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РЕФЕРАТ Гиппокамп является ключевой структурой мозга, связанной с формированием долговремен-
ной памяти, в механизмах развития которой центральное место занимает энергетический метаболизм 
нейронов. Рецептор Р2Х3 в гиппокампе рассматривается как привлекательная мишень при поиске но-
вых биологически активных субстанций, направленных на ослабление тревожности, эпилептических 
состояний и улучшение когнитивных функций. В работе изучали интенсивность митохондриального 
дыхания, гликолитическую емкость и энергетический фенотип нейронов гиппокампа у мышей с нокау-
том гена р2rx3. Мыши с нокаутом гена р2rx3 получены путем редактирования генома с использованием 
системы CRISPR/Cas9. Первичную смешанную культуру нейронов гиппокампа получали от двухднев-
ных новорожденных мышат с генотипами p2rx3-/- и p2rx3+/-. Митохондриальное дыхание измеряли 
на анализаторе клеточного метаболизма Seahorse Bioscience HS mini (Agilent, США), используя со-
ответствующие наборы для проведения митостресс-теста, гликотеста и теста оценки энергетического 
фенотипа. Для трансгенных мышей с генотипом p2rx3-/- характерен аэробный тип митохондриального 
дыхания, повышение продукции ATP на 84.4% (р <0.05), усиление максимального дыхания на 72.3% 
(р<0.05) и дыхательного резерва на 36% (р <0.05). При этом запасная дыхательная емкость митохондрий, 
скорость гликолиза и гликолитическая емкость у этих мышей снижены, соответственно, на 36.6, 75.7 
и 78.6% (р <0.05). Полученные данные указывают на работу митохондрий, близкую к максимальной, 
по своей энергетической мощности. Животные с нокаутом гена p2rx3 являются уникальной моделью 
для поиска фармакологических мишеней, направленных на коррекцию энергетического метаболизма 
клеток головного мозга и устраняющих когнитивные дисфункции. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ген р2rx3, гиппокамп, первичная смешанная культура нейронов, митохондриальное 
дыхание.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; ЦНС – центральная нервная систе-
ма; EDТА – этилендиаминтетрауксусная кислота; AMPA – альфа-амино-3-гидрокси-5-метил-4-
изоксазолпропионовая кислота; CAMK II – кальциевая кальмодулин-зависимая протеинкиназа; 
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) – короткие палиндромные повто-
ры, регулярно расположенные группами; ECAR – скорость закисления среды; FCCP – карбонилцианид-
4-(трифторметокси)-фенилгидразон; NMDA – ионотропный рецептор глутамата, селективно связы-
вающий N-метил-D-аспартат; ОСR – скорость потребления кислорода; PBS – фосфатный буфер; 
P2X3KO – мыши с нокаутом рецептора Р2Х3.
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ВВЕДЕНИЕ
Энергетический метаболизм нейронов гиппокампа 
тесно связан с когнитивными функциями, процес-
сами памяти и обучения [1]. В механизмах синап-
тической передачи сигнала в гиппокампе участву-
ют АТP и пуринорецепторы [2]. Функциональной 
особенностью семейства рецепторов Р2Х является 
генерация внутриклеточных Са2+-сигналов, когда 

уровень мембранного потенциала близок к уровню 
физиологического покоя [3]. Рецептор Р2Х3 в гип-
покампе считается привлекательной мишенью 
для изучения процессов тревожности и мотивации 
[4], а также патогенеза эпилептических состояний 
[5]. У мышей с нокаутом рецептора P2X3 (P2X3KO) 
наблюдаются аномалии в синаптической пластич-
ности гиппокампа, нарушения долгосрочной депрес-
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сии в синапсах CA1, CA3 и зубчатой извилине гип-
покампа. Вместе с тем, мыши P2X3KO нормально 
справлялись с тестами пространственного обучения 
в водном лабиринте, что позволяет предположить 
лучшую способность к обучению у животных с но-
каутом гена р2rx3. Кроме того, мыши P2X3KO бы-
стрее, чем мыши дикого типа, выполняли задачу, 
которая включала визуальное определение местопо-
ложения платформы и плавание к ней [5]. Несмотря 
на многочисленные работы, посвященные различ-
ным сторонам функционирования рецептора Р2Х3 
[6], недостаточно изученной остается взаимосвязь 
этого рецептора с митохондриальной функцией, 
определяющей активность клеточного метаболизма, 
кальциевый гомеостаз и, как следствие, регуляцию 
синаптической пластичности гиппокампа в ЦНС. 
В представленной работе изучали интенсивность 
митохондриального дыхания, гликолитическую ем-
кость и оценивали энергетический фенотип нейро-
нов гиппокампа у мышей с нокаутом гена р2rx3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Работа с лабораторными животными
Мышей содержали в условиях конвенционального 
вивария Белгородского государственного нацио-
нального исследовательского университета в ус-

