имеют базальной
мембраны и организованы по типу дубового листа
за счет особого неплотного соединения белков
плотных контактов, что обеспечивает высокую
проницаемость лимфатического эндотелия и дре-
нажную функцию лимфатической системы (рис.
3а). Вода входит в лимфатические капилляры за
счет градиента давления, в то время как клетки и
крупные молекулы (метаболиты, ненужные со-
единения) делают это через активное взаимодей-
ствие с регуляторными белками на лимфатиче-
ском эндотелии [103]. Преколлекторы и коллекто-
ры имеют клапаны и выполняют направляющую
роль в движении лимфы из тканей в венозную
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систему (рис. 3b и 3c). В коллекторах появляется
гладкомышечный слой, обеспечивающий спон-
танные сокращения этой части лимфососудов.
Наиболее изученным механизмом, лежащим в ос-
нове сокращения лимфатических коллекторов и
движения клапанов на “открытие–закрытие”, яв-
ляется пристеночный стресс за счет растяжения
стенок лимфатических сосудов путем поступления
жидкостей в их просвет с образованием оксида азо-
та как фактора вазодилатации. При достижении
критического уровня растяжения эндотелиальных
клеток оксид азота через циклический гуанозин-
монофосфат и образование протеинкиназы G за-
пускает открытие Са2+-зависимых каналов, что
стимулирует процесс сокращения лимфососудов
[104, 105]. Существуют другие механизмы, с помо-
щью которых оксид азота может контролировать

лимфатический тонус и сократимость: 1) актива-
ция железо-регуляторных белков в макрофагах
[106] и в тканях, таких как рибонуклеотидредуктаза
[107] и аконитаза [108]; 2) стимуляция АДФ-рибо-
зилирования глицеральдегид-3-фосфатдегидроге-
назы [109] и нитрозилирования протеин-сульф-
гидрильной группы [110]; гемоглобин как побоч-
ный продукт распада крови может стимулировать
образование оксида азота [111].

Менингеальная лимфатическая система мы-
шей, как и периферическая лимфатическая систе-
ма, начинает закладываться еще в эмбриогенезе и
продолжает созревать до 28-го дня онтогенеза.
Antila и соавт. представили первую основательную
работу в этом направлении [98]. Рисунок 4 схема-
тично отражает созревание менингеальной лимфа-

Рис. 3. Структурная организация лимфатических сосудов, включающих капилляры (а), преколлекторы (b) и коллек-
торы (c) с клапанами с указанием экспрессии маркеров лимфатического эндотелия в зависимости от типа лимфососудов.
Рисунок адаптирован с [102], подробное описание маркеров лимфатического эндотелия представлено в [32]: LYVE-1 –
Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (эндотелиальный рецептор гиалуронана 1 лимфатического сосуда. Функ-
циональная роль LYVE-1 до сих пор является предметом споров, но есть свидетельства того, что LYVE-1 играет важную
роль в транспорте гиалуроновой кислоты и миграции CD44+ лейкоцитов и опухолевых клеток по лимфатической систе-
ме); PROX-1 – Prospero homeobox protein 1 (белок, являющийся гомеобоксным транскрипционным фактором, который
участвует в развитии лимфатической системы); CCL21-Chemokine (C-C motif ligand 21) – хемокин ССL-21 (экспрессиру-
ется в лимфатическом эндотелии и участвует в активации движения Т-лимфоцитов, миграции лимфоцитов в другие ор-
ганы и дендритных клеток в лимфатические узлы), VEGFR3–Vascular endothelial growth factor receptor 3 (васкулярный эн-
дотелиальный фактор роста 3, рецептор, запускающий лимфангиогенез, т.е. образование новых лимфатических сосудов);
интегрин альфа-9 и FoxC2 – Forkhead box c2 (белки, экспрессирующиеся в клапанах лимфатических сосудов ); подопла-
нин – интегральный мембранный белок, отвечающий за нормальное развитие сети лимфатических сосудов, обеспечива-
ющих отток межклеточной жидкости. Если нарушается его синтез, формируется лимфедема.
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тической системы и направление роста лимфати-
ческих сосудов.

В этой работе показано, что МЛС закладывают-
ся с первого дня эмбриогенеза вокруг крыловидно-
небной артерии и большого затылочного отвер-
стия. Однако к моменту рождения лимфатическая
система остается недоразвитой. К 2-му дню пост-
натального развития лимфатические сосуды
обильно прорастают к решетчатой кости. С 4-го и
по 24-й день онтогенеза лимфатические сосуды по-
являются вдоль средней менингеальной артерии,
формируя клапаны. К 28-му дню лимфатическая
сеть прорастает к главным венозным синусам в
двух направлениях, от яремной вены и централь-
ной вены сетчатки по направлению к верхнему са-
гиттальному синусу, захватывая районы попереч-
ного (8-й день) и сигмовидного (16-й день) сину-
сов. В этот же период часть лимфососудов от
поперечного синуса прорастают в оболочки моз-
жечка.

По физиологической организации МЛС до сих
пор не существует единого мнения. В первых рабо-
тах из группы Kipnis и соавт. было показано, что
МЛС являются примитивными в виде лимфатиче-
ских капилляров без базальной мембраны и клапа-
нов [40]. Позже в работе Ahn [112] было предложе-
но выделять два типа МЛС: базальные, включаю-
щие лимфокапилляры и преколлекторы в области
основания черепа, которые имеют клапаны и вы-
полняют непосредственно дренажную функцию, и
дорзальные, имеющие меньшие размеры, локали-
зующиеся вдоль верхнего сагиттального синуса и

играющие роль только в выведении лимфы на пе-
риферию.

Лимфатическая система также представлена в
оболочках спинного мозга, где она начинает разви-
ваться с 4-го дня после рождения вдоль выходов че-
репно-мозговых нервов, прорастая до большой ци-
стерны к 16-му дню онтогенеза [98] (рис. 5).

Одним из широко применяемых объектов изу-
чения развития МЛС стала рыбка Данио в силу ее
быстрого развития и привлекательности с позиции
оптического прижизненного мониторинга флуо-
ресцентных лимфососудов [113].

В отношении человека пока не существует све-
дений об эмбриональном формировании и после-
дующем развитии МЛС. Однако приводятся дан-
ные, где обсуждается, что венозный компонент
дренажа тканей мозга в виде Пахионовых грануля-
ций является неразвитым в первые дни после рож-
дения и, возможно, в это время лимфатическая си-
стема выполняет основную функцию по выведе-
нию СМЖ из ЦНС [30, 32]. В двух исследованиях
на 18-недельных человеческих эмбрионах [114] и
56-дневном ребенке [115] не было обнаружено Па-
хионовых грануляций. К моменту рождения они
только начинают формироваться, но остаются не-
доразвитыми на протяжении нескольких месяцев
[30, 116].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Признание научной общественностью присут-

ствия лимфатических сосудов в оболочках мозга
открыло новые научные и многообещающие

Рис. 4. Постнатальное созревание менингеальной лимфатической системы мышей: P – период онтогенеза, цифрами обо-
значены дни развития. Менингеальные лимфососуды обозначены зеленым цветом, артериальные и венозные сосуды –
красным и синим цветами соответственно. Стрелками указано направление роста лимфососудов. Рисунок адаптирован с
[98].
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направления в нейробиологии как по изучению
функций МЛС, так и методов управления лим-
фодренажными и лимфовыводящими процессами
[38–44, 118–128]. Пересмотрены традиционные
научные концепции, объясняющие механизмы
дренажа и освобождения тканей мозга от метабо-
литов и ненужных соединений [38, 41–44, 118–
123]. Лимфатическая система дренажа тканей моз-
га может явиться единственным путем вывода
жидкостей и токсинов из тканей мозга новорож-
денных детей, у которых венозный компонент
остается недоразвитым в течение нескольких меся-

цев после рождения [30, 31]. Интригующим на-
правлением является дальнейший поиск лимфосо-
судов непосредственно в тканях мозга человека и
животных с целью восстановления цельной карти-
ны выведения жидкостей, метаболитов и токсинов
из ЦНС, а также взаимодействия церебральной,
менингеальной и периферической лимфатической
систем [92, 117]. Перспективным вектором новых
научных исследований является развитие методов
стимуляции функций МЛС и управления лимфод-
ренажными и лимфовыводящими процессами
мозга для повышения его регенеративных свойств

Рис. 5. Схематичное изображение менингеальной лимфатической системы спинного мозга мышей.
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[118, 129–131]. Дальнейшее изучение лимфатиче-
ской системы как “окна” в ЦНС может явиться ин-
новационным шагом в развитии новых методов до-
ставки лекарственных препаратов в мозг, минуя
ГЭБ [129, 130]. Важным шагом является развитие
новых образовательных программ, освещающих
революционные шаги в нейробиологии по изуче-
нию лимфатической системы мозга [132].

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ

Часть 3 подготовлена при поддержке Правитель-
ственного мегагранта 075-15-2022-1094 (2022–2023 гг.);
идея статьи, введение и заключение, а также часть 1 под-
готовлена в рамках выполнения гранта РНФ (№ 20-15-
00090, 2020–2022 гг.); часть 2 подготовлена при под-
держке РНФ проекта (№ 22-15-00143, 2022–2024 гг.),
часть 4 подготовлена при выполнении гранта РНФ
(№ 21-75-10088, 2021–2023 гг.).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы декларируют отсутствие явных и потенци-
альных конфликтов интересов, связанных с публикаци-
ей данной статьи.

ВКЛАД АВТОРОВ

Авторы внесли равный вклад в подготовку рукописи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Davson D, Welch K, Segal MB (1987) Physiology and

Pathophysiology of the Cerebrospinal Fluid. Churchill
Livingstone. Edinburgh.

2. Bergsteiner M (2001) Evolving concepts of cerebrospinal
fluid. Neurosurg Clin N Am 36: 631–638.

3. Abbott NJ (2004) Evidence for bulk f low of brain intersti-
tial f luid: significance for physiology and pathology.
Neurochem Int 45: 545–552. 
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2003.11.006

4. Rapoport S (1976) Blood–brain Barrier in Physiology
and Medicine. Raven Press. New York.

5. Schwalbe G (1869) Der Arachnoidalraum ein Lym-
phraum und sein Zusammenhang mit dem Perichorioi-
dalraum. Zentralbl Med Wiss 7: 465–467.

6. Quincke H (1872) Zur physiologie der cerebrospinal f lus-
sigkeit. Arch Anat Physiol. Leipzig.

7. Key A, Retzius G (1875) Studien In DerAnatomie Des
Nervensystems Und Des Bindegewebes I and II. Stock-
holm. Samson & Wallin 1.

8. Foldi M, Gellert A, Kozma M, Poberai M, Zoltan OT,
Csanda E (1966) New contributions to the anatomical
connections of the brain and the lymphatic system. Acta
Anat (Basel) 64: 498–505.

9. Courtice FC, Simmonds WJ (1951) The removal of protein
from the subarachnoid space. Aust J Exp Biol Med Sci
29: 255–263. 
https://doi.org/10.1038/icb.1951.30

10. Simmonds WJ (1953) The Absorption of Labeled Eryth-
rocytes from the Subarachnoid Space in Rabbits. Autral J
Exp Biol Med Sci 31: 77. 
https://doi.org/10.1038/icb.1953.10

11. Brinker T, Baer M, Foldi M (1994) Manual Lymphatic
Drainage of the Head and the Neck for Treatment of In-
crease Intracranial Pressure. Progress In Lymphol XIV,
Witte MN, Witte CL (eds). Lymphology 27 (Suppl):
614–617.

12. Caversaccio M, Peschel O, Arnold W (1996) The Drainage
of the Cerebrospinal Fluid into the Lymphatic System
Neck in Humans:' ORL 58: 164–166. 
https://doi.org/10.1159/000276818

13. McComb GJ, Hyman S, Weiss MH (1984) Lymphatic
drainage of cerebrospinal f luid in the cat. In: Hydroceph-
alus, New York. Raven Press. 83–97.

14. Hasuo M, Asano Y, Teraoka M, Ikeyama A, Kageyama N
(1981) Cerebrospinal f luid absorption into lymphatic sys-
tem in condition of increased intracranial pressure. No
To Shinkei 33: 673–678.

15. McComb JG, Davson H, Hyman S, Weiss MH (1982) Ce-
rebrospinal f luid drainage as influenced by ventricular
pressure in the rabbit. J Neurosurg 56: 790–797. 
https://doi.org/10.3171/jns.1982.56.6.0790

16. Naruse I, Ueta E (2002) Hydrocephalus manifestation in
the genetic polydactyly/ arhinencephaly mouse
(Pdn/Pdn). Congenit Anom (Kyoto) 42: 27–31. 
https://doi.org/10.1111/j.1741-4520.2002.tb00851.x

17. Smith DR, Hardman JM, Earle KM (1969) Metastasizing
Neuroectodermal Tumors of the Central Nervous Sys-
tem. Neurosurgery 31: 50–58.

18. McComb JG (1983) Recent Research into the Nature of
Cerebrospinal Fluid Formation and Absorption. J Neu-
rosurg 59: 369–383. 
https://doi.org/10.3171/jns.1983.59.3.0369

19. Koh L, Zakharov A, Johnston M (2005) Integration of the
subarachnoid space and lymphatics: Is it time to embrace
a new concept of cerebrospinal f luid absorption? Cere-
brospin Fluid Res 2: 6. 
https://doi.org/10.1186/1743-8454-2-6

20. Jackson RT, Tigges J, Arnold W (1979) Subarachnoid
Space of the CNS, Nasal Mucosa and Lymphatic Sys-
tem. Arch Otolaryngol 105: 180–184. 
https://doi.org/10.1001/archotol.1979.00790160014003

21. Si J, Chen L, Xia Z (2006) Effects of cervical-lymphatic
blockade on brain edema and infarction volume in cere-
bral ischemic rats. Chin J Physiol 49: 258–265.

22. Radjavi A, Smirnov I, Derecki N, Kipnis J (2014) Dynam-
ics of the meningeal CD4+ T-cell repertoire are defined
by the cervical lymph nodes and facilitate cognitive task
performance in mice. Mol Psychiatry 19: 531–532. 
https://doi.org/10.1038/mp.2013.79

23. Xing C, Lu X, Wei S, Wang J, Xiang D (1994) The effect of
blocking the cervical lymphatic drainage of rabbit on its
cerebral structure and function in the acute lymphostasis
stage. In: Progress in Lymphology XIV. Int Soc Lymphol.
Zurich. Switzerland 742–746.

24. Lohrberg M, Wilting J (2016) The lymphatic vascular sys-
tem of the mouse head. Cell Tissue Res 366: 667–677. 
https://doi.org/10.1007/s00441-016-2493-8

25. Ma Q, Ineichen BV, Detmar M, Proulx ST (2017) Outflow
of cerebrospinal f luid is predominantly through lymphat-



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

ЛИМФОДРЕНАЖНАЯ СИСТЕМА МОЗГА: НОВЫЙ ИГРОК В НЕЙРОНАУКЕ 15

ic vessels and is reduced in aged mice. Nat Commun 8
(1): 1434. 
https://doi.org/10.1038/s41467-017-01484-6

26. Cserr HF (1984) Convection of Brain Interstitial Fluid
Hydrocephalus. NY. Raven Press.

27. Kida S, Pantazis A, Weller R (1993) CSF drains directly
from the subarachnoid space into lymphatics in the rat
brain. Anatomy, histology and immunological signifi-
cance. Neuropathol Appl Neurobiol 18: 480–488. 
https://doi.org/10.1111/j.1365-2990.1993.tb00476.x

28. Butler A (1984) Correlated Physiologic and Structural
Studies of CSF Absorption Hydrocephalus. NY. Raven
Press.

29. Brinker T, Ludemann W, Berens von Rautenfeld D, Samii M
(1997) Dynamic Properties of Lymphatic Pathways for
the Absorption of Cerebrospinal Fluid. Acta Neuro-
pathol 94: 493–498. 
https://doi.org/10.1007/s004010050738

30. Johnson M, Papaiconomou C (2002) Cerebrospinal f luid
transport: a lymphatic perspective. News Physiol Sci 17:
227–230. 
https://doi.org/10.1152/nips.01400.2002

31. Papaiconomou C, Bozanovic-Sosic R, Zakharov A, Johm-
son M (2002) Does neonatal cerebrospinal f luid occur via
arachnoid projections or extrancranial lymphatics? Am J
Physiol Integr Comp Physiol 283: R869–R876. 
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00173.2002

32. Semyachkina-Glushkovskaya O, Postnov D, Kurths J
(2018) Blood−Brain Barrier, Lymphatic Clearance, and
Recovery: Ariadne’s Thread in Labyrinths of Hypothe-
ses. Int J Mol Sci 19 (12): 3818. 
https://doi.org/10.3390/ijms19123818

33. Sokołowski W, Barszcz K, Kupczyńska M, Czubaj N, Skib-
niewski M, Purzyc H (2018) Lymphatic drainage of cere-
brospinal f luid in mammals - are arachnoid granulations
the main route of cerebrospinal f luid outflow? Biologia
(Bratisl) 73 (6): 563–568. 
https://doi.org/10.2478/s11756-018-0074-x

34. Proulx ST (2021) Cerebrospinal f luid outflow: a review of
the historical and contemporary evidence for arachnoid
villi, perineural routes, and dural lymphatics. Cell Mol
Life Sci 78 (6): 2429–2457. 
https://doi.org/10.1007/s00018-020-03706-5

35. Bakker ENTP, Naessens DMP, VanBavel EB (2019) Para-
vascular spaces: entry to or exit from the brain? Exp
Physiol 104 (7): 1013–1017. 
https://doi.org/10.1113/EP087424

36. Dupont G, Schmidt C, Yilmaz E, Oskouian RJ, Macchi V,
de Caro R, Tubbs RS (2019) Our current understanding of
the lymphatics of the brain and spinal cord. Clin Anat 32
(1): 117–121. 
https://doi.org/10.1002/ca.23308

37. Da Mesquita S, Fu Z, Kipnis J (2018) The Meningeal
Lymphatic System: A New Player in Neurophysiology.
Neuron 100 (2): 375–388. 
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2018.09.022

38. Hladky SB, Barrand MA (2022) The glymphatic hypoth-
esis: the theory and the evidence. Fluids Barriers CNS 19:
9. 
https://doi.org/10.1186/s12987-021-00282-z

39. Weller RO, Galea I, Carare RO, Minagar A (2010) Patho-
physiology of the lymphatic drainage of the central ner-

vous system: Implications for pathogenesis and therapy
of multiple sclerosis. Pathophysiology 17: 295–306. 
https://doi.org/10.1016/j.pathophys.2009.10.007

40. Louveau A, Smirnov I, Keyes T, Eccles JD, Rouhani SJ,
Peske JD, Derecki NC, Castle D, Mandell JW, Lee KS,
Harris TH,  Kipnis J (2015) Structural and functional fea-
tures of central nervous system lymphatic vessels. Nature
523: 337–341. 
https://doi.org/10.1038/nature14432

41. Da Mesquita S, Louveau, A, Vaccari A, Smirnov I, Cor-
nelison CR, Kingsmore KM, Contarino C, Onengut-Gu-
muscu S, Farber E, Raper D, Viar KE, Powell RD, Baker W,
Dabhi N, Bai R, Cao R, Hu S, Rich SS, Munson JM,
Lopes MB, Overall CC, Acton ST, Kipnis J (2018) Func-
tional aspects of meningeal lymphatics in ageing and Alz-
heimer’s disease. Nature 560: 185–191. 
https://doi.org/10.1038/s41586-018-0368-8

42. Hu X, Deng Q, Ma L, Li Q, Chen Y, Liao Y, Zhou F, Zhang C,
Shao L, Feng J, He T, Ning W, Kong Y, Huo Y, He A,
Liu B, Zhang J, Adams R, He Y, Tang F, Bian X, Luo J
(2020) Meningeal lymphatic vessels regulate brain tumor
drainage and immunity. Cell Res 30 (3): 229–243. 
https://doi.org/10.1038/s41422-020-0287-8

43. Chen J, Wang L, Xu H, Xing L, Zhuang Z, Zheng Y, Li X,
Wang C, Chen S, Guo Z, Liang Q, Wang Y (2020) Menin-
geal lymphatics clear erythrocytes that arise from sub-
arachnoid hemorrhage. Nat Commun 11: 3159. 
https://doi.org/10.1038/s41467-020-16851-z

44. Liu X, Gao C, Yuan, J. Xiang T, Gong Z, Luo H, Jiang W,
Song Y, Huang J, Quan W, Wang D, Tian Y, Ge X, Lei P,
Zhang J, Jiang R (2020) Subdural haematomas drain into
the extracranial lymphatic system through the meningeal
lymphatic vessels. Acta Neuropathol Commun 8: 16. 
https://doi.org/10.1186/s40478-020-0888-y

45. Iliff JJ, Wang M, Liao Y, Plogg BA, Peng W, Gundersen GA,
Benveniste H, Vates GE, Deane R, Goldman SA,
Nagelhus EA, Nedergaard M (2012) A paravascular path-
way facilitates CSF flow through the brain parenchyma
and the clearance of interstitial solutes, including amy-
loid β. Sci Transl Med 4 (147): 147ra111. 
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.3003748

46. Jessen NA, Munk AS, Lundgaard I, Nedergaard M (2015)
The Glymphatic System: A Beginner’s Guide. Neuro-
chem Res 40 (12): 2583–2599. 
https://doi.org/10.1007/s11064-015-1581-6

47. Smith AJ, Jin BJ, Verkman AS (2015) Muddying the water
in brain edema? Trends Neurosci 38 (6): 331–332. 
https://doi.org/10.1016/j.tins.2015.04.006

48. Nikolenko VN, Oganesyan MV, Yakhno NN, Orlov EA,
Porubaeva EE, Popova EYu (2018) Glymphatic system of
the brain: functional anatomy and clinical perspectives.
Neurol Neuropsych Psychosomat 10 (4): 94–100.

49. Nikolenko VN, Nikitina AT, Sozonova EA, Pavliv MP,
Oganesyan MV, Rizaeva NA (2021) Morphology, mecha-
nisms of regulation and the role of the drainage systems of
the CNS in the metabolism of brain tissues. In: Lym-
phology: from basic research to medical technology. Proc
XIV Int Sci Pract Confer. Novosibirsk 20–25.

50. Bradbury MW, Cserr HF, Westrop RJ (1981) Drainage of
cerebral interstitial f luid into deep cervical lymph of the
rabbit. Am J Physiol 240: F329–F336. 
https://doi.org/10.1152/ajprenal.1981.240.4.F329



16

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

СЕМЯЧКИНА-ГЛУШКОВСКАЯ и др.

51. Ma Q, Ries M, Decker Y, Müller A, Riner C, Bücker A,
Fassbender K, Detmar M, Proulx ST (2019) Rapid lym-
phatic eff lux limits cerebrospinal f luid f low to the brain.
Acta Neuropathol 137: 151–165.
https://doi.org/10.1007/s00401-018-1916-x

52. Min Rivas F, Liu J, Martell BC, Du T, Mestre H, Neder-
gaard M, Tithof J, Thomas JH, Kelley DH (2020) Surface
periarterial spaces of the mouse brain are open, not po-
rous. J R Soc Interface 17 (172): 20200593. 
https://doi.org/10.1098/rsif.2020.0593

53. Cserr HF, Depasquale M, Patlak CS (1987) Regulation of
brain water and electrolytes during acute hyperosmolality
in rats. Am J Physiol 253: F522–F529. 
https://doi.org/10.1152/ajprenal.1987.253.3.F522

54. Abbott NJ, Pizzo ME, Preston JE, Janigro D, Thorne RG
(2018) The role of brain barriers in f luid movement in the
CNS: is there a “glymphatic” system? Acta Neuropathol
135 (3): 387–407. 
https://doi.org/10.1007/s00401-018-1812-4

55. Rasmussen MK, Mestre H, Nedergaard M (2021) Fluid
transport in the brain. Physiol Rev 3: 66. 
https://doi.org/10.1152/physrev.00031.2020

56. Schley D, Carare-Nnadi R, Please CP, Perry VH,
Weller RO (2006) Mechanisms to explain the reverse
perivascular transport of solutes out of the brain. J Theo-
ret Biol 238: 962–974. 
https://doi.org/10.1016/j.jtbi.2005.07.005

57. Rennels ML, Blaumanis OR, Grady PA (1990) Rapid sol-
ute transport throughout the brain via paravascular fuid
pathways. Adv Neurol 52:431–439.

58. Xie L, Kang H, Xu Q, Chen MJ, Liao Y, Thiyagarajan M,
O’Donnell J, Christensen DJ, Nicholson C, Ilif JJ,
Takano A,  Deane R, Nedergaard M (2013) Sleep drives
metabolite clearance from the adult brain. Science 342:
373–377. 
https://doi.org/10.1126/science.1241224

59. Iliff JJ, Lee H, Yu M, Feng T, Logan J, Nedergaard M,
Benveniste H (2013) Brain-wide pathway for waste clear-
ance captured by contrast-enhanced MRI. J Clin Invest
123 (3): 1299–1309. 
https://doi.org/10.1172/JCI67677

60. Iliff JJ, Wang M, Zeppenfeld DM, Venkataraman A,
Plog BA, Liao Y, Deane R, Nedergaard M (2013) Cerebral
arterial pulsation drives paravascular CSF-interstitial f lu-
id exchange in the murine brain. J Neurosci 33 (46):
18190–18199. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.1592-13.2013

61. Bedussi B, Almasian M, de Vos J, VanBavel E, Bak-
ker ENTP (2018) Paravascular spaces at the brain sur-
face: Low resistance pathways for cerebrospinal fuid fow.
J Cereb Blood Flow Metab 38: 719–726. 
https://doi.org/10.1177/0271678X17737984

62. Mestre H, Tithof J, Du T, Song W, Peng W, Sweeney AM,
Olveda G, Thomas JH, Nedergaard M, Kelley DH (2018)
Flow of cerebrospinal fuid is driven by arterial pulsations
and is reduced in hypertension. Nat Commun 9: 4878. 
https://doi.org/10.1038/s41467-018-07318-3

63. Raghunandan A, Ladrón-de-Guevara A, Tithof J, Mestre H,
Nedergaard M, Thomas JH, Kelley DH (2020) Bulk fow of
cerebrospinal fuid observed in periarterial spaces is not an
artifact of injection. Elife 10: e65958. 
https://doi.org/10.7554/eLife.65958

64. Koundal S, Elkin R, Nadeem S, Xue Y, Constantinou S,
Sanggaard S, Liu X, Monte B, Xu F, Van Nostrand W,
Nedergaard M, Lee H, Wardlaw J, Benveniste H, Tannen-
baum A (2020) Optimal mass transport with Lagrangian
workfow reveals advective and difusion driven solute
transport in the glymphatic system. Sci Rep 10 (1): 1–18. 
https://doi.org/10.1038/s41598-020-59045-9

65. Xue Y, Liu X, Koundal S, Constantinou S, Dai F, Santam-
brogio L, Lee H, Benveniste H (2020) In vivo T1 mapping
for quantifying glymphatic system transport and cervical
lymph node drainage. Sci Rep 10: 14592. 
https://doi.org/10.1038/s41598-020-71582-x

66. Diem AK, Sharp MM, Gatherer M, Bresslof NW, Cara-
re RO, Richardson G (2017) Arterial pulsations cannot
drive intramural periarterial drainage: Signifcance for Aβ
drainage. Front Neurosci 11: 475. 
https://doi.org/10.3389/fnins.2017.00475

67. Asgari M, de Zélicourt DA, Kurtcuoglu V (2016) Glym-
phatic solute transport does not require bulk fow. Sci Rep
6: 38635. 
https://doi.org/10.1038/srep38635

68. Wagshul ME, Eide PK, Madsen JR (2011) The pulsating
brain: a review of experimental and clinical studies of in-
tracranial pulsatility. Fluids and Barriers CNS 8 (1): 1–
23. 
https://doi.org/10.1186/2045-8118-8-5

69. Butler WE (2017) Wavelet brain angiography suggests ar-
teriovenous pulse wave phase locking. PloS One 12 (11):
e0187014. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187014

70. Postnov D, Erdener SE, Kilic K, Boas DA (2018) Cardiac
pulsatility mapping and vessel type identification using
laser speckle contrast imaging. Biomed Optics Express 9
(12): 6388–6397. 
https://doi.org/10.1364/BOE.9.006388

71. Kiviniemi V, Wang X, Korhonen V, Keinanen T,
Tuovinen T, Autio J, LeVan P, Keilholz S, Zang Y-F, Hen-
nig J, Nedergaard M (2016) Ultra-fast magnetic reso-
nance encephalography of physiological brain activity –
Glymphatic pulsation mechanisms? J Cereb Blood Flow
Metab 36: 1033–1045. 
https://doi.org/10.1177/0271678X15622047

72. Vinje V, Ringstad G, Lindstrøm EK, Valnes LM, Rognes ME,
Eide PK, Mardal KA (2019) Respiratory influence on ce-
rebrospinal f luid f low–a computational study based on
long-term intracranial pressure measurements. Scient
Rep 9 (1): 1–13. 
https://doi.org/10.1038/s41598-019-46055-5

73. Fultz NE, Bonmassar G, Setsompop K, Stickgold RA,
Rosen BR, Polimeni JR, Lewis LD (2019) Coupled elec-
trophysiological, hemodynamic, and cerebrospinal f luid
oscillations in human sleep. Science 366 (6465): 628–
631. 
https://doi.org/10.1126/science.aax5440

74. Brierley JB (1950) The penetration of particulate matter
from the cerebrospinal fuid into the spinal ganglia, pe-
ripheral nerves, and perivascular spaces of the central
nervous system. J Neurol Neurosurg Psychiatry 13: 203–
215. 
https://doi.org/10.1136/jnnp.13.3.203

75. Smith A, Akdemir G, Wadhwa M, Song D, Verkman A
(2021) Application of f luorescent dextrans to the brain
surface under constant pressure reveals AQP4-indepen-



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

ЛИМФОДРЕНАЖНАЯ СИСТЕМА МОЗГА: НОВЫЙ ИГРОК В НЕЙРОНАУКЕ 17

dent solute uptake. J Gen Physiol 153: e202112898. 
https://doi.org/10.1085/jgp.202112898

76. Wang P, Olbricht WL (2011) Fluid mechanics in the peri-
vascular space. J Theoret Biol 274: 52–57. 
https://doi.org/10.1016/j.jtbi.2011.01.014

77. Kedarasetti RT, Drew PJ, Costanzo F (2020) Arterial pul-
sations drive oscillatory f low of CSF but not directional
pumping. Sci Rep 10: 10102. 
https://doi.org/10.1038/s41598-020-66887-w

78. Thomas J (2019) Fluid dynamics of cerebrospinal f luid
flow in perivascular spaces. J R Soc Interface 16:
20190572. 
https://doi.org/10.1098/rsif.2019.0572

79. Martinac AD, Bilston LE (2019) Computational model-
ling of f luid and solute transport in the brain. Biomech
Modeling Mechanobiol 19: 781–800. 
https://doi.org/10.1007/s10237-019-01253-y

80. Faghih MM, Keith SM (2021) Mechanisms of tracer
transport in cerebral perivascular spaces. J Biomech 118:
110278. 
https://doi.org/10.1016/j.jbiomech.2021.110278

81. Postnov DE, Postnikov EB, Karavaev AS, Glushkovskaya-
Semyachkina OV (2018) On trans-parenchymal transport
after blood brain barrier opening: pump-diffuse-pump
hypothesis. Saratov Fall Meeting 2017: Laser Physics and
Photonics XVIII. Computational Biophysics and Analy-
sis of Biomedical Data IV. Int Soc Optics and Photonics
10717: 107171W. 
https://doi.org/10.1117/12.2315196

82. Sharp MK, Carare RO, Martin BA (2019) Dispersion in
porous media in oscillatory f low between flat plates: ap-
plications to intrathecal, periarterial and paraarterial sol-
ute transport in the central nervous system. Fluids Barri-
ers CNS 16: 13. 
https://doi.org/10.1186/s12987-019-0132-y

83. Troyetsky DE, Tithof J, Thomas JH, Kelley DH (2021)
Dispersion as a waste-clearance mechanism in f low
through penetrating perivascular spaces in the brain. Sci
Rep 11: 4595. 
https://doi.org/10.1038/s41598-021-83951-1

84. Wang MX, Ray L, Tanaka KF, Iliff JJ, Heys J (2021) Vary-
ing perivascular astroglial endfoot dimensions along the
vascular tree maintain perivascular-interstitial f lux
through the cortical mantle. Glia 69: 715–728. 
https://doi.org/10.1002/glia.23923

85. Mestre H, Hablitz LM, Xavier AL, Feng W, Zou W, Pu T,
Monai H, Murlidharan G, Castellanos Rivera RM, Simon MJ,
Pike MM, Plá V, Du T, Kress BT, Wang X, Plog BA,
Thrane AS, Lundgaard I, Abe Y, Yasui M, Thomas JH,
Xiao M, Hirase H, Asokan A, Iliff JJ, Nedergaard M (2018)
Aquaporin-4-dependent glymphatic solute transport in
the rodent brain. ELife 7: e40070. 
https://doi.org/10.7554/eLife.40070

86. Smith AJ, Yao X, Dix JA, Jin B-J, Verkman AS (2017) Test
of the ‘glymphatic’ hypothesis demonstrates diffusive
and aquaporin-4-independent solute transport in rodent
brain parenchyma. ELife 6: e27679. 
https://doi.org/10.7554/eLife.27679

87. Smith AJ, Verkman AS (2018) The “glymphatic” mecha-
nism for solute clearance in Alzheimer’s disease: game

changer or unproven speculation? FASEB J 32: 543–551. 
https://doi.org/10.1096/fj.201700999

88. Smith AJ, Verkman AS (2019) Cross Talk opposing view:
Going against the f low: interstitial solute transport in
brain is diffusive and aquaporin-4 independent. J Physiol
(Lond) 597: 4421–4424. 
https://doi.org/10.1113/JP277636

89. Ray LA, Heys JJ (2019) Fluid f low and mass transport in
brain tissue. Fluids 4: 196–233. 
https://doi.org/10.3390/fluids4040196

90. Obersteiner H (1900) The Anatomy of the Central Ner-
vous Organs in Health and Disease. 2nd Ed. London.
Charles Griffin and Company Ltd. 174–175.

