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Нарушения функционирования секреторных белков Hedgehog  (Hh) играют важную роль в дис-
морфогенезе элементов костной ткани и ЦНС при пренатальном воздействии алкоголя, что 
лежит в основе развития фетального алкогольного синдрома. Вовлеченность Hh в механизмы 
потребления алкоголя в зрелом возрасте до настоящего времени не изучена. Целью работы 
было исследование роли каскада  Hh в потреблении алкоголя, а также развитии тревожно-по-
добного поведения (ТПП) после отмены алкоголя и оценка регионарной специфичности измене-
ния экспрессии компонентов пути Hh в отделах головного мозга. Работа проведена на крысах-
самцах Wistar c использованием модели прерывистого доступа к 20%-ному раствору этилового 
спирта в условиях свободного выбора. Пурморфамин, активатор каскада  Hh, проявляющий 
свойства агониста рецептора Smoothened, вводили системно в дозе 5  мг/кг перед 16–20  сеан-
сами предъявления алкоголя. Пурморфамин не оказывал влияния на уровень предпочтения 
раствора этанола воде, но в группе, имевшей доступ к алкоголю и получавшей пурморфамин, 
отмечено изменение ТПП после отмены алкоголя. Потребление алкоголя оказывало влияние на 
содержание мРНК Sonic hedgehog  (Shh) и Patched только в амигдале. В группе, имевшей доступ 
к этанолу и получавшей пурморфамин, уровень мРНК Shh в амигдале отрицательно коррелиро-
вал с временем нахождения в открытых рукавах приподнятого крестообразного лабиринта при 
тестировании  ТПП. Таким образом, впервые продемонстрировано, что изменение активности 
каскада  Hh введением пурморфамина не влияет на предпочтение алкоголя в условиях свобод-
ного выбора, но Hh, возможно, участвует в формировании тревожности после отмены алкоголя 
за счет специфических изменений функционирования компонентов каскада в амигдале.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пурморфамин, алкоголь, свободный выбор, тревожно-подобное поведение, 
крысы.
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Принятые сокращения: ТПП – тревожно-подобное поведение; Gli – транскрипционный фактор; Hh – секре-
торный белок Hedgehog; Ptch – трансмембранный белок Patched; Shh – белок Sonic hedgehog; Smo – рецептор 
Smoothened, ассоциированный с G-белками.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Секретируемые лиганды Hedgehog  (Hh) игра-
ют ключевую роль в эмбриогенезе, функциони-
ровании стволовых клеток, а также принимают 

участие в поддержании гомеостаза тканей за счет 
регенерации в ответ на повреждение  [1]. У млеко-
питающих известны три белка семейства: Sonic 
hedgehog  (Shh), Desert hedgehog  (Dhh) и Indian 
hedgehog  (Ihh), при этом наиболее изучены функ-
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ции  Shh. Сигнальный каскад  Hh представляет 
собой многокомпонентную цепь молекулярных 
событий, которая зависит от ряда факторов  [2]. 
Далее, описана упрощенная модель активации 
соответствующего пути. В  неактивном состоянии 
трансмембранный белок Patched  (Ptch) блоки-
рует рецептор, ассоциированный с G-белками  – 
Smoothened  (Smo); i)  при активации каскада ли-
ганд  Hh связывается с  Ptch; ii)  в результате чего  
снимается ингибирующее влияние на Smo; iii)  Smo 
запускает внутриклеточный каскад, который в 
результате активирует транскрипционный фак-
тор  Gli и последующую экспрессию генов-мише-
ней  [2].

В связи с тем, что каскад  Hh играет опреде-
ляющую роль в пролиферации и дифференци-
ровке клеток, нарушения в этом каскаде являют-
ся частью онкогенеза, что определяет интерес к 
этой системе при разработке фармакологических 
средств терапии злокачественных новообразова-
ний  [3]. В  настоящее время разработаны и одоб-
рены к применению препараты, ингибирующие 
каскад Hh, которые используются при лечении не-
которых видов рака. Тем не менее каскад Hh име-
ет важное значение для функционирования  ЦНС. 
Помимо того, что белки Hh являются классиче-
скими морфогенами и опосредуют эмбриональное 
развитие ЦНС, они напрямую или опосредованно 
регулируют нейрогенез, рост аксонов и нейро-
пластичность в зрелом мозге  [4]. Белки Hh также 
участвуют в формировании реакции нервной 
ткани на окислительный стресс и воспаление [5]. 
Нарушение функционирования сигнальных ка-
скадов, опосредованных  Hh, связывают с разви-
тием таких заболеваний нервной системы, как 
аутизм, депрессия, деменция, инсульт, эпилепсия, 
нейродегенеративные и демиелинизирующие за-
болевания  [6]. В  связи с этим поиск и создание 
агентов, способных оказывать влияние на данную 
систему, является перспективным направлением 
в разработке средств фармакологической коррек-
ции заболеваний  ЦНС  [6].

Среди прочих соединений, которые могут 
оказывать влияние на путь  Hh, привлекает вни-
мание дериват пурина пурморфамин. Проявляя 
свойства агониста рецептора  Smo, он запускает 
канонический каскад  Hh, сопровождающийся 
активацией транскрипционного фактора Gli  [7]. 
Пурморфамин демонстрирует эффективность при 
системном введении в ряде экспериментальных 
моделей заболеваний ЦНС. В моделях ишемии моз-
га на мышах пурморфамин ослабляет поврежде-
ние ткани мозга, а также развитие сопутствующе-
го неврологического дефицита  [8] и нарушений 
памяти  [9]. Пурморфамин ослабляет проявления 
нейротоксичности пропионовой кислоты и броми-
стого этидия у крыс, включая нейродегенерацию, 

нарушения двигательной активности и обучения 
в водном лабиринте Морриса, а также развитие 
депрессивно-подобного поведения  [10,  11].