ловиях искусственно регулируемого светового дня 
(день/ночь = 12/12 ч) при температуре 22–26°C 
и свободном доступе к корму и воде. В работе ру-
ководствовались этическими принципами обраще-
ния с лабораторными животными в соответствии 
с Европейской конвенцией о защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментальных 
и других научных целях (ETS No. 170). Болезненные 
манипуляции с животными проводили с использо-
ванием регламентирующих стандартов: Директивы 
2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза от 22 сентября 2010 года по ох-
ране животных, используемых в научных целях, 
и рекомендаций комиссии по контролю за содер-
жанием и использованием лабораторных животных 
НИУ «БелГУ» (экспертное заключение № 01и/23 
от 23.01.2023).

Животных с редактированным геномом получали 
путем микроинъекции генетической конструкции 
в пронуклеус зиготы мыши-донора с последующей 
пересадкой репродуктивного материала самке-ре-
ципиенту (рис. 1Б) [7–9]. С помощью инструмента 
онлайн-поиска CHOPCHOP была отобрана гидовая 
(направляющая) РНК (single guide RNA – sgRNA), 
узнающая последовательность второго экзона гена 
p2rx3. Выбранная sgRNA 5’-GGCCTACCAAGTG
CGGGACACGG(CCA)-3’ (PAM, указан в скобках) 

Рис. 1. Создание 
мыши с нокаутом 
гена р2rx3. А – 
направляющая 
РНК, выбранная 
для редактирова-
ния гена мето-
дом СRISPR/
cas9. Б – процесс 
пронуклеарной 
инъекции и соз-
дания поколения 
F0. В – транс-
крипт гена р2rx3 
дикой мыши (WT) 
и мыши с нокау-
том этого гена
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(рис. 1А), не имеющая нецелевых сайтов менее чем 
с тремя несоответствиями, была протестирована 
в серии контрольных экспериментов на бластоци-
стах и использована при создании мышей с нокау-
том гена p2rx3. 

Генетический анализ потомства
Генотипирование мышей проводили секвенирова-
нием по Сенгеру ПЦР-продукта, содержащего зону 
узнавания выбранной sgRNA (прямой и обратный 
праймеры 5’-ACTAAGCAGGAACTCATCCCAA-3’, 
5’-CATAATCCGACACATCCATGAC-3’ («Евроген», 
Россия), рис. 1А. в ЦКП «Геном» согласно рекомен-
дованному протоколу. Результаты анализировали 
с помощью Интернет-ресурса Decodr. 

В результате получили животных со сдвигом рам-
ки считывания гена р2rx3 на один нуклеотид в эк-
зоне 2, что привело к замене шести кодонов и об-
разованию стоп-кодона (рис. 1В). Мутация успешно 
закрепилась в первом поколении. Мыши с гомо- и ге-
терозиготной мутацией жизнеспособны. Животные 
были переведены на генетический фон C57Bl/6. 