91. Bruce A, Dawson JW (1911) On the relations of the lym-
phatics of the spinal cord. J Pathol Bacteriol 15: 169–178. 
https://doi.org/10.1002/path.1700150204

92. Prineas JW (1979) Multiple sclerosis: Presence of lym-
phatic capillaries and lymphoid tissue in the brain and
spinal cord. Science 203: 1123–1125. 
https://doi.org/10.1126/science.424741

93. Chaitanya GV, Omura S, Sato F, Martinez NE, Mi-
nagar A, Ramanathan M, Guttman BW, Zivadinov R,
Tsunoda I, Alexander JS (2013) Inflammation induces
neuro-lymphatic protein expression in multiple sclerosis
brain neurovasculature. J Neuroinflammat 14 (10): 125. 
https://doi.org/10.1186/1742-2094-10-125

94. Kuerten S, Schickel A, Kerkloh C, Recks MS, Addicks K,
Ruddle NH, Lehmann PV (2012) Tertiary lymphoid organ
development coincides with determinant spreading of the
myelin-specific T cell response. Acta Neuropathol 124:
861–873. 
https://doi.org/10.1007/s00401-012-1023-3

95. Mezey E, Szalayova I, Hogden CT, Brady A, Dosa A, So-
tonui P, Palkovits M (2021) An immunohistochemical
study of lymphatic elements in the human brain. PNAS
118 (3): 1–12. 
https://doi.org/10.1073/pnas.2002574118

96. Morris AW, Carare RO, Schreiber S, Hawkes CA (2014)
The Cerebrovascular Basement Membrane: Role in the
Clearance of β-amyloid and Cerebral Amyloid Angiopa-
thy. Front Aging Neurosci 19 (6): 251. 
https://doi.org/10.3389/fnagi.2014.00251

97. Chikly B (1998) Is Human Cerebrospinal Fluid Reab-
sorbed by Lymph? LDT and Manual drainage of the
CNS. J Am Acad Osteopathy (JAAO) 8 (2): 28–34.

98. Antila S, Karaman S, Nurmi H, Airavaara M, Vouti-
lainen MH, Mathivet T, Chilov D, Li Z, Koppinen T, Park
JH, Fang S, Aspelund A, Saarma M, Eichmann A, Thomas
JL, Alitalo K (2017) Development and plasticity of men-
ingeal lymphatic vessels. J Exp Med 214 (12): 3645–3667. 
https://doi.org/10.1084/jem.20170391

99. Wigle JT, Oliver G (1999) Prox1 function is required for
the development of the murine lymphatic system. Cell
98: 769–778.
https://doi.org /10.1016/S0092 -8674(00)81511-1



18

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

СЕМЯЧКИНА-ГЛУШКОВСКАЯ и др.

100. Escobedo N, Oliver G (2016) Lymphangiogenesis:
Ori gin, Specification, and Cell Fate Determination.
Annu Rev Cell Dev Biol 32: 677–691. 
https://doi.org/10.1146/annurev-cellbio-111315-124944

101. Karkkainen MJ, Haiko P, Sainio K, Partanen J, Tai-
pale J, Petrova TV, Jeltsch M, Jackson DG, Talikka M, Rau-
vala H, Betsholtz C, Alitalo K (2004) Vascular endothelial
growth factor C is required for sprouting of the first lym-
phatic vessels from embryonic veins. Nat Immunol 5:
74–80.
https://doi.org /10.1038 /ni1013

102. Breslin JW, Yang Y, Scallan JP, Sweat RS, Adderley SP,
Murfee WL (2018) Lymphatic Vessel Network Structure
and Physiology. Compr Physiol 9 (1): 207–299. 
https://doi.org/10.1002/cphy.c180015

103. Hägerling R, Pollmann C, Andreas M, Schmidt C,
Nurmi H, Adams RH, Alitalo K, Andresen V, Schulte-
Merker S, Kiefer F (2013) A novel multistep mechanism
for initial lymphangiogenesis in mouse embryos based
on ultramicroscopy. EMBO J 32: 629–644.
https://doi.org/10.1038 /emboj .2012.340

104. Kunert C, Baish JW, Liao S, Padera TP, Munn LL (2015)
Mechanobiological oscillators control lymph flow. Proc
Natl Acad Sci U S A 112 (35): 10938–10943. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1508330112

105. Scallan JP, Zawieja SD, Castorena-Gonzalez JA, Da-
vis MJ (2016) Lymphatic pumping: mechanics, mecha-
nisms and malfunction. J Physiol 594 (20): 5749–5768.
PMID: 
https://doi.org/10.1113/jp27208827219461

106. Drapier JC, Hirling H, Wietzerbin J, Kaldy P, Kühn LC
(1993) Biosynthesis of nitric oxide activates iron regula-
tory factor in macrophages. EMBO J 21: 3643–3649. 
https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1993.tb06038.x

107. Lepoivre M, Fieschi F, Coves J, Thelander L, Fontecav M
(1991) Inactivation of ribonucleotide reductase by nitric
oxide. Biochem Biophys Res Commun 179: 442–448. 
https://doi.org/10.1016/0006-291X(91)91390-X

108. Drapier JC, Hibbs Jr B (1996) Aconitases: a class of
metalloproteins highly sensitive to nitric oxide synthesis.
Methods Enzymol 269: 26–36. 
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(96)69006-5

109. Dimmeler S, Lottspeich F, Brüne B (1992) Nitric oxide
causes ADP-ribosylation and inhibition of glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase. J Biol Chem 267:
16771–16774. 
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)41847-9

110. Stamler JS, Simon DI, Osborne JA, Mullins ME, Jaraki O,
Michel T, Singel DJ, Loscalzoet J (1992) S-nitrosylation
of proteins with nitric oxide: synthesis and characteriza-
tion of biologically active compounds. Proc Natl Acad
Sci U S A 89: 444–448. 
https://doi.org/10.1073/pnas.89.1.444

111. Helms C, Kim-Shapiro DB (2013) Hemoglobin-mediat-
ed nitric oxide signaling. Free Radic Biol Med 61: 464–
472. 
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.04.028

112. Ahn JH, Cho H, Kim JH, Kim SH, Ham JS, Park I,
Suh SH, Hong SP, Song JH, Hong YK, Jeong Y, Park SH,
Koh GY (2019) Meningeal lymphatic vessels at the skull
base drain cerebrospinal f luid. Nature 572: 62–66. 
https://doi.org/10.1038/s41586-019-1419-5

113. Lessen MV, Shibata-Germanos S, Impel AV, Hawkins TA,
Rihel J, Schulte-Merker S (2017) Intracellular uptake of
macromolecules by brain lymphatic endothelial cells
during zebrafish embryonic development. eLife 6:
e25932. 
https://doi.org/10.7554/eLife.25932

114. Fox RJ, Walji AH, Mielke B, Petruk KC, Aronyk KE
(1996) Anatomic details of intradural channels in the
parasagittal dura: a possible pathway for f low of cerebro-
spinal f luid. Neurosurgery 39: 84–91. 
https://doi.org/10.1097/00006123-199607000-00017

115. Osaka K, Handa H, Matsumoto S, Yasuda M (1980) De-
velopment of the cerebrospinal f luid pathway in the nor-
mal and abnormal human embryos. Child’s Brain 6: 26–
38. 
https://doi.org/10.1159/000119881

116. Jayatilaka ADP (1969) Arachnoid Granulations and
Arachnoid Villi in Mammals. C B Y I O N J Med Sci
18:1.

117. Semyachkina-Glushkovskaya O, Fedosov I, Navolokin N,
Shirokov A, Maslyakova G, Bucharskaya A, Blokhina I,
Terskov A, Khorovodov A, Postnov D, Kurths J (2021) Pi-
lot identification of the Live-1/Prox-1 expressing lym-
phatic vessels and lymphatic elements in the unaffected
and affected human brain. bioRxiv 2021.09.05.458990. 
https://doi.org/10.1101/2021.09.05.458990

118. Semyachkina-Glushkovskaya O, Penzel T, Blokhina I,
Khorovodov A, Fedosov I, Yu T, Karandin G, Evsukova A,
Elovenko D, Adushkina V, Shirokov A, Dubrovskii A, Ter-
skov A, Navolokin N, Tzoy M, Ageev V, Agranovich I, Tel-
nova V, Tsven A, Kurths J (2021) Night Photostimulation
of Clearance of Beta-Amyloid from Mouse Brain: New
Strategies in Preventing Alzheimer’s Disease. Cells 10:
3289. 
https://doi.org/10.3390/cells10123289

119. Aspelund A, Antila S, Proulx ST, Karlsen TV, Karaman S,
Detmar M, Wiig H, Alitalo K (2015) A dural lymphatic
vascular system that drains brain interstitial f luid and
macromolecules. J Exp Med 212 (7): 991–999. 
https://doi.org/10.1084/jem.20142290

120. Bolte AC, Dutta AB, Hurt ME, Igor Smirnov I, Kovacs MA,
McKee CA, Hannah Ennerfelt E, Shapiro D, Nguyen BH,
Frost EL, Lammert CR, Kipnis J, Lukens JR (2020) Men-
ingeal lymphatic dysfunction exacerbates traumatic
brain injury pathogenesis. Nat Commun 11: 4524. 
https://doi.org/10.1038/s41467-020-18113-4

121. Semyachkina-Glushkovskaya O, Esmat A, Bragin D, Bra-
gina O, Shirokov AA, Navolokin N, Yang Y, Abdurashitov A,
Khorovodov A, Terskov A, Klimova M, Mamedova A, Fe-
dosov I, Tuchin V, Kurths J (2020) Phenomenon of mu-
sic-induced opening of the blood-brain barrier in
healthy mice. Proc R Soc B 287: 20202337. 
https://doi.org/10.1098/rspb.2020.2337

122. Song E, Mao T, Dong H, Boisserand LSB, Antila S,
Bosenberg M, Alitalo K, Thomas JL, Iwasaki A (2020)
VEGF-C-driven lymphatic drainage enables immuno-
surveillance of brain tumours. Nature 577 (7792): 689–
694. 
https://doi.org/10.1038/s41586-019-1912-x

123. Graham MS, Mellinghoff IK (2021) Meningeal lymphat-
ics prime tumor immunity in glioblastoma. Cancer Cell
39 (3): 304–306. 
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2021.02.012



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

ЛИМФОДРЕНАЖНАЯ СИСТЕМА МОЗГА: НОВЫЙ ИГРОК В НЕЙРОНАУКЕ 19

124. Mascagni P, Bellini GB (1816) Presso Euse bio Pacinie
Figlio: Florence.

125. Mascagni P (1787) De lymphaticis profundis capitis et
colli. Vasorum lymphaticorum corporis humani historia
et ichnographia. Pars Prima Section VII, Art. VI. Siena:
Pazzini Carli.

126. Lecco V (1953) Di una probabile modificazione delle fis-
sure linfatiche della della parte dei seni venosi della dura
madre. Arch Ital Otol Rinol Laringol 64: 287–296.

127. Absinta M, Ha SK, Nair G, Sati P, Luciano NJ, Palisoc M,
Louveau A, Zaghloul KA, Pittaluga S, Kipnis J, Reich DS
(2017) Human and nonhuman primate meninges harbor
lymphatic vessels that can be visualized noninvasively by
MRI. Elife 6: e29738. 
https://doi.org/10.7554/eLife.29738

128. Mezey É, Palkovits M (2015) Forgotten findings of brain
lymphatics. Nature 524: 415. 
https://doi.org/10.1038/524415b

129.Semyachkina-Glushkovskaya O, Postnov D, Lavrova A,
Fedosov I, Borisova E, Nikolenko V, Penzel T, Kurths J,

Tuchin V (2021) Biophotonic Strategies of Measurement
and Stimulation of the Cranial and the Extracranial
Lymphatic Drainage Function. IEEE J Selected Topics
in Quantum Electron 27 (4): 1–13. 
https://doi.org/10.1109/JSTQE.2020.3045834

130. Semyachkina-Glushkovskaya O, Fedosov I, Shirokov A,
Vodovozov E, Alekseev A, Khorovodov A, Blokhina I, Ter-
skov A, Mamedova A, Klimova M, Dubrovsky A, Ageev V,
Agranovich I, Vinnik V, Tsven A, Sokolovski S, Rafailov E,
Penzel T, Jürgen Kurths J (2021) Photomodulation of
lymphatic delivery of liposomes to the brain bypassing
the blood-brain barrier: new perspectives for glioma
therapy. Nanophotonics 10 (12): 3215–3227. 
https://doi.org/10.1515/nanoph-2021-0212

131. Salehpour F, Khademi M, Bragin DE, DiDuro JO (2022)
Photobiomodulation Therapy and the Glymphatic Sys-
tem: Promising Applications for Au gmenting the Brain
Lymphatic Drainage System. Int J Mol Sci 23 (6): 2975. 
https://doi.org/10.3390/ijms23062975

132. https://lymphalessons.com

LYMPHATIC DRAINAGE SYSTEM OF THE BRAIN:
A NEW PLAYER IN NEUROSCIENCE

O. V. Semyachkina-Glushkovskayaa,#, D. E. Postnova, A. P. Khorovodova,
N. A. Navolokina, and Yu. G. G. Kurthza,b,c
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c Potsdam Institute for the Study of Climate Change, Potsdam, Germany
#e-mail: glushkovskaya@mail.ru

The lymphatic system not only plays an important role as a drainage eliminating metabolic wastes and toxins
from tissues, but also represents an arena for the unfolding of immune response scenarios aimed at protecting the
organism from bacteria and viruses. In the central nervous system (CNS), drainage processes proceed with the
same intensity as in peripheral tissues. The brain actively exchanges nutrients with the blood and excretes meta-
bolic waste products through the drainage paths closely related to the peripheral lymphatic system. The same
routes allow the traffic of immune cells and antibodies to the CNS, thus providing a communication between the
peripheral and central immune systems. Over the two-century history of brain drainage studies, a lot of facts have
been accumulated to suggest indirectly the presence of lymphatic vessels in the CNS. However, even with the ad-
vent of high-tech imaging of brain structures and a rediscovery of the meningeal lymphatic vessels (MLVs), which
was a watershed in neuroscience, scientists have not advanced beyond4 confirming the already existing dogma
that the lymphatic network is present exclusively in the brain meninges, but not in brain tissues. In fact, however,
the rediscovery of MLVs by American scientists was not a “true revelation”, as they were first described by the
Italian anatomist Mascagni two centuries earlier, and his results were confirmed later on in many other studies
performed on the meninges in humans, macaques, rodents, dogs, rabbits and zebrafish. As a result, the scientific
community did not recognize the “forgotten” MLVs as a new discovery. This review highlights the turning points
that occurred in neuroscience, when a new player has entered the game and set in order bicentennial efforts of
scientists to explain how unnecessary molecules and toxins are removed from the brain, as well as how drainage
and immunity are implemented in the CNS. This is an important informational and creative platform both for
new fundamental knowledge about the lymphatic system in the brain, as well as for the development of innovative
neurorehabilitation technologies based on the management of lymphatic drainage processes.

Keywords: Lymphatic system, meningeal lymphatic vessels, glymphatic hypothesis, mechanism of drainage of
the brain, lymphatic excretion of metabolites and toxins
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Инсулин при интраназальном введении является одним из наиболее перспективных протекторов для
лечения нейродегенеративных и других болезней, связанных с поражениями мозга. Интересно, что
при этих болезнях уровень инсулина в мозге (в противоположность его уровню в крови), как правило,
сильно снижается, что, наряду с развитием резистентности к нему, приводит к нарушению инсулино-
вого сигналинга в нейронах. При изучении in vitro механизмов защитного эффекта нейропротекторов
при ишемии и реперфузии мозга используются разные модели. Целью настоящей работы является изу-
чение защитного эффекта инсулина на нейроны коры мозга в культуре и его механизма действия при
депривации глюкозы и кислорода (ДГК) и последующем восстановлении снабжения нейронов этими
соединениями. Показано, что воздействие на нейроны ДГК в течение 1 или 3 ч с последующей инку-
бацией в полной ростовой среде с глюкозой и кислородом приводит к снижению жизнеспособности
нейронов и увеличению образования активных форм кислорода, а преинкубация нейронов с инсули-
ном в микромолярных концентрациях оказывает нейропротекторный и антиоксидантный эффекты.
Найдено, что воздействие на нейроны ДГК в течение 1 ч и затем инкубация в полной ростовой среде
приводит к падению активности протеинкиназы B – Akt (снижению отношения pAkt (Ser473)/Akt) и ак-
тивации киназы гликогенсинтазы-3бета (GSK-3beta), одной из основных мишеней Akt, что выражает-
ся в снижении отношения pGSK-3beta (Ser9)/GSK-3beta. Преинкубация с инсулином, напротив, акти-
вирует Akt и инактивирует GSK-3beta. Эти эффекты инсулина, очевидно, вносят существенный вклад
в его нейропротекторный эффект, т.к. активация GSK-3beta приводит к нарушению функций мито-
хондрий и гибели нейронов. Показано также увеличение активности протеинкиназы, регулируемой
внеклеточными сигналами (ERK1/2), при действии инсулина на нейроны, которая снижалась при дей-
ствии ДГК с последующей инкубацией в полной ростовой среде.

Ключевые слова: нейроны коры мозга, депривация глюкозы и кислорода, инсулин, нейропротекторный
эффект, протеинкиназы
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Инсулин является одним из наиболее перспек-
тивных нейропротекторов среди тех, которые мо-
гут быть использованы в будущем в клинике для
лечения ряда болезней, связанных с поражениями
мозга. Во многих экспериментах показано, что при
интраназальном введении инсулина животным с
нейродегенеративными или диабетическими пора-
жениями мозга, он повышает жизнеспособность
нейронов и улучшает когнитивные функции мозга
[1–4]. Наряду с этим клинические испытания ин-
сулина при болезни Альцгеймера были достаточно
успешными [5–8]. Дело в том, что при интрана-
зальном введении инсулина он попадает непосред-
ственно в мозг, используя структуры обонятельно-
го и тройничного нервов и минуя гематоэнцефали-
ческий барьер [9, 10]. Интересно, что при таких
болезнях, как сахарный диабет 2-го типа, метабо-
лический синдром, болезни Альцгеймера и Пар-

кинсона, уровень инсулина заметно увеличен в
крови, а в мозге он, напротив, сильно снижается.
Уменьшение уровня инсулина и резистентность
клеток к инсулину при этих болезнях приводят к
нарушению инсулинового сигналинга в нейронах
разных районов мозга [11, 12]. При интраназаль-
ном введении инсулина он способен нормализо-
вать метаболические процессы в мозге, в том числе
в гипоталамусе, и, как следствие, также и в перифе-
рических органах [12, 13]. При этом эффекты инсу-
лина изучены пока недостаточно. В наибольшей
мере это относится к ишемии и реперфузии мозга,
при которой эффекты интраназального введения
инсулина только начинают исследоваться. В отли-
чие от нейродегенеративных и диабетических па-
тологий, при исследовании процессов ишемии и
реперфузии мозга ученые сосредоточились пре-
имущественно на изучении эффектов инсулин-по-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

ИЗУЧЕНИЕ ЗАЩИТНОГО И АНТИОКСИДАНТНОГО ДЕЙСТВИЯ ИНСУЛИНА 21

добного фактора роста (IGF-1) [см., например, 14–
16], а не инсулина. И это, несмотря на то, что инсу-
лин, вводимый интраназально, является, очевид-
но, более перспективным нейропротектором, чем
IGF-1 [17]. В литературе нам не встретилось работ,
посвященных изучению эффектов интраназально-
го введения инсулина животным с ишемией и ре-
перфузией мозга. Исключение составляют лишь
работы нашей лаборатории. Показано, что инсу-
лин при его интраназальном введении крысам с
глобальной ишемией и реперфузией переднего
мозга обладает антиоксидантным и нейропротек-
торным эффектом, предотвращает накопление в
коре мозга различных продуктов перекисного
окисления липидов и окислительную инактива-
цию Na+, K+-АТФазы. Также были выявлены раз-
личия метаболизма у старых и молодых крыс при
ишемии и реперфузии мозга [18, 19].

При изучении in vitro механизмов защитного
эффекта инсулина и других протекторов при ише-
мии и реперфузии мозга используются разные мо-
дели. С одной стороны, это модели, объясняющие
модуляция активности каких сигнальных систем
тем или иным протектором, включая инсулин,
способна снижать образование активных форм
кислорода (АФК) и нормализовать метаболизм в
ткани мозга. С другой стороны, это модели, пытаю-
щиеся показать, каким образом нейропротекторы
противостоят повреждающему действию ДГК и по-
следующему нарушению метаболизма, связанному с
прекращением депривации этих соединений. Экспе-
риментальный подход с использованием депривации
глюкозы и кислорода (ДГК) в культурах нейронов in
vitro представляет собой попытку смоделировать
ограничение или прекращение кровоснабжения, ко-
торое наблюдается при ишемии нервной ткани, и
приводит к резкому снижению уровня кислорода и
глюкозы в мозге. Восстановление уровня глюкозы и
оксигенации клеток соответствует восстановлению
кровотока, что соотносится с реперфузионным по-
вреждением. Следует отметить, что исследования ме-
ханизма нейропротекторного действия инсулина на
нейроны в культуре, подвергнутые депривации глю-
козы и кислорода [20, 21], являются пока единичны-
ми и неполными.

Целью настоящей работы является изучение
способности инсулина оказывать нейропротектор-
ный и антиоксидантный эффекты, предотвращая
гибель нейронов коры мозга и метаболические на-
рушения в них при депривации глюкозы и кисло-
рода и последующем восстановлении снабжения
клеток этими соединениями. Проведенное иссле-
дование направлено на выяснение механизма ней-
ропротекторного эффекта инсулина при ишемии и
реперфузии мозга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Материалы. Использовали перекись водорода,

бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолия (МТТ), додецилсульфат натрия, ди-

хлородигидрофлуоресцеин-диацетат, NADH и ин-
сулин, приобретенные у фирмы (Sigma, США).
Среду инкубации Neurobasal medium и ростовые
добавки B-27 и B-27 без инсулина закупали у фир-
мы Gibco (Великобритания). В работе использова-
лись диметилформамид фирмы Вектон (Россия) и
раствор Хенкса от фирмы Биолот (Россия).

Выделение и культивирование нейронов коры
мозга. Выделение нервных клеток проводили
из коры мозга эмбрионов крыс линии Wistar на
17–18-й день развития согласно модифициро-
ванному методу Дичтера [22], как это описано
ранее [23]. Полученные клетки 2 раза промывали
раствором Хенкса и осторожно ресуспендирова-
ли в 3 мл среды Neurobasal medium, содержащей
2% ростовой добавки B-27, 2 мМ глутамина,
100 МЕ/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептоми-
цина (полная ростовая среда). Подсчет клеток для
оценки плотности их посадки проводили в камере
Фукса-Розенталя после окрашивания клеток три-
пановым синим. Первичную культуру нейронов
выращивали в полной ростовой среде при 37°С,
5% СО2 и влажности 100% в инкубаторе “Binder С-150”
(Германия). Каждые 3 дня половину клеточной
среды заменяли свежей средой.

Модель депривации глюкозы и кислорода in vitro.
Опыты начинали на 11–12-й дни культивирования
клеток в полной ростовой среде. До начала опытов
проводили деаэрацию фосфатного буфера, ис-
пользующегося для промывки клеток, и деприва-
ционной среды, представляющей собой Neurobasal
medium без глюкозы и пирувата, газовой смесью,
содержащей 95% N2 и 5% CO2 в течение 30 мин. За-
тем нейроны промывали деаэрированным фосфат-
ным буфером, переводили в деаэрированную де-
привационную среду и вносили инсулин в разных
концентрациях. Контрольные клетки промывали
фосфатным буфером и переводили в среду, анало-
гичную по составу депривационной, но с добавле-
нием глюкозы до ее концентрации, присутствую-
щей в полной ростовой среде. Клетки содержали в
инкубаторе при 37°С, 5% СО2 и влажности 100%.
Для окончания депривации среду заменяли на пол-
ную ростовую среду. Через 24 ч оценивали жизне-
способность нейронов коры мозга с помощью
МТТ-метода. Исследование антиоксидантного эф-
фекта инсулина проводили через 40 мин после
окончания депривации. Для анализа механизмов,
лежащих в основе проявляемого инсулином ней-
ропротекторного действия, проводили отбор проб
сразу после окончания одночасовой ДГК и через 3
и 24 ч после последующего содержания нейронов в
полной ростовой среде. Пробы затем анализирова-
ли с помощью иммуноблоттинга, определяя отно-
шение фосфорилированных и исходных протеин-
киназ, что позволяло судить об активности этих
протеинкиназ на разных этапах проведения экспе-
риментов.
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Определение жизнеспособности нейронов коры
мозга с помощью МТТ метода. Для определения
жизнеспособности нейронов использовали коло-
риметрический МТТ-метод. Он основан на восста-
новлении митохондриями жизнеспособных клеток
МТТ в окрашенный МТТ-формазан [24]. Опыт на-
чинали на 11-й день инкубации in vitro. Среда
инкубации при проведении этих опытов описана
в предыдущем разделе. Для проведения МТТ-теста
5 × 106 клеток на лунку высеивали в предваритель-
но покрытые поли-D-лизином 24-луночные план-
шеты, МТТ-тест проводили, как это было описано
ранее [25]. К пробам добавляли МТТ в конечной
концентрации 0.05%, инкубировали в течение 2 ч,
затем к пробам добавляли лизирующий раствор
(в количестве 167 мкл на лунку) и проводили из-
мерение экстинкций проб. Для приготовления
лизирующего раствора использовали 36 г доде-
цилсульфата натрия, 90 мл диметилформамида и
90 мл 0.1 N соляной кислоты. Экстинкцию кон-
трольных проб принимали за 100%, экстинкции
других проб выражали в процентах от контроля.
При обобщении данных всех поставленных опытов
вычисляли в каждом опыте процент клеток, гибель
которых была предотвращена в результате преин-
кубации с инсулином в разных концентрациях
(“rescue rates”). Для этого вычисляли разницу меж-
ду экстинкциями проб при действии на нейроны
перекиси водорода после преинкубации с инсули-
ном и при действии одной перекиси водорода. Эту
величину делили на разницу между экстинкциями
контрольных проб и проб, подвергнутых действию
перекиси водорода, и умножали на 100. При отсут-
ствии защитного эффекта инсулина числитель ра-
вен 0, как и процент клеток, гибель которых была
предотвращена преинкубацией с инсулином.