Потребление алкоголя сопровождается ком-
плексом адаптационных процессов на клеточ-
ном и молекулярном уровнях, что может лежать 
в основе перехода от контролируемого процесса 
к злоупотреблению и развитию зависимости, ко-
торая характеризуется абстинентными наруше-
ниями  [12]. Мезокортиколимбические структуры 
головного мозга, прежде всего фронтальная кора, 
амигдала, гиппокамп и стриатум, являются основ-
ными анатомическими субстратами, регулирую-
щими различные аспекты воздействия алкоголя 
и формирования зависимости [13, 14]. Нейроплас-
тические процессы сопровождают чрезмерное 
потребление алкоголя, а также формирование за-
висимости [15, 16], и исследование молекулярных 
механизмов данного процесса остается одним из 
приоритетных направлений нейронауки.

Хорошо известно, что каскад  Hh вовлечен в 
нарушения развития элементов костной ткани 
и ЦНС при пренатальном воздействии алкоголя, 
являясь одним из молекулярных звеньев, лежа-
щих в основе фетального алкогольного синдрома 
[17,  18]. Тем не менее до сих пор роль Hh в регу-
ляции потребления алкоголя и сопутствующих 
нарушений поведения в зрелом возрасте оста-
ется неизвестной, несмотря на актуальность и 
перспективность подобных исследований. Име-
ются косвенные указания на то, что каскад  Hh 
может являться частью механизма, регулирую-
щего потребление алкоголя и сопутствующие 
изменения функционирования ЦНС. В  частности, 
было продемонстрировано, что экспрессия Ptch в 
гиппокампе крыс при ранней абстиненции зави-
сит от паттерна потребления алкоголя в модели 
прерывистого доступа к 20%-ному раствору эти-
лового спирта в режиме свободного выбора  [19].  
В  данной модели крысы демонстрируют способ-
ность повышать уровень потребляемого алкоголя 
в достаточно высоких количествах (до  10  г/кг в 
сутки), что может соответствовать клинической 
картине при чрезмерном употреблении алкого-
ля  [20]. Примечательно, что прерывистый доступ 
позволяет достичь потребления крысами боль-
шего количества алкоголя по сравнению с прото-
колами, использующими непрерывный доступ к 
раствору этанола  [20]. При этом в период отмены 
до 72 ч, но не на более поздних сроках, могут отме-
чаться нарушения памяти, развитие тревожности 
и депрессивно-подобных симптомов, которые со-
провождаются изменениями в ЦНС на молекуляр-
ном уровне  [20]. На  этой же модели потребления 
алкоголя было выявлено значительное повыше-
ние уровня Shh в гиппокампе и стриатуме крыс 
при ранней абстиненции, получавших миметик 
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нейротрофического фактора мозга 7,8-дигидрокси-
флавон и имевших доступ к алкоголю, по срав-
нению с животными, имевшими только доступ 
к  алкоголю  [21].

Как указано выше, Hh  принимает участие в 
реализации различных типов поведения. Приме-
нительно к потреблению алкоголя и сопутствую-
щих отклонений важно, что активация каска-
да  Hh в экспериментальных моделях способна 
ослаблять проявления обсессивно-компульсивного 
расстройства  [22], а также оказывает анксиолити-
ческое действие  [23,  24]. Абстиненция после хро-
нического потребления алкоголя среди прочего 
может проявляться развитием тревожно-подоб-
ных расстройств [25, 26], однако связь каскада Hh 
и этого типа поведения в контексте отмены алко-
голя ранее не исследовалась.

На основании данных литературы и соб-
ственных исследований мы предположили, что 
активация сигнального каскада Hh может моди-
фицировать потребление алкоголя и/или пове-
дение в раннем абстинентном периоде. Таким 
образом, основной целью работы явилось иссле-
дование роли пурморфамина в потреблении алко-
голя в модели прерывистого доступа к 20%-ному 
раствору этилового спирта в режиме свободного 
выбора и развитии тревожно-подобного поведе-
ния (ТПП) после отмены алкоголя у крыс. Посколь-
ку повышение экспрессии элементов сигнального 
пути Hh считается молекулярным маркером акти-
вации каскада во многих типах клеток  [3], в рам-
ках поставленной цели мы оценивали регионар-

ную специфичность изменения уровня мРНК Shh, 
Ptch, Smo и  Gli в ключевых мезокортиколимбиче-
ских отделах головного мозга  крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Работа была проведена с исполь-
зованием крыс-самцов Wistar, полученных из фи-
лиала «Столбовая» ФГБУН «Научный центр био-
медицинских технологий ФМБА» (Московская обл., 
Россия). Перед началом эксперимента средняя мас-
са тела животных составляла 288  ±  4  г (возраст  – 
12  недель). Адаптационный период от момента 
поступления в виварий до введения в экспери-
мент составлял не менее 7 дней. Крыс содержали 
в индивидуальных клетках в условиях вивария  
при искусственном 12-часовом цикле освеще-
ния и постоянной температуре (21–23  °С) со сво-
бодным доступом к воде и гранулированному  
корму.

Дизайн эксперимента. Схема эксперимента 
и количество животных в группах представлены 
на  рис.  1.