Выделение, посев и культивирование 
первичной смешанной культуры гиппокампа 
новорожденных мышат
Первичную смешанную культуру нейронов гиппо-
кампа получали от двухдневных мышат, которых 
подвергали эвтаназии путем цервикальной дислока-
ции позвонков. Ножницами разрезали кожу у осно-
вания черепа. Отделяли голову и погружали в лоток 
с измельченным льдом. Извлекали мозг и помещали 
его в чашку Петри с охлажденным фосфатно-соле-
вым раствором (PBS, рН 7.4). Большие полушария 
головного мозга разделяли под бинокуляром (Leica, 
Германия). Гиппокамп помещали на предметное 
стекло с «лункой» в каплю охлажденного PBS, из-
мельчали на 6–8 частей и переносили в пробирку 
с 0.25% раствором трипсин-EDТА. Ткань трипсини-
зировали в 0.25% растворе трипсин-EDTA (Gibco, 
25200056) в течение 20 мин при 37ºC, 5% CO2 в ин-
кубаторе Binder (ФРГ). После трипсинизации про-
водили трехкратную отмывку клеточной суспензии 
в PBS (рН 7.4). К полученной суспензии добавляли 
2 мл нейробазальной среды (Gibco, 21103049), со-
держащей 2% добавки белка B-27 (Gibco, 17504044), 
0.5 мМ L-глутамакса (Gibco, 25030081), 1% ПенСтреп 
(«ПанЭко», Россия) [10].

Первичную смешанную культуру нейронов гиппо-
кампа культивировали в восьмилуночных планшетах 
для анализатора клеточного метаболизма Seahorse 
HS mini (Agilent, США). В канавки вокруг лунок 
вносили по 400 мкл стерильной дистиллированной 
воды. Культуральные лунки B–G покрывали 10 мкл 

поли-D-лизина в концентрации 0.01 мг/мл, в лунки 
коррекции фона А и Н вносили по 180 мкл дистил-
лированной воды. Планшеты оставляли на 1 ч в ла-
минарном шкафу под УФ-лампой. Затем планшеты 
трижды промывали дистиллированной водой и вы-
сушивали в ламинарном шкафу. В каждую ячейку 
планшета Cell Culture Miniplates (Agilent) вносили 
по 80 мкл клеточной суспензии, содержащей 2 × 104 
клеток гиппокампа. В три ячейки восьмилуночного 
планшета вносили первичную смешанную культуру 
нейронов гиппокампа мышей p2rx3-/-, в другие три 
ячейки вносили культуру клеток гиппокампа мышей 
с генотипом p2rx3-/+. Число клеток для посева и вы-
бор оптимальной концентрации FCCP для выполне-
ния митостресс-теста определяли, выполнив предва-
рительно калибровку прибора по оптимизации числа 
клеток и поиску концентрации FCCP для заданного 
типа клеток, согласно инструкции производителя. 
Клетки в планшетах выращивали в течение 3 сут 
с ежедневной сменой ½ порции среды.

Метаболические тесты
Для проведения метаболических тестов были сфор-
мированы две группы животных (по 30 особей 
в каждой) с генотипами p2rx3-/- (опытная) и p2rx3+/- 

(контрольная). 

Оценка параметров митохондриального дыха-
ния. Дыхание митохондрий измеряли на анализа-
торе клеточного метаболизма Seahorse Bioscience 
HS mini (Agilent). За 24 ч до анализа гидратирова-
ли сенсорный картридж (Agilent), заполняя его ка-
либровочным стандартным раствором (Seahorse XF 
Calibrant) по 200 мкл в каждую лунку. Картридж по-
мещали в инкубатор без СО2 при температуре 37°С 
на 24 ч. Готовили аналитическую среду, используя 
среду Seahorse XF DMEM Media, содержащую глю-
козу в конечной концентрации 10 мМ, пируват 1 мМ 
и L-глутамин 2 мМ, согласно рекомендациям произ-
водителя. Для оценки митохондриальной функции 
использовали набор MitostressTest kit. Стоковые рас-
творы готовили согласно инструкции производителя. 
Набор включает олигомицин, FCCP, смесь ротенона 
и антимицина А. В эксперименте готовили рабочие 
растворы в конечной концентрации на лунку: олиго-
мицин – 1 мкМ, FCCP – 2.5 мкМ, ротенон/антими-
цин А – 0.5 мкМ. Митострессоры вводили в клеточ-
ные культуры инъекционно через порты сенсорного 
картриджа Cartridge Agilent Seahorse XFp (Agilent, 
США). Выполняли калибровку картриджа, а затем 
меняли калибровочную тарелку на тарелку с клет-
ками и измеряли скорость потребления кислоро-
да (OCR), отражающую степень митохондриального 
дыхания в клетке. Выполняли по три технических 
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измерения в каждой опытной и контрольной ячей-
ке. Данные нормировали по числу клеток. Используя 
программный продукт Multi-File Seahorse XF 
Mitostress test (США), рассчитывали базальное ды-
хание, утечку протонов, максимальное дыхание, за-
пасную дыхательную емкость, немитохондриальное 
дыхание, продукцию ATP, коэффициент сопряжения 
дыхания. Немитохондриальное дыхание оценивали 
как минимальное измеренное значение OCR после 
инъекции смеси ротенон/антимицин А. Базальное ды-
хание рассчитывали как последнее значение параме-
тра OCR, измеренное до первой инъекции за вычетом 
немитохондриального дыхания. Максимальное дыха-
ние вычисляли как разницу между максимальными 
значениями OCR после инъекции FCCP и немитохон-
дриальным дыханием. Потерю протонов рассчитыва-
ли как минимальное значение OCR после инъекции 
олигомицина за вычетом немитохондриального дыха-
ния. Продукцию АТР рассчитывали после добавления 
олигомицина по разнице между последним значением 
OCR, измеренным до инъекции олигомицина и мини-
мальным значением OCR после инъекции олигоми-
цина. Запасную дыхательную емкость митохондрий 
рассчитывали как разницу между максимальным 
и базальным дыханием. Коэффициент эффективно-
сти дыхания вычисляли как отношение продукции 
АТР к базальному дыханию. 