Для оценки влияния инсулина на жизнеспособ-
ность клеток нейроны инкубировали с разными
концентрациями инсулина в диапазоне от 50 нМ
до 10 мкМ (либо без него) на стадии ДГК и с теми
же концентрациями инсулина на стадии “реперфу-
зии” – при последующей инкубации в полной росто-
вой среде. К пробам добавляли МТТ в конечной кон-
центрации 0.05% за 2 ч до окончания инкубации, а
затем – лизирующий раствор (20%-ный раствор до-
децилсульфата натрия в 50%-ном диметилфор-
мамиде в 0.05 N соляной кислоте). Экстинкцию
контрольных проб принимали за 100%, экстинк-
ции других проб выражали в процентах от кон-
троля [25].

При обобщении данных всех опытов вычисляли
в каждом из них процент клеток, гибель которых
была предотвращена в результате преинкубации с
инсулином в разных концентрациях (“rescue
rates”), как это описано ранее [26].

Определение образования активных форм кисло-
рода в нейронах коры мозга крыс. При изучении ан-
тиоксидантного эффекта инсулина в условиях де-
привации глюкозы и кислорода использовали рас-

твор Рингера-Локка без глюкозы в качестве
депривационной среды. Клетки промывали деаэ-
рированным буфером Дальбекко и переводили в
деаэрированный раствор Рингера-Локка (154 мM
NaCl, 5.6 мM KCl, 2.3 мM CaCl2, 1 мM MgCl2,
3.6 мM NaHCO3, 5 мM HEPES, pH 7.25), в который
вносили инсулин до конечной концентрации
50, 500 нМ, 1, 5 и 10 мкМ. В раствор для контроль-
ных клеток добавляли глюкозу до конечной кон-
центрации 25 мМ. После одночасовой ДГК к экс-
периментальным клеткам добавляли глюкозу до
конечной концентрации 25 мМ, а к контрольным
клеткам – воду. Нейроны инкубировали с 10 мкМ
дихлородигидрофлуоресцеин диацетатом в те-
чение 40 мин. Затем клетки 2 раза промывали
раствором Хенкса. После этого флуоресценцию
продукта реакции АФК с дихлордигидрофлуо-
ресцеином измеряли на планшетном флуори-
метре “Fluoroscan FL” (“Thermo Fisher Scientific”,
Финляндия) при длине волны возбуждения 485 нм
и длине волны эмиссии 538 нм. Содержание АФК
выражали в условных единицах, отражающих ин-
тенсивность флуоресценции в клетках.

Определение влияния инсулина и ДГК с последую-
щей инкубацией в полной ростовой среде на уровень
фосфорилированных протеинкиназ и их экспрессию.
Для анализа механизмов, лежащих в основе прояв-
ляемого инсулином защитного действия, проводи-
ли отбор проб сразу после окончания депривации и
через 3 и 24 ч после их инкубации в полной росто-
вой среде, которые затем анализировали с помо-
щью иммуноблоттинга. Для иммуноблоттинга
нейроны коры мозга высевали в 35 мм чашки Пет-
ри в количестве 2 × 106 клеток на чашку. Клетки ин-
кубировали в депривационной среде (или в соот-
ветствующей контрольной среде) с разными кон-
центрациями инсулина или без него. Сразу же
после окончания воздействия ДГК или через по-
следующие 3 или 24 ч содержания нейронов в пол-
ной ростовой среде (с добавлением тех же концен-
траций инсулина, что и на стадии ДГК) нейроны
промывали 2 раза охлажденным фосфатным буфе-
ром и лизировали в буфере, содержащем фосфатаз-
ные и протеазные ингибиторы: 50 мМ трис рН 8.0,
150 мМ NaCl, 1% Тритон Х-100, 5 мМ ЭДТА, 10 мМ
бета-глицерофосфата натрия, 10 мМ NaF, 1 мМ
Na3VO4, 1 мМ фенилметансульфонил фторида и
протеазный ингибиторный коктейль (Roche,
Швейцария). Концентрацию белка в пробах опре-
деляли по модифицированному методу Лоури [26].
Из каждой пробы брали аликвоту, содержащую
25 мкг белка и разделяли методом электрофореза в
10%-ном полиакриламидном геле. Затем белки пе-
реносили на нитроцеллюлезные мембраны (Amer-
sham, GE, Healthcare, UK). Неспецифическое свя-
зывание мембран блокировали, как это было опи-
сано ранее [26]. Блоты затем в течение ночи
подвергали действию моноклональных антител,
специфичных для тех соединений, уровень кото-
рых подлежал определению. В опытах использова-
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ли первичные антитела против pAkt (Ser473)
(1:1000), Akt (1:1000), pGSK-3beta (Ser9) (1:1000),
GSK-3beta (1:1000), ERK1/2 (1:1000) от Cell Signal-
ing Technology(США). Антитела против
pERK1(Thr202/Tyr204), ERK2 (Thr185/Tyr187) (1:2000),
альфа-тубулина (1:2000) были произведены фир-
мой Sigma-Aldrich (США).

Блоты промывали три раза 0.1%-ным Tween 20 в
солевом растворе Трис-буфера и инкубировали ли-
бо с HRP-IgG антимышиным, либо с HRP-IgG ан-
тикроличьим вторичным антителом (Cell Signaling
Technology, США) в течение 1 ч при комнатной
температуре. Для определения изменения экспрес-
сии общих ERK1/2, Akt и GSK-3beta мембраны по-
сле окраски на фосфорилированные формы этих
протеинкиназ подвергались стриппингу и затем
окрашивали, используя антитела для этих проте-
инкиназ. Процедура стриппинга проводилась так,
как это было описано ранее [26]. Для того, чтобы
нормализовать полученные данные, в качестве ре-
ференсного белка использовался альфа-тубулин
(1 : 2000 Sigma-Aldrich, США). Определяли отно-
шение протеинкиназ к альфа-тубулину и принима-
ли его за 1.0 в контрольных нейронах коры мозга.
Определяли отношения pERK1/2/ERK1/2, pAkt
(Ser473)/Akt, pAkt (Thr308)/Akt, pGSK-3beta
(Ser9)/GSK-3beta, их значения в контрольных
клетках принимая за 1.0.

Сигнал вторичных антител HRP-IgG (1 : 1000,
Cell Signaling) усиливали с помощью реактива
Novex ECL HRP Reagent Kit (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, США). Фотопленки сканировали на
сканере Canon (CanoScan 8800F). Денситометри-
ческую обработку данных проводили с помощью
программы Bio 7.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческую достоверность различий определяли, приме-
няя t критерий Стьюдента, используя преимуще-
ственно метод попарных сравнений. Различия счи-
тали достоверными при р < 0.05. Все данные
представлены как среднее арифметическое значе-
ние ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальный подход с использованием
депривации глюкозы и кислорода нейронов коры
мозга в культуре в опытах in vitro позволяет смоде-
лировать ограничение кровоснабжения нервной
ткани при ишемии мозга. Оно сопровождается рез-
ким снижением уровня глюкозы и кислорода в
крови и вызывает нарушения обмена веществ в
ткани мозга. При этом восстановление уровня
глюкозы в среде инкубации нейронов коры мозга и
их оксигенации в нашем случае соответствует вос-
становлению кровотока в ткани мозга, что соотно-
сится с реперфузионным повреждением нервной
ткани.

При изучении защитного действия инсулина
при ДГК инсулин добавляли непосредственно пе-
ред ДГК, которую осуществляли путем переноса
клеток в депривационную среду Neurobasal без
глюкозы и пирувата, деаэрированную газовой сме-
сью следующего состава – 95% N2, 5% CO2. Затем
клетки инкубировали в течение 1 или 3 ч в выше-
указанной жидкой среде, соответственно пробы
все это время находились в среде, не содержащей
глюкозу и кислород.

Через 1 или 3 ч проводили замену депривацион-
ной среды на полную ростовую среду, содержащую
не только Neurobasal, глюкозу и кислород, но и на-
бор нейротрофических факторов, кроме инсулина,
входящих в добавку B-27. При переводе в полную
ростовую среду в пробы добавляли инсулин в иссле-
дуемых концентрациях. На этой стадии среда инку-
бации контрольных нейронов и нейронов в опыте не
различалась между собой. Анализ жизнеспособности
нейронов осуществляли через 24 ч после перевода
нейронов в полную ростовую среду. Эта стадия соот-
ветствует стадии реперфузии при ишемическом воз-
действии in vivo. Исследовали также влияние на ней-
роны коры мозга ДГК, которое не сопровождалось
инкубацией в полной ростовой среде в присутствии
глюкозы и кислорода (0 ч).

Нами показано, что ДГК в течение 1 ч и 3 ч при-
водила к значительной гибели нейронов, если по-
сле этого воздействия нейроны инкубировали 24 ч
в полной ростовой среде (p < 0.01 по сравнению с
контрольными клетками) (рис. 1). Трехчасовая
ДГК оказывала более выраженное воздействие на
гибель нейронов по сравнению с одночасовой
ДГК. При 1 ч ДГК жизнеспособными оставались
примерно 70% нейронов, а при 3 ч ДГК – лишь
около 50% нейронов (рис. 1).

Изучение нейропротекторных свойств инсули-
на было проведено в диапазоне его концентраций
500 нМ – 10 мкМ. Инкубация нейронов коры мозга
крыс с инсулином в микромолярных концентраци-
ях (1 и 10 мкМ), достоверно повышала жизнеспо-
собность нейронов, которые были подвергнуты
ДГК в течение 1 ч (рис. 2), тогда как не удалось по-
казать достоверного эффекта наномолярных кон-
центраций этого нейропротектора. При этом вели-
чина “rescue rates”, определяющая процент клеток,
гибель которых была предотвращена инкубацией с
инсулином, при добавлении в среду инкубации
1 мкМ инсулина составляли 26.2 ± 7.4%, а при до-
бавлении 10 мкМ инсулина – 45.2 ± 13.5% (эффект
инсулина в обоих случаях достоверен, p < 0.02).

При воздействии ДГК в течение 3 ч защитное
действие инсулина также наблюдалось в его кон-
центрациях 1 и 10 мкМ, при этом процент нейро-
нов, гибель которых была предотвращена преинку-
бацией с 1 и 10 мкМ инсулина, составлял 22.1 ± 8.9
и 32.3 ± 10.1% соответственно (рис. 3). Эффект ин-
сулина в обеих концентрациях достоверен, p < 0.05.
Как при одночасовой, так и при трехчасовой ДГК
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имела место тенденция к более выраженному эф-
фекту 10 мкМ инсулина, чем 1 мкМ этого протек-
тора (p < 0.1), но различия не достигали достовер-
ности.

Изучение антиоксидантных свойств инсулина
было проведено в диапазоне его концентраций
500 нМ–10 мкМ. Достоверное снижение образова-
ния АФК наблюдалось при добавлении к пробам
инсулина в его микромолярных концентрациях –
1 и 10 мкМ (рис. 4). При инкубации инсулина с
контрольными нейронами не обнаружено досто-
верных изменений в образовании АФК ни в одной
из исследованных концентраций, на рисунке пред-
ставлены данные о влиянии 10 мкМ инсулина на
этот показатель в контрольных нейронах (рис. 4).

ДГК в течение 1 ч с последующей инкубацией в
течение 24 ч в полной ростовой среде, содержащей
глюкозу и кислород, приводила к значительному
увеличению уровня АФК в нейронах (p < 0.01). До-
стоверное снижение накопления АФК в нейронах
в условиях ДГК отмечалось только при инкубации
с 5 и 10 мкМ инсулином, причем инсулин в обеих
концентрациях действовал с примерно одинако-
вой эффективностью. При этом уровень АФК
оставался сильно повышенным по сравнению с
контролем (рис. 4).

Для выяснения механизмов защитного и анти-
оксидантного действия инсулина нами исследова-
лось его влияние на активность ряда протеинкиназ
и сигнальных путей, от активности которых зави-

сит жизнеспособность, либо, напротив, гибель
нейронов. Для проведения этих исследований на-
ми была выбрана концентрация инсулина, равная
10 мкМ, как наиболее эффективная. В этой серии
опытов применялась ДГК продолжительностью
1 ч, как модель с более мягким воздействием на
нейроны, чем модель с трехчасовой ДГК. Отбор
проб осуществляли как сразу после воздействия
ДГК, так и через 3 и 24 ч после инкубации нейро-
нов в полной ростовой среде.

Показано, что ДГК приводила к достоверному
снижению уровня фосфорилированной формы
Akt в нейронах коры мозга, о чем судили по сни-
жению отношения [pAkt(Ser473)/Akt] (рис. 5с).
Оно наблюдалось сразу же после воздействия
ДГК и через 3 ч после последующей инкубации
нейронов в полной ростовой среде (рис 5с). Если
же инкубация в полной ростовой среде после
воздействия ДГК происходила в течение 24 ч, то
активность Akt (pAkt (Ser 473)/Akt) сильно падала

Рис. 1. Влияние депривации глюкозы и кислорода
(ДГК) в течение 1 и 3 ч с последующей инкубацией в те-
чение 24 ч в полной ростовой среде, содержащей глю-
козу и кислород, на жизнеспособность нейронов коры
мозга в культуре.
Данные представляют собой среднее ± SEM из 8 по-
ставленных опытов. OGD – oxygen and glucose depriva-
tion. Различия достоверны по t критерию Стьюдента по
сравнению: * – с контролем, p < 0.001, # – с воздействи-
ем ДГК в течение 1 ч с последующей инкубацией в те-
чение 24 ч в полной ростовой среде, p < 0.05.
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Рис. 2. Влияние инсулина и депривации глюкозы и
кислорода (ДГК) в течение 1 ч с последующей инкуба-
цией в течение 24 ч в полной ростовой среде, содержа-
щей глюкозу и кислород, на жизнеспособность нейро-
нов коры мозга в культуре.
Данные представляют собой среднее ± SEM из 7–8 по-
ставленных опытов. OGD – oxygen and glucose depriva-
tion. Различия достоверны по t критерию Стьюдента
при оценке методом попарных сравнений по сравне-
нию: * – с контролем, p < 0.001, # – с воздействием ДГК
в течение 1 ч с последующей инкубацией в течение 24 ч
в полной ростовой среде, p < 0.05.
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по сравнению с начальным контрольным значени-
ем, принятым за 1.0. Эти данные показывают, что
ДГК приводит к достоверному снижению активно-
сти этой протеинкиназы. Инсулин достоверно уве-
личивал активность протеинкиназы Akt в нейронах
после ДГК и инкубации нейронов в полной росто-
вой среде в течение 24 ч (рис. 5a, c), а также через
24 ч в контрольных нейронах (рис. 5b). Но при инку-
бации в течение 0 и 3 ч в полной ростовой среде инсу-
лин не вызывал достоверного увеличения отноше-
ния pAkt(Ser473)/Akt в опытных и контрольных ней-
ронах, наблюдалась лишь тенденция к такому
эффекту (рис. 5).

Следует отметить, что контрольные нейроны
не испытывают недостатка в глюкозе и кислоро-
де ни на одной из стадий опыта. Но они подвер-
жены недостатку нейротрофических факторов
при их содержании в солевой среде, тогда как в
этот же период инкубации опытные нейроны
страдают не только от недостатка в депривацион-
ной среде нейротрофических факторов, но и от не-
достатка глюкозы и кислорода.

Одной из основных мишеней протеинкинзы Akt
является киназа гликогенсинтазы-3бета (GSK-3beta).
Протеинкиназа B (Akt) усиливает фосфорилиро-
вание GSK-3beta по Ser9, что приводит к инакти-
вации этой протеинкиназы. Этот эффект благо-
приятно сказывается на функциях митохондрий
и приводит к увеличению жизнеспособности нерв-
ных клеток, в частности, в результате предотвра-
щения их апоптотической гибели.

Под действием ДГК наблюдалось достоверное
(p < 0.02) уменьшение уровня pGSK-3beta
(Ser9)/GSK-3beta в нейронах коры мозга как сразу
после этого воздействия, так и через 24 ч инкуби-
рования в полной ростовой среде, содержащей
глюкозу и кислород (рис. 6a, c). Эти данные пока-
зывают, что ДГК противодействует процессам
инактивации GSK-3beta и способствует активации
этой протеинкиназы и, как следствие, вызывает
ухудшение функций митохондрий в нейронах ко-
ры мозга.

Инсулин же, напротив, способствовал инактива-
ции GSK-beta. Так, как видно из данных (рис. 6), он
достоверно увеличивал образование ее фосфори-
лированной по Ser9 формы в контрольных и под-
вергшихся воздействию ДГК нейронах через 24 ч

Рис. 3. Влияние инсулина и депривации глюкозы и
кислорода (ДГК) в течение 3 ч с последующей инкуба-
цией в течение 24 ч в полной ростовой среде, содержа-
щей глюкозу и кислород, на жизнеспособность нейро-
нов коры мозга в культуре.
Данные представляют собой среднее ± SEM из 7–8 по-
ставленных опытов. OGD – oxygen and glucose depriva-
tion. Различия достоверны по t критерию Стьюдента
при оценке методом попарных сравнений по сравне-
нию: * – с контролем, p < 0.001, # – с воздействием ДГК
в течение 3 ч с последующей инкубацией в течение 24 ч
в полной ростовой среде, p < 0.05.
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Рис. 4. Влияние инсулина и депривации глюкозы и
кислорода (ДГК) в течение 1 ч с последующей инкуба-
цией в течение 40 мин в среде Neurobasal на образова-
ние активных форм кислорода (АФК) в нейронах коры
мозга в культуре.
Данные представляют собой среднее ± SEM из резуль-
татов поставленных опытов (n = 8 для контроля и воз-
действия ДГК, n = 4 для данных по эффектам разных
концентраций инсулина на нейроны при ДГК). OGD –
oxygen and glucose deprivation. Различия достоверны по
t критерию Стьюдента при оценке методом попарных
сравнений по сравнению: * – с контролем, p < 0.001, # и
## – с воздействием депривации глюкозы и кислорода
в течение 1 ч с последующей инкубацией в течение
40 мин в среде Neurobasal, # – p < 0.05, ## – p < 0.02.
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после их инкубации в полной ростовой среде
(p < 0.01 и p < 0.05 соответственно). Кроме того, в
его присутствии не наблюдалось достоверного
снижения уровня pGSK-3beta (Ser9) при действии
ДГК без последующей инкубации нейронов в пол-
ной ростовой среде, которое имело место в отсут-
ствие инсулина в среде (рис. 6c).

Нами было также изучено влияние ДГК и инсу-
лина на активность ERK1/2 в нейронах коры моз-
га. Не выявлено влияние инсулина на активность
фермента в контрольных нейронах (рис. 7a,b), а
также в нейронах, подвергнутых ДГК без последу-
ющей инкубации в полной ростовой среде.

Наиболее разительные изменения активности
ERK1/2 в нейронах коры мозга выявлены через
24 ч инкубации контрольных нейронов и нейро-
нов, подвергнутых ДГК, в полной ростовой среде.
В этом случае активность ERK1/2 (о которой суди-
ли по отношению pERK1/2 / ERK1/2) в контроль-

ных нейронах и нейронах, подвергнутых ДГК, бы-
ла снижена примерно в 3 раза. По-видимому, это
снижение является результатом влияния инкуба-
ции нейронов в течение 1 ч в солевой среде, ли-
шенной нейротрофических факторов. Наличие
инсулина в пробах достоверно увеличивало актив-
ность ERK1/2 в нейронах коры мозга, подвергну-
тых ДГК в течение 1 ч, и затем 24 ч инкубации в
полной ростовой среде, однако активность фер-
мента продолжала оставаться сниженной по срав-
нению с исходным контролем (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы исследовали влияние депривации глюкозы
и кислорода и влияние инсулина на жизнеспособ-
ность нейронов коры мозга в культуре. Основные
нарушения обменных процессов и повреждение
нейронов в опытах in vivo наступают, как правило,

Рис. 5. Влияние инсулина и депривации глюкозы и кислорода (ДГК) в течение 1 ч с последующей инкубацией в полной
ростовой среде, содержащей глюкозу и кислород, на активность протеинкиназы B (Akt) в нейронах коры мозга в культуре
[pAkt(Ser473)/Akt].
Данные представляют собой среднее ± SEM из 4 поставленных опытов. OGD – oxygen and glucose deprivation. (a) – имму-
ноблотты. (b) – влияние инсулина на активность Akt в контрольных нейронах. (c) – влияние ДГК и инсулина на актив-
ность Akt. Различия достоверны по t критерию Стьюдента при оценке методом попарных сравнений по сравнению: * –
с контролем, p < 0.05, & – с первоначальным контролем, принятым за 1.0, p < 0.01, # – с действием ДГК в течение 1 ч,
с последующей инкубацией в полной ростовой среде, p < 0.05.
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после реперфузии. Поэтому мы определяли жизне-
способность нейронов после ДГК продолжитель-
ностью 1 и 3 ч и последующей “реперфузии”, т.е.
восстановления воздействия глюкозы и кислорода
на нейроны, инкубируя их в течение 24 ч в полной
ростовой среде. Полученные данные показали ги-
бель значительной части нейронов при таких воз-
действиях. Особенно ярко она была выражена при
воздействии ДГК на нейроны в течение 3 ч. Добав-
ление инсулина в микромолярных концентрациях
в среду инкубации клеток оказывало нейропротек-
торный эффект и достоверно повышало жизнеспо-
собность нейронов. Наши данные о токсическом
эффекте ДГК на нейроны в культуре и защитном
эффекте инсулина согласуются с литературными
данными, полученными на нейронах гиппокампа
и зубчатой извилины [20, 21]. Было найдено, что
наибольшей чувствительностью к защитному дей-
ствию против ДГК инсулина, использовавшегося,

как и в наших опытах, в микромолярных концен-
трациях, обладают органотипические нейроны
срезов С2 района гиппокампа и зубчатой извили-
ны, тогда как нейроны С1 и С3 районов гиппокам-
па менее чувствительны к действию этого гормона
[21]. Как будет показано далее в тексте обсуждения,
защитный эффект инсулина согласно данным этой
работы (как и согласно нашим данным) определял-
ся прежде всего его способностью активировать
протеинкиназу B (Akt). Интересно, что в другой ра-
боте [20] было найдено, что, если подвергнуть ней-
роны гиппокампа ДГК и последующему восста-
новлению содержания глюкозы и кислорода в сре-
де, то это приводит к значительному уменьшению
количества GABA рецепторов на поверхности ней-
ронов при практически неизменном количестве
экспрессированных суммарных рецепторов. При
действии же на нервные клетки инсулина он про-
тиводействовал уменьшению числа GABA рецеп-

Рис. 6. Влияние инсулина и депривации глюкозы и кислорода (ДГК) в течение 1 ч с последующей инкубацией в
полной ростовой среде, содержащей глюкозу и кислород, на инактивацию GSK-3beta в нейронах коры мозга в
культуре [pGSK-3beta (Ser9)/GSK-3beta].
Данные представляют собой среднее ± SEM из 4 поставленных опытов. OGD – oxygen and glucose deprivation. (a) – Им-
муноблотты. (b) – Влияние инсулина на активность GSK-3beta в контрольных нейронах. (c) – Влияние ДГК и инсулина
на активность GSK-3beta в нейронах. Различия достоверны по t критерию Стьюдента при оценке методом попарных срав-
нений по сравнению: * – с контролем, p < 0.02, & – с первоначальным контролем, принятым за 1.0, p < 0.01, # – с действи-
ем ДГК в течение 1 ч, с последующей инкубацией в полной ростовой среде, p < 0.05.
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торов, по-видимому, снижая их эндоцитоз, воз-
можно благодаря модуляции протеинкиназы С
[20]. Воздействие инсулина приводило к восста-
новлению баланса между возбуждающими и инги-
бирующими сигналами на нейроны [20]. В литера-
туре есть и другие свидетельства того, что эксайто-
токсичность может быть одной из причин гибели
нейронов при воздействии на них ДГК [см., напри-
мер, 27], так что эти данные об эффекте инсулина
представляют интерес.

Но в более поздней публикации [21] и в нашей
работе было показано, что защитный эффект инсу-
лина связан с активацией протеинкиназы B (Akt) и
последующих сигнальных путей, что характерно
для механизма нейропротекторного эффекта инсу-
лина при разных токсических воздействиях. Это
не исключает возможности противодействия инсу-
лина к эксайтотоксическим воздействиям при
ДГК.

Одной из клеточных моделей, пригодных для
изучения механизма защитного действия нейро-
протекторов при ряде патологических состояний
мозга, включая его нейродегенеративные и ише-
мические поражения, являются нейроны в состоя-
нии окислительного стресса, вызванного действи-
ем прооксиданта. Это объясняется тем, что одной
из основных причин гибели нейронов при этих по-
ражениях мозга является чрезмерная активация
свободнорадикальных процессов. В роли такого
природного прооксиданта нами ранее была ис-
пользована перекись водорода. Были проведены
исследования, посвященные механизму защитно-
го действия инсулина, используя эту модель повре-
ждающего действия на клетки мозга [28–30]. Было
показано, что инсулин повышает жизнеспособ-
ность нейронов в условиях окислительного стрес-
са, обладает хорошо выраженным антиоксидант-
ным действием.

Рис. 7. Влияние инсулина и депривации глюкозы и кислорода (ДГК) в течение 1 ч с последующей инкубацией в полной
ростовой среде, содержащей глюкозу и кислород, на активность киназы, регулируемой внеклеточными сигналами
(ERK1/2) (отношение pERK1/2 / ERK1/2) в нейронах коры мозга в культуре.
Данные представляют собой среднее ± SEM из 4 поставленных опытов. OGD – oxygen and glucose deprivation. (a) – Им-
муноблотты. (b) – Влияние инсулина на активность ERK1/2 в контрольных нейронах. (c) – Влияние ДГК и инсулина на
активность ERK1/2 в нейронах. Различия достоверны по t критерию Стьюдента при оценке методом попарных сравнений
по сравнению: * – с контролем, p < 0.05, & – с первоначальным контролем, принятым за 1.0, p < 0.02, # – с действием ДГК
в течение 1 ч, с последующей инкубацией 24 ч в полной ростовой среде, p < 0.05.
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При сравнении результатов, полученных ранее
на модели окислительного стресса [28–30], для ин-
дукции которого в нейронах коры мозга применя-
лось воздействие 100 мкМ перекиси водорода в те-
чение 6 ч, и в настоящей работе, можно сделать ряд
предположений и выводов. По-видимому, ДГК об-
ладает более выраженным токсическим эффектом
на нейроны, чем воздействие перекиси водорода.
Так, для защиты нейронов от ДГК потребовались
относительно высокие микромолярные концен-
трации инсулина – 1–10 мкМ (рис. 2–4). А при за-
щите от перекиси водорода инсулин был эффек-
тивным уже в концентрации 10–100 нМ [28–30],
при этом дальнейшее увеличение концентрации
инсулина не приводило к достоверному увеличе-
нию его защитного эффекта по сравнению со
100 нМ инсулина. А на модели ДГК инсулин обла-
дал защитным эффектом лишь в микромолярных
концентрациях.

Нами найдено, что ДГК снижает активность
протеинкиназы B (Akt) в нейронах коры мозга сра-
зу после ДГК. Снижение имеет место и после по-
следующей инкубации клеток в полной ростовой
среде в течение 24 ч. Инсулин же активирует про-
теинкиназу Akt в нейронах коры мозга как непо-
средственно после ДГК, так и при последующей
инкубации в полной ростовой среде в течение 24 ч
(рис. 5). Эти результаты согласуются с данными,
ранее полученными с использованием ингибито-
ров протеинкиназ [21], о том, что нейропротектор-
ный эффет инсулина на модели ДГК определяется
прежде всего его способностью активировать про-
теинкиназу B (Akt).

Как известно, активация протеинкиназы Akt
инсулином может приводить к уменьшению апо-
птотической гибели нейронов благодаря увеличе-
нию фосфорилирования GSK-3beta по Ser9, что
приводит к инактивации этой протеинкиназы
(GSK-3beta является одной из основных мишеней
Akt). Наряду с этим активация Akt способствует
усилению синтеза антиапоптотического белка Bcl-2.
При активации GSK-3beta имеет место нарушение
функций митохондрий, падение мембранного по-
тенциала митохондрий, открытие mitochondrial
permeability transition pores и усиление апоптотиче-
ской гибели нервных клеток. Ингибирование этой
протеинкиназы, напротив, способствует увеличе-
нию жизнеспособности нервных клеток.

В настоящей работе нами показано, что ДГК
приводит к активации GSK-3beta как непосред-
ственно после этого воздействия, так и через 24 ч
после последующей инкубации в полной ростовой
среде (рис. 6). Инсулин способен достоверно
уменьшать активность фермента в нейронах после
действия ДГК и последующей их инкубации в пол-
ной ростовой среде в течение 24 ч (т.е. после “ише-
мии” и “реперфузии”), как и в контрольных ней-
ронах (рис. 6). По-видимому, активация инсули-

ном Akt и последующая инактивация GSK-3beta
играют важную роль в механизме его нейропротек-
торного эффекта при поражении мозга в результате
ишемии и последующей его реперфузии.

Аналогичные данные о механизме защитного
действия инсулина были получены нами на модели
воздействия на нейроны коры мозга окислитель-
ного стресса, вызванного действием такого при-
родного прооксиданта, как перекись водорода [28–
30]. Было показано, что окислительный стресс
приводит к инактивации Akt, активации GSK-3be-
ta и увеличению отношения Bax/Bcl-2, тогда как
инсулин, напротив, активирует Akt и инактивирует
GSK-3beta, нормализуя активность этих протеин-
киназ и отношение Bax/Bcl-2 в условиях окисли-
тельного стресса [28–30]. При этом найдено, что
нейропротекторный эффект инсулина достоверно
снижается в присутствии ингибиторов активации
протеинкиназы B (Akt) и инактивации GSK-3beta
[30]. Таким образом, используя обе модели ишеми-
ческого поражения мозга (ДГК и окислительный
стресс), выявлен сходный механизм защитного
действия инсулина, заключающийся в активации
протеинкиназы B (Akt) и инактивации GSK-3beta.