Прерывистый доступ к 20%-ному раствору 
этилового спирта. Модель прерывистого доступа 
к 20%-ному раствору этилового спирта в услови-
ях свободного выбора была реализована соглас-
но протоколу, предложенному Simms  et  al.  [27] в 
2008  г. В  опытной группе 20%-ный раствор эти-
лового спирта и воду предъявляли крысам одно-
временно в двух сосудах на период 24  ч. Крысы 

Рис.  1. Схема эксперимента. В  работе использовали модель прерывистого доступа к 20%-ному раствору эти-
лового спирта в условиях свободного выбора, согласно которой раствор спирта предъявляли совместно с во-
дой на период 24  ч с последующей заменой спирта водой на 24  ч. Активатор каскада  Hh, проявляющий 
свойства агониста рецептора  Smo, пурморфамин вводили системно в дозе 5  мг/кг перед 16–20  сеансами 
предъявления алкоголя. Потребление алкоголя регистрировали в течение 20  сеансов предъявления, затем 
алкоголь отменяли. Тревожно-подобное поведение оценивали в открытом поле и приподнятом крестообраз-
ном лабиринте через сутки и двое суток после отмены алкоголя соответственно. На  третий день после от-
мены алкоголя оценивали уровень мРНК элементов сигнального каскада  Shh, Ptch, Smo и  Gli во фронталь-
ной коре, амигдале, гиппокампе и стриатуме
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могли свободно выбирать жидкость для питья и 
самостоятельно определять количество выпитого. 
Экспозицию осуществляли в течение 20  сеансов, 
при этом чередуя положение сосудов в клетке. 
Перерывы между сеансами составляли 24  ч, в 
течение которых крысам предъявляли два сосу-
да с питьевой водой. Контрольная группа имела 
постоянный доступ к двум емкостям с водой. 
Сеанс предъявления раствора этанола начинался 
в темную фазу искусственного освещения. Сосуды 
и животных взвешивали каждый раз перед и по-
сле сеанса предъявления. Уровень предпочтения 
спирта воде рассчитывали по отношению объема 
потребленного раствора спирта за сеанс (сутки) к 
общему объему потребленной жидкости и выра-
жали в процентах.

Введение пурморфамина. Пурморфамин 
(ab120933; «Abcam», США) в виде суспензии, содер-
жащей 10%  диметилсульфоксида, 40%  ПЭГ-400 и 
50% изотонического раствора хлорида натрия, вво-
дили внутрибрюшинно в дозе 5  мг/кг (3  мл/кг) за 
1  ч перед предъявлением раствора этанола (с  16 
по 20 сеанс). Ранее было продемонстрировано, что 
пурморфамин при системном введении в дозе 
5  мг/кг оказывает активность в отношении раз-
личных типов поведения у крыс  [10,  11,  22]. Рас-
творитель в объеме 3  мл/кг вводили животным, 
не получавшим пурморфамин. Накануне перво-
го введения пурморфамина животные, которым 
предъявлялся этанол, были рандомизированы на 
основании предпочтения этанола воде за послед-
ние 5 сеансов. Были сформированы четыре экспе-
риментальные группы: 1)  группа «Контроль», ко-
торая имела постоянный доступ к двум емкостям 
с водой; 2)  группа «Контроль  +  пурморфамин», 
представляющая собой контрольную группу, по-
лучавшую инъекции пурморфамина; 3)  группа 
«Этанол», которой предоставлялся выбор 20%-ного 
раствора алкоголя, согласно описанной выше мо-
дели; и 4)  группа «Этанол  +  пурморфамин», кото-
рой вводили пурморфамин перед предъявлением 
раствора этанола.

Поведение в открытом поле. Двигательную 
активность и тревожно-подобные нарушения 
поведения оценивали в открытом поле. Тестиро-
вание животных проводили в круглой арене бе-
лого цвета «Открытое поле для крыс» (TS0501-R; 
ООО  «НПК Открытая Наука», Россия) диаметром 
97  см и высотой стенок 42  см. Арена была поделе-
на на три равных концентрических зоны (центр, 
середина и периферия). Освещенность арены со-
ставляла 500  люкс. Крыс помещали в централь-
ную зону и позволяли исследовать арену в тече-
ние 5  мин. После каждого тестирования арену 
очищали 20%-ным раствором этилового спирта. 
Поведение животных регистрировали цифровой 
монохромной видеокамерой DMK 23GV024  GigE 

(«The Imaging Source Europe GmbH», Германия) 
и  анализировали с помощью программного обес-
печения Ethovision  XT11 («Noldus», Нидерланды). 
Оценивали пройденную дистанцию, скорость пе-
редвижения, время нахождения и число заходов 
в центр арены.

Поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте. Для оценки тревожно-подобных на- 
рушений поведения использовали тест «При-
поднятый крестообразный лабиринт». Установка 
«Приподнятый крестообразный лабиринт» для 
крыс (TS0502-R3; ООО «НПК Открытая Наука», Рос-
сия) состояла из 4-х рукавов (50  ×  14  см), кресто-
образно расходящихся от центральной площадки 
(14  ×  14  см): двух открытых, имеющих бортик по 
периметру высотой 1  см, и перпендикулярно к 
ним расположенных двух закрытых рукавов, со 
стенками высотой 30  см по периметру и откры-
тым верхом. Лабиринт был поднят на высоту 
50  см от пола и установлен таким образом, что 
его открытые рукава освещались так же, как и 
вся экспериментальная комната, в то время как 
закрытые рукава были затемнены. Освещенность 
установки составляла 500  люкс. Животное поме-
щали на центральную площадку носом к откры-
тому рукаву, и на протяжении 5  мин его пове-
дение регистрировали цифровой монохромной 
видеокамерой DMK 23GV024  GigE. После каждого 
тестирования установку очищали 20%-ным рас-
твором этилового спирта. Поведение животных 
анализировали с помощью программного обес-
печения Ethovision  XT11. Оценивали пройденную 
дистанцию, скорость передвижения, число захо-
дов и время, проведенное в рукавах лабиринта, 
а  также число свешиваний и вытягиваний.