Изучение биоэнергетического баланса клетки. 
Энергетический фенотип нейронов оценивали с ис-
пользованием набора Cell Energy Phenotype (Kit 
103325-100, Agilent). В наборе использовали олиго-
мицин (ингибитор ATP-синтазы) в конечной кон-
центрации 100 мкМ и FCCP (митохондриальный 
разобщитель) в конечной концентрации 100 мкМ. 
Концентрация стрессового раствора олигомицин/
FCCP, которую вносили в порт картриджа, состав-
ляла 1.0/1.0 мкМ. По результатам измерений с помо-
щью программного продукта Multi-File Seahorse XF 
Cell Energy Phenotype (США) рассчитывали стрес-
совый OCR и ECAR согласно формулам:

           ,� (1)

          ,� (2)

где Stressed OCR – стрессовый фенотип по скорости 
поглощения кислорода, %;
Stressed ECAR – стрессовый фенотип по скорости 
закисления среды, %;
Stressed OCR/ECAR – скорость поглощения кис-
лорода / скорость закисления среды после внесе-
ния в среду митострессоров (смесь олигомицина 
и FCCP);

Baseline OCR/ECAR – скорость поглощения кис-
лорода / скорость закисления среды до внесения 
стрессоров.

Гликотест-стресс. Анализ проведен с использова-
нием набора Glycolysis Stress Test. 

В наборе использовали глюкозу в конечной кон-
центрации 10 мМ, олигомицин (1 мкМ) и 2-дезокси-
глюкозу (500 мМ), которые инъецировали в клеточ-
ные культуры через порты сенсорного картриджа 
Cartridge Agilent (Seahorse XFp). Выполняли кали-
бровку картриджа, а затем меняли калибровочную 
тарелку на тарелку с клетками и измеряли скорость 
закисления среды (ECAR). Данные нормировали 
по числу клеток. Используя программный продукт 
Multi-File Seahorse XF Glycotest (США), рассчиты-
вали скорость гликолиза, гликолитическую емкость 
нейронов, гликолитический резерв и негликолити-
ческое заселение. Скорость гликолиза рассчитывали 
как разницу между максимальным значением ECAR 
до инъекции олигомицина и последним измерением 
ECAR до инъекции глюкозы. Гликолитическую ем-
кость оценивали как разницу между максимальным 
измеренным ECAR после инъекции олигомицина 
и последним измерением ECAR до инъекции глю-
козы. Гликолитический резерв оценивали как глико-
литическую емкость, деленную на скорость гликоли-
за (мрН/пмоль/мин/клетка) и умноженную на 100%. 
Негликолитическое закисление учитывали как по-
следнее измерение ECAR до инъекции глюкозы. Все 
метаболические тесты выполняли в четырех повтор-
ностях по три технических измерения в каждой.