Сложнее объяснить данные, полученные при
изучении влияния ДГК и последующего восста-
новления содержания глюкозы и кислорода в среде
на активность ERK1/2 в нейронах коры мозга.
Происходило очень значительное снижение актив-
ности фермента после воздействия ДГК (или соле-
вого раствора в случае контрольных клеток) и по-
следующей инкубации в течение 24 ч в полной ро-
стовой среде. Инсулин достоверно повышал
активность фермента, но она оставалась сильно
сниженной по сравнению с исходными значения-
ми. Аналогичного снижения активности ERK1/2
мы не наблюдали в динамике развития окисли-
тельного стресса в нейронах коры мозга, вызван-
ного перекисью водорода ни на одной из его ста-
дий. Можно высказать предположение о том, что
активность этой протеинкиназы наиболее чувстви-
тельна к временной инкубации в солевой среде,
лишенной нейротрофических факторов, что при
последующей инкубации нейронов в полной ро-
стовой среде проявляется на относительно поздних
этапах после воздействия.
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PROTECTIVE AND ANTIOXIDANT EFFECTS 
OF INSULIN ON RAT BRAIN CORTICAL NEURONS

IN A MODEL OF OXYGEN AND GLUCOSE DEPRIVATION IN VITRO

I. O. Zakharovaa, I. I. Zorinaa, L. V. Bayunovaa, A. O. Shpakova, and N. F. Avrovaa,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: avrova@iephb.ru

Intranasal insulin is one of the most promising protectors in the treatment of neurodegenerative and other dis-
eases associated with brain injuries. In these diseases, insulin levels in the brain (in contrast to its blood levels) are as a
rule heavily reduced, which, along with the development of insulin resistance, leads to impaired insulin signaling in
neurons. The aim of this work was to study the protective effect of insulin on cultured rat cortical neurons using an in
vitro oxygen–glucose deprivation (OGD) model of ischemia–reperfusion brain injury followed by a resumption of ox-
ygen and glucose supply to neurons. OGD exposure for 1 or 3 h with subsequent incubation of cultured rat
cortical neurons in complete (oxygen- and glucose-containing) growth medium decreased neuronal viabil-
ity and increased the production of reactive oxygen species, while the preincubation of neurons with insulin
at micromolar concentrations had protective and antioxidant effects. One-hour OGD followed by incuba-
tion in complete growth medium led to downregulation of protein kinase B/Akt (decreased pA-
kt(Ser473)/Akt ratio) and upregulation of glycogen synthase kinase-3beta (GSK-3beta), one of the main Akt
targets (decreased pGSK-3beta(Ser9)/GSK-3beta ratio). In contrast, preincubation with insulin activated
Akt and inactivated GSK-3beta. Apparently, these effects of insulin significantly contribute to its neuropro-
tective action, because GSK-3beta activation leads to mitochondrial dysfunction and neuronal death. In-
sulin was shown to increase the neuronal activity of protein kinase regulated by extracellular signals
(ERK1/2), which was diminished by OGD and subsequent exposure to growth medium containing glucose
and oxygen.

Keywords: brain cortical neurons, oxygen and glucose deprivation, insulin, neuroprotective effect, protein kinases
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Мозговая активность существенным образом меняется в различных условиях социального взаимодей-
ствия. Однако влияние контекста социальных взаимодействий на нейрофизиологические корреляты
когнитивной и творческой деятельности как таковой рассмотрены недостаточно. Могут быть выделе-
ны два полярных типа взаимодействий при решении задач – сотрудничество или соревнование. Целью
данного исследования была оценка влияния условий соревнования на амплитуды вызванных потенци-
алов (ВП) при решении творческих и нетворческих задач. Испытуемые (26 мужчин, 18 женщин) вы-
полняли два типа заданий индивидуально и в условиях соревнования в парах (мужчина–мужчина,
женщина–женщина): творческое – придумать необычное использование повседневного предмета, и
нетворческое – перечислить предметы из предложенных категорий. Сравнивали ВП в каждом из зада-
ний между условиями соревнования и индивидуального выполнения. Условия соревнования приводи-
ли к уменьшению амплитуд компонентов P1, P2 и компонентов с латентностью N400, P600 как при
творческой, так и при нетворческой деятельности, по всей видимости, свидетельствуя о затруднении
процессов поиска ответа. Процент найденных ответов также был значимо ниже в условиях соревнова-
ния по сравнению с индивидуальным выполнением задания. Вероятно, значительная часть ресурсов
при выполнении задания в условиях социального взаимодействия направлена на оценку реакций и от-
ветов партнера, что проявляется как в снижении амплитуды более ранних компонентов, связанных с
вниманием (P1, P2), так и поздних компонентов, связанных с семантической обработкой стимулов
(N400, P600).

Ключевые слова: ЭЭГ, вызванные потенциалы (ВП), вербальная творческая деятельность, соревнова-
ние (конкуренция), социальные взаимодействия, тест альтернативного использования (AUT), P1, P2,
N400, поздние позитивные потенциалы (P600)
DOI: 10.31857/S0044452923010060, EDN: GXNNMR

В условиях социального взаимодействия проте-
кает большая часть когнитивной деятельности че-
ловека. Влияние социальных взаимодействий на
нейрофизиологические показатели активности
мозга при совместной деятельности, в том числе,
творческой – стало предметом исследований с на-
чала двадцать первого века и развитием технологий
гиперсканинга [см. 1]. Можно выделить два ос-
новных условия совместного решения задач –
условия конкуренции (соревнования) или ко-
операции (сотрудничества). Кооперативное и
конкурентное поведение исследуется при помо-
щи различных моделей социальных игр, напри-
мер: “Ястребы и голуби” [2, 3], “Диктатор” [4],
“Ультиматум” [5], “Доверие” [6] и др., в которых
участники должны принимать решение о действии
в отношении партнера, исходя из социальных сиг-

налов. Стоит отметить, что исследований ВП в
процессе когнитивной деятельности, как таковой,
протекающей в условиях социального взаимодей-
ствия, крайне мало. Решение задач в группе или в
паре, с одной стороны, может быть источником на-
пряжения, например, в условиях отрицательной
обратной связи [7], с другой стороны – может по-
высить мотивацию и вовлеченность в деятель-
ность. Особенно это касается решения творческих
задач, в которых одной из эффективных техник по-
вышения количества и оригинальности решений
является техника “мозгового штурма” [8, 9]. Не-
многочисленные нейробиологические исследова-
ния совместной творческой деятельности были по-
священы анализу изменений кровотока методом
спектроскопии в ближней инфракрасной области
[7, 9–14] и не относились к прямым исследованиям

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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биоэлектрической активности мозга (ЭЭГ или
ВП). В этих исследованиях было продемонстриро-
вано, что решение творческого задания (тест аль-
тернативного использования, поиск путей реше-
ния затруднительной жизненной ситуации) приво-
дит к более оригинальным ответам в паре, при этом
наблюдается увеличение межсубъектной синхро-
низации с вовлечением лобных областей левого
полушария и теменно-височных областей правого
полушария [9], угловой извилины правого полуша-
рия [12]. Таким образом, социальные взаимодей-
ствия могут существенным образом влиять на ней-
робиологические механизмы творческой деятель-
ности. Вместе с тем перечисленные работы
связаны с оценкой относительно “медленного”
метаболического ответа – изменений соотноше-
ния концентраций окси/дезоксигемоглобина. Бо-
лее точную информацию о быстрых и стадийных
изменениях биоэлектрической активности мозга в
условиях индивидуального и совместного выпол-
нения заданий дает метод анализа вызванных по-
тенциалов. Целью данного исследования была
оценка вызванных потенциалов мозга при реше-
нии творческого и нетворческого задания в усло-
виях соревнования в сравнении с индивидуальным
выполнением задания.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Участники. В исследовании одновременной де-

ятельности приняли участие 22 пары испытуемых
(мужчина-мужчина, женщина-женщина) 18–
23 лет (26 мужчин, 18 женщин), студенты вузов. В
сформированных парах для исследования возраст
участников различался не более, чем на год. Участ-
ники на момент проведения исследования были
здоровы, без неврологических нарушений и сома-
тических заболеваний, не проходили медикамен-
тозную терапию.

Задания, процедура исследования. Исследование
проводилось в тихом, освещенном помещении.
Испытуемые располагались в креслах на равном
(1.5 м) расстоянии от монитора предъявления сти-
мулов. Стимулы предъявлялись в программе Psy-
Task, в центре экрана черным шрифтом на белом
фоне, шрифт Times New Roman, 48 кегль, все бук-
вы строчные. Волонтеры выполняли два типа зада-
ний: творческое – придумать необычное использо-
вание обычного предмета (тест альтернативного
использования (AUT) [15] и контрольное – на-
звать/перечислить предметы из предложенной ка-
тегории. В творческой задаче испытуемым предъ-
являлись обычные предметы, например: газета,
скрепка, гвоздь и др., в контрольном задании – на-
звания категорий объектов: мебель, посуда, транс-
порт и т.п. Задания выполнялись в парадигме вы-
званных потенциалов и были организованы в ко-
роткие блоки проб. В каждом блоке проб
испытуемому предъявлялось 10 одинаковых стиму-

лов с одинаковой инструкцией (один и тот же
предмет или название категории). В каждой пробе
на трехсотой мс предъявлялся стимул: слово, обо-
значающее предмет или категорию (длительно-
стью 400 мс). Стимул сменялся точкой в центре
экрана для фиксации взгляда. Длительность предъ-
явления точки составляла 4400 мс. В этот период
времени испытуемые должны были придумать от-
вет, мысленно “проговорить” его и нажать на кноп-
ку мыши, если ответ найден. На 5100 мс предъяв-
лялся знак вопроса (“?”) с экспозицией 100 мс, по-
сле которого испытуемые озвучивали ответ. В слу-
чае отсутствия ответа – испытуемые на кнопку
мыши не нажимали и после знака вопроса говори-
ли слово “нет”. Длительность межпробного интер-
вала была рандомизирована от 2500 до 3000 мс.
Блоки творческого и контрольного заданий чере-
довались между собой. Всего предъявлялось более
70 проб в “творческих” блоках и более 80 проб в
“контрольных” блоках. В творческом задании пе-
ред испытуемыми ставилась инструкция “быть
оригинальным” – т.е. придумывать наиболее инте-
ресные и необычные способы использования
предметов, в контрольном задании предполагалось
перечисление объектов из предъявленной катего-
рий. Задачи быть оригинальным не ставилось, под-
черкивалась необходимость следования инструк-
ции и перечисления объектов по принципу при-
надлежности к указанной категории.

Задания выполнялись в условиях совместной
деятельности и индивидуально. При совместной
деятельности создавались условия конкуренции –
оба участника в паре должны были нажать на кноп-
ку мыши в случае нахождения ответа, но первым
отвечал тот, кто первый нажал на кнопку. При ин-
дивидуальном выполнении второй участник из па-
ры находился в этом же помещении, но не видел
предъявления стимулов и не слышал ответы своей
пары. Порядок индивидуального или совместного
выполнения был рандомизирован между парами
участников – 10 пар испытуемых начинали выпол-
нять задания совместно, а затем – каждый выпол-
нял такое же задание, но с другими стимулами ин-
дивидуально, 12 пар участников выполняли зада-
ние сначала индивидуально, а потом – совместно.
Ответы испытуемых фиксировались для дальней-
шей обработки.

После исследования испытуемые оценивали
субъективную сложность заданий (по 10-балльной
шкале, где 1 – очень легко, 10 – очень сложно,
практически невыполнимо), силу и знак эмоций,
возникавших во время выполнения задания (от –3
до 3), а также оригинальность своих идей и предло-
женных идей партнера (от 1 до 10).

Перед проведением психофизиологического
исследования испытуемые проходили ряд психо-
логических тестов, в том числе тест самооценки
уровня тревожности по методике Спилберга-Ха-
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нина [16]. Согласно методике оценивался уровень
личностной тревожности, и по данному показате-
лю группа участников была разделена на подгруп-
пы с низкой, средней и высокой тревожностью –
для оценки возможных поведенческих и физиоло-
гических эффектов тревожности при выполнении
задания.

Регистрация и предобработка ЭЭГ (ВП). Реги-
страцию ЭЭГ при выполнении задания проводили
с использованием 32-канального цифрового элек-
троэнцефалографа “Мицар” (ООО “Мицар”,
С.-Петербург). ЭЭГ регистрировали в программ-
ном пакете WinEEG (В.А. Пономарев, Ю.Д. Кро-
потов, № государственной регистрации 2001610516
от 08.05.2001) монополярно, от 15 хлорсеребряных
электродов, расположенных на головах испытуе-
мых по модифицированной системе 10–20 (Fpz, F7,
F3, Fz, F4, F8, C3, C4, T5, P3, Pz, P4, T6, O1, O2), в полосе
пропускания от 0.53–70 Гц, с частотой оцифровки
сигнала 500 Гц. Объединенный ушной электрод
располагался на мочках обоих ушей, заземляющий
электрод – в передне-центральном отведении на
поверхности головы. Сопротивление электродов
не превышало 5 кОМ.

Артефакты горизонтальных и вертикальных
движений глаз корректировались методом про-
странственной фильтрации путем обнуления соот-
ветствующих независимых компонентов ЭЭГ
[17‒19]. Общая фильтрация ЭЭГ исключала фраг-
менты, содержащие волны с амплитудой больше
100 мкВ. Также исключали фрагменты ЭЭГ, содер-
жащие медленные волны (0–2 Гц с амплитудой вы-
ше 50 мкВ) и быстрые волны (25–35 Гц с амплиту-
дой выше 35 мкВ). Качество удаления артефактов
контролировали визуально. Для расчета вызван-
ных потенциалов анализировались только безарте-
фактные пробы, в которых испытуемые нашли от-
вет и нажали на кнопку. ВП рассчитывали в интер-
вале от 300 мс до предъявления стимула и 2000 мс
после. Усреднение ВП проводилось для каждого
испытуемого, каждого электрода и каждого типа
проб отдельно.

Статистический анализ. Интервалы и топогра-
фии различий амплитуд ВП определялись по полу-
максимуму разностной волны между ВП в услови-
ях соревнования и индивидуального выполнения.
Различия амплитуд в выделенных временных ин-
тервалах рассматривались как независимые. Для
каждого выделенного компонента вызванных по-
тенциалов сравнивали амплитуды ВП между усло-
виями индивидуального и совместного выполне-
ния заданий с использованием дисперсионного
анализа для повторных измерений (RM-ANOVA)
для факторов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ (сов-
местно/индивидуально) и ЗОНА (15 отведений
ЭЭГ) и их взаимодействий с учетом коррекции
Гринхауза-Гейсера [20] в творческом и контроль-
ном задании отдельно. Дополнительно оценива-

лось влияние независимого межсубъектного фак-
тора – ПОРЯДОК ВЫПОЛНЕНИЯ ЗАДАНИЙ
(сначала совместное или индивидуальное выпол-
нение заданий). Для оценки влияния уровня тре-
вожности на амплитуды ВП в качестве межгруппо-
вого рассматривали фактор УРОВЕНЬ ТРЕВОЖ-
НОСТИ.

Поведенческие данные между состояниями
сравнивались при помощи непараметрического
критерия Вилкоксона. Сравнение количества от-
ветов между группами с разным уровнем тревож-
ности проводилось при помощи критерия Манна–
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка поведенческих данных и самоотчетов

Количество (медиана и квартили) ответов в
творческом и контрольном задании при индивиду-
альном и совместном выполнении заданий приве-
дено в табл. 1.

В условиях соревнования участники давали зна-
чимо меньше ответов как в творческом (Z = –3.9,
p < 0.001), так и в контрольном задании (Z = –3.9,
p < 0.001). При этом не было значимых различий
в оценке субъективной трудности задания при
индивидуальном и совместном выполнении (см.
табл. 2).

Эмоции при совместном выполнении творче-
ского задания были более положительными по
сравнению с индивидуальным выполнением

Таблица 1. Процент ответов в творческом и контроль-
ном заданиях

Задание

Количество ответов (%),
медиана (25–75 квартили)

Индивидуальное 
выполнение

Совместное 
выполнение

Творческое 56 (49–74) 45 (31–55)

Контрольное 87 (82–93) 66 (60–76)

Таблица 2. Показатели самооценки трудности задания

Задание

Субъективная трудность задания, 
медиана (25–75 квартили)

Индивидуальное 
выполнение

Совместное 
выполнение

Творческое 7 (6–8) 6.5 (5.5–7.5)

Контрольное 5 (4–6) 4 (4–6.5)



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ СОРЕВНОВАНИЯ НА АМПЛИТУДЫ 35

(Z = 2.7, p < 0.01). В контрольном задании разли-
чий не наблюдалось.

По результатам оценки личностной тревожно-
сти (проведена у 40 человек из 44) выявлено: у дво-
их участников уровень тревожности низкий (до
30 баллов), у 22 – средний (31–45 баллов) и у 16 –
высокий (46 и выше баллов) [16]. При этом разли-
чий в количестве ответов на творческое и кон-
трольное задание между группами “низкий, сред-
ний уровень тревожности” (24 человека) и группой
с высоким уровнем тревожности (16 человек) не
наблюдалось – как при индивидуальном, так и при
совместном выполнении заданий.

Различия ВП при выполнении творческого задания
в условиях соревнования по сравнению 

с индивидуальным выполнением задания

Различия амплитуд ВП при выполнении твор-
ческого задания в зависимости от условий выпол-
нения выявлены в нескольких временных интерва-
лах. Амплитуда компонента P1 (рис. 1) была значи-
мо ниже при выполнении творческого задания в
условиях соревнования по сравнению с индивиду-
альным выполнением на интервале 56–104 мс по-
сле предъявления стимула (в зоне интереса (C3–
O2): эффект фактора УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ:
F(1.43) = 4.6, p < 0.05) во всех отведениях зоны инте-
реса.

Различия в интервалах 136–240 и 240–320 мс
с разными топографиями соотносятся с компо-
нентом P2 (рис. 1). Амплитуда данного компо-
нента ВП была меньше при выполнении задания
в условиях соревнования в отведениях Fpz, F3,
Fz, F4, C3, C4, P3, Pz, P4, O1, O2 (эффект фактора
УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(1, 43) = 11.25,
p < 0.01, взаимодействие факторов УСЛОВИЯ
ВЫПОЛНЕНИЯ × ЗОНА: F(14, 602) = 5.4, e (G–G) =
= 0.17, p < 0.01). В данном интервале наблюдается
значимое влияние фактора УРОВЕНЬ ТРЕВОЖ-
НОСТИ: F(1, 38) = 4.8, p < 0.05 – и при совместном,
и при индивидуальном выполнении амплитуда ВП
в среднем выше в группе с высокой тревожностью
по сравнению с группой с низкой тревожностью,
однако топографические особенности данной ре-
акции не специфичны (взаимодействие факторов
УРОВЕНЬ ТРЕВОЖНОСТИ × ЗОНА не значимо).
Во всех других рассматриваемых временных интер-
валах (как более ранних, так и более поздних) вли-
яние фактора УРОВЕНЬ ТРЕВОЖНОСТИ не бы-
ло значимо.

В интервале 240–320 мс амплитуда положитель-
ного компонента была ниже в условиях соревнова-
ния по сравнению с индивидуальным выполнени-
ем задания в отведениях F3, F4, C3, C4, T5, P3, Pz, P4,
T6, O1, O2 (эффект фактора УСЛОВИЯ ВЫПОЛ-
НЕНИЯ: F(1, 43) = 14.3, p < 0.001, взаимодействие

факторов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ × ЗОНА:
F(14, 602) = 5.4, e (G–G) = 0.18, p < 0.001).

На интервале 456–552 мс наблюдаются разли-
чия амплитуды лобного компонента N400, ампли-
туда которого менее негативна при совместном вы-
полнении задания по сравнению с индивидуаль-
ным (в зоне интереса (Fpz-F8): эффект фактора
УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(1, 43) = 5.7, p < 0.05,
взаимодействие факторов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕ-
НИЯ × ЗОНА: F(5, 215) = 4.9, e (G–G) = 0.7, p < 0.01),
различия наблюдаются в отведениях Fpz, F7, F3, Fz, F4.

В теменных областях амплитуда позднего поло-
жительного компонента, который может быть со-
отнесен с компонентом P600, на интервале 524–
728 мс также была ниже в условиях соревнования
по сравнению с индивидуальным выполнением
(в зоне интереса (C3–O2): эффект фактора УСЛОВИЯ
ВЫПОЛНЕНИЯ: F(1, 43) = 6.9, p < 0.05, взаимодействие
факторов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ × ЗОНА:
F(8, 344) = 5.5, e (G–G) = 0.5, p < 0.001) во всех отве-
дениях зоны интереса (C3, C4, T5, P3, Pz, P4, T6, O1,
O2). В данном интервале амплитуда ВП при сов-
местном выполнении задания отрицательная, а
при индивидуальном выполнении – положитель-
ная в большинстве отведений зоны интереса.

Порядок выполнения заданий не влиял на эф-
фекты факторов ни в одном из выделенных вре-
менных интервалов.

Различия ВП при выполнении контрольного задания 
в условиях соревнования по сравнению 

с индивидуальным выполнением задания

Различия амплитуд ВП при выполнении кон-
трольного задания в зависимости от условий вы-
полнения относятся к тем же компонентам ВП, что
и в творческом задании, однако имеют свою спе-
цифику (рис. 2). Амплитуда компонента P1 значи-
мо ниже при выполнении контрольного задания в
условиях соревнования по сравнению с индивиду-
альным выполнением на интервале 76–112 мс после
предъявления стимула (в зоне интереса (C3–O2):
эффект фактора УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ:
F(1, 43) = 8.8, p < 0.01) во всех отведениях зоны инте-
реса. При оценке влияния уровня тревожности на
амплитуды ВП в интервале 76–112 мс в зоне инте-
реса наблюдается значимое взаимодействие фак-
торов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ × УРОВЕНЬ
ТРЕВОЖНОСТИ: F(1, 38) = 5.3, p < 0.03. При анали-
зе апостериорных эффектов выяснено, что в груп-
пе с низким и средним уровнем тревожности нет
различий амплитуды между индивидуальным вы-
полнением задания и в условиях соревнования, в
то время как в группе участников с высоким уров-
нем тревожности амплитуда ВП в данном компо-
ненте значимо выше при индивидуальном выпол-
нении по сравнению с выполнением в условиях со-
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ревнования. Таким образом, эффект, описанный в
общей группе (большая амплитуда ВП при инди-
видуальном выполнении в сравнении с соревнова-
нием) более характерен для участников с высоким
уровнем личностной тревожности. Во всех других
рассматриваемых временных интервалах влияние
фактора УРОВЕНЬ ТРЕВОЖНОСТИ не значимо

и рассматриваются эффекты в общей группе испы-
туемых.

Различия в амплитуде компонента P2 наблюда-
ются во временном интервале 196–264 мс (эффект
фактора УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(1,43) = 28.3,
p < 0.001) – во всех зонах коры амплитуда в этом
интервале ниже в условиях соревнования.

Рис. 1. ВП при нахождении ответа в творческом задании в условиях соревнования (черная линия) и индивидуального вы-
полнения (серая линия).
Обозначения: Fpz-O2: положение электродов. Для каждого электрода по оси x – время после предъявления стимула (мс);
по оси y – амплитуда ВП (мкВ), размерность шкал обозначена на графике F8. Вертикальные пунктирные линии обозна-
чают начало и конец предъявления стимула (длительность стимула 400 мс). Положительная полярность (плюс) – вверху.
* – электроды и компоненты ВП, амплитуда которых значимо различалась между условиями.
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Амплитуда во временном интервале 456–552 мс
в лобных отделах менее негативная в условиях со-
ревнования по сравнению с индивидуальным вы-
полнением (в зоне интереса (Fpz-F8): эффект фак-
тора УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(1.43) = 5.1, p <
< 0.05, взаимодействие факторов УСЛОВИЯ ВЫ-

ПОЛНЕНИЯ × ЗОНА: F(5,215) = 6.9, e (G–G) = 0.5,
p < 0.001), различия наблюдаются в отведениях Fpz,
F3, Fz, F4.

Амплитуда позднего положительного компо-
нента на интервале 524–728 мс ниже при выполне-
нии контрольного задания в условиях соревнова-

Рис. 2. ВП при нахождении ответа в контрольном задании в условиях соревнования (черная линия) и индивидуального
выполнения (серая линия).
Обозначения: Fpz-O2: положение электродов. Для каждого электрода по оси x – время после предъявления первого сти-
мула (мс); по оси y – амплитуда ВП (мкВ), размерность шкал обозначена на графике F8. Вертикальные пунктирные линии
обозначают начало и конец предъявления стимула (длительность стимула 400 мс). Положительная полярность (плюс) –
вверху. * – электроды и компоненты ВП, амплитуда которых значимо различалась между условиями. # – компонент ВП,
в котором наблюдается значимый эффект фактора УРОВЕНЬ ТРЕВОЖНОСТИ.
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ния (в зоне интереса (C3–O2): эффект фактора
УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ: F(1, t43) = 6.9, p < 0.05,
взаимодействие факторов УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕ-
НИЯ × ЗОНА: F(8,344) = 5.5, e (G–G) = 0.5, p < 0.001)
в отведениях C4, P3, Pz, P4, O2.

Порядок выполнения заданий не влиял на эф-
фекты факторов ни в одном из выделенных вре-
менных интервалов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Выполнение заданий в условиях социального
взаимодействия, а в частности, в условиях сорев-
нования продемонстрировало отличия от индиви-
дуального выполнения как при анализе поведенче-
ских данных, так и при оценке физиологических
показателей. Примечательно, что с субъективной
точки зрения выполнение заданий в паре – в усло-
виях соревнования – увеличивало положительные
эмоции при выполнении творческого задания и
не приводило к увеличению трудности заданий, хотя
объективно – процент ответов значимо снижался
как для творческого, так и для контрольного зада-
ния. Объективно – условия соревнования снижали
эффективность деятельности, оцениваемой по
проценту найденных ответов, соответственно уве-
личивали трудность задания. Тем не менее оценка
эмоционального фона задания была выше, чем при
индивидуальном выполнении. Вероятно, есть не-
сколько причин для этого. В нашем исследовании
условия соревнования задавались относительно
мягко и определялись только присутствием друго-
го человека, который может либо ответить раньше,
либо дать большее количество ответов. Обратной
связи о полученном результате или поощрения по
результатам не предполагалось, условия соревно-
вания формировались автоматически, исходя из
процессуального противопоставления результатов
двух участников. В этих условиях участники могли
воспринимать процесс больше как игру, а не как
соревнование. Кроме того, если в условиях инди-
видуального выполнения у участника есть обрат-
ная связь только о количестве и качестве найден-
ных самостоятельно ответов, то в условиях сорев-
нования – он также слышит ответы партнера и
может ориентироваться по количеству и качеству
этих ответов. В исследованиях [8, 21] восприятие
чужих идей при выполнении теста необычного ис-
пользования способствовало увеличению ориги-
нальности создаваемых участником идей.

Выполнение задания в условиях совместной де-
ятельности (в условиях соревнования) существен-
но влияло на амплитуды вызванных потенциалов.
При этом не наблюдалось эффектов “обучения” или
утомления – то есть нет значимого эффекта последо-
вательности выполнения задания в паре или индиви-
дуально на амплитуды ВП. Необходимо отметить,
что выполнение и творческого и контрольного

(нетворческого) заданий в условиях соревнования
относительно индивидуального выполнения – ха-
рактеризовалось принципиально одинаковыми
коррелятами, с некоторыми особенностями, кото-
рые будут отмечены отдельно в ходе обсуждения.

Выполнение творческого задания в паре по
сравнению с индивидуальным выполнением при-
водит к уменьшению амплитуды компонента P1 в
затылочных и теменных областях коры. В затылоч-
ных отведениях O1 и O2 также заметна разница ла-
тентности пика компонента P1 – 84 мс при индиви-
дуальном и 112 мс при совместном выполнении за-
дания. Компонент P1 связан с механизмами
зрительного внимания и сознательного восприя-
тия [22, 23], амплитуда P1 модулируется внешними
стимулами (для зрительных стимулов – это интен-
сивность освещения, контрастность, цвет) [24].
Помимо внешней модуляции свойствами стиму-
лов, амплитуда и латентность P1 зависят от “трени-
рованности” зрительного восприятия слов и име-
ющихся концептуальных знаний [25, 26]. Предъяв-
ление стимулов в условиях индивидуального и
совместного выполнения заданий было одинако-
вым, поэтому на амплитуду и латентность P1 влия-
ли, по-видимому, внутренние факторы. Например,
обдумывание предыдущего ответа “соперника”
или внимание, направленное на поведение и дей-
ствия “соперника”, вероятно, снижали амплитуду
P1 в ответ на зрительные стимулы. Ранее в работе
[27] было показано, что направленное внимание к
звуковым вербальным стимулам снижало амплиту-
ду компонентов P1 и P2/P300 в ответ на одновре-
менно предъявляемые зрительные вербальные сти-
мулы (существительные). Можно отметить, что
при выполнении творческого задания в условиях
соревнования по сравнению с индивидуальным
выполнением различалась также латентность P1
усредненных ВП, в то время как при выполнении
контрольного задания таких различий нет. Это мо-
жет свидетельствовать о дополнительной когни-
тивной нагрузке при выполнении творческого за-
дания, возможно, связанной с тем, что участники
могли быть вовлечены в обдумывание предыдущих
ответов партнера, которые являются менее пред-
сказуемыми, чем в контрольном задании. Ампли-
туда компонента P2 также в большой степени отра-
жает вовлечение механизмов произвольного вни-
мания в выполнение задания. В исследовании [28]
при оценке выигрыша в азартной игре условия со-
циального контекста влияли сильнее на амплитуду
компонента P2, чем собственный выигрыш и про-
игрыш. В данном исследовании как при простом
сравнении своего выигрыша и выигрыша партне-
ра, так и при “соревновании” за определенную
сумму – амплитуда P2 была ниже, чем при индиви-
дуальной “игре”. Кроме того, в социальном кон-
тексте нивелировались различия амплитуды P2
между выигрышами и проигрышами, тогда как при
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индивидуальном выполнении наблюдалась боль-
шая амплитуда в случае выигрыша. В нашем иссле-
довании амплитуда P2 также значимо ниже при вы-
полнении заданий – как творческого, так и кон-
трольного – в условиях социального
взаимодействия. На амплитуды ранних компонен-
тов P100 при выполнении нетворческого задания и
Р200 при выполнении творческого задания влиял
показатель уровня тревожности. Амплитуда этих
компонентов была выше в группе с высоким уров-
нем личностной тревожности по сравнению с
группой со средней и низкой тревожностью. При
выполнении контрольного задания различия про-
являлись только при индивидуальном выполне-
нии, при творческом задании – и при индивиду-
альном и при совместном выполнении. При рас-
смотрении влияния уровня тревожности на
параметры вызванных потенциалов отмечается
увеличение амплитуды P100 при восприятии спе-
цифических пугающих изображений у людей с со-
ответствующей фобией [29] или лиц у участников с
повышенным уровнем личностной и социальной
тревожности [30]. Повышенная амплитуда ранних
компонентов ВП у лиц с высоким уровнем тревож-
ности связывается авторами с выделением больше-
го количества ресурсов внимания к тревожащей
стимуляции [29–31]. В нашем исследовании также
наблюдается некоторый эффект увеличения ам-
плитуды ранних компонентов ВП в группе с высо-
ким уровнем тревожности, хотя на показателях де-
ятельности (количестве найденных ответов) это не
сказывается. Более того, только при выполнении
задания индивидуально в контрольном задании
наблюдалась большая амплитуда компонента P100
в группе “высокотревожных” участников, что мо-
жет указывать на большую тревогу именно в дан-
ных условиях, когда нет возможности соотнести
эффективность своего выполнения с “референт-
ным” показателем деятельности другого человека.