ПЦР. Животных декапитировали, вынимали 
головной мозг, промывали его в ледяном изо-
тоническом растворе хлорида натрия и на льду 
выделяли области головного мозга, соответствую-
щие фронтальной коре, амигдале, гиппокампу и 
стриатуму. До  проведения исследования образцы 
тканей хранились при −80  °С. Суммарную РНК из 
образцов экстрагировали с использованием ре-
агента ExtractRNA (#BC032; «Евроген», Россия). Для 
удаления примесей геномной ДНК образцы РНК  
обрабатывали 2,5  Ед. DNase I (#M0303; «NEB», США). 
Обратную транскрипцию проводили с помощью 
100  Ед. обратной транскриптазы Protoscript  II 
(#M0368; «NEB») в присутствии 0,5  мкг суммарной 
РНК, 1  мкМ Олиго(dT)15, а также 1  мкМ случайных 
декануклеотидов (#SB001 и #SB002 соответственно; 
«Евроген») в качестве праймеров. ПЦР проводили 
с использованием термоциклера CFX96 («Bio-Rad», 
США) в двух параллельных образцах в присут-
ствии 2  пмоль синтетических олигонуклеотидов 
в качестве праймеров с помощью готовой смеси 
для ПЦР qPCRmix-HS SYBR (#PK147S; «Евроген»). 
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Последовательности праймеров, использован-
ных для амплификации Shh  [28], Ptch и  Smo  [29], 
Gli  [30], а также rpS18  [31], были описаны ранее. 
Относительный уровень мРНК оценивали с помо-
щью сравнительного анализа  [32].

Статистический анализ. Статистическую 
обработку и анализ результатов проводили 
при помощи пакета программ STATISTICA  8.0 
(«StatSoft  Inc.», США) и Prism  8.0 («GraphPad 
Software  Inc.», США). Критерий Шапиро–Уилка 
использовали для тестирования соответствия рас-
пределения значений переменных в исследован-
ных выборках нормальному. Данные представ-
лены в виде среднего арифметического  ±  ошибка 
среднего либо в виде медианы и межквартильно-
го интервала. При расчете различий уровня пред-
почтения спирта воде при первом предъявлении 
от каждого последующего использовали модель 
со смешанными эффектами (модель ограничен-
ного максимального правдоподобия) и критерий 
Даннета для множественного сравнения. При рас-
чете значимости различий между зависимыми 
выборками использовали дисперсионный ана-
лиз  (ANOVA) с повторными измерениями и тест 
Тьюки для множественного сравнения средних.  
При сравнении нескольких независимых выбо-
рок использовали двухфакторный ANOVA и тест 
Тьюки для множественного сравнения сред-
них или ранговый дисперсионный анализ Крас-
кела–Уоллиса и последующий post  hoc анализ 
множественных сравнений с помощью теста 
Данна. Корреляционный анализ проводили, рас-
считывая коэффициент корреляции Спирмана. 
Различия считались достоверными при значе- 
ниях  p  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Предпочтение раствора этанола воде. Ис-
пользование модели со смешанными эффектами 
показало, что уровень предпочтения алкоголя воде 
значимо различается между сеансами (F  =  2,453; 
p  =  0,034). При этом, согласно критерию Даннета, 
животные демонстрировали повышение уровня 
предпочтения спирта воде, который после сеан-
сов 7–9 и 12–13 был выше по сравнению с данным 
показателем после первого сеанса  (рис.  2).

Далее, исследовали эффект введения пурмор-
фамина на предпочтение алкоголя воде  (рис.  3). 
Согласно ANOVA с повторными измерениями, се-
анс предъявления этанола оказывал значимый 
эффект на уровень предпочтения алкоголя воде 
(F(5,60)  =  5,269; p  <  0,001). При этом эффект введе-
ния пурморфамина отсутствовал (F(1,12)  =  0,110; 
p  =  0,745). Взаимодействие эффектов сеанса предъ-
явления и введения пурморфамина также не ока-

зывало значимое влияние на предпочтение эта-
нола воде (F(5,60)  =  0,237;  p  =  0,945).

Поведение в открытом поле. Через сутки по-
сле отмены алкоголя оценивали показатели ТПП 
в тесте «Открытое поле»  (рис.  4). Ни время на-
хождения в центре арены  (рис.  4,  а; H(3,29)  =  0,728; 
p  =  0,867), ни число заходов в центр  (рис.  4.  б; 
H(3,29)  =  0,605; p  =  0,895) не различались между экс-
периментальными группами. Пройденная дистан-
ция и скорость передвижения в открытом поле не 
различались между экспериментальными группа-
ми (данные не  представлены).

Рис. 2. Динамика предпочтения этанола воде в моде-
ли прерывистого доступа к 20%-ному раствору этано-
ла в условиях свободного выбора. Данные представ-
лены в виде среднего арифметического  ±  ошибка 
среднего. Достоверность различий от уровня предпо-
чтения спирта воде после первого сеанса предъяв-
ления спирта (модель со смешанными эффектами и 
критерий Даннета для множественного сравнения): 
*  p  <  0,05; **  p  <  0,005