Статистический анализ
Экспериментальные данные обрабатывали, ис-
пользуя программное обеспечение Wave 2.6 (США), 
а также пакет описательной статистики Excel 10.0. 
Экспериментальные данные представлены медианой 
и стандартным отклонением (М ± SD). Учитывая, 
что все полученные числовые данные не подчиняют-
ся гипотезе нормального распределения, статистиче-
скую значимость полученных результатов оценивали 
с использованием критерия Манна–Уитни для выбо-
рок с числом измерений n ≤20. Критическим уров-
нем значимости считали p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
У трансгенных животных был изучен энергетиче-
ский фенотип первичной смешанной культуры ней-
ронов гиппокампа. В тестах данного типа надежным 
индикатором скорости гликолиза является скорость 
закисления среды (ECAR). Однако, когда высоко-
аэробные клетки подвергаются стрессу, продукция 
углекислого газа митохондриями может провоциро-
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вать усиление ECAR [11] и увеличивать вклад глико-
лиза в метаболический потенциал. С помощью этого 
теста оценили восприимчивость клеток гиппокампа 
полученных трансгенных мышей к этому эффек-
ту. Показано, что нейроны гиппокампа трансгенных 
животных как гомозиготных, так и гетерозиготных 
данному эффекту не подвержены. Энергетический 
фенотип митохондриального дыхания первичной 
смешанной культуры гиппокампа нейронов трансген-
ных животных – аэробное дыхание, основу которого 
составляет окислительное фосфорилирование. В пер-
вичной смешанной культуре нейронов гиппокампа, 
полученных от мышей р2rx3-/-, соотношение скорости 
потребления кислорода (OCR) к скорости закисления 
среды (ECAR) составило 1.2, у мышей с генотипом 
р2rx3+/- – OCR/ECAR = 1.1. Явно выраженных раз-
личий в метаболическом фенотипе нейронов гиппо-
кампа между исследуемыми группами животных 
не обнаружено (рис. 2). 

При изучении особенности митохондриального 
дыхания получили кривые скорости поглощения 

кислорода в режиме реального времени (приложе-
ние рис. 1SА). Установлено увеличение практически 
всех параметров митохондриального дыхания за ис-
ключением запасной дыхательной емкости, полу-
ченной от гомозигот р2rx3-/- (табл. 1).

Согласно данным табл. 1, в культуре нейронов, 
полученных от мышей р2rx3-/-, существенно возрас-
тали немитохондриальное, базальное и максимальное 
дыхание, а также дыхательный резерв, соответствен-
но, на 52.4% (р <0.05), 72.3% (р <0.05) и 61.3% (р <0.05) 
по сравнению с контролем. Для культуры нейронов 
гиппокампа, полученной от мышей р2rx3-/-, было 
характерно повышение продукции ATP на 84.4% 
(р <0.05), дыхательного резерва – на 36% (р <0.05) 
и коэффициента эффективности дыхания – на 43% 
(р <0.05) по сравнению с контролем. Вследствие вы-
сокой интенсивности митохондриального дыхания 
запасная дыхательная емкость первичной смешан-
ной культуры гиппокампа мышей р2rx3-/- снижена 
на 36.6% (р <0.05) по сравнению с контролем.

В первичной смешанной культуре нейронов гип-
покампа мышей р2rx3-/- скорость гликолиза и гли-
колитическая емкость существенно снижены – 
на 75.7% (р <0.05) и 78.6% (р <0.05) – по сравнению 
с аналогичными показателями у мышей с генотипом 
р2rx3+/- (рис. 3). 

Гликолитический резерв нейронов гиппокам-
па мышей p2rx3-/- повышен практически в 2 раза: 
351.3 ± 158.2% против 163.2 ± 60.5% в культуре гип-
покампа мышей p2rx3+/-

 (гликолитические кривые, 
полученные в режиме реального времени, представ-
лены в приложении рис. 1SБ).

