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Аннотация. На крысах-самцах линии Wistar создана модель 14-суточной десинхронизации 
циркадианного ритма. В первой серии исследований изучалось влияние десинхронизации на уровень 
белка 2, опосредующего активность коллапсина (collapsin-response mediator protein 2 (CRMP2)) 
в гипоталамусе и эпифизе, методом твердофазного непрямого иммуноферментного анализа (НИФА). 
Было обнаружено повышение уровня CRMP2 в гипоталамусе и эпифизе у животных опытной группы 
по сравнению с интактными животными. Во второй серии исследования были выполнены в приподнятом 
крестообразном лабиринте (ПКЛ). Поведение животных исследовали в лабиринте, после чего были 
сформированы две группы: 1) контрольная группа, которой вводили инактивированный CRMP2; 
2) опытная группа, которой вводили CRMP2. Препараты вводили интраназально за 24 ч до начала 
десинхронизации и через 7 суток после ее начала. По завершении 14-суточной десинхронизации 
циркадианного ритма крыс обеих групп вновь помещали в ПКЛ и регистрировали количество или 
продолжительность поведенческих актов. Было обнаружено трехкратное снижение количества 
вертикальных стоек (p < 0,001) и общей продолжительности груминга (p < 0,001) в закрытых рукавах 
лабиринта при отсутствии изменений в количестве свешиваний у животных опытной группы 
относительно показателей до начала десинхронизации. Затем их умерщвляли и забирали пробы 
крови, выделяли сыворотку, в которой методом НИФА определяли уровень кортизола. Уровень 
кортизола у животных опытной группы был значительно ниже, чем у контрольных животных (p < 0,001). 
Делается заключение о наличии анксиолитической активности у CRMP2 в отношении воздействия 
десинхронизационного стресса на организм и способности обеспечивать его адаптацию к нарушению 
циркадианного ритма на уровне специализированных структур головного мозга и гормональной 
регуляции.

Ключевые слова: десинхронизация циркадианного ритма, крысы, CRMP2, непрямой иммуноферментный 
анализ, гипоталамус, эпифиз, приподнятый крестообразный лабиринт, кортизол
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Abstract. The article reports the results of an experiment with male Wistar rats who were subjected to 14-day 
desynchronization of circadian rhythm. In the first series of experiments, the impact of desynchronization 
on the levels of collapsin-response mediator protein 2 (CRMP2) in the hypothalamus and epiphysis was 
examined using a solid-phase indirect ELISA test. An upregulation of CRMP2 in both the hypothalamus 
and epiphysis was observed. In the second series of experiments, rat behavior was assessed using the elevated 
plus-maze (EPM) test. As a result, two groups were formed: (1) control group — received inactive CRMP2; 
(2) experimental group — received CRMP2. Both preparations were administered intranasally 24 hours 
before and 7 days after desynchronization. After the desynchronization period, rats from both groups were 
re-tested in the EPM, and the number and duration of specific behavioral acts were recorded. The experimental 
group showed a three-fold decrease in the number of rearing (p < 0.001) and total duration of grooming  
(p < 0.001) in the closed arms of the maze, with no change in the number of hanging behaviors, relative  
to pre-desynchronization levels. The rats then were sacrificed, and serum samples were collected to assess 
cortisol levels via ELISA. The cortisol level in the experimental group was significantly lower than in the 
control group (p < 0.001). The study suggests that CRMP2 exhibits anxiolytic activity, helping the organism 
to adapt to desynchronization stress by influencing circadian rhythm disturbances in specialized brain 
structures and through hormonal regulation. 

Keywords: circadian rhythm desynchronization, rats, CRMP2, indirect ELISA test, hypothalamus, epiphysis, 
elevated plus-maze, cortisol

Введение

В настоящее время значительная часть тру-
доспособного населения развитых стран осу-
ществляет трудовую деятельность в ночное 
время суток. Несмотря на возможность отдохнуть 
и восстановиться в светлое время суток, эти 
люди тем не менее подвергаются воздействию 
десинхронизационного стресса, вызванного на-
рушением естественного циркадианного ритма. 
Вследствие того, что десинхронизационный 
стресс способен вызывать глубокие изменения 
в функционировании структур головного мозга 
и гормональной сферы, у лиц, подвергнутых его 
продолжительному воздействию, впоследствии 
могут развиться такие тяжелые патологии, как 
злокачественные опухоли, сахарный диабет, 
артериальная гипертония и др. Поэтому иссле-
дования молекулярных механизмов десинхро-
низационного стресса имеют несомненную 

значимость как с медицинской, так и с социаль-
ной точек зрения для своевременного предот-
вращения неблагоприятных эффектов десин-
хронизации циркадианного ритма на организм 
человека и возникновения тяжелых и плохо 
поддающихся лечению заболеваний.