Рис. 3. Влияние пурморфамина на предпочтение рас-
твора этанола воде в модели прерывистого доступа 
в условиях свободного выбора. Р  – рандомизация по 
уровню предпочтения за последние 5  сеансов перед 
началом серии введений пурморфамина. П – внутри-
брюшинное введение пурморфамина в дозе 5  мг/кг 
за один час перед 16–20 сеансами предъявления эта-
нола. Данные представлены в виде среднего арифме-
тического ±  ошибка среднего
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Рис. 4. Влияние пурморфамина на тревожно-подобное поведение в открытом поле после реализации модели 
прерывистого доступа к этанолу в условиях свободного выбора. Пурморфамин вводили внутрибрюшинно 
в дозе 5  мг/кг за один час перед 16–20  сеансами предъявления этанола. Тест «Открытое поле» проводили 
через сутки после отмены алкоголя. а  –  Время нахождения в центральной зоне арены; б  –  число заходов  
в центральную зону арены. Данные представлены в виде медианы и межквартильного интервала

Рис. 5. Влияние пурморфамина на поведение в приподнятом крестообразном лабиринте после реализации 
модели прерывистого доступа к этанолу в условиях свободного выбора. Пурморфамин вводили внутрибрю-
шинно в дозе 5  мг/кг за один час перед 16–20  сеансами предъявления этанола. Тест проводили через двое 
суток после отмены алкоголя. Ранговый критерий Краскела–Уоллиса и последующий post  hoc анализ мно-
жественных сравнений с помощью теста Данна. а  –  Число свешиваний; б  –  число вытягиваний; в  –  время 
нахождения в отрытых рукавах лабиринта; г  –  число заходов в закрытые рукава лабиринта. Данные пред-
ставлены в виде медианы и межквартильного интервала

Поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте. Через двое суток после отмены алко-
голя оценивали поведение в тесте «Приподня-
тый крестообразный лабиринт»  (рис.  5). Согласно 

ранговому критерию Краскела–Уоллиса, экспери-
ментальные группы различались по числу све-
шиваний  (рис.  5,  а; H(3,30)  =  11,800; p  =  0,008), вре-
мени нахождения в открытых рукавах  (рис.  5,  в; 
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Рис. 6. Влияние пурморфамина на относительное со-
держание мРНК  Shh в амигдале после реализации 
модели прерывистого доступа к этанолу в услови-
ях свободного выбора. Пурморфамин вводили внут-
рибрюшинно в дозе 5  мг/кг за один час перед 16–
20  сеансами предъявления этанола. Уровень мРНК 
оценивали с помощью ПЦР через трое суток после 
отмены алкоголя. Данные представлены в виде сред-
него арифметического  ±  ошибка среднего

H(3,30)  =  9,440; p  =  0,024), числу заходов в закрытые  
рукава  (рис.  5,  г; H(3,30)  =  8,121; p  =  0,044), но не 
числу заходов в открытые рукава (данные не 
представлены; H(3,30)  =  1,985; p  =  0,576) и числу 
вытягиваний  (рис.  5,  б; H(3,30)  =  1,604; p  =  0,659). 
Последующий post  hoc анализ множественных 
сравнений с помощью теста Данна показал, что 
число свешиваний в группе «Этанол  +  пурморфа-
мин» было значимо ниже по сравнению с груп-
пой «Контроль»  (рис.  5,  а). Кроме того, в группе 
«Этанол  +  пурморфамин» наблюдалась тенден-
ция  (p  <  0,1) к увеличению времени нахождения 
в открытых рукавах лабиринта по сравнению с 
группами «Контроль  +  пурморфамин» (p  =  0,084) 
и «Этанол» (p  =  0,053; рис.  5,  в), а также сниже-
ния числа заходов в закрытые рукава лабиринта 
по сравнению группами «Контроль» (p  =  0,088) и 

«Контроль  +  пурморфамин» (p  =  0,095; рис.  5,  г). 
Пройденная дистанция и скорость передвижения 
в приподнятом крестообразном лабиринте не раз-
личались между экспериментальными группами 
(данные не  представлены).

Экспрессия Shh, Ptch, Smo и  Gli в структу-
рах мозга. Через трое суток после отмены алко-
голя оценивали относительное содержание мРНК 
компонентов сигнального каскада Shh, Ptch, Smo 
и  Gli во фронтальной коре, амигдале, гиппокам-
пе и стриатуме  (табл.  1). Согласно ANOVA, фактор 
«этанол» оказывал значимый эффект на относи-
тельный уровень Shh в амигдале, при этом эффект 
фактора «пурморфамин» и взаимодействие «эта-
нол»  ×  «пурморфамин» не достигали уровня зна-
чимости  (табл.  1). Кроме того, фактор «этанол», 
но не фактор «пурморфамин» и взаимодействие 
«этанол»  ×  «пурморфамин», также оказывал зна-
чимый эффект на относительный уровень Ptch в 
амигдале  (табл.  1). Последующее множественное 
сравнение средних не выявило значимых разли-
чий между группами. Тем не менее необходимо 
отметить, что в группе «Этанол  +  пурморфамин» 
отмечалась тенденция (p  <  0,1) снижения уровня 
мРНК  Shh в амигдале по сравнению с группами 
«Контроль» (p  =  0,068) и «Контроль  +  пурморфа-
мин» (p  =  0,062) (рис.  6). Вместе с тем в группе 
«Этанол  +  пурморфамин» уровень мРНК  Shh в 
амигдале образовывал значимые обратные кор-
реляционные отношения с временем нахождения 
в открытых рукавах приподнятого крестообраз-
ного лабиринта (r  =  −0,786; p  =  0,036). Тогда как 
корреляция этих показателей в группах «Кон-
троль» (r  =  0,167; p  =  0,693), «Контроль  +  пурмор-
фамин» (r  =  −0,071; p  =  0,879) и «Этанол» (r  =  0,357; 
p  =  0,432) не достигала уровня значимости. Значи-
мых изменений уровня Ptch, Smo и Gli в амигдале, 
а также всех исследованных мРНК во фронталь-
ной коре, гиппокампе и стриатуме обнаружено 
не  было  (табл.  1).