ОБСУЖДЕНИЕ
Для первичной смешанной культуры нейронов гип-
покампа, полученной как от животных с генотипом 
p2rx3-/-, так и с p2rx3+/-, характерен аэробный тип 
дыхания, когда клетка использует преимущественно 
окислительное фосфорилирование. Установленный 

Рис. 2. Метаболический потенциал первичной сме-
шанной культуры нейронов гиппокампа трансгенных 
мышей с нокаутом гена р2rx3
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Таблица 1. Параметры митохондриального дыхания культуры нейронов гиппокампа мышей с нокаутом гена р2rx3

Параметр р2rx3 +/- 

(контроль)
р2rx3-/-

(опыт)
U-критерий
Uкрит ≤17

Немитохондриальное дыхание, пмоль/мин/клетка 27.1 ± 5.3 56.9 ± 18.0* 0
Базальное дыхание, пмоль/мин/клетка 65.9 ± 12.2 238.1 ± 7.9* 0

Максимальное дыхание, пмоль/мин/клетка 124.3 ± 8.9 320.9 ± 18.5* 0
Потеря протонов (H+), пмоль/мин/клетка 14.5 ± 8.1 40.4 ± 16.4 19

ATP-продукция, пмоль/мин/клетка 36.1 ± 12.8 231.5 ± 9.9* 0
Дыхательный резерв, пмоль/мин/клетка 56.0 ± 16.4 87.4 ± 14.3* 0

Запасная дыхательная емкость, % 188.3 ± 45.20 137.8 ± 7.2* 0
Коэффициент эффективности дыхания, % 58.8 ± 21.6 103.4 ± 10.4* 1

*Достоверность различий при р <0.05 по сравнению с контролем. 
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в эксперименте аэробный тип метаболизма нейро-
нов гиппокампа и отсутствие переключения энерге-
тического фенотипа при введении стрессоров мито-
хондриального дыхания указывает на повышенную 
биоэнергетическую функцию митохондрий. 

Мы установили, что нейроны гиппокампа мышей 
с нокаутом гена p2rx3-/- имеют повышенное базаль-
ное и немитохондриальное дыхание по сравнению 
с нейронами гиппокампа, полученными от мышей 
p2rx3+/-. Наши результаты также показывают, 
что нейроны гиппокампа p2rx3-/- имеют высокий 
уровень продукции АТP и сниженную скорость гли-
колиза и гликолитической емкости, которая факти-
чески характеризует максимальную способность ге-
нерировать АТP в процессе гликолиза. Полученные 
данные свидетельствуют, что нейроны гиппокампа 
с нокаутом гена p2rx3-/- в базальном состоянии ра-
ботают уже близко к максимуму своей митохон-
дриальной энергетической мощности. Сочетание 
интенсивного митохондриального дыхания вме-
сте с утечкой протонов, которые направляются 
на производство активных форм кислорода (АФК), 
на фоне сниженной запасной дыхательной емко-
сти указывает на снижение способности нейронов 
справляться со значительными колебаниями в биоэ-
нергетических потребностях при различных клеточ-
ных стрессах, а также при старении. Усиление окис-
лительного фосфорилирования в нейронах является 
основной причиной повышенного уровня АФК [12]. 
Основной вопрос заключается в том, вследствие 
чего нейроны с нокаутом гена p2rx3 имеют такие 
большие энергетические потребности. Согласно 
опубликованным данным, более высокие энергети-

ческие потребности имеют нейроны дофаминовой 
субстанции мышей с болезнью Альцгеймера [13]. 
Такие энергозатраты связаны с большим аксональ-
ным разветвлением, которое требует высокоэффек-
тивной продукции митохондриального АТP за счет 
увеличения плотности митохондрий в терминалях 
[13]. Мы не определяли степень ветвления нейронов 
у полученных трансгенных мышей, поэтому, исхо-
дя из опубликованных данных, можем только вы-
двинуть гипотезу о роли ионотропных рецепторов 
в усилении биоэнергетики нейронов гиппокампа. 