Амплитуды лобного компонента N400 и поздне-
го позитивного компонента (соотносимого с P600)
в теменных и затылочных областях – были также
ниже в условиях соревнования по сравнению с ин-
дивидуальным выполнением задания. При этом
различия N400 выражены больше в лобных обла-
стях левого полушария. Амплитуда негативности
N400 чувствительна к знакомости запомненного
слова (old/new effect), частотности слова и конгру-
энтности слова и контекста [32], компонент N400 с
распределением в лобных областях (как в нашем
исследовании), авторами связывается не только с
процессами рабочей памяти [33, 34], но и с автома-
тической категоризацией предъявленных стимулов
[35]. Кроме того, амплитуда N400 может модулиро-
ваться уровнем внимания [22]. Так как предъявле-
ние стимулов для совместного и индивидуального
выполнения было рандомизировано между испы-
туемыми, предъявленные стимулы по группе мож-
но считать одинаковыми, и различия амплитуд

N400 связано не с различиями семантического зна-
чения стимулов. Таким образом, впервые нами
продемонстрировано уменьшение амплитуды се-
мантического компонента вызванных потенциа-
лов при творческой и нетворческой когнитивной
деятельности в условиях соревнования по сравне-
нию с индивидуальным выполнением.

Подобное наблюдение характерно и для поздне-
го позитивного компонента, который может быть
соотнесен с компонентом P600 (в нашем исследо-
вании – на временном интервале 524–728 мс).
Данный компонент в различных исследованиях
обозначается как “поздний позитивный потенциал
(комплекс)” (late positive complex) [36, 37]. Ампли-
туда поздней позитивности увеличивается при вос-
приятии отдаленного по сравнению с близким по
контексту завершением предложения и при вос-
приятии “аномальных” предложений по сравне-
нию с метафорическими. Также было показано,
что восприятие “необычного использования пред-
мета” при предъявлении ответов на тест альтерна-
тивного использования – приводит к увеличению
амплитуды позднего компонента (500–900 мс) по
сравнению с “обычным” использованием, при
этом амплитуда при “неподходящем, нереалистич-
ном использовании” (бессмысленная фраза) наи-
более высока [38, 39]. В нашем исследовании ком-
понент P600 выделяется только как положительное
отклонение потенциала после N400, и в условиях
совместной деятельности амплитуда данного ком-
понента не достигает положительных значений, в
противоположность – при индивидуальном вы-
полнении компонент может быть определен и в
лобных и в теменных отведениях. Более низкая ам-
плитуда данного компонента в условиях соревно-
вания может быть сопоставлена с влиянием затруд-
няющих факторов на творческую (и нетворческую)
деятельность. В исследовании [40], где в качестве
творческих заданий использовались задачи по
“расшифровке” иероглифов – более сложные
иероглифы вызывали увеличение амплитуды N2,
N400 и уменьшение амплитуды поздней позитив-
ности по сравнению с простыми иероглифами. В
нашем исследовании участие другого человека в
качестве соперника объективно затрудняло дея-
тельность, так как количество найденных ответов
было значимо меньше, чем при выполнении зада-
ния индивидуально.

Таким образом, совместное выполнение как
творческого, так и нетворческого вербального за-
дания в условиях соревнования приводило к
уменьшению амплитуды вызванных потенциалов,
как ранних компонентов (P1, P2), так и поздних, се-
мантических компонентов ВП. Социальные взаи-
модействия, даже задаваемые простым контекстом
выполнения задачи, существенно влияют на ней-
рофизиологические корреляты деятельности, ве-
роятно, в связи с тем, что социальные стимулы
ввиду своего биологического значения, привлека-



40

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 1  2023

НАГОРНОВА, ШЕМЯКИНА

ют значительные ресурсы мозга на всех этапах дея-
тельности. В дальнейшем мы планируем изменить
условия социального взаимодействия на сотрудни-
чество (в сравнении с соперничеством), однако
возможно, что и в условиях сотрудничества значи-
тельная часть ресурсов мозга будет также отведена
на оценку действий партнера и отличия ВП от ин-
дивидуальной деятельности будут принципиально
такими же. Объективно затрудняя когнитивную
деятельность, совместное выполнение задания
приводило к более позитивным эмоциям именно
при творческой деятельности, субъективно делая
эту деятельность не менее сложной, но более инте-
ресной и приятной.
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THE IMPACT OF COMPETITIVE CONDITIONS 
ON AMPLITUDES OF EVENT-RELATED POTENTIALS DURING VERBAL 

CREATIVE AND NON-CREATIVE TASK PERFORMANCE
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a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
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Brain activity changes significantly under various social interaction conditions. However, the impact of the con-
text of social interactions on neurophysiological correlates of cognitive and creative activity per se has not been
sufficiently addressed. Two polar types of interactions can be distinguished when solving tasks, cooperation or
competition. This study was aimed to assess the impact of competitive conditions on amplitudes of event-related
potentials (ERPs) when solving creative and non-creative tasks. The subjects (26 male, 18 female) performed two
types of tasks as individuals and dyads (male–male, female–female): a creative task to think up an unusual use
of an ordinary item and a non-creative task to enumerate items from the proposed categories. In each of the tasks,
ERPs were compared during its competitive and individual performance. Competitive conditions led to a de-
crease in amplitudes of the components P1 and P2, as well as N400 and P600, during both creative and non-cre-
ative activity, suggesting the difficulty of finding an answer. The percentage of answers found was also significant-
ly lower under conditions of competitive versus individual task performance. Apparently, a significant portion of
resources when performing a task under social interaction conditions is directed toward the assessment of part-
ner’s responses and answers, as manifested in a decrease in the amplitude both of the earlier attention-related
ERP components (P1, P2) and the later components related to semantic stimulus processing (N400, P600).

Keywords: EEG, event-related potentials (ERP), verbal creative activity, competition, social interactions, alter-
native uses task (AUT), P1, P2, N400, late positivity (P600)
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Для разработки подходов к лечению ишемических поражений мозга важно понимание механизмов ре-
гуляции апоптотической и аутофагической гибели нейронов. При сильно выраженном ишемическом
(или другом патологическом) воздействии нейроны могут гибнуть от активации и апоптоза, и аутофа-
гии. Целью работы является оценка вклада активации аутофагии и апоптоза в гибель нейронов CA1
района гиппокампа и лобной коры мозга крыс при двухсосудистой ишемии переднего мозга и гипотен-
зии и последующей длительной реперфузии, а также изучение способности инсулина, введенного ин-
траназально, предотвращать аутофагическую и апоптотическую гибель нейронов. Ингибитор аутофа-
гии 3-метиладенин или ингибитор апоптоза Ac-DEVD-CHO или фосфатный буфер вводили крысам
интрацеребровентрикулярно до ишемии и реперфузии. Для подсчета количества живых нейронов сре-
зы мозга окрашивали по Нисслю. При ишемии и реперфузии число живых нейронов в CA1 районе гип-
покампа снижалось до 58.3 ± 1.5% от их содержания у ложнооперированных крыс (контроль, приня-
тый за 100%). Введение крысам ингибитора аутофагии или апоптоза увеличивало число живых нейро-
нов в районе CA1 гиппокампа c 58.3 ± 1.5% до 90.4 ± 2.2% (p < 0.001) и 71.6 ± 1.8% (p < 0.001) от контроля
соответственно. Введение крысам 0.5 МЕ инсулина (до ишемии и ежедневно в течение 7 дней при ре-
перфузии) нормализовало число живых нейронов в CA1 районе гиппокампа до 100.2 ± 1.9% от контро-
ля. В лобной коре мозга также наблюдалось снижение жизнеспособности нейронов при ишемии и ре-
перфузии и ее повышение при введении ингибиторов аутофагии и апоптоза и в большей степени при
введении инсулина. Отличие заключалось в меньшей чувствительности нейронов коры мозга, чем ней-
ронов гиппокампа, к ишемии и реперфузии. Полученные данные свидетельствуют о способности ин-
сулина, введенного интраназально, уменьшать гибель нейронов мозга, вызванную активацией аутофа-
гии и апоптоза, при ишемии мозга и реперфузии.

Ключевые слова: ишемия мозга, аутофагия, апоптоз, жизнеспособность нейронов, введенный интрана-
зально инсулин
DOI: 10.31857/S0044452923010047, EDN: GXGJDY

В последние годы появились убедительные сви-
детельства того, что без понимания механизмов
аутофагической гибели нейронов и их взаимосвязи
с механизмами апоптотической гибели этих клеток
невозможно достичь серьезных успехов в разработ-
ке подходов к лечению ишемических поражений
мозга, в том числе инсультов. Основными причи-
нами гибели нейронов при ишемическом пораже-
нии мозга являются апоптоз, аутофагия и некроз.
При этом аутофагии принадлежит ключевая роль в
поддержании клеточного гомеостаза. Но в настоя-
щее время представления об исключительно за-
щитной роли аутофагии пересмотрены. Четко про-

слеживается участие аутофагических процессов в
гибели нейронов, прежде всего нейронов гиппо-
кампа, что продемонстрировано, в частности, при
ишемии и реперфузии мозга. Так, показана спо-
собность многих нейропротекторов повышать
жизнеспособность нейронов и других клеток мозга
благодаря ингибированию аутофагии при ишемии
мозга и его реперфузии. К ним относятся флавоно-
иды, ганглиозид GM1, финголимод (аналог сфин-
гозин-1-фосфата), N-ацетил-серотонин (предше-
ственник мелатонина), ресвератрол и другие со-
единения [1–7].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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При этом в научной литературе можно встре-
тить и работы, в которых найдено, что активация
аутофагии в мозге при некоторых видах ишемиче-
ского воздействия на него может носить защитный
характер. Так, активация аутофагии до ишемиче-
ского поражения мозга может обладать эффектом
прекондиционирования [8]. Активатор аутофагии
рапамицин способен уменьшать размер поражения
мозга и улучшать неврологические показатели у
животных при фокальной ишемии [9, 10]. Есть и
другие примеры благоприятного эффекта актива-
ции аутофагии на состояние животных при ише-
мии и реперфузии мозга [11, 12].

Но создается впечатление, что при достаточной
силе ишемического воздействия на мозг в его
острую фазу активация аутофагии приводит к ги-
бели нейронов мозга. В этой связи актуальным яв-
ляется исследование способности перспективных
нейропротекторов, которые могут найти себе при-
менение в клинической практике при лечении ин-
сультов и других патологических состояний, свя-
занных с ишемией мозга, предотвращать аутофаги-
ческую гибель нейронов и других клеток мозга при
этих патологиях, что будет способствовать более
глубокому пониманию механизма их защитного
действия.

По данным Всемирной организации здраво-
охранения от цереброваскулярных заболеваний в
мире ежегодно умирает около 5 млн человек. Из
общего числа этих болезней 80–85% приходится на
инсульт мозга [13]. Инсульт мозга является одной
из главных причин смерти людей в мире. Он уно-
сит больше жизней в развивающихся странах, чем
в развитых государствах [14]. При этом в развитых
странах, например в США, инсульт относится к ос-
новным причинам длительной и тяжелой инвалид-
ности людей [15].

Долгое время считали, что для понимания дей-
ствия нейропротекторов достаточно расшифро-
вать механизмы их антиапоптотического и антине-
кротического действия. Но сейчас стало совершен-
но ясно, что невозможно достичь понимания
нарушений в мозге при ишемии и реперфузии и
оценить действие на них нейропротекторов без ис-
следования аутофагической гибели нейронов. По-
видимому, сигнальные молекулы и внутриклеточ-
ные каскады, ответственные за регуляцию аутофа-
гии, могут стать одной из важнейших терапевтиче-
ских мишеней при лечении инсульта головного
мозга и других форм его ишемического поражения
[5, 16, 17].

Инсулин является одним из наиболее перспек-
тивных нейропротекторов. Это в значительной ме-
ре обусловлено возможностью его интраназально-
го введения, при котором он попадает непосред-
ственно в мозг, минуя гематоэнцефалический
барьер [18, 19]. Проведены многочисленные и в це-
лом успешные клинические испытания инсулина

при болезни Альцгеймера [20, 21], начаты испыта-
ния при болезни Паркинсона [22], им предшество-
вали исследования нейропротекторной роли инсу-
лина, введенного животным с нейродегенератив-
ными заболеваниями. Но, как ни странно, работы
по изучению способности инсулина, введенного
интраназально, предовращать гибель нейронов
мозга при его ишемическом поражении и последу-
ющей реперфузии практически отсутствуют, за ис-
ключением нескольких работ нашей лаборатории,
посвященных его способности нормализовать уро-
вень продуктов перекисного окисления липидов и
другие метаболические нарушения в мозгу моло-
дых и старых крыс [23, 24]. Эффект инсулина на
аутофагическую гибель нейронов мозга при ише-
мических воздействиях остается пока неизучен-
ным. И это, несмотря на большой интерес в совре-
менных научных исследованиях к той роли, кото-
рую играет аутофагия в гибели нейронов при
различных патологических процессах.

Целью настоящей работы является оценка вкла-
да аутофагии и апоптоза в гибель нейронов CA1
района гиппокампа и лобной коры мозга крыс при
двухсосудистой ишемии переднего мозга с гипо-
тензией и последующей реперфузией, а также изу-
чение способности инсулина, введенного интрана-
зально, предотвращать гибель нейронов, вызван-
ную активацией этих процессов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реактивы и материалы. Для интраназальных

введений использовался бычий инсулин (I5500,
Sigma, США), для интрацеребровентрикуляр-
ных введений – ингибитор аутофагии 3-метиладе-
нин (M9281, Sigma, США), ингибитор каспаз
Ac-DEVD-CHO (BD Pharmigen, BD Biosciences,
США). Животных наркотизировали хлоралгидра-
том (#15307, Sigma-Aldrich, США). Для катетериза-
ции бедренной артерии применялся катетер (1.0 ×
× 0.6 × 210 мм, 23G) от компании SciCat (Россия).
Материал шовный хирургический стерильный (не-
рассасывающиеся лавсановые нити МР1,5 USP4-0,
ООО “Линтекс”, Россия) накладывался для скреп-
ления мягких тканей в области бедра и шеи. Кожа
сшивалась с помощью одноразового стерильного
степлера (Appose ULC auto suture, Covidien, США).

Интраназальное введение инсулина. Опыты про-
водили на самцах крыс линии Вистар массой 270–
330 г. Инсулин (Sigma, США) в дозе 0.5 МЕ на кры-
су вводили интраназально за 1 ч до окклюзии каро-
тидных артерий и гипотензии, а затем ежедневно в
течение 7 дней на стадии реперфузии. Для этого в
каждую ноздрю животного вводили по 10 мкл рас-
твора, содержащего 1 мг инсулина в 1 мл цитратно-
го буфера, что соответствует 0.5 МЕ инсулина.
Цитратный буфер готовили как смесь равных объ-
емов растворов 100 мМ лимонной кислоты и
100 мМ цитрата натрия, pH 4.4.
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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
уровнять возможные последствия такого введения,
всем остальным группам животных вводили интра-
церебровентрикулярно 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 = 1.5 мм, V = 3.5 мм
относительно брегмы) в соответствии со стерео-
таксическим атласом [25]. Крысам вводили интра-
церебровентрикулярно 20 мкг 3-метиладенина
(3-МА) или 10 мкг Ac-DEVD-CHO, в виде раство-
ров в фосфатном буфере объемом 4.5 мкл или ана-
логичный объем фосфатного буфера за 30 мин 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 давления
до 40 мм ртутного столба путем отбора крови в
шприц с гепарином, как это описано ранее [26]. Ре-
перфузию переднего мозга проводили, разжимая
каротидные артерии и возвращая в кровяное русло
кровь с гепарином, отобранную шприцом на ста-
дии ишемии [26]. В качестве контрольных живот-
ных использовали ложнооперированных крыс.
Животным после завершения ишемии обрабаты-
вали раны стрептоцидом и накладывали швы. По-
слеоперационный уход за животными осуществ-
лялся в течение 7 дней при содержании на стан-
дартном рационе.

Определение числа живых нейронов в CA1 районе
гиппокампа и лобной коре мозга. Через 7 сут после
начала реперфузии проводили определение числа
живых нейронов в CA1 районе гиппокампа и лоб-
ной коре мозга крыс. Наркотизированных хлорал-
гидратом животных декапитировали, извлекали
мозг, промывали охлажденным физиологическим
раствором и помещали на 7 дней в раствор 4%-ного
параформальдегида в 0.1 М фосфатном буфере
(+4°С). Для криопротекции мозг выдерживали в
растворе 30%-ной сахарозы 7 дней при +4°С, после
этого его замораживали в изопентане и далее хра-
нили при –80°С. Из области лобной коры мозга и

CA1 района и гиппокампа получали чередующиеся
серии фронтальных срезов (10 мкм) с помощью
криостата (Leika, Германия). Каждый 10-й срез
монтировали на покрытые желатином стекла (Био-
Витрум, Россия). Для оценки количества живых
нейронов проводили окрашивание толуидиновым
синим по модифицированному методу Ниссля
[27]. Каждая группа животных включала по 3 кры-
сы. Снимки (n = 15–20 с каждого среза) получали с
помощью микроскопа “Сarl Ziess Axio A1”
(“Ziess”, Германия) со встроенной телевизионной
камерой “AxioCam 712 color” (“Ziess”, Германия) и
программы ZEN 3.4 (Zen pro). С помощью про-
граммы Image J (США) оценивали количество жи-
вых клеток в СА1 области гиппокампа на участке
длиной 300 мкм, а в коре – в квадрате со стороной
300 мкм.

Статистическая обработка данных. Данные
приведены как среднее ± SEM. Статистическую
достоверность различий в связи с тем, что речь идет
о более чем трех группах данных, определяли мето-
дом однофакторного дисперсионного анализа
(ANOVA) с применением Tukey’s теста для множе-
ственных сравнений, используя Prizm. Достовер-
ными различия считали при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Одной из основных задач исследования было

определение общей жизнеспособности нейронов в
CA1 районе гиппокампа и в лобной коре мозга и
вклада аутофагии и апоптоза в их гибель при двух-
сосудистой ишемии переднего мозга в сочетании с
гипотензией и последующей его реперфузией.
Окрашивание толуидиновым синим по модифи-
цированному методу Ниссля выявило значитель-
ное (почти в два раза) снижение числа живых ней-
ронов в районе CA1 гиппокампа при этом воздей-
ствии на мозг (рис. 1a). При этом введение
ингибиторов аутофагии и апоптоза и в еще боль-
шей мере инсулина крысам с ишемией и реперфу-
зией мозга, увеличивало число живых нейронов в
CA1 районе гиппокампа (рис. 1a).

Количество живых нейронов у ложноопериро-
ванных крыс принимали за 100%, это контрольные
значения. При глобальной ишемии переднего моз-
га и последующей реперфузии их число в CA1 рай-
оне гиппокампа снижалось в наших опытах до
58.3 ± 1.5% от контроля (рис. 1b). Чтобы избежать
гибели подопытных животных, мы применяли
ишемическое воздействие в течение 10 мин. При
более жестком пятнадцатиминутном воздействии,
как правило, наблюдается гибель большей части
нейронов в CA1 районе гиппокампа – до 90% от их
числа у ложнооперированных животных [см., на-
пример 28]. Наши результаты согласуются с дан-
ными других авторов, также применявших 10-ми-
нутную двухсосудистую ишемию с гипотензией и
последующей реперфузией и также показавших,
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Рис. 1. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-метиладенина) и апоптоза (Ac-DEVD-CHO) на жизнеспособность
нейронов в районе CA1 гиппокампа при двухсосудистой ишемии и гипотензии переднего мозга крыс и последующей ре-
перфузии.
(a) – Фотографии срезов района CA1 гиппокампа крыс, окрашенных по модифицированному методу Ниссля для выяв-
ления числа живых нейронов. Масштаб 200 мкм. (b) – Результаты приведены как среднее ± SEM из данных, полученных
при определении числа живых нейронов в районе CA1 гиппокампа крыс (число определений не менее 150 в каждой груп-
пе животных). Сокращения на рисунке: ShO – ложнооперированные крысы, Isch – крысы, подвергнутые двухсосудистой
ишемии в сочетании с гипотензией в течение 10 мин, а затем реперфузии в течение 7 сут, Ins – инсулин, 3-MA – 3-мети-
ладенин. Введениe инсулина (0.5 МЕ/крысу, интраназально) проводили за 1 ч до ишемического воздействия и затем еже-
дневно в течение 7 дней реперфузионного периода. 20 мкг 3-метиладенина или 10 мкг Ac-DEVD-CHO или фосфатный
буфер вводили интрацеребровентрикулярно за 30 мин до ишемии. Различия достоверны согласно методу однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием Tukey’s теста для множественных сравнений по срав-
нению: * и **– с ложнооперированными крысами, * – p < 0.05, ** – p < 0.001, x – c крысами с ишемией и реперфу-
зией, p < 0.001, # – c крысами с ишемией и реперфузией, получавшими Ac-DEVD-CHO, p < 0.001.
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что при этом живыми остается значительно боль-
шая часть нейронов в СА1 районе гиппокампа, чем
при пятнадцатиминутной ишемии [29].

Для того, чтобы определить, какой вклад в ги-
бель нейронов гиппокампа вносят аутофагические
и апоптотические процессы, мы использовали ин-
трацеребровентрикулярное введение ингибитора
аутофагии 3-МА и ингибитора апоптотических
процессов Ac-DEVD-CHO, подавляющего актив-
ность различных каспаз, прежде всего касапазы-3
и каспазы-7.

Как видно из данных на рис. 1b, введение инсу-
лина ложнооперированным крысам не оказывало
достоверного воздействия на число выживших
нейронов, как и введение ингибиторов аутофагии
и апоптоза (3-МА и Ac-DEVD-CHO соответствен-
но). В то же время влияние введения ингибиторов
аутофагии и апоптоза крысам, подвергнутым воз-
действию глобальной ишемии и реперфузии пе-
реднего мозга, было хорошо выражено. Так, интра-
церебровентрикулярное введение крысам ингиби-
тора аутофагии 3-МА увеличивает число живых
нейронов в районе CA1 гиппокампа c 58.3 ± 1.5%
до 90.4 ± 2.2% (p < 0.001) от их уровня этом районе
мозга у ложнооперированных крыс (рис. 1b). На
основании этих данных нетрудно рассчитать, что
при введении крысам с ишемией и реперфузией
мозга 3-МА гибель нейронов в CA1 районе гиппо-
кампа уменьшается более, чем на 70%. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что активация
аутофагии является, по-видимому, основной при-
чиной гибели нейронов в CA1 районе гиппокампа
при использовании нашей модели глобальной
ишемии переднего мозга. Наши данные в этом от-
ношении согласуются с данными Cui и соавт. [28],
которые применяли сходную модель двухсосуди-
стой ишемии переднего мозга. Аутофагия является
одной из основных причин гибели нейронов в CA1
районе гиппокампа мозга и при использовании
других моделей ишемического и реперфузионного
воздействия [см., например, 30].

Полученные нами данные свидетельствуют
также о существенном вкладе апоптотических
процессов в общую гибель нейронов при ишемии
и последующей реперфузии. Так, интрацеребро-
вентрикулярное введение крысам ингибитора апо-
птотических процессов Ac-DEVD-CHO увеличи-
вает число выживших при ишемии и реперфузии
нейронов в CA1 районе гиппокампа с 58.3 ± 1.5%
до 71.6 ± 1.8% (p < 0.001) от числа живых нейронов
в контроле (рис. 1b). Расчеты показывают, что при
введении крысам ингибитора апоптоза число ней-
ронов, погибших в CA1 районе гиппокампа от воз-
действия ишемии и реперфузии, уменьшается при-
мерно на 30%, что примерно соответствует доле
нейронов, погибших при этом воздействии от апо-
птоза. Интересно отметить, что количество нейро-
нов, выживших при ишемии и реперфузии в при-

сутствии ингибитора аутофагии 3-МА (90.4 ± 2.2%)
достоверно выше (p < 0.001), чем их число, выжив-
шее в присутствии ингибитора апоптоза (71.6 ±
±1.8%). Это подтверждает важную роль активации
аутофагии в гибели нейронов гиппокампа при
ишемии и реперфузии. При этом апоптоз, наряду с
аутофагией, относится к основным причинам ги-
бели нейронов в CA1 районе гиппокампа при двух-
сосудистой ишемии с гипотензией и последующей
реперфузией переднего мозга.

В наших опытах инсулин полностью нормали-
зовал жизнеспособность нейронов в CA1 района
гиппокампа при его интраназальном введении
крысам в дозе 0.5 МЕ за час до ишемического воз-
действия, а затем ежедневно в течение 7 дней в пе-
риод реперфузии. Число живых нейронов в этом
районе мозга у крыс с ишемией и реперфузией, по-
лучавших инсулин, составляло 100.2 ± 1.9% от
их количества у ложнооперированных крыс
(рис. 1b). Эти данные показывают, что инсулин
способен предотвращать как аутофагическую, так
и апоптитическую гибель нейронов в CA1 районе
гиппокампа при двухсосудистой ишемии передне-
го мозга в сочетании с гипотензией и последующей
реперфузией.

Мы проводили также определение влияния
ишемии переднего мозга и последующей реперфу-
зии на жизнеспособность нейронов лобной коры
мозга (рис. 2). Согласно нашим данным, нейроны
коры мозга являются менее чувствительными к та-
кому воздействию, чем нейроны СA1 района гип-
покампа (рис. 1 и 2). Так, в лобной коре мозга в тех
же условиях ишемии и реперфузии живыми оста-
вались 74.2 ± 1.4% нейронов от их числа у лож-
нооперированных крыс (рис. 2b), а не 58.3 ± 1.5%,
как в CA1 районе гиппокампа, различия обладают
высокой степенью достоверности (p < 0.001).

При введении ингибиторов аутофагии 3-МА и
апоптоза Ac-DEVD-CHO число выживших нейро-
нов в лобной коре мозга крыс, подвергнутых ише-
мии и реперфузии, повышалось с 74.2 ± 1.4 до
89.2 ± 1.2 и до 83.8 ± 1.1% соответственно (рис. 2b).
Большее повышение жизнеспособности нейронов
под влиянием ингибитора аутофагии, чем апоптоза
(p < 0.05), говорит, очевидно, о том, что аутофагия
является основной причиной гибели нейронов при
ишемии и реперфузии и в коре мозга, а не только в
гиппокампе, хотя и апоптоз вносит свой вклад в
обоих случаях. Эти данные позволяют предпола-
гать, что при этом воздействии гибель нейронов
мозга от аутофагии превышает их гибель от апо-
птоза в разных районах мозга.