Таблица 1. Относительное содержание мРНК компонентов сигнального каскада  Shh в отделах головного 
мозга после реализации модели прерывистого доступа к этанолу в условиях свободного выбора

Отдел мозга мРНК Контроль, 
n  =  8

Контроль  + 
пурмор
фамин, 

n  =  7

Этанол, 
n  =  7

Этанол + 
пурмор
фамин, 

n  =  8

ANOVA: F; p

Этанол Пурмор
фамин

Этанол  ×  
пурмор
фамин

Фронтальная 
кора

Shh 1,03 ± 0,11 1,17 ± 0,09 1,21 ± 0,14 1,03 ± 0,16 0,02; 0,89 0,02; 0,89 1,46; 0,24

Ptch 1,03 ± 0,10 1,13 ± 0,08 1,08 ± 0,10 1,00 ± 0,16 0,11; 0,74 0,01; 0,91 0,69; 0,42

Smo 1,05 ± 0,13 1,10 ± 0,08 1,00 ± 0,12 1,03 ± 0,10 0,34; 0,57 0,17; 0,68 0,01; 0,92

Gli 1,09 ± 0,18 1,20 ± 0,22 1,54 ± 0,36 1,06 ± 0,26 0,32; 0,58 0,48; 0,49 1,24; 0,28
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Таблица 1 (окончание)

Отдел мозга мРНК Контроль, 
n  =  8

Контроль  + 
пурмор
фамин, 

n  =  7

Этанол, 
n  =  7

Этанол + 
пурмор
фамин, 

n  =  8

ANOVA: F; p

Этанол Пурмор
фамин

Этанол  ×  
пурмор
фамин

Амигдала

Shh 1,01 ± 0,04 1,02 ± 0,10 0,89 ± 0,07 0,76 ± 0,04 7,58; 0,01 0,76; 0,39 1,10; 0,30

Ptch 1,02 ± 0,07 1,05 ± 0,06 0,93 ± 0,07 0,81 ± 0,11 4,28; 0,05 0,30; 0,59 0,90; 0,35

Smo 1,02 ± 0,07 1,10 ± 0,07 0,96 ± 0,06 0,94 ± 0,12 1,55; 0,22 0,10; 0,75 0,33; 0,57

Gli 1,22 ± 0,29 1,21 ± 0,14 1,04 ± 0,11 1,05 ± 0,27 0,60; 0,45 0,00; 0,99 0,00; 0,98

Гиппокамп

Shh 1,02 ± 0,08 0,86 ± 0,13 0,98 ± 0,07 0,85 ± 0,06 0,09; 0,77 2,82; 0,11 0,05; 0,83

Ptch 1,03 ± 0,09 0,91 ± 0,13 0,97 ± 0,10 0,73 ± 0,08 1,29; 0,27 3,21; 0,08 0,34; 0,56

Smo 1,03 ± 0,09 0,99 ± 0,17 1,10 ± 0,13 0,82 ± 0,09 0,18; 0,68 1,82; 0,19 1,07; 0,31

Gli 1,05 ± 0,11 0,84 ± 0,23 0,92 ± 0,07 0,75 ± 0,07 0,69; 0,41 2,02; 0,17 0,02; 0,88

Стриатум

Shh 1,09 ± 0,16 1,43 ± 0,17 1,09 ± 0,17 1,28 ± 0,14 0,20; 0,66 2,76; 0,11 0,22; 0,64

Ptch 1,05 ± 0,10 1,07 ± 0,09 1,12 ± 0,18 1,09 ± 0,07 0,17; 0,68 0,00; 0,98 0,04; 0,85

Smo 1,04 ± 0,10 0,95 ± 0,10 1,17 ± 0,19 1,03 ± 0,11 0,70; 0,41 0,78; 0,39 0,05; 0,83

Gli 1,17 ± 0,25 1,08 ± 0,11 1,13 ± 0,27 1,03 ± 0,12 0,05; 0,83 0,21; 0,65 0,00; 0,99

Примечание: Полужирный шрифт  – статистически значимые различия (двухфакторный ANOVA).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Каскад Hh и потребление алкоголя. Вовле-
ченность Hh в механизмы потребления алкоголя 
и развития нарушений, сопутствующих хрониче-
ской интоксикации в зрелом возрасте, не изуче-
на. В  настоящей работе впервые была проведена 
оценка влияния пурморфамина на потребление 
алкоголя половозрелыми крысами в условиях сво-
бодного выбора. Согласно полученным результа-
там, пурморфамин не оказывал значимого эффек-
та на предпочтение этанола воде. Тем не менее 
в этом контексте необходимо упомянуть данные 
литературы относительно эффективности пур-
морфамина в модели обсцессивно-компульсив-
ного расстройства, которое может быть связано с 
формированием патологических форм потребле-
ния алкоголя. В  частности, было продемонстри-
ровано, что поведение, подобное обсцессивно-
компульсивному, вызванное введением агониста  
серотониновых рецепторов 1А-подтипа в ядра 
шва, ослаблялось при системном введении пур-
морфамина  [22]. Помимо прочего, в этой модели 
наблюдали снижение уровня Shh в цереброспи-
нальной жидкости, плазме крови и ткани мозга, 

при этом пурморфамин, сам по себе не влияя на 
содержание Shh, нормализовал его  уровень  [22].