Ген p2rx3 кодирует рецептор Р2Х3, который экс-
прессируется в разных областях мозга, в том чис-
ле в пирамидных нейронах, зубчатых гранулярных 
клетках и интернейронах гиппокампа [14]. Учитывая, 
что гиппокамп является ключевой структурой моз-
га, связанной с формированием долговременной 
памяти, изменения активности ионотропных ре-
цепторов – пуринергических (Р2X) и глутаматер-
гических (NMDA) – могут модулировать пластич-
ность и гиппокамп-зависимое обучение, а также 
память. Эта пластичность основана на активации 
гиппокампальных киназ и изменении уровня вну-
триклеточного кальция [15]. Описаны перекрестные 
взаимодействия рецепторов семейства Р2Х с NMDA. 
Доказано, что активация рецепторов семейства Р2Х 
ингибирует токи Ca2+ через рецепторы семейства 
NMDA. Функциональное значение такого взаимо-
действия связано с тем, что рецепторы Р2Х служат 
низкочастотными фильтрами кальциевого сигнала 
в условиях физиологического покоя, когда для вхо-
да кальция не требуется деполяризация мембра-
ны, как в случае с рецепторами NMDA [3]. У мы-
шей с нокаутом гена p2rx3 наблюдалось нарушение 
долговременной депрессии в синапсах гиппокампа 
СА1, СА3 и зубчатых гранулярных клетках, а так-
же лучшая способность к обучению и ориентации 
в пространстве [5]. Ингибирование рецепторов се-
мейства Р2Х (семейства Р2Х3, Р2Х4, Р2Х6) усили-
вает индукцию долговременной памяти [3]. Известно, 
что во время долгосрочной потенциации, лежащей 
в основе памяти и обучения, изменяется выработка 
энергии в митохондриях [16], увеличивается актив-
ность митохондриального кальциевого насоса [17] 
и усиливается экспрессия митохондриальных генов 
[18]. Блокирование митохондриального окислитель-
ного фосфорилирования приводит к значительному 
ухудшению долгосрочной депрессии синапсов [19]. 
Выработка энергии в митохондриях имеет решаю-
щее значение для высвобождения трансмиттеров 
посредством экзоцитоза везикул, мобилизации вези-
кул резервного синаптического пула и регуляции си-
наптической силы [20]. Не исключено, что повышен-
ные биоэнергетические потребности нейронов могут 
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Рис. 3. Показатели гликолитической функции первич-
ной смешанной культуры нейронов гиппокампа мышей 
с нокаутом гена p2rx3. * – достоверность различий 
при р <0.05 по сравнению с гетерозиготами
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быть связаны с чрезмерной активацией NMDA-
рецепторов. Согласно [21], активация рецепторов 
NMDA увеличивает объем шипиков в культивируе-
мых нейронах гиппокампа и повышает поверхност-
ную экспрессию рецепторов AMPA (альфа-амино-3-
гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота). 
Описана регуляция деления митохондрий в дендри-
тах, сопровождающаяся увеличением содержания 
Са2+ в митохондриальном матриксе, опосредованного 
активацией Са2+ и кальмодулин-зависимой проте-
инкиназы II (CAMK II) [22]. Показана локализация 
NMDA-подобного рецептора на мембране митохон-
дрий, который усиливает активность АТP-синтазы 
и выработку АТP нейронами [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные в работе результаты свидетельству-
ют о том, что у мышей с нокаутом гена p2rx3 по-
вышена биоэнергетическая функция митохондрий. 
Для трансгенных мышей с генотипом p2rx3-/- ха-
рактерен аэробный тип митохондриального дыха-
ния, высокая продукция ATP, повышенное базальное 
и немитохондриальное дыхание, усиление потери 
протонов, достаточно высокий уровень коэффициен-
та эффективности дыхания, при этом запасная ды-
хательная емкость митохондрий, скорость гликолиза 

и гликолитическая емкость снижены. Полученные 
данные указывают на работу митохондрий, близкую 
к максимуму своей энергетической мощности. Не ис-
ключено, что такая активация энергетического ме-
таболизма клетки связана с реципрокными взаимо-
действиями между ионотропными пуринергическими 
и глутаматергическими рецепторами. Важным и от-
крытым остается вопрос о том, как будет изменять-
ся биоэнергетический баланс нейронов гиппокампа 
у животных с нокаутом гена p2rx3 на фоне блока-
ды NMDA-рецепторов. Понимание взаимодействий 
между пуринергическими и глутаматергическими ре-
цепторами имеет важное значение, поскольку эти ре-
цепторы вовлечены в определенные типы гиппокамп-
зависимой памяти. Животные с нокаутом гена p2rx3 
являются уникальной моделью для поиска фарма-
кологических мишеней, направленных на коррекцию 
энергетического метаболизма клеток головного мозга 
и устраняющих когнитивные дисфункции. 

Научное исследование проведено 
при поддержке Российского научного фонда 

(грант № 23-24-00600).

Приложения доступны на сайте 
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27551
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