В обеих структурах интраназальное введение
инсулина крысам значительно повышало число
выживших при ишемии и реперфузии нейронов. В
лобной коре мозга живыми оставались 92.5 ± 1.3%
нейронов от их числа в контроле, причем различия
с данными по мозгу ложнооперированных живот-
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ных были достоверными (p < 0.01). Введение кры-
сам инсулина существенно превышает способ-
ность каждого из ингибиторов уменьшать гибель

нейронов при ишемии и реперфузии мозга (рис. 2).
Так, несложно рассчитать, что введение инсулина
крысам предотвращает гибель 70.9% нейронов,

Рис. 2. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-метиладенина) и апоптоза (Ac-DEVD-CHO) на жизнеспособность
нейронов в лобной коре мозга при двухсосудистой ишемии и гипотензии переднего мозга и последующей реперфузии.
(a) – Фотографии срезов лобной коры мозга, окрашенных по модифицированному методу Ниссля для выявления числа
живых нейронов. Масштаб 200 мкм. (b) – Результаты приведены как среднее ± SEM из данных, полученных при опреде-
лении числа живых нейронов в лобной коре мозга крыс (число определений не менее 150 в каждой группе животных).
Расшифровка сокращений и описание условий опытов, как на на рис. 1. Различия достоверны согласно методу однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием Tukey’s теста для множественных сравнений по сравнению:
* и **– с ложнооперированными крысами, * – p < 0.001, ** – p < 0.01, x – c крысами с ишемией и реперфузией, p < 0.001,
# – c крысами, с ишемией и реперфузией, получавшими Ac-DEVD-CHO, p < 0.05.
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а введение ингибиторов апоптоза и аутофазии ги-
бель 37.3% и 58.4% нейронов при ишемии и репер-
фузии мозга соответственно. Эти данные показы-
вают, что инсулин снижает гибель нейронов в лоб-
ной коре мозга как от аутофагии, так и апоптоза,
хотя и не предотвращает ее, как в CA1 районе гип-
покампа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Аутофагии принадлежит важная роль в поддер-

жании клеточного гомеостаза, основанном на тон-
кой регуляции баланса между биосинтезом и де-
градацией белков и других макромолекул. Аутофа-
гия представляет собой катаболический путь, с
помощью которого долгоживущие белки, не вовле-
ченные в выполнение важных функций, повре-
жденные клеточные органеллы и неправильно
свернутые белки подвергаются деградации и вновь
используются для поддержания гомеостаза клеток
и их нормального функционирования. Однако
многие ранее сформировавшиеся представления
требуют значительного пересмотра. Так, по дан-
ным последних лет четко прослеживается участие
аутофагических процессов в гибели нервных кле-
ток, прежде всего нейронов гиппокампа и коры
мозга при разных патологических процессах, это
показано, в частности, при ишемии и реперфузии
головного мозга. Защитные свойства многих ней-
ропротекторов при этой патологии зависят от ин-
гибирования ими аутофагических процессов [1–7].
При этом активация аутофагии в мозге при некото-
рых видах ишемического воздействия на него мо-
жет носить защитный характер [8–12]. Но при до-
статочной силе ишемического и последующего ре-
перфузионного воздействия на мозг активация
аутофагии в острую фазу воздействия, очевидно,
приводит к гибели нейронов мозга. Это не исклю-
чает возможности того, что на поздних сроках по-
сле ишемического воздействия аутофагия может
способствовать сохранению жизнеспособности
нейронов.

В настоящее время считается, что без понима-
ния роли не только апоптотоза, но и аутофагии в
гибели нервных клеток мозга и регуляции этих
процессов нельзя достичь серьезных успехов в раз-
работке подходов к лечению ишемических пораже-
ний мозга, в том числе инсультов [5, 16, 17].

Инсулин при его интраназальном введении яв-
ляется одним из наиболее перспективных нейро-
протекторов, однако в литературе нам не встрети-
лось данных о его влиянии на аутофагическую ги-
бель нейронов мозга при каких-либо формах
ишемии и реперфузии. В нашей работе впервые
показано, что интраназальное введение инсулина
крысам в дозе 0.5 МЕ перед ишемическим воздей-
ствием и затем ежедневно в течение 7 дней репер-
фузии практически полностью предотвращает как
аутофагическую, так и апоптотическую гибель

нейронов в CA1 районе гиппокампа при глобаль-
ной ишемии переднего мозга и его последующей
реперфузии. В лобной коре мозга нами отмечено
снижение аутофагической и апоптотической гибе-
ли нейронов под влиянием интраназального введе-
ния 0.5 МЕ инсулина.

По нашим данным нейроны CA1 района гиппо-
кампа значительно более чувствительны к воздей-
ствию ишемии и реперфузии, чем нейроны лобной
коры мозга. Так, в настоящей работе найдено, что
при 10-минутной двухсосудистой ишемии перед-
него мозга в сочетании с гипотензией и последую-
щей реперфузией в течение 7 сут в CA1 районе гип-
покампа выживает 58.3 ± 1.5% нейронов, а в лоб-
ной коре мозга – 74.2 ± 1.4%, различия
достоверны, p < 0.001. Полученные нами данные
согласуются с литературными. Бóльшая чувстви-
тельность к ишемическому и реперфузионному
воздействию нейронов CA1 района гиппокампа,
чем коры мозга была показана ранее в ряде работ
(см., например, [31, 32]).

Как уже упоминалось в начале статьи, наиболее
адекватным и перспективным способом введения
инсулина является его интраназальное введение,
при котором инсулин попадает непосредственно в
мозг и практически только в мозг [18, 19]. При
этом, как ни странно, нам не встретилось в литера-
туре публикаций, кроме работ нашей лаборатории
[23, 24], в которых бы исследовали эффекты интра-
назального введения инсулина животным, под-
вергнутым ишемии мозга и последующей реперфу-
зии. Но есть немало работ, в которых животным с
ишемией и реперфузией вводили интраназально
инсулиноподобный фактор роста 1 (IGF-1) (см.,
например, [33–36]. В одной из этих работ [36] по-
казана способность IGF-1 ингибировать актива-
цию аутофагии при ишемии и реперфузии мозга.
В этой работе [36] исследовалось действие актива-
тора плазминогена (PLAT/tPA), вызывающего
тромболизис при тромбоэмболическом инсульте у
мышей. Было показано, что PLAT/tPA обладает
способностью отщеплять связывающий IGF-1 бе-
лок-3 и таким образом высвобождать IGF-1, обла-
дающий нейропротекторным эффектом благодаря
способности взаимодействовать со своими рецеп-
торами и ингибировать чрезмерную активацию
аутофагии при экспериментальном ишемическом
поражении мозга мышей.

В силу каких-то причин [37] нейропротектор-
ные эффекты интраназального введения инсулина
интенсивно изучают при болезни Альйгеймера и
других нейродегенеративных болезнях, наряду с
опытами на животных проводятся многочислен-
ные клинические испытания [20–22]. Но при ише-
мии и реперфузии мозга изучают преимуществен-
но защитные эффекты IGF-1. При этом инсулин
может оказаться более перспективным нейропро-
тектором для его возможного применения в кли-
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нической практике при ишемическом поражении
мозга, чем IGF-1 [37].

Наша работа впервые показала, что инсулин
способен уменьшать или даже предотвращать, если
речь идет о нейронах CA1 района гиппокампа, не
только апоптотическую, но и аутофагическую ги-
бель нейронов при ишемии и реперфузии мозга.
Это согласуется с данными о том, что инсулин спо-
собен ингибировать процессы аутофагии в экстра-
невральных органах и тканях – в скелетных мыш-
цах здоровых людей [38], в хондроцитах [39], в
сердце мышей с экспериментальным диабетом
[40].

Наши данные об уменьшении инсулином апо-
птотической гибели нейронов мозга при ишемии и
реперфузии согласуются с результатами Russo
и соавт. [41]. Эти авторы, изучая воздействие ин-
трацеребровентрикулярного введения инсулина
крысам, показали, что этот протектор увеличивает
общую жизнеспособность нейронов мозга, осо-
бенно в районе CA3 гиппокампа и предотвращает
их апоптотическую гибель.

Большой интерес представляет выяснение во-
проса о механизме предотвращения или уменьше-
ния инсулином при его интраназальном введении
аутофагической гибели нейронов мозга при ише-
мии и реперфузии этого органа. По-видимому, его
эффект связан прежде всего с его способностью
ингибировать АМФ-активируемую протеинкиназу
(AMPK) и активировать протеинкиназу B (Akt) и
mTOR. Так, нами было найдено, что инсулин инги-
бирует активность AMPK в культуре нейронов ко-
ры мозга [42]. А активация этой протеинкиназы,
как известно, является триггером процессов ауто-
фагии [43]. Наши результаты об ингибировании
инсулином активности AMPK в нейронах коры
мозга [42] согласуются с данными об ингибирова-
нии инсулином AMPK в гипоталамусе крыс [44] и
в экстраневральных клетках и тканях (см., напри-
мер, [45]). Кроме того, инсулин активирует проте-
инкиназы Akt1 и mTOR [42, 46]. А эти протеинки-
назы ингибируют процессы аутофагии [7, 43]. По-
видимому, модуляция инсулином активности про-
теинкиназ AMPK, Akt и mTOR играет важную роль
в его способности предотвращать аутофагическую
гибель нейронов при ишемии и реперфузии мозга.

Настоящая работа является начальным этапом
изучения влияния инсулина на аутофагические
процессы в ткани мозга при ишемии и реперфузии.
Она показала, что такого рода исследования пер-
спективны и актуальны, что способность инсулина
при его интраназальном введении снижать или да-
же предотвращать аутофагическую гибель нейро-
нов при этой патологии вносит большой вклад в
его нейропротекторный эффект.
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INTRANASAL INSULIN DECREASES AUTOPHAGIC 
AND APOPTOTIC DEATH OF NEURONS

IN THE RAT HIPPOCAMPAL C1 REGION AND FRONTAL CORTEX UNDER 
FOREBRAIN ISCHEMIA–REPERFUSION

E. A. Fokinaa, I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa,
D. K. Avrovaa, I. O. Ilyasova and , and N. F. Avrovaa,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: avrova@iephb.ru

The development of approaches to therapy of ischemic brain injuries requires a better insight into the mecha-
nisms that regulate both apoptotic and autophagic death of neurons. Under a strong ischemic (or other patho-
logical) exposure, neurons can die from the activation of both apoptosis and autophagy. This work was aimed to
assess the contribution of autophagy and apoptosis activation to neuronal cell death in the hippocampal CA1 re-
gion and frontal cortex using the rat two-vessel occlusion/hypotension model of global forebrain ischemia with
subsequent long-term reperfusion, as well as to study the ability of intranasal insulin to prevent autophagic and
apoptotic death of neurons. The inhibitors of autophagy (3-methyladenine), apoptosis (Ac-DEVD-CHO), or
phosphate buffer (for control) were administered to rats intracerebroventricularly before ischemia and reper-
fusion. To count viable neurons, brain sections were stained with a Nissl stain. During ischemia–reperfusion,
the number of viable neurons in the hippocampal CA1 region decreased by 58.3 ± 1.5% of their count in sham-
operated rats (control taken as 100%). The administration of autophagy or apoptosis inhibitors increased the
number of viable neurons in the hippocampal CA1 region from 58.3 ± 1.5% to 90.4 ± 2.2% (p < 0.001) and
71.6 ± 1.8% (p < 0.001) vs. control, respectively. Intranasal insulin administration at a dose of 0.5 IU (before
ischemia and at a daily basis for 7 days during reperfusion) normalized the number of viable neurons in the
hippocampal CA1 region up to 100.2 ± 1.95% vs. control. In the frontal cortex, the viability of neurons also
decreased under ischemia–reperfusion, while the number of viable neurons increased after the administration
of autophagy or apoptosis inhibitors, and even to a greater extent after intranasal insulin administration. The
main difference was a lower sensitivity of cortical vs. hippocampal neurons to ischemia–reperfusion. These data
indicate that intranasal insulin is able to decrease the death of brain neurons caused by the activation of autoph-
agy and apoptosis due to ischemia–reperfusion.

Keywords: brain ischemia, autophagy, apoptosis, neuronal viability, intranasal insulin
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ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ АГОНИСТОВ РЕЦЕПТОРА 
ЛЮТЕИНИЗИРУЮЩЕГО ГОРМОНА НА СТЕРОИДОГЕНЕЗ 
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Для стимуляции овариального стероидогенеза и контролируемой индукции овуляции в клинике при-
меняют препараты гонадотропинов – хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) и лютеинизиру-
ющего гормона (ЛГ), которые, однако, имеют ряд побочных эффектов, таких как снижение чувстви-
тельности яичников к эндогенному ЛГ и синдром гиперстимуляции яичников. Альтернативой ХГЧ и
ЛГ могут стать аллостерические агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ, в том числе разработанное нами тиено-
[2,3-d]-пиримидиновое производное TP03. Целью работы было изучить влияние TP03 (40 мг/кг, в/б)
и взятого для сравнения ХГЧ (30 МЕ/крысу, п/к) на овариальный стероидогенез у половозрелых самок
крыс, находящихся в фазе позднего проэструса, в том числе обработанных антагонистом гонадолибе-
рина Оргалутраном (100 мкг/кг, п/к, за 3 ч до введения TP03 или ХГЧ). В крови крыс оценивали уровни
эстрадиола, прогестерона и ЛГ, в яичниках – экспрессию генов стероидогенеза (Star, Cyp11a1, Hsd3b,
Cyp17a1, Hsd17b, Cyp19a1) и рецептора ЛГ/ХГЧ (Lhcgr). Через 3 ч после введения TP03 и ХГЧ повышали
уровень прогестерона в крови, стимулировали экспрессию генов холестерин-транспортирующего бел-
ка StAR, цитохрома P450c17 и ароматазы (цитохрома P450c19), и этот эффект выявлялся как у кон-
трольных крыс с нормальным уровнем ЛГ, так и у Оргалутран-обработанных крыс с пониженным
уровнем ЛГ. Эффекты TP03 были сопоставимы с таковыми ХГЧ, но в отличие от ХГЧ аллостерический
агонист не снижал функционирования гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси, на что указывает от-
сутствие его влияния на уровень ЛГ в крови и экспрессию рецепторов ЛГ/ХГЧ. Полученные данные
свидетельствуют о способности TP03 эффективно стимулировать овариальный стероидогенез и указы-
вают на перспективность разработки на его основе лекарственных форм для контролируемой индук-
ции овуляции.

Ключевые слова: аллостерический агонист, овариальный стероидогенез, рецептор лютеинизирующего
гормона, хорионический гонадотропин человека, половозрелые крысы, прогестерон, цитохром
P450c17
DOI: 10.31857/S0044452923010035, EDN: GXGBYH

Разработка эффективных подходов для коррек-
ции нарушений овариального стероидогенеза при
различных репродуктивных расстройствах, а также
для осуществления контролируемой индукции
овуляции при вспомогательных репродуктивных
технологиях представляет собой одну из актуаль-
ных проблем современной репродуктивной эндо-
кринологии. Используемые для этого гонадотро-
пины – лютеинизирующий гормон (ЛГ) и хорио-
нический гонадотропин человека (ХГЧ), имеют
ряд существенных недостатков [1]. Во многом это
обусловлено использованием ХГЧ и ЛГ в дозах, ко-
торые приводят к значительному превышению фи-
зиологических концентраций гонадотропинов в

крови. В случае индукции овуляции при вспомога-
тельных репродуктивных технологиях это может
приводить к тяжелому осложнению – синдрому
гиперстимуляции яичников [2]. Применение дру-
гих фармакологических стратегий, в которых гона-
дотропины заменяют на агонисты гонадолиберина
(GnRH) или используют протокол комбинирован-
ного применения GnRH и низких доз ХГЧ, снижа-
ет риск развития синдрома гиперстимуляции яич-
ников, но при этом в значительном числе случаев
снижает частоту наступления беременности [3].
Еще одной причиной могут быть значимые отли-
чия паттерна N-гликозилирования препаратов ЛГ
и ХГЧ, как правило их рекомбинантных форм, от

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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такового эндогенных гонадотропинов, что влияет
на их фармакокинетику и специфичность актива-
ции внутриклеточных эффекторных белков и тран-
скрипционных факторов [4, 5]. Известно, что акти-
вация рецептора ЛГ/ХГЧ приводит к стимуляции
сразу нескольких типов гетеротримерных G-бел-
ков и адаптерных белков β-аррестинов: через Gs-
белок и сопряженный с ним фермент аденилат-
циклазу активируются цАМФ-зависимые сигналь-
ные пути, через Gq/11-белок и фосфолипазу Сβ –
кальций-зависимые пути, через β-аррестины осу-
ществляются эндоцитоз лиганд-рецепторного
комплекса с последующей деградацией или рецик-
лизацией рецептора и происходит стимуляция кас-
када митоген-активируемых протеинкиназ [5, 6].
Изменение паттерна N-гликозилирования гонадо-
тропинов может существенно изменить профиль
активации ими G-белков и β-аррестинов, одним из
следствий чего может стать даун-регуляция рецеп-
торов ЛГ/ХГЧ. Так, длительная активация фолли-
кулярных клеток с помощью ЛГ или ХГЧ вызывает
в значительной степени выраженное снижение
экспрессии гена рецептора ЛГ/ХГЧ и уменьшает
число активных рецепторов на поверхности кле-
ток, что является причиной развития резистентно-
сти к ЛГ [7–9]. Снижение чувствительности к эн-
догенному ЛГ было продемонстрировано у муж-
чин, которых длительное время лечили ХГЧ [10], а
также у самцов крыс, которых многократно обра-
батывали ХГЧ в дозах, превышающих физиологи-
ческие, причем ключевым фактором развития ре-
зистентности к ЛГ в этом случае было значимое
снижение числа рецепторов ЛГ/ХГЧ [11, 12].

Все вышесказанное указывает на необходи-
мость разработки альтернативных путей специ-
фичной активации рецептора ЛГ/ХГЧ, которые
позволят стимулировать овариальный стероидоге-
нез и индуцировать овуляцию, не вызывая син-
дром гиперстимуляции яичников, развитие рези-
стентности к ЛГ и другие нежелательные послед-
ствия гонадотропиновой терапии. Основные
ожидания здесь связывают с низкомолекулярными
гетероциклическими соединениями со свойствами
агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ, в первую очередь, с
производными тиено[2,3-d]-пиримидина [13–15].
Нами ранее были разработаны тиено[2,3-d]-пири-
мидиновые производные TP01, TP03 и TP04 с ак-
тивностью агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ, которые
при внутрибрюшинном и пероральном способах
введения самцам крыс повышали уровень тесто-
стерона в семенниках и крови, стимулировали сте-
роидогенез в семенниках, восстанавливали уровни
тестостерона и сперматогенез при диабетической
патологии и старении [11, 16, 17]. Однако данные о
влиянии низкомолекулярных аллостерических
агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ на овариальный сте-
роидогенез у половозрелых самок грызунов отсут-
ствуют.

Целью работы было изучить влияние соедине-
ния TP03 и взятого для сравнения ХГЧ на овари-
альный стероидогенез у половозрелых самок крыс,
находящихся в стадии позднего проэструса, в том
числе предварительно обработанных Оргалутра-
ном, антагонистом GnRH с пролонгированным
действием. В крови крыс оценивали динамику из-
менений уровней эстрадиола, прогестерона и ЛГ, в
яичниках – экспрессию генов стероидогенеза и ре-
цептора ЛГ/ХГЧ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В опытах использовали четырех-пятимесячных

самок крыс, которых содержали в стандартных
условиях вивария, по пять животных в клетке, со
свободным доступом к воде и сухому корму.

Перед началом эксперимента определяли фазу
эстрального цикла у половозрелых самок крыс и
отбирали тех животных, которые находились в фа-
зе проэструса. Определение фазы эстрального цик-
ла крыс производили путем микроскопического
изучения вагинального мазка, в соответствии со
стандартными методиками [18, 19]. Мазки забира-
ли ежедневно в 11:00 по следующей схеме. Перед-
нюю часть тела крысы фиксировали, и с помощью
поднятия животного за хвост визуализировали
преддверие влагалища. Смоченный в физиологи-
ческом растворе ватный тампон вводили во влага-
лище и несколько раз проворачивали, после чего
мазок переносили с тампона на сухое предметное
стекло. Препарат высушивали на воздухе и окра-
шивали метиленовым синим для проведения мик-
роскопии. Стадии эстрального цикла определяли
исходя из соотношения трех типов клеток в мазке:
ядросодержащих эпителиоцитов, безъядерных
ороговевших эпителиоцитов и лейкоцитов. В фазе
проэструса в мазке присутствовали только ядросо-
держащие эпителиоциты.

У животных с верифицированной фазой про-
эструса из хвостовой вены забирали образцы крови
для оценки базовых уровней гормонов (12.00), по-
сле чего их сразу обрабатывали Оргалутраном (Or-
ganon N.V., Нидерланды), антагонистом GnRH,
который вводили подкожно в разовой дозе
100 мкг/кг массы тела. Крысам без обработки Ор-
галутраном (контроль) вводили физиологический
раствор в том же объеме и в те же сроки. Спустя 3 ч
после обработки Оргалутраном (15.00) у животных
забирали образцы крови для оценки ранних эф-
фектов антагониста GnRH, после чего им одно-
кратно вводили агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ –
TP03 и ХГЧ, используя дозы, подобранные на ос-
новании предварительных экспериментов и вызы-
вающие максимальный стероидогенный эффект. В
случае TP03 доза составила 40 мг/кг (внутрибрю-
шинно), в случае ХГЧ – 30 МЕ/крысу (подкожно).
Контрольным животным (без обработки Орга-
лутраном) также вводили эти препараты в тех же
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дозах. Части контрольных крыс и животным с об-
работкой Оргалутраном вместо агонистов рецепто-
ра ЛГ/ХГЧ вводили ДМСО (внутрибрюшинно) в
том же объеме (200 мкл), что и TP03. Ранее нами
было показано, что ДМСО при внутрибрюшинном
введении в указанном объеме не влияет на показа-
тели стероидогенеза и на метаболические, гормо-
нальные и функциональные показатели [11]. Через
3 ч после введения агонистов (через 6 ч после обра-
ботки Оргалутраном) животных подвергали ане-
стезии (хлоральгидрат, 400 мг/кг, в/б), повторно
забирали у них кровь для оценки уровней гормонов
и затем декапитировали. После декапитации заби-
рали и взвешивали яичники и с помощью ПЦР в
реальном времени измеряли в них экспрессию це-
левых генов.

В общей сложности были сформированы и изу-
чены следующие 6 групп (в каждой по 5 крыс): кон-
трольные крысы, без обработки Оргалутраном и
агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ (группа C), крысы с
обработкой Оргалутраном, но без введения агони-
стов рецептора ЛГ/ХГЧ (группа Org), крысы без
обработки Оргалутраном, но с введением TP03
(группа C+TP) или ХГЧ (группа C + hCG), крысы
с обработкой Оргалутраном и с последующим вве-
дением TP03 (группа Org+TP) или ХГЧ (группа
Org + hCG).

5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-
4-(3(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]пирими-
дин-6-карбоксамид (TP03) синтезировали с ис-
пользованием реакции 1.0 эквивалента 5-амино-4-
(3-аминофенил)-N-трет-бутил-2-(метилсульфа-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида с 1.1
эквивалентом никотиновой кислоты в присут-
ствии 1.1 эквивалента 1-[бис(диметиламино)мети-
лен]-1H-1,2,3-триазоло[4,5-b]пиридиний 3-оксид
гексафторфосфата (HATU) и 1.2 эквивалента N,N-
диизопропилэтиламина в сухом N,N-диметилфор-
мамиде, как описано ранее [17]. Реакцию осу-
ществляли в течение 5 ч (t = 22°C), целевой продукт
очищали перекристаллизацией из этанола, на за-
ключительном этапе использовали колоночную
хроматографию. Соединение TP03 представляло
собой желтый негигроскопичный порошок с тем-
пературой плавления, равной 157–159°C. Структу-
ра соединения TP03 была подтверждена данными
ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии высо-
кого разрешения. Результаты 1H-ЯМР-спектро-
скопии (ДМСО-d6), δ, ppm (J, Hz): 1.37 (9H, s,
C(CH3)3); 2.62 (3H, s, SCH3); 6.14 (2H, s, NH2); 6.98
(1H, s, NH-t-Bu); 7.42 (1H, d, J = 7.8, 4'-H); 7.57–
7.64 (2H, m, 5'-H и 5"-H); 8.04 (1H, d, J = 8.2, 2'-H);
8.08 (1H, s, 6'-H); 8.33 (1H, d, J = 7.7, 4"-H); 8.78 (1H,
d, J = 4.8, 6"-H); 9.14 (1H, s, 2"-H), 10.72 (1H, s, 3'-
NH).  Результаты 13 C-ЯМР-спектр оскопии
(ДМСО-d6), δ, ppm: (14.3 (SCH3); 29.2 (C(CH3)3);
51.9 (C(CH3)3); 97.7; 117.8; 120.9; 122.5; 124.0; 124.9;
129.8; 130.8; 136.0; 137.1; 139.6; 144.7; 149.2; 152.8;

162.5; 164.9; 165.2; 167.8; 168.8). По данным масс-
спектрометрии высокого разрешения (electrospray
ionization – time of f light, ESI-TOF) масса молеку-
лярного иона соединения TP03 (M + Na+) состави-
ла 515.1304, что практически совпадало с рассчи-
танной массой молекулярного иона для этого со-
единения (515.1294). Для регистрации масс-
спектров использовали спектрометр “Bruker mi-
crOTOF” (“Bruker”, Германия), для регистрации
ЯМР-спектров – спектрометр “Bruker Avance III
400” (400.13 МГц для 1H-ЯМР и 100.61 МГц для
13C-ЯМР) (“Bruker”, Германия).

Уровни эстрадиола и прогестерона в крови крыс
определяли с помощью иммуноферментного ана-
лиза, используя наборы “Эстрадиол-ИФА” и
“Прогестерон-ИФА” (“ХЕМА”, Россия). Уровень
ЛГ определяли с помощью набора “ELISA for LH,
Rat” (“Cloud-Clone Corp.”, США).

Тотальную РНК из яичников выделяли с помо-
щью реагента “ExtractRNA” (“Евроген”, Россия),
затем проводили обратную транскрипцию для по-
лучения кДНК с помощью набора “MMLV RT Kit”
(“Евроген”, Россия). ПЦР в реальном времени
проводили на амплификаторе “Applied Biosyste-
ms® 7500 Real-Time PCR System” (“Life Technolo-
gies, Thermo Fisher Scientific Inc.”, США) в смеси,
содержащей 0.4 мкМ прямого и обратного прайме-
ров, используя реагент “qPCR-HS SYBR+Low
ROX” (“Евроген”, Россия). Последовательности
праймеров представлены в табл. 1. Для количе-
ственного анализа данных по генной экспрессии
использовали метод delta-delta Ct [20]. Для расчетов
использовали программное обеспечение 7500 Soft-
ware v2.0.6 и Expression Suite Software v1.0.3. Значе-
ния RQ для генной экспрессии рассчитывали по
отношению к контролю, который был принят за
единицу. Экспрессия гена Actb, кодирующего ак-
тин B, была использована в качестве эндогенного
контроля.

Для статистического анализа полученных дан-
ных использовали программу “Microsoft Office
Excel 2007”. Нормальность распределения оцени-
вали в соответствии с критерием Шапиро–Уилка.
Для сравнения двух выборок с нормальным рас-
пределением использовали t-критерий Стьюдента,
для сравнения трех групп – дисперсионный анализ
с поправкой Бонферрони. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0.05. Данные пред-
ставляли как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Масса яичников, которая в контрольной группе

самок крыс составила 0.114 ± 0.010 г, при обработке
TP03 и ХГЧ значимо не менялась и составила
0.132 ± 0.007 и 0.138 ± 0.007 г соответственно
(p > 0.05 в сравнении с контролем). При обработке
Оргалутраном масса яичников также не менялась
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(0.104 ± 0.011 г, p > 0.05 в сравнении с группой “C”).
Отмечали тенденцию к повышению массы яични-
ков в группах “Org+TP” (0.136 ± 0.010 г) и
“Org + hCG” (0.140 ± 0.011 г), но различия с груп-
пой “Org” не были значимыми (p > 0.05).

Уровень ЛГ в крови контрольных крыс менялся
в ходе эксперимента, в значительной степени по-
вышаясь к 15.00 в сравнении с исходной точкой
(12.00), и сохранялся на высоком уровне до 18.00
(рис. 1). Обработка Оргалутраном, антагонистом
GnRH подавляла продукцию ЛГ, что выражалось в
значительном снижении уровня гормона, который
через 6 ч после введения Оргалутрана был почти в
два раза ниже, чем в контрольной группе. На это
указывают значения AUC12.00–18.00, интегрирован-
ной площади под кривой “концентрация ЛГ
(нг/мл)–время (ч)”, для исследуемых групп
(табл. 2). Обработка TP03 спустя 3 ч после его вве-
дения (18.00) слабо влияла на уровень ЛГ в группах
с обработкой Оргалутраном и без таковой, в то вре-
мя как обработка ХГЧ через 3 ч значимо снижала
уровень ЛГ у контрольных крыс (“C + hCG” vs.
“C”, p = 0.016), но не влияла на уровень гормона в
группе “Org + hCG” (рис. 1). При этом, однако,
значения AUC12.00–18.00 в группах “C” и “C + hCG”
не различались (табл. 2).

Уровень прогестерона в крови контрольных
крыс, находившихся в фазе проэструса, на протя-
жении эксперимента существенно не менялся, в то
время как через 3 ч после обработки крыс с помо-
щью TP03 и ХГЧ он значимо повышался, причем
эффективность препаратов в выбранных для ис-
следования дозах была сходной (рис. 2, табл. 2).
После обработки Оргалутраном отмечали значи-
мое снижение уровня прогестерона – через 6 ч по-
сле обработки его концентрация в крови крыс
группы “Org” была в 4.3 раза ниже, чем у контроль-
ных животных (рис. 2). На ослабление продукции
прогестерона указывают значения AUC12.00–18.00 ин-
тегрированной площади под кривой “концентра-

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых для оценки экспрессии генов в яичниках крыс

Ген Прямой и обратный праймеры GenBank

Lhcgr (For) CTGCGCTGTCCTGGCC;
(Rev) CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA

NM_012978.1

Star (For) AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC;
(Rev) CACCTGGCACCACCTTACTT

NM_031558.3

Cyp11a1 (For) TATTCCGCTTTGCCTTTGAG;
(Rev) CACGATCTCCTCCAACATCC

NM_017286.3

Hsd3b (For) AGGCCTGTGTCCAAGCTAGTGT;
(Rev) CTCGGCCATCTTTTTGCTGTAT

XM_017591325.1

Cyp17a1 (For) CATCCCCCACAAGGCTAAC;
(Rev) TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA

XM_006231435.3

Hsd17b (For) CCTTTGGCTTTGCCATGAGA;
(Rev) CAATCCATCCTGCTCCAACCT

NM_024392.2

Cyp19a1 (For) GGTATCAGCCTGTCGTGGAC;
(Rev) AGCCTGTGCATTCTTCCGAT

NM_017085.2

Actb (For) CTGGCACCACACCTTCTACA;
(Rev) AGGTCTCAAACATGATCTGGGT

NM_031144.3

Рис. 1. Уровни лютеинизирующего гормона в крови са-
мок крыс в фазе проэструса и влияние на них обработ-
ки антагонистом GnRH Оргалутраном (однократно,
подкожно, 100 мкг/кг) и агонистами рецептора
ЛГ/ХГЧ – TP03 (однократно, внутрибрюшинно,
40 мг/кг) и ХГЧ (однократно, подкожно, 30 МЕ/крысу).
a – различия внутри каждой группы во временных точ-
ках 15.00 и 18.00 по сравнению с начальной точкой
(12.00) и b – различия между контролем и группами
“Org”, “C + TP”, “C + hCG” в сходных временных точ-
ках статистически значимы при p < 0.05. Во всех груп-
пах n = 5, значения представлены как M ± SEM.
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ция прогестерона (нМ)–время (ч)”, которые в
группе “Org” были на 54% ниже, чем в контроле
(табл. 2). Оба агониста рецептора ЛГ/ХГЧ повыша-
ли уровень прогестерона у крыс, обработанных Ор-
галутраном, но их эффекты были менее выражены,
чем в контрольных группах (рис. 2). Уровень эстра-
диола на протяжении эксперимента слабо менялся
в контрольной группе, и обработка Оргалутраном
и агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ на него влияла
лишь в небольшой степени (рис. 2).