Белок 2, опосредующий активность кол- 
лапсина (collapsin-response mediator protein 2 
(CRMP2)), известен как белок, способствующий 
росту аксонов нейронов головного мозга и их 
миграции (Nakamura et al. 2020). Вместе с тем 
ранее проведенные нами исследования проде-
монстрировали, что серотонин-модулируемый 
белок (СМАБ), активным действующим началом 
которого является составляющий его CRMP2, 
связанный очень прочными Ca2+-зависимыми 
связями с актином и тубулином (Garina et al. 
2018), обладает выраженными адаптогенны- 
ми свойствами к воздействию неблагоприят- 
ных факторов окружающей среды химической  
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и физической природы (Gaisina et al. 2022; 
Mustafayev, Mekhtiev 2014; Mekhtiev et al. 2017). 
Исходя из приведенных выше данных, целью 
настоящего исследования было моделирование 
десинхронизации циркадианного ритма на кры-
сах, обнаружение его влияния на уровень CRMP2 
в эпифизе и гипофизе у крыс, а также анализ 
влияния интраназального введения CRMP2 под-
вергнутым десинхронизационному стрессу кры-
сам на поведенческие показатели с привлечени-
ем приподнятого крестообразного лабиринта 
(ПКЛ) и на уровень стрессорного гормона кор-
тизола в сыворотке их крови. 

Материалы и методы исследований

Выделение CRMP2 осуществляли из голов-
ного мозга коров. Основными этапами выде- 
ления были (Gaisina et al. 2022): 1) дробное  
осаждение сульфатом аммония в интервале на-
сыщения 0–40%; 2) гель-хроматография на ко-
лонке (3 × 60 см) с сефадексом G-150 (Serva, 
Германия); 3) инкубация иммунопозитивной 
фракции на встряхивателе в течение ночи при 
4 °С в смеси с 60 мМ деионизированного ЭДТА; 
4) изоэлектрическое фокусирование смеси  
иммунопозитивной фракции с 60 мМ ЭДТА  
на ультрагеле с использованием амфолинов 
(Pharmacia, Швеция) в узком диапазоне рН (4–6). 
Отбор иммунопозитивных фракций после каж-
дого этапа фракционирования осуществляли 
под скрининговым контролем твердофазного 
непрямого иммуноферментного анализа (НИФА). 
Гомогенность выделенного препарата контро-
лировали методом нативного электрофореза 
в  7,5%-м полиакриламидном геле в  трис-
глициновой буферной системе (рН 8,3). Принад-
лежность выделенного белка к CRMP2 была 
установлена методом масс-спектроскопии (Ga- 
rina et al. 2018), его изоэлектрическая точка  
определена методом изоэлектрического фоку-
сирования.

Поликлональные иммуноглобулины полу-
чали в результате иммунизации кроликов-самцов 
породы Шиншилла с массой тела 2,5–3 кг очи-
щенным CRMP2 в количестве 300 мкг всегда 
в смеси с равным объемом полного адъюванта 
Фрейнда. Первые три иммунизации проводили 
с интервалом в 14 суток, последующие — один 
раз в месяц. Через 10 суток после 3-й и после-
дующих иммунизаций из краевой вены уха 
у животных забирали по 50 мл крови, выделяли 
сыворотку и путем приливания 100%-го раство-
ра сульфата аммония осаждали иммуногло- 
булины G. Иммуноглобулины, полученные  
от каждого кролика, тестировали в НИФА для 

определения выраженности иммунного ответа 
в отношении CRMP2. Для дальнейших исследо-
ваний использовали иммуноглобулины, имевшие 
высокие титры.