Каскад Hh и тревожно-подобное поведе-
ние. Тревожность  – это типичное аффективное 
расстройство на фоне синдрома отмены алкого-
ля  [25,  26]. В  экспериментальных моделях потреб-
ление алкоголя в условиях свободного выбора, 
в том числе и на модели прерывистого доступа, 
сопровождается изменением  ТПП. Показано, что 
после отмены прерывистого доступа к 20%-ному 
раствору этанола наблюдается выраженное ТПП 
как в открытом поле, так и в приподнятом кре-
стообразном лабиринте у мышей [33] и крыс [34]. 
Однако некоторые группы исследователей не 
обнаружили влияния потребления алкоголя в 
условиях свободного выбора на  ТПП. Так, предо-
ставление доступа в условиях свободного выбора  
к 10%-ному раствору алкоголя на 4  ч в темную 
фазу суток в течение 12  дней не оказывает влия-
ния на число заходов в центр открытого поля 
спустя 8  дней после отмены  [35]. Не  было зареги-
стрировано изменений поведения в приподнятом 
крестообразном лабиринте ни спустя сутки  [36], ни 
спустя 1 неделю [37] после отмены процедуры пре-
рывистого доступа к 20%-ному раствору этанола.  
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Аналогично, непрерывный доступ к алкоголю в 
условиях свободного выбора не оказывал влия-
ния на поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте  [38]. Можно заключить, что к настоя-
щему моменту есть достаточно противоречивые 
указания на то, что добровольное потребление 
алкоголя грызунами может модифицировать пове-
дение в тестах, позволяющих оценивать уровень 
тревожности. В  настоящей работе мы также не 
обнаружили изменений поведения после отмены 
алкоголя ни в открытом поле, ни в приподнятом 
крестообразном лабиринте.

Известно, что каскад Hh может составлять мо-
лекулярный механизм реализации  ТПП. Прямое 
участие семейства белков  Hh в регуляции пове-
дения было продемонстрировано на мышах после 
генетического нокаута Dhh  [39]. Подробно харак-
теризуя разные формы поведения, включая дви-
гательную активность, обучение и формирование 
памяти, а также тревожно- и депрессивно-подоб-
ные формы поведения, у самцов этой линии авто-
ры обнаружили усиление депрессивно-подобного 
поведения в тесте вынужденного плавания и ТПП 
в питьевом конфликтном тесте Фогеля по срав-
нению с животными дикого типа  [39]. В  модели 
фетального алкогольного синдрома с использова-
нием Danio  rerio показано, что при экспозиции 
этанола в раннем эмбриогенезе повышенный уро-
вень экспрессии Shh противодействует дисморфо-
генезу ЦНС и развитию ТПП на поздних сроках 
развития  [40]. Условный нокаут  Smo в нейраль-
ных стволовых клетках нарушает нейрогенез в 
зрелом гиппокампе, что сопровождается усиле-
нием тревожно- и депрессивно-подобного поведе-
ния, не влияя на двигательные способности или 
обучение  [23].

В настоящей работе мы впервые продемон-
стрировали, что изменение поведения в припод-
нятом крестообразном лабиринте возможно, как 
следствие взаимодействия потребления алкоголя 
в условиях свободного выбора и системного вве-
дения пурморфамина, активирующего каскад Shh. 
Таким образом, полученные результаты в целом 
соответствуют концепции о том, что стимуляция 
каскада  Hh проявляет «анксиолитические» свой-
ства при условии доступа к алкоголю, о чем сви-
детельствует наличие статистической тенденции 
к увеличению времени, проводимого в открытых 
рукавах, и уменьшению заходов в закрытые ру-
кава.

Биохимические маркеры активации каска-
да Hh в мозге и тревожно-подобное поведе-
ние при отмене алкоголя. В  настоящей работе, 
согласно дисперсионному ANOVA, потребление 
алкоголя оказывало влияние только на содержа-
ние мРНК  Shh и  Ptch специфически в амигдале, 
т.е.  было специфичным в отношении этой струк-

туры мозга, отвечающей за формирование эмо-
ций, связанных с тревогой. Поскольку стимуляция 
транскрипции генов, составляющих каскад  Hh 
(прежде всего  Ptch и  Gli), считается маркером ак-
тивации каскада  Hh во многих типах клеток  [3], 
включая глию  [41] и нейроны  [42,  43], мы ожи-
дали увидеть их увеличение в отделах головно-
го мозга животных, получавших пурморфамин. 
Вопреки ожиданиям, мы не зарегистрировали 
увеличения, напротив, очевидна статистическая 
тенденция к снижению мРНК Shh в группе живот-
ных, имевших доступ к алкоголю и получавших 
пурморфамин.

В экспериментальных моделях экспрессия 
компонентов сигнального каскада  Hh в отделах 
мозга может отражать нейропротективные свой-
ства некоторых соединений или их активность в 
отношении поведения, включая  ТПП. При этом 
прямая фармакологическая активность данных 
веществ не обязательно связана с каскадом  Hh.

Так, в модели хронического непредсказуемого 
стресса у крыс флаванон наригенин препятство-
вал развитию депрессивно-подобного поведения 
в тесте вынужденного плавания и когнитивных 
нарушений в водном лабиринте Морриcа, что 
сопровождалось нормализацией сниженного при 
стрессе содержания мРНК  Shh и  Gli в гиппокам-
пе  [44]. Также в модели хронического непредска-
зуемого стресса у крыс усиление тревожности со-
провождалось снижением содержания мРНК  Shh 
и  Gli в гиппокампе, тогда как никотин способен 
нивелировать как нарушения поведения, так и 
изменения экспрессии  [45].