Исследование в яичниках крыс экспрессии ге-
нов овариального стероидогенеза и гена, кодирую-
щего рецептор ЛГ/ХГЧ, привело к следующим ре-
зультатам. Экспрессия гена Star, кодирующего
холестерин-транспортирующий белок StAR, сни-
жалась в группе с обработкой Оргалутраном и по-
вышалась при обработке обоими агонистами ре-
цептора ЛГ/ХГЧ контрольных и обработанных Ор-
галутраном животных (табл. 3). Экспрессия гена
Cyp11a1, кодирующего цитохром P450scc (side
chain cleavage enzyme, CYP11A1), превращающий
холестерин в прегненолон, имела тенденцию к
снижению в группе “Org”, но различия с контро-
лем не были статистически значимыми (p = 0.069).
При этом TP03 и ХГЧ слабо влияли на экспрессию
гена Cyp11a1 в контрольных группах, но значимо
повышали ее в группах с обработкой Оргалутраном
(табл. 3).

Обработка антагонистом GnRH приводила к
снижению в 7 раз экспрессии гена Cyp17a1, коди-
рующего цитохром P450c17 (CYP17A1), который
катализирует двухстадийное превращение прегне-
нолона в дегидроэпиандростерон (ДГЭА) или про-
гестерона в андростендион. При этом обработка
TP03 и ХГЧ эффективно стимулировала экспрес-
сию этого гена как у контрольных, так и у обрабо-
танных Оргалутраном животных (табл. 3). Следует,
однако, отметить, что стимулирующий эффект
ХГЧ в обоих случаях превышал таковой TP03. Экс-

прессия генов Hsd3b и Hsd17b, кодирующих соот-
ветственно 3β- (3β-HSD) и 17β-гидроксистероид-
дегидрогеназы (17β-HSD), существенно не меня-
лась как при обработке Оргалутраном, так и
агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ, за исключением
группы “C + hCG”, в которой отмечали пониже-
ние экспрессии гена Hsd17b как по сравнению с
контролем, так и группой “Org” (табл. 3). Фермент
3β-HSD осуществляет превращение прегненолона
в прогестерон, в то время как 17β-HSD в зависимо-
сти от подтипа фермента катализирует широкий
спектр реакций на заключительных стадиях овари-
ального стероидогенеза, включая синтез эстроге-
нов.

Экспрессия гена Cyp19a1, кодирующего фер-
мент ароматазу, превращающего андрогены в эст-
рогены, слабо менялась при обработке самок крыс

Таблица 2. Значения AUC (интегрированной площади
под кривыми “концентрация гормона – время”) для
прогестерона, эстрадиола и ЛГ у контрольных крыс и у
животных, обработанных Оргалутраном и агонистами
рецептора ЛГ/ХГЧ

Примечание. Значения AUC включают шестичасовой времен-
ной промежуток (с 12.00 до 18.00) и выражены в относитель-
ных единицах. a – различия между контролем и группами
“Org”, “C+TP”, “C + hCG” и b – различия между группой
“Org” и группами “Org+TP”, “Org + hCG” статистически зна-
чимы при p < 0.05. Во всех группах n = 5, значения представле-
ны как M ± SEM.

Группа ЛГ Прогестерон Эстрадиол

C 85.9 ± 7.8 271 ± 38 3.09 ± 0.22
Org 52.6 ± 6.1 a 125 ± 14 a 2.27 ± 0.20 a

C+TP 85.9 ± 16.0 407 ± 29 a 3.80 ± 0.32

C + hCG 79.2 ± 11.3 381 ± 52 3.47 ± 0.44
Org+TP 46.0 ± 4.7 249 ± 32 b 2.66 ± 0.33

Org + hCG 41.7 ± 4.4 262 ± 24 b 2.84 ± 0.26

Рис. 2. Уровни прогестерона (а) и эстрадиола (b) в крови самок крыс в фазе проэструса и влияние на них обработки Ор-
галутраном и агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ – TP03 и ХГЧ.
a – различия внутри каждой группы во временных точках 15.00 и 18.00 по сравнению с начальной точкой (12.00), b – раз-
личия между контролем и группами “Org”, “C+TP”, “C + hCG” и c – различия между группой “Org” и группами
“Org+TP”, “Org + hCG” в сходных временных точках статистически значимы при p < 0.05. Во всех группах n = 5, значения
представлены как M±SEM.
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Оргалутраном, но значимо повышалась при обра-
ботке TP03 и ХГЧ как в контрольных, так и в обра-
ботанных антагонистом GnRH группах животных
(рис. 3). Экспрессия гена Lhcgr, кодирующего ре-
цептор ЛГ/ХГЧ, при обработке Оргалутраном име-
ла тенденцию к повышению (p = 0.05), что ассоци-
ировано со снижением уровня эндогенного ЛГ в
крови животных (рис. 3). Обработка ХГЧ значимо
снижала ее по отношению к группе “Org”, но не по
сравнению с контролем. Во всех группах с обработ-
кой TP03 экспрессия гена Lhcgr была сходной с ее
значением в контроле (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У препаратов мочевой формы ХГЧ и рекомби-
нантного ЛГ, широко применяемых для лечения

репродуктивных дисфункций у женщин и во вспо-
могательных репродуктивных технологиях, име-
ются существенные недостатки, обусловленные
гиперактивацией овариального стероидогенеза,
снижением чувствительности яичников к эндоген-
ным гонадотропинам, развитием синдрома гипер-
стимуляции яичников. В качестве возможной аль-
тернативы рассматривают низкомолекулярные
агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ, взаимодействующие
с его аллостерическим сайтом, расположенным
внутри трансмембранного домена. Ранее нами бы-
ли получены производные тиено[2,3-d]-пирими-
дина – соединения TP01, TP03 и TP04, способные
активировать рецептор ЛГ/ХГЧ по аллостериче-
скому механизму, которые при внутрибрюшинном
и пероральном введении самцам крыс стимулиро-
вали у них тестикулярный стероидогенез [11, 16,
17], а в условиях диабета и при физиологическом
старении восстанавливали андрогенный дефицит
и сперматогенез [11, 17]. Другими авторами про-
изводные тиено[2,3-d]-пиримидина, в том числе
соединение Org43553, были использованы для
стимуляции стероидогенеза в овариальных клет-
ках in vitro и для индукции овуляции у самок крыс
в условиях in vivo [14, 21, 22], а также для контроли-
руемой индукции овуляции у женщин-доброволь-
цев [23]. Следует отметить, что наряду с агониста-
ми, в настоящее время нами и другими авторами
разработаны низкомолекулярные антагонисты ре-
цептора ЛГ/ХГЧ, которые взаимодействуют с тем
же трансмембранным аллостерическим сайтом, но
при этом стабилизируют неактивную конформа-
цию рецептора [24, 25].

В настоящем исследовании было впервые изу-
чено влияние TP03, наиболее активного из разра-
ботанных нами производных тиено[2,3-d]-пири-
мидинов [17], на уровни стероидных гормонов в
крови и на экспрессию ключевых генов овариаль-
ного стероидогенеза у половозрелых самок крыс, в
том числе обработанных Оргалутраном. При внут-
рибрюшинном введении TP03 вызывал значимое

Таблица 3. Экспрессия стероидогенных генов в яичниках крыс и влияние на нее обработки Оргалутраном
(100 мкг/кг) и агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ – TP03 (40 мг/кг) и ХГЧ (30 МЕ/крысу)

Примечание. a – различия с группой “C” и b – различия с группой “Org” статистически значимы при p < 0.05. Во всех группах
n = 5, значения представлены как M ± SEM.

Группа
Star Cyp11a1 Hsd3b Cyp17a1 Hsd17b

RQ, отн. ед.

C 1.03 ± 0.13 1.03 ± 0.16 1.01 ± 0.13 1.05 ± 0.13 1.01 ± 0.09
Org 0.57 ± 0.11 a 0.65 ± 0.08 0.80 ± 0.10 0.15 ± 0.03 a 1.11 ± 0.04

C+TP 1.51 ± 0.10 a,b 1.37 ± 0.03 b 0.96 ± 0.06 2.44 ± 0.33 a,b 1.29 ± 0.15

C + hCG 1.62 ± 0.13 a,b 1.24 ± 0.18 b 0.76 ± 0.08 3.42 ± 0.55 a,b 0.72 ± 0.06 a,b

Org+TP 1.52 ± 0.19 b 1.41 ± 0.16 b 1.08 ± 0.16 1.75 ± 0.20 a,b 1.52 ± 0.19

Org + hCG 1.56 ± 0.15 b 1.25 ± 0.12 b 1.07 ± 0.09 2.98 ± 0.53 a,b 1.15 ± 0.10

Рис. 3. Экспрессия генов ароматазы (Cyp19a1) и рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ в яичниках крыс и влияние на нее обра-
ботки Оргалутраном (100 мкг/кг), TP03 (40 мг/кг) и
ХГЧ (30 МЕ/крысу).
a – различия с группой “C” и b – различия с группой
“Org” статистически значимы при p < 0.05. Во всех
группах n = 5, значения представлены как M ± SEM.
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повышение уровня прогестерона как у контроль-
ных крыс, так и у животных, обработанных Орга-
лутраном (действующее вещество Ганиреликс). По
величине стимулирующего эффекта в обеих груп-
пах животных TP03 был сопоставим с ХГЧ (рис. 2).
Выявленная нами способность TP03 эффективно
стимулировать продукцию прогестерона согласу-
ется с результатами экспериментов in vitro, полу-
ченными другими авторами при обработке фолли-
кулярных клеток другим тиено[2,3-d]-пиримиди-
новым производным – Org43553 [14, 21].
Необходимо отметить, что антагонисты GnRH с
пролонгированным действием, включая Ганире-
ликс, в условиях in vitro и in vivo быстро и эффек-
тивно снижают секрецию ЛГ и, как следствие, ин-
гибируют продукцию прогестерона яичниками [26,
27]. В нашем случае Оргалутран значимо снижал
уровень циркулирующего в крови ЛГ через 6 ч по-
сле обработки, хотя уже через 3 ч отмечалась тен-
денция к снижению уровня гормона (рис. 1).
Вследствие этого прирост уровня прогестерона,
который вызывали TP03 и ХГЧ у крыс, обработан-
ных Оргалутраном, был обусловлен почти исклю-
чительно стимулирующим воздействием вводимых
препаратов на овариальный стероидогенез.

Стимулирующие продукцию прогестерона эф-
фекты TP03 и ХГЧ, оцениваемые по вызываемому
ими приросту концентрации гормона над его уров-
нем в соответствующей необработанной агониста-
ми рецептора ЛГ/ХГЧ группе, были сходными, что
указывает на отсутствие значимых изменений чув-
ствительности к ним рецепторов ЛГ/ХГЧ и систе-
мы овариального стероидогенеза в условиях подав-
ления секреции ЛГ Оргалутраном. В этой связи
нужно отметить, что через 6 ч после обработки ан-
тагонистом GnRH в яичниках отмечалась тенден-
ция к повышению экспрессии гена рецептора
ЛГ/ХГЧ, как компенсаторная реакция на сниже-
ние уровня ЛГ в крови и недостаточную в связи с
этим активацию ЛГ-зависимых сигнальных путей
в фолликулярных клетках. В пользу этого свиде-
тельствует тот факт, что применение ХГЧ вызыва-
ло двукратное снижение экспрессии гена Lhcgr
(рис. 3). Необходимо отметить, что ХГЧ-индуци-
рованное снижение экспрессии гена рецептора
ЛГ/ХГЧ было показано другими авторами в фолли-
кулярных клетках яичников [7–9], а нами ранее в
клетках Лейдига семенников крыс [11, 25]. Наряду
с этим обработка контрольных крыс с помощью
ХГЧ приводила к значимому снижению уровня ЛГ
в крови, что указывает на ХГЧ-индуцированное
подавление продукции эндогенных гонадотропи-
нов.

Нами установлено, что TP03 и ХГЧ практически
не влияли на продукцию эстрадиола, Это обуслов-
лено тем, что пик эстрадиола в ходе эстрального
цикла приходится на заключительную стадию ди-
эструса и первую половину фазы проэструса, а ис-
следование включало вторую половину фазы про-

эструса с характерным для него повышением про-
дукции прогестерона, вызываемого агонистами
рецептора ЛГ/ХГЧ, в том числе эндогенным ЛГ
[28, 29].

Исследование экспрессии стероидогенных ге-
нов показало, что введение TP03 и ХГЧ контроль-
ным и обработанным Оргалутраном крысам суще-
ственно повышает в яичниках экспрессию генов
Star и Cyp17a1, кодирующих ключевые для проте-
кания овариального стероидогенеза белки – холе-
стерин-транспортирующий белок StAR и цито-
хром P450c17 (CYP17A1). Белок StAR является од-
ной из основных мишеней при стимуляции клеток
теки и гранулезы яичников ЛГ и ХГЧ, поскольку
промотор гена Star содержит сайты связывания с
цАМФ-зависимыми транскрипционными факто-
рами, в первую очередь CREB, которые активиру-
ются через посредство сигнального пути рецептор
ЛГ/ХГЧ–Gs-белок–аденилатциклаза–протеинки-
наза А [30]. Согласно ранее полученным нами в
условиях in vitro данным, TP03 и его структурные
аналоги через посредство рецептора ЛГ/ХГЧ се-
лективно стимулируют аденилатциклазу и повы-
шают внутриклеточный уровень цАМФ, действуя
подобно ХГЧ, но более селективно в отношении
Gs-белок-зависимых путей [31, 32]. Вследствие
этого способность TP03 активировать цАМФ-за-
висимые сигнальные каскады является причиной
повышения экспрессии гена Star, сопоставимого с
таковым при использовании ХГЧ. Тот факт, что
стимулирующий эффект в яичниках не столь зна-
чителен, как в случае воздействия TP03 на экспрес-
сию гена Star в тестикулярных клетках [17], может
быть обусловлен сравнительно высоким базовым
уровнем экспрессии этого гена на стадии позднего
проэструса [33].

Цитохром P450c17 совмещает в себе активности
17-гидроксилазы и 17,20-лиазы и катализирует раз-
личные стероидогенные реакции, в зависимости от
фазы цикла, типа клеток и видовой принадлежно-
сти организма. Основными реакциями, которые
катализируются цитохромом P450c17, являются
превращение прегненолона в 17ОН-прегненолон и
далее в дегидроэпиандростерон (ДГЭА) и превра-
щение прогестерона в 17ОН-прогестерон и далее в
андростендион [34]. Необходимо отметить, что в
фазе проэструса экспрессия и активность цитохро-
ма P450c17 существенно повышаются, что обу-
словлено повышением синтеза андрогенов клетка-
ми теки [34]. Регуляция экспрессии гена Cyp17a1 в
клетках теки осуществляется в основном через
цАМФ-зависимые сигнальные пути как результат
активации рецепторов ЛГ/ХГЧ гонадотропинами,
но в этот процесс могут быть вовлечены и другие
сигнальные пути, в том числе реализуемые через
стимуляцию форбол-чувствительных изоформ
протеинкиназы С. При этом активация цАМФ-за-
висимых путей и протеинкиназы А приводит к по-
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вышению экспрессии гена Cyp17a1, в то время ак-
тивация протеинкиназы С вызывает снижение
стимулированной цАМФ экспрессии этого гена
[34, 35]. Следует отметить, что в клетках гранулезы
экспрессия гена Cyp17a1 существенно ниже и ме-
нее подвержена влиянию цАМФ-зависимого сиг-
налинга [34]. В наших экспериментах стимулирую-
щие эффекты TP03 и ХГЧ на экспрессию гена
Cyp17a1 были отчетливо выражены не только у
контрольных животных, но и у самок крыс, пред-
варительно обработанных Оргалутраном, которые
в отсутствие стимуляции агонистами рецептора
ЛГ/ХГЧ имели крайне низкий уровень генной экс-
прессии цитохрома P450c17 (табл. 3). С учетом вы-
зываемой TP03 избирательной стимуляции
цАМФ-сигналинга, можно сделать заключение,
что именно активация цАМФ-зависимых путей в
яичниках крыс с дефицитом эндогенного ЛГ явля-
ется основной причиной повышения экспрессии
гена Cyp17a1. Однако следует учитывать времен-
ную динамику этого эффекта, поскольку с исполь-
зованием вестерн-блоттинга показано, что через
7 ч после введения ХГЧ содержание белка цитохро-
ма P450c17 в фолликулярных клетках крысы суще-
ственно снижалось, что можно рассматривать как
компенсаторную реакцию, следующую за всплес-
ком стероидогенной активности [36].

Достаточно неожиданным было отсутствие в
контрольной группе значимого стимулирующего
эффекта TP03 и ХГЧ на экспрессию гена Cyp11a1,
кодирующего цитохром P450scc (CYP11A1), ката-
лизирующий превращение холестерина в прегне-
нолон. С другой стороны, у крыс с обработкой Ор-
галутраном, у которых отмечали незначительное
снижение экспрессии гена Cyp11a1, стимулирую-
щие эффекты обоих исследуемых агонистов рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ были статистически значимы
(табл. 3). Основываясь на данных литературы, име-
ются основания считать, что причинами этого яв-
ляются сравнительно высокий уровень экспрессии
гена Cyp11a1 и количества белка цитохрома
P450scc в фазе позднего проэструса [37, 38], а также
более медленное в сравнении с генами Star и
Cyp17a1 стимулирующее влияние агонистов рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ на экспрессию гена Cyp11a1 [39]. Так,
у контрольных крыс повышенный в проэструсе
уровень экспрессии гена Cyp11a1 маскирует стиму-
лирующие эффекты TP03 и ХГЧ, но при неболь-
шом снижении этого уровня в условиях дефицита
эндогенного ЛГ эти эффекты начинают выявляться.

Ароматаза (цитохром P450c19) является одним
из ключевых ферментов овариального стероидоге-
неза, катализируя превращение андрогенов в эст-
рогены. В ходе эстрального цикла экспрессия и ак-
тивность ароматазы сильно меняются, причем из-
менение активности фермента “отстает” от
экспрессии гена Cyp19a1. Так, экспрессия гена
Cyp19a1 максимальна в диэструсе, немного снижа-
ется в первой половине проэструса и резко снижа-

ется, становясь почти неопределяемой, в фазе эст-
руса, в то время как пик активности фермента при-
ходится на проэструс и далее постепенно
снижается до наступления фазы диэструса следую-
щего цикла [40], и это положительно коррелирует с
количеством белка ароматазы и с количеством эст-
радиола в крови в эти периоды развития фолликула
[41]. Эти изменения активности также ассоцииро-
ваны с подъемом уровня ЛГ и активацией ЛГ-зави-
симых сигнальных путей в клетках гранулезы и, в
меньшей степени, в клетках теки [41]. Нами пока-
зано сопоставимое по величине стимулирующее
влияние ХГЧ и TP03 на экспрессию гена Cyp19a1,
как у контрольных самок крыс, так и у животных с
обработкой Оргалутраном, и это повышение поло-
жительно коррелировало со стероидогенной ак-
тивностью обоих агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ
(рис. 3). Интересно отметить, что стимулирующий
эффект ХГЧ на экспрессию гена ароматазы, в от-
личие от такового на экспрессию гена Cyp17a1, сла-
бо отличался от такового TP03. Так, соотношение
экспрессий гена Cyp17a1 в группах “Org + hCG” и
“Org + TP” составило 1.70, а гена ароматазы – 0.89.

Таким образом, нами впервые показано, что
введение половозрелым самкам крыс TP03, низко-
молекулярного аллостерического агониста рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ, вызывает у них повышение уровня
прогестерона, в различной степени усиливает экс-
прессию ряда стероидогенных генов – холестерин-
транспортирующего белка StAR, цитохрома
P450c17 и ароматазы, и этот эффект проявлялся
как у контрольных крыс, в присутствии нормаль-
ного эндогенного ЛГ, так и у крыс, обработанных
антагонистом GnRH, с пониженным уровнем эн-
догенного ЛГ. Эффекты TP03 были сопоставимы с
таковыми ХГЧ, широко используемого в клинике
активатора овариального стероидогенеза и индук-
тора овуляции. При этом, в отличие от ХГЧ, TP03
не вызывал ослабления функционирования ком-
понентов гонадной оси, на что указывает отсут-
ствие его влияния на уровень ЛГ в крови и на экс-
прессию рецепторов ЛГ/ХГЧ в яичниках. Имеются
основания считать, что более мягкая стимуляция
стероидогенеза под действием TP03 может снижать
риски развития гиперстимуляции яичников, что
требует дальнейшего исследования. Полученные
данные свидетельствуют о способности TP03 сти-
мулировать овариальный стероидогенез у поло-
возрелых крыс и о перспективности разработки на
основе этого соединения лекарственных форм для
контролируемой индукции овуляции.
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EFFECT OF DIFFERENT LUTEINIZING HORMONE RECEPTOR
AGONISTS ON OVARIAN STEROIDOGENESIS

IN MATURE FEMALE RATS
A. A. Bakhtyukova, K. V. Derkacha, E. A. Fokinaa, I. A. Lebedeva,

V. N. Sorokoumovb, L. V. Bayunova a, and A. O. Shpakova,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
b Institute of Chemistry, St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia

#e-mail: alex_shpakov@list.ru

In clinical practice, ovarian steroidogenesis is stimulated and ovulation is induced using such gonadotropin
preparations as human chorionic gonadotropin (hCG) and luteinizing hormone (LH) which, however, have a
number of side effects, including a reduction in ovarian sensitivity to endogenous LH and ovarian hyperstimu-
lation syndrome. An alternative to hCG and LH could be allosteric LH/hCG receptor agonists, including the
thieno-[2,3-d]-pyrimidine derivative TP03 developed in our laboratory. This work was aimed to study the effect
of TP03 (40 μg/kg, i.p.) versus hCG (30 IU/rat, s.c.) on ovarian steroidogenesis in mature female rats in the late
proestrus phase, including those treated with the gonadotropin releasing hormone (GnRH) antagonist Orgalu-
tran (100 μg/kg, s.c., 3 h before TP03 or hCG administration). Estradiol, progesterone and LH levels were mea-
sured in the blood, while expression levels of the steroidogenesis-related genes Star, Cyp11a1, Hsd3b, Cyp17a1,
Hsd17b, Cyp19a1 and LH/hCG receptor gene Lhcgr were assessed in the ovaries. Three hours after administra-
tion, TP03 and hCG increased blood progesterone levels and stimulated the expression of genes encoding the
cholesterol-transporting protein StAR, cytochrome P450c17 and aromatase (cytochrome P450c19), with this ef-
fects detected both in control rats with normal LH levels and in Orgalutran-treated rats with reduced LH levels.
The effects of TP03 were comparable to those of hCG, but in contrast to hCG, TP03 did not reduce the activity
of the hypothalamic–pituitary–gonadal axis, as indicated by the lack of its influence on blood LH levels and
ovarian expression of LH/hCG receptors. Our data indicate the ability of TP03 to effectively stimulate ovarian
steroidogenesis, as well as good prospects for the development of TP03-based drugs for controlled ovulation in-
duction.

Keywords: allosteric agonist, ovarian steroidogenesis, luteinizing hormone receptor, human chorionic gonado-
tropin, mature rats, progesterone, cytochrome P450c17
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Многочастотные биоимпедансные исследования проведены у крыс, подвергнутых восьминедельному
курсу плавания и последующему восьминедельному периоду отсутствия физических нагрузок, и у кон-
трольных животных. Выявлено значимо меньшее отношение фазовых углов биоэлектрического импе-
данса легочной ткани при двух частотах электрического тока у крыс после длительных физических на-
грузок в сравнении с контрольными животными, которое может свидетельствовать о структурно-
функциональных изменениях легочной ткани. Не обнаружено значимых различий биоимпеданса мио-
карда левого желудочка сердца у крыс двух групп после восьми недель плавания. После восьминедель-
ного периода отсутствия физических нагрузок наблюдали у детренированных грызунов в сравнении с
контрольными значимо меньшее активное сопротивление биоэлектрического импеданса миокар-
диальной ткани и значимо большее отношение сопротивлений биоэлектрического импеданса легоч-
ной ткани при двух частотах электрического тока, которые могут указывать на отеки, а также сохране-
ние образовавшихся при физической нагрузке новых микрососудов.

Ключевые слова: плавание, принудительные тренировки, детренинг, биоимпеданс легочной и миокар-
диальной ткани
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Умеренные физические нагрузки приводят к
адаптационным изменениям сердечно-сосудистой
и респираторной систем, которые повышают
функциональные возможности организма. Регу-
лярные тренировки плаванием способствуют ре-
моделированию желудочков сердца, легочного
кровообращения [1], увеличению размеров легких
[2], улучшению перфузии скелетных мышц [3].
Прекращение физических тренировок вызывает
(в зависимости от длительности детренирования)
частичную или полную реверсию адаптаций к
нагрузкам [4].

Компоненты биоэлектрического импеданса те-
ла, являясь косвенными показателями распределе-
ния внутриклеточной и внеклеточной жидкости,
мышечной массы, используются для оценки эф-
фективности режима тренировок и производи-
тельности спортсменов [5]. Взаимосвязь между
уровнем результативности и фазовым углом био-
электрического импеданса тела, увеличение кото-
рого свидетельствует о положительном влиянии
физических упражнений на состояние организма,
может различаться в разных видах спорта [6]. Фазо-
вый угол биоэлектрического импеданса как харак-

теристика мышечной массы тела может использо-
ваться при сравнении детренированных групп
спортсменов с хорошо подготовленными [7].

В изменения биоэлектрического импеданса те-
ла человека комплексно вносят вклад дыхательная
активность, мышечные сокращения, объем цирку-
лирующей крови, перераспределение жидкости
организма [8]. Прямое измерение электрического
импеданса у животных позволит оценить влияние
физических тренировок и их прекращения на
структурно-функциональные изменения сердца и
легкого.

Плавание грызунов используется для изучения
адаптации сердечно-сосудистой системы и скелет-
ных мышц к физическим упражнениям [9]. Отме-
чено развитие физиологической гипертрофии
миокарда крыс при воздействии длительных физи-
ческих тренировок [10] и восстановление функци-
ональных изменений сердца после периода детре-
нинга [11].

Цель работы – исследовать показатели био-
электpичеcкого импеданса миокарда, легкого, тела
крыс после курса принудительного плавания и пе-
риода отсутствия физических тренировок.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования проведены на самцах крыс линии

Вистар (22 особи, 3 мес, масса тела 281.0 ± 25.4 г),
полученных из питомника лабораторных живот-
ных (ФИЦ Коми НЦ УрО РАН, г. Сыктывкар, Рос-
сия). Животных содержали в условиях свободного
доступа к водопроводной питьевой воде и корму в
помещении с естественно-искусственным освеще-
нием. Крысы находились в клетках группами по 2–
3 особи при температуре 20–22°C на подстилке из
древесных стружек.

Крысы были разделены на контрольную группу
(n = 11), животных из которой погружали в воду на
10 мин по два раза в неделю, чтобы уменьшить воз-
можные различия, вызванные стрессом от контак-
та с водой, и опытную группу (n = 11), животные из
которой прошли восьминедельный курс плавания.
Тренировки по плаванию проводили путем поме-
щения крыс в резервуар (50 × 60 × 65 см), напол-
ненный водопроводной водой на глубину 45 см.
Температуру воды поддерживали на уровне 30–
32°C. Резервуар был разделен пластиковыми пере-
городками на шесть ячеек. Чтобы избежать взаи-
модействия, каждую крысу помещали в отдельную
ячейку. Животные опытной группы плавали по
пять дней в неделю в течение восьми недель. Для
развития гипертрофии миокарда, вызванной дол-
говременной тренировкой плаванием использова-
ли протокол, модифицированный [12] на основе
работы [13]. Для адаптации животных продолжи-
тельность плавания увеличивали на 10 мин каж-
дый тренировочный день с исходных 10 мин в
первый день до достижения максимальной –
90 мин по два раза в день. Для проверки обратимо-
сти изменений, вызванных физическими упражне-
ниями, часть крыс обеих групп после прекращения
восьминедельной программы тренировок была
оставлена на восемь недель без проведения физи-
ческих тренировок.

У всех животных проводили эхокардиографиче-
скую (ЭхоКГ) оценку ремоделирования миокарда
и биоимпедансный анализ состава тела до трени-
ровок (исходное состояние), после восьминедель-
ного курса тренировок и после восьминедельного
периода без физических нагрузок. Для наркоза при
ЭхоКГ исследовании и измерении биоэлектриче-
ского импеданса тела использовали золетил (Zo-
letil, Франция, 2.5 мг/100 г веса тела, внутримы-
шечно).

Для измерения ЭхоКГ использовали ультразву-
ковую систему Logiq Pro (General Electric, США) с
линейным датчиком 10 МГц. В М-режиме реги-
стрировали конечный диастолический и систоли-
ческий размеры левого желудочка сердца (LVIDd
и LVIDs, см); в В-режиме определяли толщину
межжелудочковой перегородки и задней стенки
левого желудочка сердца вблизи папиллярных
мышц. Показатель сократимости левого желудочка

сердца – фракцию выброса – рассчитывали по
формуле Teichholz [14]. Массу левого желудочка
сердца крыс вычисляли как Ватсон и соавт. [15].
Определяли процентное изменение ЭхоКГ-пока-
зателей левого желудочка сердца относительно ис-
ходного значения.