Исследования были выполнены на крысах-
самцах линии Wistar с массой тела 180–220 г. 
В первой серии исследований крысы были по-
делены на 2 группы: 1) интактная группа — жи-
вотных содержали в режиме чередования свет-
лого и темного интервалов, по 12 ч каждого 
(n = 8); 2) экспериментальная группа — живот-
ных подвергали воздействию непрерывного 
искусственного освещения неоновыми лампами 
на протяжении 14 суток (n = 8). По завершении 
14 суток световой десинхронизации животных 
обеих групп подвергали эвтаназии путем дека-
питации и из головного мозга крыс извлекали 
эпифиз и гипофиз. Методом НИФА на полисти-
роловых планшетах с умеренным уровнем сорб-
ции (Sigma, Германия) определяли уровни CRMP2 
в белковых экстрактах (Catty, Raikundalia 1989). 
При постановке НИФА белковые экстракты 
использовали в качестве антигенов в концен-
трации 20 мкг/мл в 0,1 М трис-HCl буфере  
(рН 8,6), тогда как кроличьи поликлональные 
иммуноглобулины G к CRMP2 использовали 
в качестве первичных антител, а конъюгаты 
противокроличьих козьих иммуноглобулинов 
с пероксидазой хрена — в качестве вторичных 
антител. Оба вида антител разводили в буфере 
для антител, содержавшем 0,04 М фосфатный 
буфер, 0,15 М NaCl, 0,05% твина-20 и 1% бычье-
го сывороточного альбумина (рН 7,3). В качестве 
субстрата использовали ортофенилендиамин 
в концентрации 0,5 мг/мл в 0,05 М цитрат- 
фосфатном буфере (рН 4,5). Реакцию останав-
ливали через 20 мин после добавления субстра-
та, заливая в каждую лунку по 50 мкл 3 М NaOH. 
Результаты реакции считывали на фотометре 
для иммуноферментного анализа “Molecular 
Devices SpectraMax 250” (MTX Lab Systems, Inc., 
USA) на длине волны 492 нм (длина волны срав-
нения 630 нм) в виде оптических единиц по-
глощения (ОЕП). 

Во второй серии исследований животные 
были разделены на 2 группы: 1) контрольная 
группа (n = 8), которой вводили инактивиро-
ванный CRMP2 (водяная баня при 60 °С в тече-
ние 35 мин); 2) опытная группа (n = 8), которой 
вводили активный CRMP2. Препараты в физи-
ологическом растворе (рН 7,3; в качестве буфе-
ра использовали фосфат натрия) вводили ин-
траназально в дозе 1 мг/мл и объеме по 10 мкл 
в обе ноздри один раз в неделю на протяжении 
двух недель (всего два введения). Интраназаль-
ное введение препаратов было выбрано как 
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нетравматичный способ их доставки в головной 
мозг в обход гематоэнцефалического барье- 
ра при их многократном введении (Pardeshi, 
Belgamwar 2013). Десинхронизацию циркадиан-
ного ритма осуществляли путем непрерывного 
освещения крыс обеих групп лампой с силой 
света 459 кандел, укрепленной на высоте 2,2 м 
над контейнерами для крыс. За 24 ч до введения 
CRMP2 и по завершении 14-дневной десинхро-
низации животных обеих групп на 5 мин поме-
щали в ПКЛ, предназначенный для исследования 
уровня тревожности у крыс (Walf, Frye 2007), 
и осуществляли регистрацию количества и про-
должительности различных поведенческих актов: 
вертикальных стоек, груминга и свешиваний. 
По завершении анализа поведения после 14-днев-
ной десинхронизации животных обеих групп 
подвергали эвтаназии путем декапитации. У жи-
вотных были взяты пробы крови, из которых 
была выделена сыворотка. Методом НИФА 
в сыворотке крови этих животных определяли 
уровень кортизола (Хема, Россия).

Поведенческие опыты, интраназальные вве-
дения препаратов, а также умерщвление живот-

ных для изъятия структур головного мозга 
и проведения иммуноферментного анализа 
осуществляли в утреннее время суток, в интер-
вале 10.00–13.00 по местному времени.

Результаты иммунохимических и поведен-
ческих экспериментов анализировали с по-
мощью t-критерия Стьюдента. Перед проведе-
нием статистической обработки результатов 
посредством t-критерия Стьюдента все вы-
борки были проанализированы на нормальность 
распределения посредством формулы М ± 3ϭ 
(Lakin 1990). 