Интоксикация крыс пропионовой кислотой 
или бромистым этидием сопровождается сниже-
нием  Shh в головном мозге, при этом системное 
введение пурморфамина оказывает нейропротек-
тивный эффект в этих моделях, что сопровожда-
ется нормализацией уровня Shh  [10,  11]. Хрони-
ческое системное введение агониста  Smo SAG 
(Smoothened agonist), который является производ-
ным бензотиофена, ослабляло развившееся в ре-
зультате содержания мышей на диете с высокой 
долей жиров в рационе  ТПП в открытом поле и 
приподнятом крестообразном лабиринте  [24]. При 
этом сам SAG, не влияя на Shh в неокортексе, нор-
мализовал его сниженное содержание при этой 
диете  [24]. Кроме того, системное введение пур-
морфамина мышам после окклюзии средней моз-
говой артерии снижает объем инфаркта и ослаб-
ляет развитие неврологического дефицита, что 
сопровождается снижением апоптотической гибе-
ли нейронов [8]. Интересно, что окклюзия средней 
мозговой артерии сопровождается повышением 
экспрессии мРНК компонентов каскада  Shh, Ptch, 
Smo и  Gli в неокортексе, однако пурморфамин, 
проявляя физиологическую активность, тем не 
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менее не оказывал влияния на их экспрессию [8]. 
Таким образом, активность пурморфамина не 
обязательно отражается в изменении экспрессии 
элементов сигнального каскада  Hh.

Согласно полученным результатам, поведение 
в крестообразном лабиринте так же, как и содер-
жание  Shh в амигдале, демонстрировали тенден-
цию к разнонаправленному изменению в группе 
«Этанол  +  пурморфамин». Эта закономерность 
подтверждается наличием обратной корреляции 
времени, проведенного в открытых рукавах лаби-
ринта, и относительным содержанием мРНК Shh в 
амигдале только в этой группе животных. Амигда-
лоидный комплекс играет ключевую роль в фор-
мировании реакции на стрессовое воздействие и 
реализации тревожности [46–48]. Активность этой 
области мозга динамически изменяется в период 
отмены после хронической прерывистой инток-
сикации парами алкоголя и может быть связана 
с проявлениями отмены  [49,  50]. Данных относи-
тельно функций  Hh в амигдале достаточно мало, 
за исключением нескольких работ, в которых 
показана вовлеченность Hh в механизмы памя-
ти. Так, выработка условной реакции страха при 
сочетании звукового сигнала и удара электриче-
ским током сопровождается увеличением числа 
пролиферирующих клеток и уровня Shh, Ptch и Gli 
в амигдале у мышей  [51]. При этом подавление 
Shh в митотических нейронах базолатеральной 
амигдалы посредством инъекции ретровируса с 
интерферирующими РНК ослабляет выработку 
условной реакции страха и нейрогенез [51]. Кроме 
того, Shh за счет регуляции нейрогенеза в амигда-
ле регулирует затухание условной реакции стра-
ха со временем, поскольку оверэкспрессия  Shh в 
амигдале стимулирует нейрогенез и ослабление 
реакции страха, тогда как интерферирующие  РНК 
оказывают противоположный  эффект  [52].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе впервые исследована 
активность пурморфамина в отношении потреб-
ления раствора этилового спирта крысами в 
условиях свободного выбора, а также поведения 
в открытом поле и приподнятом крестообраз-
ном лабиринте после отмены алкоголя. При том 
что пурморфамин не модифицировал предпочте- 

ния алкоголя воде, отмечалось изменение пове-
дения в приподнятом крестообразном лабиринте 
после отмены алкоголя. Согласно полученным 
результатам, поведение в крестообразном лаби-
ринте, так же как и содержание мРНК Shh, специ-
фически в амигдале демонстрировали тенденцию 
к разнонаправленному изменению и образовы-
вали обратную корреляцию только при условии 
сочетания доступа к алкоголю и введения пур-
морфамина. Полученные данные могут свиде-
тельствовать об  участии сигнального пути  Shh 
в развитии амигдалярных механизмов эмоцио-
нальных нарушений, связанных с абстиненцией, 
однако для выяснения конкретных деталей этого 
участия должны быть проведены дальнейшие ис- 
следования.
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PURMORPHAMINE AFFECTS ANXIETY-LIKE BEHAVIOR  
AND EXPRESSIONS OF Hedgehog PATHWAY COMPONENTS  
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The Hedgehog (Hh) pathway underlies fetal alcohol syndrome during prenatal alcohol exposure.  
The involvement of Hh in the mechanisms of alcohol consumption in adulthood remains obscure. 
We aimed to investigate a role of Hh cascade in voluntary ethanol drinking, anxiety-like behavior 
during early abstinence and changes in expressions of Hh cascade components in brain regions.  
Intermittent access to 20% ethanol in a two-bottle choice procedure has been used to model vol-
untary alcohol drinking in Wistar male rats. Purmorphamine, an activator of the Hh cascade that 
exhibits Smoothened (Smo) receptor agonist properties, was administered systemically at a dose 
of 5  mg/kg before drinking sessions from 16 to 20. Purmorphamine had no effect on the level of 
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ethanol preference, but the group with access to alcohol and receiving purmorphamine showed a 
change in anxiety-like behavior during early withdrawal period. Alcohol consumption affected Son-
ic hedgehog (Shh) and Patched (Ptch) mRNA content only in the amygdala. In the group that had 
access to ethanol and received purmorphamine, Shh mRNA levels in the amygdala were negatively 
correlated with time spent in the open arms of the elevated plus maze in the test of anxiety-like 
behavior. Thus, it was demonstrated for the first time that alterations of the Hh cascade by purmor-
phamine administration does not affect voluntary alcohol drinking, but Hh is possibly involved in the 
formation of anxiety during early withdrawal through specific changes in Hh cascade components  
in the amygdala.

Keywords: purmorphamine, alcohol, voluntary drinking, anxiety-like behavior, rats