Биоимпедансное исследование проводили при
помощи анализатора физических свойств материа-
лов и веществ 126094W (Solartron Analytical, Вели-
кобритания). Биоэлектрический импеданс тела из-
меряли при помощи игольчатых электродов из не-
ржавеющей стали, которые размещали согласно
рекомендациям [16], предложенным для оценки
состава тела у крысы.

Измеряли длину тела крыс без хвоста (L) в сан-
тиметрах. Индекс массы тела вычисляли как отно-
шение массы тела (г) к квадрату длины тела L (см2).
Массу тела и сердца определяли с помощью лабо-
раторных электронных весов EK 2000i (AND, Япо-
ния, точность 0.1 г). Относительную массу сердца
рассчитывали как отношение массы сердца (г) к
массе тела (кг).

Измерения биоимпеданса сердца и легкого бы-
ли проведены у 13 крыс (7 из опытной и 6 из кон-
трольной групп) после курса физических трениро-
вок, у 9 животных (4 из опытной и 5 из контроль-
ной групп) после периода отсутствия физических
тренировок, под наркозом: уретан (650 мг/кг массы
тела, внутрибрюшинно) в сочетании с золетилом.
У крыс перед вскрытием грудной клетки проводи-
ли трахеотомию и переводили животных на искус-
ственное дыхание с использованием аппарата
SAR-830/AP (CWE Inc., США). Частота дыхания
составляла 60 дыханий в мин, дыхательный объем
подбирали в зависимости от массы тела.

Измерение электрического импеданса проводи-
ли, располагая электроды: на эпикарде медиальной
части вентральной поверхности свободной стенки
левого желудочка сердца; на поверхности правой
медиальной доли легкого. Использовали датчик с
медными электродами (диаметр 0.1 мм, длина кон-
такта ~1 мм), расстояние между измеряющими
электродами 1.5 мм, токовыми – 5 мм. Вычисляли
постоянную ячейки c ≈ 77.7 м–1 на основе измере-
ний датчиком электрического сопротивления RNaCl
физиологического раствора (NaCl, 0.9%) при тем-
пературе 24.9°С с использованием формулы c =
= RNaCl/ρNaCl, где ρNaCl = 0.7 Ом*м.

По окончании эксперимента сердце вырезали.
У крыс опытной и контрольной групп сравнива-

ли изменения фазового угла (ϕ) биоэлектрического
импеданса тела при девяти частотах тока в диапазо-
не от 10 до 200 кГц и значения компонентов (актив-
ное (R) и реактивное сопротивление, фазовый
угол) биоэлектрического импеданса миокарда и
легкого при пяти частотах тока в диапазоне от 10 до
150 кГц. Вычисляли отношение компонентов био-
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импеданса миокарда и легкого, измеренных при
двух частотах: R50/100, ϕ10/ϕ100, ϕ10/ϕ120.

При значительном расстоянии между (токовы-
ми) электродами электрический ток охватывает су-
щественную долю толщины стенки левого желу-
дочка сердца, уменьшается влияние анизотропии
ткани на измерения сопротивления мышечной
ткани [17, 18].

Выбранный частотный диапазон характеризует-
ся резким частотным градиентом, свойственным
живым тканям [19]. Изменения импеданса тканей
на низких частотах могут быть обусловлены изме-
нениями кровотока и лимфотока, а на высоких ча-
стотах изменения импеданса свидетельствуют об
изменениях внутриклеточных процессов. [20]. От-
ношение сопротивлений тканей, измеренных при
двух частотах, отражает изменения объемов жид-
кости и электролитный баланс в организме. Фазо-
вый угол биоэлектрического импеданса тела чело-
века связан с соотношением объемов внутри- и
внеклеточной жидкости, количества клеточных
мембран на единицу объема жидкости [21], зависит
от степени развитости сосудистого русла в исследу-
емом участке [22]; изменения в частотном спектре
фазового угла биоимпеданса мышечной ткани мо-
гут быть обусловлены замещением ее жировой и
соединительной тканью [23].

Используя алгоритм аппроксимации данных
(годографа) дугой окружности [24], вычисляли па-
раметры модели Коула, внеклеточное (Re, Ом) и
внутриклеточное сопротивление (Ri, Ом). Опреде-
ляли показатель суммарного объема воды (ОВ,
см2/Ом) тела крыс согласно рекомендациям [25].
Оценка безжировой массы тела крыс пропорцио-
нальна суммарному объему воды [26]. Вычисляли
соотношение объемов внеклеточной жидкости и
внутриклеточной жидкости (ВКЖ/КЖ) тела крыс
как Ri/Re.

Отмечено увеличение объема внеклеточной
жидкости, уменьшение объема внутриклеточной
жидкости и абсолютного значения фазового угла у
людей с признаками хронического стресса [27].
Увеличение мышечной массы отражается увеличе-
нием объема внутриклеточной жидкости и абсо-
лютного значения фазового угла биоэлектрическо-
го импеданса тела спортсмена [28].

Статистическая обработка проведена с помо-
щью пакета программ статистического анализа
Statistica 10.0. Для проверки нормальности распре-
деления количественных признаков использовали
критерий Шапиро–Уилка. Равенство дисперсий
распределений признаков в группах проверяли по
критерию Левена. Нормально распределенные ко-
личественные признаки представлены как среднее
арифметическое ± стандартное отклонение. При
распределении, не соответствующем нормально-
му, величины описаны при помощи медианы Ме и
межквартильного размаха (Q1 – Q3). Уровень зна-

чимости различий принимали равным 0.05. Срав-
нения двух групп из совокупностей, отличающихся
от нормального распределения, проводили по кри-
терию Манна–Уитни или Вилкоксона. Для выяв-
ления различия биоэлектрического импеданса
сердца и легкого на множестве частот тока исполь-
зовали критерий Манна–Уитни с корректировкой
уровня статистической значимости при множе-
ственных сравнениях по формуле p = 1–0.951/n. Для
анализа воздействия долговременных физических
тренировок на изменение массы тела крыс прово-
дили дисперсионный анализ для повторных изме-
рений. Для анализа временных функциональных
изменений левого желудочка сердца крыс приме-
няли дисперсионный анализ Фридмана. Корреля-
ционный анализ (для всей выборки крыс) прово-
дили по критерию Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Масса тела и относительная масса сердца

За восемь недель тренировок масса тела крыс
двух групп увеличилась (F1,20 = 86.8, p < 0.001), на-
блюдали значимый (F1,20 = 9.9, p = 0.005) прирост
массы тела у животных опытной (от 279.5 ± 28.8 г
до 313.5 ± 38.8 г, p = 0.002) и контрольной (от
282.5 ± 22.9 г до 351.1 ± 29.2 г, p < 0.001) групп. В те-
чение курса плавания масса тела крыс опытной
группы увеличилась значимо меньше (p = 0.043),
чем у контрольных животных. После отдыха масса
тела крыс двух групп значимо не различалась
(406.8 ± 32.3 г – пловцов и 401.2 ± 41.6 г – кон-
трольных животных).

Отметили значимое увеличение индекса массы
тела у крыс (Fr = 6.5, сс = 2, p < 0.039 у крыс-плов-
цов и Fr = 10, сс = 2, p < 0.007 у контрольных живот-
ных) в период эксперимента. При парном сравне-
нии выявлено значимое увеличение индекса массы
тела у крыс контрольной группы после курса физи-
ческих нагрузок от 0.55 (0.53, 0.57) г/см2 до 0.6 (0.57,
0.61) г/см2 (T = 6, Z = 2.4, p = 0.016). Значимых меж-
групповых различий индекса массы тела у крыс
двух групп не обнаружили.

Относительная масса сердца у крыс двух групп
значимо не различалась после курса тренировок
(3.8 (3.4, 4.1) г/кг у пловцов и 3.4 (3, 3.7) г/кг в кон-
троле) и после отдыха (3.1 (3.1, 3.3) г/кг у пловцов и
3.5 (3.3, 3.5) г/кг в контроле).

Биоимпедансное исследование тела крыс
У крыс отметили значимое увеличение оценки

суммарного объема воды тела (Fr = 6, сс = 2,
p < 0.05 у крыс-пловцов и Fr = 7.6, сс = 2, p < 0.002
у контрольных животных) в период эксперимента.
При парном сравнении с учетом поправки Бон-
феррони значимых различий ОВ в разные моменты
времени у крыс двух групп не выявлено. После кур-
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са физических нагрузок наблюдали прирост ОВ на
19 (13, 29) и на 31 (9, 49)% соответственно у живот-
ных опытной и контрольной групп). В период от-
дыха ОВ увеличился только у тренированных крыс
(на 15 (12, 53)%). В конце эксперимента изменение
ОВ составило 60 (44, 63) и 48 (40, 68)% соответ-
ственно у животных опытной и контрольной групп
относительно исходного уровня.

Не было выявлено статистически значимых
межгрупповых различий в изменении отношения
ВКЖ/КЖ, фазового угла биоэлектрического им-
педанса тела крыс.

Биоимпедансное исследование легкого
После курса тренировок выявлены значимо

меньшие отношения фазовых углов биоэлектриче-
ского импеданса легкого ϕ10/ϕ100 (0.21 (0.18, 0.24) и
0.28 (0.24, 0.31), U = 23, Z = 2.7, p = 0.006) и ϕ10/ϕ120
(0.24 (0.22, 0.28) и 0.31 (0.25, 0.35), U = 23, Z = 2.7,
p = 0.006) у крыс опытной группы в сравнении с
контрольными животными (рис. 1). Наблюдали
тенденцию к более высоким абсолютным значени-
ям фазового угла биоэлектрического импеданса
легкого у пловцов в сравнении с контрольными
животными (ϕ120: 42.3° (34.6°, 47.8°) и 29.6° (24.3°,
40.7°), U = 35, Z = 2, p = 0.043).

После отдыха стали недостоверными различия в
коэффициентах ϕ10/ϕ100 (0.24 (0.22, 0.24) и 0.27
(0.19, 0.35)) и ϕ10/ϕ120 (0.27 (0.26, 0.29) и 0.31 (0.26,
0.38)) у крыс-пловцов и контрольных животных.

Отмечены показатели биоимпеданса легкого
крыс, различия которых не были достоверными
между группами животных после курса плавания,
но стали значимыми после периода детренирова-
ния. После курса тренировок коэффициент R50/100

(1.33 (1.17, 1.4) и 1.14 (1.04, 1.48)) биоэлектрического
импеданса легкого у крыс двух групп значимо не
различались. После отдыха отношение сопротив-
лений биоэлектрического импеданса легкого R50/100
(1.35 (1.26, 1.52) и 1.19 (1.13, 1.27), U = 18, Z = –2.4,
p = 0.019) стало значимо выше у животных опыт-
ной группы в сравнении с контрольными. При
этом медиана сопротивления биоэлектрического
импеданса легкого у крыс опытной группы после
отдыха была незначимо ниже при всех частотах в
сравнении с контрольными животными, при низ-
кой частоте тока различие было меньше между дву-
мя группами.

Установлена значимая корреляционная связь
между размерами левого желудочка сердца крыс
и отношением сопротивлений R50/100 (с LVIDs:
rs = 0.6, p = 0.006; с LVIDd: rs = 0.5, p = 0.016) био-
электрического импеданса легкого после отдыха.

Биоимпедансное исследование миокарда

Значимых различий биоэлектрического импе-
данса миокарда у крыс двух групп после восьми не-
дель физических нагрузок не было выявлено.

После отдыха у крыс-пловцов в сравнении с
контрольными животными обнаружено значимо
меньшее сопротивление R биоэлектрического им-
педанса миокарда (рис. 2b) при 70 кГц (365.7 (340.6,
383.6) Ом и 659.1 (452.3, 939.7) Ом, U = 2, Z = 3, p =
= 0.003) электрического тока, внутриклеточное со-
противление (101.6 (14.7, 452.4) Ом и 385.7 (307.7,
574.5) Ом, U = 11, Z = 2.1, p = 0.034), оценка
ВКЖ/КЖ (0.15 (0.02, 0.29) и 0.42 (0.31, 0.45), U = 12,
Z = 2, p = 0.044). Внеклеточное сопротивление бы-
ло незначимо ниже у тренированных животных по
сравнению со значением у контрольных крыс.

Рис. 1. Отношение фазовых углов (a) и активных сопротивлений (b) биоэлектрического импеданса легкого при двух ча-
стотах тока у крыс опытной (темные столбики) и контрольной (белые столбики) групп после курса физических нагрузок
и после периода отсутствия тренировок. * – p = 0.006 (слева), p = 0.019 (справа). На графике отображены распределение
данных от первого до третьего квартиля, медиана и среднее значение.
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Установлена значимая отрицательная корреля-
ционная связь между конечно диастолическим
(rs = –0.51, p = 0.037) и конечно систолическим
(rs = –0.49, p = 0.045) размерами левого желудочка
сердца крыс и активным сопротивлением биоэлек-
трического импеданса миокардиальной ткани ле-
вого желудочка сердца при частоте электрического
тока 70 кГц после отдыха.

ЭХО-КГ показатели левого желудочка сердца
Не выявлено значимых различий в изменении

фракции выброса, массы левого желудочка сердца
крыс после курса плавания и периода детренинга.

Отмечены значимые изменения конечного си-
столического размера левого желудочка сердца у
контрольных животных (LVIDs: Fr = 7.6, сс = 2, p <
< 0.022) и конечного диастолического размера ле-
вого желудочка сердца двух групп крыс (LVIDd;
Fr = 6.5, сс = 2, p < 0.039 у крыс-пловцов и Fr = 6.4,
сс = 2, p < 0.041 у контрольных животных) в период
эксперимента. При парном сравнении значений
LVIDs и LVIDd в разные моменты времени с учетом
поправки Бонферрони значимых различий не вы-
явлено (рис. 3). В период физических нагрузок у
контрольных и тренированных животных увеличи-
ваются конечно-диастолический и конечно-систо-

лический размеры левого желудочка сердца (табл. 1).
В период отдыха LVIDd уменьшился у контроль-
ных животных (на 15 (9, 28)%) относительно значе-
ний после курса плавания. Конечно-систоличе-
ский размер левого желудочка сердца при детре-
нинге уменьшился у крыс контрольной группы (на
25 (–4, 29)%), а у крыс опытной группы продолжил
увеличиваться (на 11 (2, 21)%) относительно значе-
ний после прекращения плавания, и в конце экс-
перимента отмечен существенный прирост отно-
сительно исходного значения (табл. 1).

Обнаружена значимая связь изменения LVIDs с
приростом массы тела и биоимпедансной оценки
суммарного объема жидкости тела крыс в периоды
физических нагрузок (rs = 0.5, p = 0.015 и rs = 0.7,
p = 0.002 соответственно) и отдыха (rs = 0.8, p =
= 0.016 и rs = 0.8, p = 0.021 соответственно).

По критерию Фридмана выявлены значимые
различия в трех измерениях в период эксперимента
толщины межжелудочковой перегородки у крыс
контрольной группы (Fr = 9.3, сс = 2, p < 0.009) в
систолу, у крыс опытной группы (Fr = 6, сс = 2,
p < 0.05) в диастолу. При парном сравнении с уче-
том поправки Бонферрони значимых различий
значений толщин межжелудочковой перегородки в
разные моменты эксперимента не выявлено (pис. 3).

Рис. 2. Сопротивление миокарда у крыс опытной (темные столбики) и контрольной (белые столбики) групп после курса
физических нагрузок (a) и после периода отсутствия тренировок (b) . * – p70 = 0.003. На графике отображены распределе-
ние данных от первого до третьего квартиля, медиана и среднее значение.

(a) (b)

*

2000
A

ct
iv

e 
re

si
st

an
ce

 o
f

bi
oe

le
ct

ri
ca

l m
yo

ca
rd

ia
l

im
pe

da
nc

e,
 O

hm 1600

1200

800

400

0
10080705020

Alternating current frequency, kHz

2000

A
ct

iv
e 

re
si

st
an

ce
 o

f
bi

oe
le

ct
ri

ca
l m

yo
ca

rd
ia

l
im

pe
da

nc
e,

 O
hm 1600

1200

800

400

0
10080705020

Alternating current frequency, kHz

Рис. 3. Изменение конечного систолического размера левого желудочка сердца (a), конечного диастолического размера
левого желудочка сердца (b) и толщины межжелудочковой перегородки (IVS) в систолу (c) у крыс опытной (темные стол-
бики) и контрольной (белые столбики) групп. На графике отображены распределение данных от первого до третьего
квартиля, медиана и среднее значение.
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После курса тренировок у животных опытной
группы увеличилась толщина межжелудочковой
перегородки в конце диастолы на 14 (0, 21)% от-
носительно исходного уровня (до 0.23 (0.19,
0.24) см), у крыс контрольной группы за этот же
период времени толщина межжелудочковой пе-
регородки заметно не изменилась (–4 (–14, 6)%,
0.2 (0.19, 0.22) см). Наблюдали значимое межгруп-
повое различие (U = 27.5, Z = –2.1, p = 0.033) в из-
менении толщины межжелудочковой перегородки
(в конце диастолы) в период физических нагрузок.

Выявлена значимая отрицательная корреля-
ционная связь между изменениями в период
физических нагрузок биоимпедансной оценки
суммарного объема жидкости тела и толщины
межжелудочковой перегородки сердца крыс в
систолу (rs = –0.5, p = 0.024) и диастолу (rs = –0.6,
p = 0.018).

Через 8 нед отдыха толщина межжелудочковой
перегородки в систолу у контрольных животных
увеличилась на 23 (7, 28)% по сравнению с состоя-
нием после адаптивных погружений в воду в тече-
ние 8 нед. У крыс опытной группы толщина ме-
жжелудочковой перегородки в систолу уменьши-
лась на 7 (0, 15)% по сравнению с состоянием после
тренировок. Выявлено значимое межгрупповое
различие (U = 0, Z = –2.3, p = 0.02) в изменении
толщины межжелудочковой перегородки (в конце
систолы) в период отдыха после прекращения кур-
са плавания.

Соотношение толщины межжелудочковой пе-
регородки сердца к ОВ в период эксперимента зна-
чимо изменилось только у крыс контрольной груп-
пы (Fr = 8.4, сс = 2, p < 0.015), но значимых меж-
групповых различий мы не выявили.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Восьминедельный курс плавания привел к зна-

чимым различиям в массе тела крыс двух групп, но
не отмечены существенные межгрупповые разли-
чия в относительной массе сердца. После отдыха
масса тела тренированных и нетренированных
крыс не отличалась.

Значимо меньший прирост массы тела трениро-
ванных крыс после курса плавания в сравнении с

крысами, ведущими малоподвижный образ жизни,
предполагает повышенную скорость метаболизма
и расход энергии у тренированных животных. Эти
изменения согласуются с ранее опубликованными
данными и отражают физиологическую адаптацию
организма к регулярным физическим упражнени-
ям [29].

Соотношение объемов внеклеточной и внутри-
клеточной жидкости, изменяющееся при стрессе,
определяемое по биоэлектрическому импедансу
тела, значимо не различалось у крыс двух групп в
период эксперимента.

Длительные физические нагрузки связаны с ха-
рактерными морфологическими и функциональ-
ными адаптациями миокарда. При восьминедель-
ном протоколе плавания у тренированных крыс в
сравнении с контрольными животными отмечена
значимо большая относительная масса сердца [30,
12]. Есть работы, указывающие на отсутствие раз-
личий в массе сердца у крыс, подверженных уме-
ренным тренировкам плаванию, в сравнении с
контрольными животными [31].

После восьминедельного курса плавания ранее
была выявлена значимо более высокая фракция
выброса у тренированных крыс в сравнении с кон-
трольными животными [30]. Отмечено значимое
увеличение толщин передней и задней стенки ле-
вого желудочка сердца и конечно-систолического
размера левого желудочка сердца, тенденция к уве-
личению толщины межжелудочковой перегородки
у крыс при 12-недельном периоде плавания. Пока-
зана обратимость вызванных тренировками функ-
циональных изменений сердца крыс, выявленных
по эхокардиографическим параметрам, после
восьминедельного периода отсутствия тренировок
[32].

В нашем исследовании не удалось выявить зна-
чимых межгрупповых различий фракции выброса
левого желудочка сердца крыс. Отмечена взаимо-
связь изменений конечного систолического разме-
ра левого желудочка сердца и массы тела крыс.
В согласии с работой [32], нами выявлено увеличе-
ние толщины межжелудочковой перегородки у
тренированных крыс после физических нагрузок,
отсутствие значимых межгрупповых различий в
конце эксперимента.

Таблица 1. Изменение ЭХО-КГ размеров левого желудочка сердца после физических нагрузок и в конце экспери-
мента относительно исходных значений

Наименование показателя Группа Изменение показателя 
после курса плавания

Изменение показателя
в конце эксперимента

LVIDs Опытная 15 (0, 61)% 59 (30, 75)%
Контрольная 24 (0, 61)% 27 (26, 29)%

LVIDd Опытная 17 (0, 38)% 22 (15, 34)%
Контрольная 18 (0, 37)% 21 (10, 28)%
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Влияние физических тренировок на ремодели-
рование миокарда сердца человека оценивают сов-
местно с изменениями состава (безжировой мас-
сы) тела [33]. Индексация эхокардиографической
характеристики гипертрофии миокарда к безжиро-
вой массе тела помогает различать физиологиче-
скую адаптацию сердца от изменений при ожире-
нии или гипертензии [34].

Нами обнаружено значимое различие в адапта-
ционных изменениях толщины межжелудочковой
перегородки сердца тренированных крыс в сравне-
нии с контрольными животными, но не выявлено
межгрупповых различий в соотношении толщины
межжелудочковой перегородки сердца к показате-
лю общей воды или безжировой массы тела.

При биоимпедансном исследовании легкого на-
ми отмечены значимые различия отношений фазо-
вого угла (после курса плавания) и сопротивления
(после отдыха) при двух частотах электрического
тока между плавающими и контрольными живот-
ными.

Отношение сопротивлений торакального био-
электрического импеданса человека растет при
увеличении объема воды в легких [35]. Снижение
амплитуды и сдвиг (увеличение) частотного спек-
тра биоимпеданса наблюдали при обнаружении уз-
лов в легочной ткани с опухолью [36]. При интер-
стициальной пневмонии, характеризующейся
утолщением альвеолярной стенки и уменьшением
содержания воздуха в легочной ткани, и при отеке
растет электрическая проводимость легочной тка-
ни [37].

У крыс (НИСАГ) со стресс-чувствительной
формой артериальной гипертонии отмечены зна-
чимое снижение сопротивления легкого и тенден-
ции к снижению отношения сопротивлений при
двух частотах [38].

У крыс, подвергнутых плаванию, отмечали эм-
физему и воспаление легких [39]. Ранее нами было
отмечено значимое увеличение сопротивления ле-
гочной ткани у крыс с монокроталиновой моделью
легочной гипертензии в сравнении с контрольны-
ми животными, связанное при низких частотах то-
ка с эмфизематозными изменениями, а при более
высоких частотах – с воспалительным процессом и
сужением просвета кровеносных сосудов в легких
[40].

При плавании задержки дыхания на длительное
время приводят к прерывистой гипоксии, которая
вызывает альвеолярную гиперплазию; пловцы
имеют больший объем легких, чем другие спортс-
мены. Плавание на выносливость способствует ре-
моделированию легочной сосудистой сети с увели-
чением размера легочной артерии [1].

После длительной физической нагрузки обна-
руженное нами значимое межгрупповое различие
соотношения фазового угла биоэлектрического
импеданса при двух частотах может быть связано

со структурно-функциональными перестройками
в легочной ткани тренированных крыс. Тенденция
к более высокому абсолютному значению фазового
угла легочной ткани у тренированных крыс может
указывать на относительно большее количество
клеточных мембран в сравнении контрольными
животными.

Меньшие значения сопротивления легочной
ткани и значимо большие отношения сопротивле-
ний биоэлектрического импеданса легкого при
двух частотах тока у крыс пловцов в сравнении с
контрольными животными после периода отдыха
можно объяснить большим объемом крови или из-
быточным количеством жидкости в легком. После
курса плавания отношение сопротивлений био-
электрического импеданса легкого при двух часто-
тах тока у тренированных крыс было также выше,
но не значимо, в сравнении с контрольными жи-
вотными.

При биоимпедансном исследовании миокарда
нами отмечены значимые межгрупповые различия
только после периода отсутствия тренировок:
меньшие значения активного сопротивления у тре-
нированных крыс в сравнении с контрольными
животными.

У животных при длительных тренировках пла-
ванием вызванный физическими упражнениями
капиллярный ангиогенез соизмерим с увеличени-
ем массы левого желудочка, у молодых крыс на-
блюдали увеличение относительной плотности ка-
пилляров (больше ангиогенез, чем гипертрофия)
[41]. Физиологический рост сердца (гипертрофия и
пролиферация кардиомиоцитов), индуцирован-
ный плаванием, сопровождает значимое увеличе-
ние плотности лимфатических сосудов [42].

Отмечено снижение вызванного тренировками
ремоделирования, усиления сократимости сердца
в период отдыха [43]; частичное сохранение инду-
цированного физической нагрузкой ангиогенеза
миокарда после четырехнедельного детренинга у
крыс [44].

Отмечена зависимость биоимпеданса миокарда,
измеряемого с эпикарда левого желудочка сердца,
от толщины стенки [45]. Уменьшение биоэлектри-
ческого импеданса миокарда при низких частотах
может указывать на снижение количества кардио-
миоцитов в ткани [46]. Уменьшение внутриклеточ-
ного и внеклеточного сопротивления ткани может
быть вызвано увеличением объема крови (соответ-
ственно в относительно малых и больших сосудах)
[47]. Увеличение межтканевой жидкости снижает
импеданс ткани, большая плотность клеточных
элементов соответствует более высоким значениям
импеданса [48].

Возрастные изменения мышечной ткани от-
ражаются в значимом увеличении внутриклеточ-
ного сопротивления, не выявлено отклонения
внеклеточного сопротивления [49]. Меньшее зна-
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чение Ri мышечной ткани может указывать на бо-
лее низкую анаболическую активность [50].

Отмечено, что детренинг способствует больше-
му увеличению индекса окислительного стресса
легочной и сердечной ткани тренированных WKY
крыс в сравнении с возрастными изменениями по-
казателя у нетренированных животных [51]. Окис-
лительный стресс ведет к ухудшению емкостных
свойств мембраны, к уменьшению ее сопротивле-
ния [52].

Нами не выявлено значимых различий реактив-
ного сопротивления биоимпеданса легкого и мио-
карда у крыс двух групп ни после периода физиче-
ских нагрузок, ни после восьми недель отдыха.

Таким образом, значимые межгрупповые раз-
личия у крыс после курса физических нагрузок на-
ми были отмечены в отношении фазовых углов
биоэлектрического импеданса легочной ткани при
двух частотах электрического тока, которые можно
объяснить структурно-функциональными пере-
стройками в легочной ткани в ответ на плаватель-
ные тренировки (альвеолярной гиперплазией, ре-
моделированием легочной сосудистой сети). По-
сле отдыха у крыс двух групп были выявлены
значимые межгрупповые различия в активном со-
противлении биоэлектрического импеданса мио-
кардиальной ткани, которые могут суммарно сви-
детельствовать о наличии отека, сохранении инду-
цированного физической нагрузкой ангиогенеза
миокарда, снижении количества кардиомиоцитов
у ранее тренированных крыс. Значимо большие от-
ношения сопротивлений биоэлектрического им-
педанса легочной ткани при двух частотах тока у
детренированных грызунов в сравнении с кон-
трольными можно объяснить большим объемом
крови или жидкости в легком. Отмеченные нами
значимые межгрупповые различия в изменении
толщины межжелудочковой перегородки сердца
наряду с отсутствием существенных отклонений в
биоимпедансных показателях тела (в период экс-
перимента) и миокарда (после курса физических
нагрузок) могут характеризовать скорее физиоло-
гическую адаптацию сердца тренированных жи-
вотных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявленное нами значимое уменьшение отно-

шения фазовых углов биоэлектрического импе-
данса легочной ткани при двух частотах электриче-
ского тока у крыс после длительных физических
нагрузок плаванием может быть связано со струк-
турно-функциональными изменениями легочной
ткани.

Отмеченные нами значимые различия в актив-
ном сопротивлении биоэлектрического импеданса
миокардиальной ткани, отношении сопротивле-
ний биоэлектрического импеданса легочной ткани

при двух частотах электрического тока после отды-
ха у крыс двух групп могут свидетельствовать о ло-
кальном отеке в сердце и легком у ранее трениро-
ванных крыс в сравнении с контрольными живот-
ными.
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BIOELECTRICAL IMPEDANCE
OF THE LEFT VENTRICULAR MYOCARDIUM, LUNG IN RATS

AFTER FORCED SWIMMING TRAINING AND SUBSEQUENT DETRAINING
N. L. Kolomeyetsa,#, A. G. Ivonina, E. A. Peshkina, and I. M. Roshchevskayaa

a Department of Comparative Cardiology, Federal Research Centre “Komi Science Centre
of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences”, Syktyvkar, Komi Republic, Russian Federation

#e-mail: kolomeec@frc.komisc.ru
Multifrequency bioimpedance studies were performed in rats subjected to an eight-week swimming course fol-
lowed by an eight-week no-exercise period and control animals. A significantly lower ratio of the phase angles of
the bioelectrical impedance of the lung tissue at two frequencies of electric current in rats after prolonged phys-
ical activity in comparison with control animals was revealed, which may indicate structural and functional
changes in the lung tissue. No significant differences were found in the bioimpedance of the myocardium of the
left ventricle of the heart in rats of the two groups after eight weeks of swimming. A significantly lower active re-
sistance of the bioelectrical impedance of the myocardial tissue and a significantly higher ratio of the bioelectri-
cal impedance resistance of the lung tissue at two frequencies of electric current in detrained rodents were ob-
served in comparison with the control, which may indicate an excess of intercellular f luid, partial persistence of
exercise-induced myocardial angiogenesis after an eight-week of detraining.
Key words: swimming, forced training, detraining, bioimpedance of lung and myocardial tissue
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