Результаты исследований и обсуждение

В первой серии исследований у животных 
опытной группы, подвергнутых 14-суточной 
десинхронизации циркадианного ритма, от-
мечалось достоверное повышение уровня CRMP2 
в гипоталамусе (0,199 ± 0,012 ОЕП; p < 0,01) 
и эпифизе (0,191 ± 0,008 ОЕП; p < 0,01) относи-
тельно его уровня в этих структурах у интактных 
животных (соответственно, 0,15 ± 0,014 ОЕП 
и 0,138 ± 0,014 ОЕП) (рис. 1). 

Рис. 1. Изменение уровня CRMP2 в эпифизе и гипоталамусе у крыс, подвергнутых  
14-суточной десинхронизации циркадианного ритма (Experimental group), в сравнении  

с интактными животными (Control group). ** — достоверные различия (p < 0,01)

Fig. 1. Change in CRMP2 levels in the epiphysis and hypothalamus of rats subjected  
to 14-day circadian rhythm desynchronization (Experimental group) in comparison  

to intact animals (Control group). ** — significant differences (p < 0.01)
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По завершении 14-суточной световой де-
синхронизации при тестировании животных 
в ПКЛ в контрольной группе наблюдали зна-
чительные изменения в поведении. При этом 
в контрольной группе наблюдалось заметное 
снижение количества свешиваний (3,4 ± 0,2) 
в закрытом рукаве лабиринта в сравнении со 
значениями у этих же животных до начала 
десинхронизации (8,9 ± 1,4; p < 0,01) (рис. 2). 
Наряду с этим, в контрольной группе было от-
мечено увеличение общей продолжительности 
груминга в закрытых рукавах лабиринта в срав-
нении с показателем до начала десинхрониза-
ции (7,5 ± 1,0 и 4,25 ± 0,8 сек, соответственно, 
p < 0,05) (рис. 3). Указанные изменения в пере-
численных видах поведения животных кон-
трольной группы указывают на выраженное 
стрессорное влияние 14-суточного десинхро-
низационного стресса на их центральную нерв-

ную систему, обусловленное нарушением цир-
кадианного ритма.

При проведении поведенческого экспери-
мента в ПКЛ для анализа поведения животных 
опытной группы в качестве контрольных ис-
пользовали как значения поведенческих актов 
животных этой же группы до начала световой 
десинхронизации и введения препаратов, так 
и значения животных контрольной группы, 
также подвергнутых 14-суточной десинхрони-
зации и дважды получивших интраназальные 
инъекции инактивированного CRMP2.

При рассмотрении результатов поведения 
животных опытной группы обращают на себя 
внимание следующие изменения поведения  
по завершении 14-суточной десинхронизации 
циркадианного ритма. У животных этой группы 
наблюдалось трехкратное снижение количе- 
ства вертикальных стоек в закрытых рукавах  

Рис. 2. Количество свешиваний у крыс в ПКЛ до и после  
14-суточной десинхронизации циркадианного ритма и интраназального введения  

инактивированного (Control group) или активного (Experimental group) CRMP2.  
** — достоверные различия (p < 0,01)

Fig. 2. Number of hangings in rats in the EPM before and after  
14-day circadian rhythm desynchronization and intranasal administration  

of inactivated (Control group) or active (Experimental group) CRMP2.  
** — significant differences (p < 0.01)
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лабиринта по сравнению со значением этого  
показателя до начала десинхронизации: соот-
ветственно, 1,6 ± 0,2 и 4,8 ± 0,7 (p < 0,001) (рис. 4), 
и по сравнению с контрольными животными, 
также подвергнутыми воздействию десинхро-
низации — 3 ± 0,3 (p < 0,01) (рис. 4). Кроме того, 
у животных опытной группы отмечалось поч-
ти трехкратное снижение общей продолжитель-
ности груминга в закрытых рукавах лабирин- 
та по сравнению со значением груминга  
у этих животных до начала десинхронизации:  
соответственно, 3,5 ± 0,9 сек и 10,2 ± 0,8 сек  
(p < 0,001) (рис. 3). Наблюдалось снижение 
уровня этого показателя относительно значений 
контрольных животных, также подвергнутых 
14-суточной десинхронизации: соответствен-
но, 3,5  ±  0,9 сек и  7,5  ±  1,0 сек (p < 0,05).  
По завершении десинхронизации количество 
свешиваний у животных опытной группы в от-
личие от снижения уровня этого показателя 
у контрольной группы фактически осталось 

на том же уровне, что и до начала десинхрони-
зации (рис. 2). По результатам анализа поведе-
ния животных опытной группы в ПКЛ можно 
прийти к выводу, что двукратное интраназаль-
ное введение крысам CRMP2 приводит к за-
метному ослаблению неблагоприятного влияния 
14-суточного десинхронизационного стресса 
на центральную нервную систему.

Определение уровня стрессового гормона 
кортизола в сыворотке крови животных кон-
трольной и опытной групп, подвергнутых 14-су-
точной десинхронизации циркадианного ритма, 
выявило снижение уровня кортизола в сыво-
ротке крови у  животных опытной группы 
(71,1 ± 2,4 нМ, p < 0,001) относительно кон-
трольных значений (96,3 ± 2,6 нМ) (рис. 5). 

В целом полученные результаты исследований 
позволили выявить повышение уровня CRMP2 
в гипоталамусе, являющемся центром регуляции 
вегетативных функций в головном мозге и за-
действованном в регуляции циркадианного 

Рис. 3. Общая продолжительность груминга у крыс в закрытых рукавах ПКЛ  
до и после 14-суточной десинхронизации циркадианного ритма и интраназального введения 

инактивированного (Control group) или активного (Experimental group) CRMP2.  
* — достоверные различия (p < 0,05); *** — достоверные различия (p < 0,001)

Fig. 3. Total duration of grooming in the closed arm of the elevated plus-maze in rats  
before and after 14-day circadian rhythm desynchronization and intranasal administration  

of inactivated (Control group) or active (Experimental group) CRMP2.  
* — significant differences (p < 0.05); *** — significant differences (p < 0.001)



202 https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2024-5-2-196-204

Центральные и гормональные механизмы адаптации к десинхронизационному стрессу

Рис. 4. Количество вертикальных стоек у крыс в закрытых рукавах крестообразного лабиринта  
до и после 14-суточной десинхронизации циркадианного ритма и интраназального введения 

инактивированного (Control group) или активного (Experimental group) CRMP2.  
*** — достоверные различия (p < 0,001)

Fig. 4. Number of rears in the closed arm of the elevated plus-maze in rats  
before and after 14-day circadian rhythm desynchronization and intranasal administration  

of inactivated (Control group) or active (Experimental group) CRMP2.  
*** — significant differences (p < 0.001)

Рис. 5. Уровень кортизола в сыворотке крови у крыс после 14-суточной десинхронизации  
циркадианного ритма и интраназального введения инактивированного (Control group)  

или активного (Experimental group) CRMP2. *** — достоверные различия (p < 0,001)

Fig. 5. Serum cortisol levels in rats after 14-day circadian rhythm desynchronization  
and intranasal administration of inactivated (Control group) or active (Experimental group)  

CRMP2. *** — significant differences (p < 0.001)
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ритма, и в эпифизе, обеспечивающем синтез 
мелатонина (do Amaral, Cipolla-Neto 2018), 
у крыс, подвергнутых 14-суточной десинхро-
низации циркадианного ритма. По-видимому, 
этот процесс имеет компенсаторное значение 
и способствует адаптации животных к нега-
тивному влиянию десинхронизационного стрес-
са. Предположение об адаптивном повышении 
CRMP2 в гипоталамусе и эпифизе крыс, под-
вергнутых 14-суточной десинхронизации, экс-
периментально подтверждено во второй серии 
исследований. Они продемонстрировали анк-
сиолитическое влияние CRMP2, с одной сто-
роны, на поведенческие показатели в ПКЛ 
у крыс опытной группы, подвергнутых воз-
действию 14-суточного десинхронизационно-
го стресса и получивших в этот период интра-
назальные инъекции CRMP2, а, с  другой 
стороны, снижение уровня кортизола в сыво-
ротке крови у этих животных.

Таким образом, на основании полученных 
экспериментальных данных можно прийти 
к выводу о способности CRMP2 нивелировать 
неблагоприятное воздействие десинхрони- 
зационного стресса на организм и обеспечи- 
вать его адаптацию к нарушению циркадиан-
ного ритма на уровне специализированных 
структур головного мозга и гормональной 
регуляции.
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